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DBP level in the serum of mares after delivery assessed by ELISA

Summary

The vitamin D-binding protein (DBP), also known as Gc-globulin, plays a role as vitamin D and its metabo-
lites carrier; actin scavenger, a precursor of macrophage activating factor (DBP-MAF), binds fatty acids
located on the surface of many cell types and enhances chemotactic activity of C5 and C5a des Arg. In the
authors’ studies, in order to assess DBP level in mares sera, the ELISA test was developed and standardized.
The aim of this study was likewise to compare the level of Ge protein in sera of mares after delivery as
compared to non-pregnant mares. The sera derived from 77 full blood mother-mares taken at 36-48 h after
delivery, sera of 6 mares that had not taken part in reproduction and sera of 3 geldings the Wielkopolska
breed. The authors demonstrated that two days after delivery the DBP concentration in mother-mares sera
was significantly higher (p = 0.001291 < a = 0.05) than in non-pregnant mares. It was also proved that DBP

level in mother-mares sera had no relation to age or number of deliveries.
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Biatko wiazace witaming D (DBP — vitamin D-bin-
ding protein), znane takze jako globulina Gc, pelni role
no$nika witaminy D i jej pochodnych, zmiatacza ak-
tyny, jest prekursorem czynnika aktywacji makrofa-
gow DBP-MAF (macrophage activating factor), wia-
ze kwasy tluszczowe, lokalizuje si¢ na powierzchni
wielu komorek oraz wzmaga aktywno$¢ chemotaktycz-
na sktadnikéw C5a i C5a des Arg dopetniacza (12, 21,
36,41).

Poziom surowiczego DBP podlega zmianom zar6w-
no w przebiegu procesow fizjologicznych, jak row-
niez podczas dysfunkcji poszczegolnych narzadow czy
ukfadow. Obserwuje sig charakterystyczne zmiany
poziomu biatka Ge w surowicy wykazujace rytm do-
bowy. Rano obserwowano niskie st¢zenia surowicze-
go DBP, po czym jego poziom gwattownie wzrastat,
przechodzac w godzinach przedpotudniowych w fazg
plateau, ktéra utrzymywata si¢ do wieczora. Rytm do-
bowy DBP jest zwiazany z rytmem 1,25(OH),D, oraz
z poziomem albumin w surowicy krwi (28). "Poziom

* Badania finansowane ze srodkoéw na nauk¢ w latach 2006-2007 jako pro-
jekt badawczy nr 2P06K 03030 oraz z projektu pt. Drugi program stypendialny
dla doktorantéw Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu. Projekt wspot-
finansowany przez Unig Europejska z Europejskiego Funduszu Spotecznego oraz
budzet panstwa w ramach Zintegrowanego Programu Operacyjnego Rozwoju
Regionalnego.

surowiczego DBP rosnie podczas ciazy u kobiet i po
antykoncepcji (1, 3). Wykazano, ze estrogenizacja
powoduje wzrost tego parametru nawet o 50% (12,
13). Jego poziom maleje w przebiegu procesOw mar-
twiczych (urazy) (7, 8), w chorobach watroby, np.
w piorunujacym uszkodzeniu watroby (fulminant
hepatic failure) u ludzi (35), w marskosci watroby (2),
w zespole nerczycowym (20, 41), w przebiegu szoku
septycznego spowodowanego endotoksynami (20) oraz
podczas ograniczenia w diecie biatka i energii (32, 36).
Wielokierunkowe dzialanie DBP wskazuje na nie-
zwykla rolg tego biatka w utrzymaniu homeostazy or-
ganizmu.

W dostgpnym pismiennictwie istnieja skromne in-
formacje dotyczace biatka Gc u koni. Znany jest jego
polimorfizm, wykorzystywany na duzq skale w okres-
laniu ojcostwa u koni oraz zmiennos$ci genetycznej
danej populacji (6, 26, 27, 34, 38). Wigkszos¢ prac
dotyczy jednak cech Jakosc10wych tego biatka, bez
oznaczania jego poziomu w surowicy czy wyd21eh-
nach organizmu. Znajomos$¢ poziomu biatka wiazace-
go witaming D w surowicy koni wydaje si¢ jeszcze
bardziej interesujaca w $wietle badan Breidenbach
i wsp. (4), ktorzy wykazali, ze st¢zenie kalcydiolu
124,25(0OH),D, w surowicy koni jest znacznie nizsze
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niz u wigkszosci innych ssakow i ptakow, natomiast
zdolnos¢ DBP do wiazania kalcydiolu nie odbiega
znacznie od wartosci tych parametréw u innych ssa-
kow. Srednie stqzeme kalcytrlolu (55 £ 24 pmol/L
n = 19) jest u koni rowniez znacznie nizsze niz u in-
nych ssakow. Jednoczes$nie autorzy ci twierdza, ze
u tego gatunku, w przeciwienstwie do innych, witami-
na D wydaje si¢ nie odgrywac gtownej roli w utrzy-
maniu prawidlowego poziomu wapnia i nieorganicz-
nego fosforu.

Brak informacji na temat poziomu DBP w surowi-
cy koni, ze szczegdlnym uwzglednieniem klaczy
w okresie okoloporodowym sktonit autoréw do pod-
jecia badan o tej tematyce. Jednocze$nie brak komer-
cyjnych testow mogacych postuzy¢ do oznaczania stg-
zenia biatka Gc konia w surowicy spowodowat ko-
nieczno$¢ opracowania do tego celu testu ELISA
w oparciu o samodzielnie uzyskane przeciwciata. In-
formacje wskazujace na wzrost poziomu surowiczego
DBP u kobiet w trakcie ciazy zdecydowaly o wyborze
materialu badawczego ukierunkowanego gtownie na
ten stan fizjologiczny klaczy.

Celem przedstawionych badan bylo opracowanie
1 wystandaryzowanie testu immunoenzymatycznego
ELISA shizacego do okreslania poziomu DBP w su-
rowicy koni i por6wnanie poziomu biatka G¢ w suro-
wicach klaczy po porodzie oraz nie bedacych w ciazy.

Materiat i metody

Uzyto nastepujacych odczynnikow: komercyjny prepa-
rat DBP cztowieka (G-C Globulin) — MP Biomedicals Inc.
(Solon, OH, USA), kompletny i niekompletny adiuwant
Freunda, Cyanogen bromide-activated (CNBr) Sepharose
4B, koniugat ExtrAvidin-HRP, Tween 20, kazeina (z mleka
krowiego), ester N-hydroxy-bursztynylowy biotyny,
TEMED, siarczan dodecylu sodu (SDS) — Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, USA), DEAE celuloza typ DE52 — What-
man (Brantford, Wielka Brytania), nitroceluloza (Protran®
— BASS wielkos$¢ poréw 0,45 um) — Schleicher&Schuell
Inc. (Keene, USA), ptytki do testu ELISA (F96-MaxiSorp)
— Nunc GmBH (Wiesbaden, Niemcy), agar noble — Difco
(Detroit, Michigan, USA), glicyna, bufor fosforanowy,
NaCl, H,SO,, H,O,, o-fenylenodiamina, akrylamid, bis-
akrylamid, tris, metanol oraz pozostale odczynniki — POCH
(Gliwice, Polska).

Krew od klaczy matek petnej krwi angielskiej w wieku
5-22 lat pobierano rano z zyly szyjnej zewngtrznej (v. ju-
gularis externa) w 36-48 h po wyzrebieniu. W sumie ze-
brano 77 surowice klaczy. Klacze matki przebywaty na te-
renie stajni matek od grudnia roku przed wyzrebieniem do
lipca-listopada roku nastgpnego, czyli do momentu odsa-
dzenia Zrebiat. Po tym okresie klacze byty przeprowadza-
ne do stajni ogdlnych, a po zazrebieniu wracaly do stajni
matek. W okresie od kwietnia do pazdziernika klacze prze-
bywaty na pastwisku. Konie byly Zywione ziarnem owsa
i sianem takowym, a uzupehienie diety w okresie zimo-
wym stanowity: marchew, otrgby pszenne oraz kukurydza.
W czasie prowadzonych badan klacze byty klinicznie zdro-
we 1 pozostawaly pod stala opieka lekarsko-weterynaryjna.
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Ponadto pobrano krew od 6 klaczy nie bedacych w ciazy
oraz od 3 watachow rasy wielkopolskiej w wieku 7-14 lat,
ktorych surowice po rownoobjgtos§ciowym zmieszaniu sta-
nowity standard w teScie ELISA.

Wykrzepiona w temperaturze pokojowej krew wirowa-
no 10 min., 2000 x g. Uzyskana klarowna surowice porcjo-
wano i przechowywano w temp. —20°C. Biatko catkowite
w surowicach oznaczono metoda biuretowa (29).

Celem uzyskania surowic odporno$ciowych, bedacych
zrodltem poliklonalnych przeciwcial anty-DBP czlowieka,
podjeto hiperimmunizacje zwierzat (koza i krélik) komer-
cyjnym preparatem DBP czlowieka w ilosci: u kozy 100
pg/dawke, u krolika 20 pg/dawke. Na immunizacjg uzys-
kano zgode Lokalnej Komisji Etycznej. Antygen zawie-
szony w roztworze soli fizjologicznej mieszano w stosun-
ku 1 : 1, odpowiednio, z kompletnym lub niekompletnym
adiuwantem Freunda. Antygen podawano podskornie co
2 tygodnie. Miano uzyskiwanych swoistych przeciwciat
okresowo sprawdzano przy uzyciu testu podwodjnej immu-
nodyfuzji (ID). Kroliki skrwawiano po uzyskaniu w tym
tescie miana surowicy 1 : 64.

Obecnos¢ w uzyskanej surowicy przeciwcial anty-DBP
cztowieka oraz ich reaktywno$¢ krzyzowa z surowica ko-
nia wykazano metoda podwdjnej immunodyfuzji (ID) oraz
za pomocg western-blottingu. Test immunodyfuzji podwoj-
nej przeprowadzono w zelu agarowym o stgzeniu 1,2%
w buforze weronalowym pH 8,2 na szkietkach podstawo-
wych (11). Stosujac metod¢ SDS-PAGE wybrane anty-
geny rozdzielano w 7,5% zelu poliakrylamidowym bufo-
rowanym Tris-HCI, z buforem elektrodowym Tris-glicyna.
Rozdzielone w polu elektrycznym biatka przenoszono na
btong nitrocelulozowa metoda potsucha w komorze grafi-
towej von Keutz (Reiskirchen, Niemcy) (18).

Poliklonalne monowalentne przeciwciata klasy IgG anty-
-DBP cztowieka uzyskano z surowic immunizowanych
zwierzat wysalaniem siarczanem amonu (37) oraz na
kolumnie powinowactwa z immobilizowanym biatkiem Gc
cztowieka. Ztoze do kolumny stanowila agaroza aktywo-
wana bromocjanem, a procedur¢ wigzania ligandu (DBP)
wykonano zgodnie z instrukcja zalecana przez producenta
(Sigma-Aldrich). W chromatografii powinowactwa IgG
byty wiazane do zelu zrownowazonego PBS, a nastgpnie
kolumna byta ptukana roztworami o wysokiej i niskiej sile
jonowej. Immunoglobuliny o powinowactwie do biatka G¢
eluowano buforem glicyna-HCl o pH 2,2 a nastgpnie diali-
zowano do 0,05 M buforu weglanowego pH 8,5. Swoiste
przeciwciata kozie poddano nast¢pnie wigzaniu z estrem
N-hydroxy-bursztynylowym biotyny.

Poziom DBP w badanych surowicach oznaczano testem
ELISA, wykorzystujac reakcj¢ krzyzowa przeciwciat IgG
anty-DBP cztowieka z biatkiem Gc konia (ryc. 1). Dotki
wypehiano 100 pl roztworu kroliczych poliklonalnych
monowalentnych przeciwciatl IgG anty-DBP czlowieka
o stezeniu 2,2 x 103 g/L w 0,1 M buforze weglanowym,
pH 9,6. Ptytki inkubowano przez noc w temp. 4°C. Po kaz-
dym z ponizszych etapdéw dolki trzykrotnie ptukano bufo-
rem PBS o pH 7.4 z dodatkiem 0,1% Tween 20. Nieoptasz-
czone miejsca na ptytce blokowano 0,1% roztworem kaze-
iny w buforze weglanowym, pH 9,6 w ilosci 200 pl/dotek.
Blokowanie przeprowadzano tagodnie mieszajac zawartos¢
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streptawidyna
+ HRP

IgG kozy anty-DBP
+ biotyna

IgG krolika anty-DBP
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Ryec. 1. Schemat wykrywania DBP w surowicy konia testem
ELISA

dotkdéw na kotysce laboratoryjnej 1 h w temp. 37°C. Bada-
ne surowice rozcienczano 1 : 20 000 w roztworze 0,1%
kazeiny w PBS. Ze wzgledu na niedostgpnos¢ do badan
czystego DBP konia, standard stanowita pula surowic koni
rozcienczana 1 : 10 000, 1 : 20 0001 1 : 40 000. Antygen
naktadano w ilosci 100 pl/dotek i inkubowano na kolysce
1 h w temp. 37°C. W kolejnym etapie naktadano biotyny-
lowane kozie przeciwciata klasy IgG anty-DBP cztowieka
w ilosci 100 ul/dotek. Przeciwciala rozcienczano w 0,1%
roztworze kazeiny w PBS i inkubowano na kotysce 1 h
w temp. 37°C. Po odptukaniu na ptytki naktadano strepta-
widyne skoniugowang z peroksydaza chrzanowa w zale-
canym przez producenta rozcienczeniu 1 : 1000 w iloSci
100 pl/dotek. Inkubowano na kotysce 1 h w temp. 37°C.
Jako substratu uzyto o-fenylenodiaminy rozpuszczanej
w ilo$ci 5 mg/10 ml w 0,05 M buforze cytrynianowym,
pH 5,0, do ktorej tuz przed natozeniem na plytki w ilosci
100 ul/dotek, dodawano 10 pl 30% H,O,. Reakcjg barwna
przerywano po 5 min. 1 M kwasem siarkowym w ilosci
100 pl/dotek. Pomiaru absorbancji dokonywano na czytni-
ku ptytek ELISA BioTek EL340 (Winooski, Vermont, USA)
przy dhugosci fali A 490 nm. Do sterowania czytnikiem
1 wstepnego opracowania danych uzyto programu KC3
firmy BioTek Instruments.

Podjeto szereg prob izolacji biatka Gc konia w oparciu
o tworzenie precypitujacych kompleksow immmunologicz-
nych — przeciwciato anty-DBP czlowieka : DBP konia.
Metoda ta nie udato sig jednak uzyskac¢ w petni oczyszczo-
nego biatka. Technika otrzymywania konskiego DBP na
kolumnie powinowactwa z poliklonalnymi IgG anty-DBP
cztowieka okazata si¢ zbyt mato wydajna. Chromatografia
powinowactwa na immobilizowanej aktynie (14) rowniez
nie data zadowalajacych rezultatow. W zwiazku z tym jako
standardu uzyto puli surowic, powstatej z potaczenia réw-
nych objetosci probek surowicy uzyskanych od dziewigciu
zdrowych koni. W puli tej wykazano obecno$¢ obu izoty-
pow DBP wystepujacych u tych zwierzat. Ze wzgledu na
brak mozliwos$ci wyrazenia otrzymanych wynikoéw w jed-
nostkach uktadu SI, wprowadzono wtasna tzw. jednostke
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konska (EqU — equus unit), gdzie: 1 EqU = ilos¢ DBP
w 1 x 1071 L puli surowic koni.

Uzyskane wyniki poziomu DBP wyrazone w EqQU/L po-
dzielono przez stezenie biatka catkowitego (BC) w gramach
na litr (g/L), uzyskujac wspotczynnik DBP/BC w (EqU/g).
W obliczeniach statystycznych postugiwano si¢ tym wspot-
czynnikiem.

Wyniki otrzymane w tescie ELISA poddano analizie sta-
tystycznej przy pomocy programu Statistica 7.1. Poniewaz
badane zmienne nie miaty rozktadow normalnych, istot-
nosci réznic uzyskanych wynikow zostaty oszacowane za
pomoca testow nieparametrycznych (w przypadku zmien-
nych zaleznych — test rangowanych znakow Wilcoxona,
w przypadku zmiennych niezaleznych — test U Manna-Whit-
neya oraz Kruskala-Wallisa).

Poszukujac odpowiedzi na pytanie, czy przebyta ciaza
i pordd ma wplyw na poziom surowiczego DBP u klaczy,
za pomoca testu U Manna-Whitneya poréwnywano istot-
no$¢ réznic pomigdzy stezeniem tego biatka w surowicy
klaczy matek (36-48 h po porodzie) i klaczy nie bioracych
udziatu w rozrodzie (ryc. 3).

Badano roéwniez, czy poziom DBP w surowicy matki
zmienia si¢ z wiekiem (ryc. 4). Z uwagi na niska liczeb-
nos¢, dla celow obliczen statystycznych, populacje klaczy
matek podzielono na 4 grupy wiekowe. Istotno$¢ roznic
oszacowano za pomoca testu Kruskala-Wallisa.

Analizowano, jak zmienia si¢ poziom DBP w surowicy
klaczy matek wraz z liczba poroddw. Istotnos¢ réznic osza-
cowano za pomoca testu Kruskala-Wallisa.

Wyniki i omowienie

W wyniku hiperimmunizacji zwierzat uzyskano su-
rowice zawierajace przeciwciala anty-DBP czlowie-
ka. Miana tych surowic oznaczone w tescie immuno-
dyfuzji podwojnej wynosily: dla surowicy kroliczej
1 : 64, a dla surowicy koziej 1 : 8. Metoda SDS-PAGE
wraz z western-blottingiem wykazano, Ze uzyskana we
wilasnym zakresie poliklonalna surowica anty-DBP
czlowieka reaguje krzyzowo z biatkiem surowicy ko-
nia o zblizonej ruchliwosci elektroforetycznej do biat-
ka Gc cztowieka (ryc. 2).

1 2 B
170 kDa
130 kDa
95 kDa
72 kDa
55 kDa
— 1 — pula surowic koni
2 — surowica czlowieka
43 kDa 3 — biatko Gc cztowieka

Ryec. 2. Obraz western-blottingu surowicy konia i cztowieka
oraz bialka Ge czlowieka
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Dostepne pismiennictwo podaje szereg testow stu-
28 : zacych do ilosciowego oznaczania DBP: test ELISA
28 — 2";;"‘;2“, (16, 19), turbidymetria (15), immunoelektroforeza ra-
24 T Min.-Maks. kietkowa (9), test radialnej immunodyfuzji (RID) (30,
2.2 31), nefelometria. W badaniach wtasnych zdecydowa-
2.0 no si¢ zastosowac test ELISA opracowany w oparciu
o 8 o reakcj¢ krzyzowa Gc konia z uzyskanymi poliklo-
o 16 nalnymi przeciwcialami anty-DBP czlowieka. Wiary-
@ 14 godnos$¢ swoistosci reakcji krzyzowej potwierdzono
1.2 o przy zastosowaniu natywnej oraz denaturacyjnej elek-
1.0 troforezy w zelu poliakrylamidowym (PAGE i SDS-
038 l ) -PAGE) potaczonych z western blottingiem. W SDS-
06 -PAGE wykazano (ryc. 2), ze uzyskane we wlasnym
0,4 zakresie przeciwciata swoiscie reaguja z kofiskim biat-
0,2 ore i Kiacae ova romreden kiem o masie ok. 54 kD i i ru(;hhwgsm elektrof(')ret.ycz-
z : s nej zblizonej do komercyjnej for-
Surowice n | Srednia Me Min. Max. SD SE | skosnoss | MY biatka GC cztowieka. Pr.Zy
zastosowaniu PAGE (materiat
Klacze matki 77| 1205 | 1199 | 0416 | 2554 | 0482 | 0055 | 0511 | ouo0touvwany do publikacii)
Klacze poza rozrodem | 6 0,730 0,729 0,642 0,799 0,058 0,024 | -0,318 wykazano w puh surowic koni

Ryec. 3. Poziom DBP w surowicy klaczy-matek i klaczy nie bioracych udzialu w rozrodzie

Poziom DBP w surowicy zostat wyrazony w 1 x 10"
EqU/L lub jako stosunek DBP/BC w 1 x 10" EqU/g.

Wykazano, ze poziom DBP w surowicy klaczy ma-
tek oraz klaczy nie bioracych udziatu w rozrodzie roz-
ni sig istotnie (p = 0,001291 <a = 0,05; n matek =77,
n klaczy = 6) (ryc. 3).

Nie wykazano istotnych statystycznie réznic w po-
ziomie surowiczego DBP klaczy matek pomig¢dzy po-
szczegblnymi grupami wiekowymi (p = 0,59 > a =
0,05; n="70) (ryc. 4).

Nie wykazano istotnych statystycznie réznic w po-
ziomie surowiczego DBP klaczy matek w zaleznosci
od ilo$ci porodow (p =0,75>a=0,05; n=71).

Biatko Gc jest filogenetycznie konserwatywne,
o czym $wiadczy badane u wielu gatunkow duze po-
dobienstwo w sekwencji aminokwasowej. Badania
prowadzone przez Yang i wsp. (43) dotyczace podo-
bienstwa genu dla biatka Gec wykazaty, ze wydeduko-
wana na podstawie sekwencji nukleotydow homologia
kwasow nukleinowych w uktadzie mysz—cztowiek wy-
nosi 78%, a mysz—szczur az 91%. Znana jest rowniez
reaktywno$¢ krzyzowa przeciwciat anty-DBP cztowie-
ka z surowicami réznych gatunkow zwierzat (24, 31).
W badaniach wlasnych (22) przy uzyciu testu immu-
nodyfuzji podwdjnej oraz SDS-PAGE stwierdzono
szereg reakcji krzyzowych pomigdzy przeciwciatami
anty-DBP cztowieka a biatkiem Gc obecnym w suro-
wicy roznych gatunkéw ssakow, w tym u koni. Fakt
ten wykorzystano przygotowujac test ELISA.

Z dostgpnego piSmiennictwa (5) wynika, ze tylko
okoto 5% surowiczego biatka Gc u ludzi bierze udziat
w transporcie witaminy D 1 jej metabolitéw. Tak znacz-
na ilo$¢ wolnego DBP w surowicy krwi moze stano-
wi¢ swego rodzaju zabezpieczenie organizmu w sytu-
acji, kiedy dochodzi do gwaltownego uwalniania akty-
ny w procesach rozpadowych o réznej etiologii (7, 8).

obecno$¢ obu opisywanych izo-
form (FiS) DBP (10, 17, 33, 40).

Zrédtem zastosowanych w western blottlngu prze-
ciwcial swoiscie wykrywajacych antygen byta kroli-
cza surowica anty-DBP cztowieka. Reakcja krzyzowa
pomigdzy zastosowanymi przeciwcialami i DBP ko-
nia umozliwita wyznakowanie wszystkich znanych
izoform DBP w surowicy konia. Mozna zatem przy-
jac, iz test ELISA z zastosowaniem tych przeciwcial,
jest dobrym narzedziem do wykrywania biatka Gce
u tego gatunku.

W tescie ELISA wykorzystano poliklonalne mono-
walentne przeciwciata klasy IgG anty-DBP cztowie-

2,6
2.4 o Mediana
= 25%-75%
22[| T Min.-Maks.
2’0 —1
1,8
o 16
o
o 14
[}
a 12
a
1,0
0,8
0,6 l
0,4
0,2
A B © D
Grupa wiekowa
Grupa wiekowa | Zakres w latach n
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ka. Sa to przeciwciata swoiste tylko wobec biatka Gc
wyprodukowane przez wiele klonow komorek plazma-
tycznych. Przewazajaca klas¢ przeciwciat produkowa-
nych w odpowiedzi wtdrnej na antygen stanowia IgG,
stad wysalaniem siarczanem amonu pozyskiwano
wiasnie te immunoglobuliny. Majac §wiadomos¢, ze
petna surowica odporno$ciowa zawiera ograniczona
ilo$¢ swoistych przeciwciat oraz moze wykazywac nie-
pozadane oddzialywania z badanym materiatem,
zdecydowano si¢ na uzyskanie wysokooczyszczonych
przeciwcial anty-DBP czlowieka metoda chromatogra-
fii powinowactwa na immobilizowanym biatku Gc
cztowieka. Otrzymano czyste przeciwciata IgG swo-
iScie wykrywajace DBP czlowieka. Zastosowanie ta-
kich przeciwcial daje widoczna reakcje krzyzowa
z DBP konia. Wykorzystanie biotynylowanych kozich
przeciwcial anty-DBP czlowieka, zwigkszylo czutosé
testu 1 ograniczylo wptyw oddzialywan nieswoistych
(poziom tla).

Jednym z parametréw monitorowania stanu zdro-
wia matek byl pomiar st¢zenia biatka catkowitego
(BC). Za wartos$¢ referencyjna tego parametru u do-
rostych koni przyjmuje si¢ 60-78 g/L (42), 66-82 g/L
(23), 57-77 g/L (25). W badaniach wtasnych poziom
biatka catkowitego w surowicach klaczy matek wyno-
sit 67,5 £ 7,63 g/L, natomiast u klaczy nie uczestni-
czacych w rozrodzie 71,53 + 3,95 g/L. Dane wyrazo-
ne w EqU/L moga by¢ obarczone blgdem wynikaja-
cym z rdznego stezenia BC w badanych probkach
Celem ich zunifikowania Zdecydowano si¢ wyrazic je
jako stosunek DBP/BC wyrazony w (EqU/g). Takie
podejsme sprawia, ze okres$lone st¢zenie DBP wyraza
jego ilos¢ w puh biatka caikowuego eliminujac biad
wynikajacy z réznic poziomu BC u poszczegolnych
osobnikow. Uzyskujemy zatem informacje, jak zmie-
nit si¢ poziom biatka Ge¢ w stosunku do pozostatych
biatek surowicy krwi. Interpretujac wyniki w oparciu
o wspotczynnik DBP/BC nalezy mie¢ na uwadze, ze
W przypadku hiperproteinemii otrzymamy wyniki za-
nizone, natomiast podczas hipoproteinemii — zawyzo-
ne. W badaniach wlasnych wymienione ogramczema
nie miaty znaczacego wplywu na wyniki, poniewaz
wszystkie konie biorace udzial w doswiadczeniu mia-
ty poziom BC odpowiadajacy normom.

W niniejszym opracowaniu starano si¢ odpowie-
dzie¢ na pytanie, czy poziom biatka Ge w surowicy
klaczy po porodzie rozni si¢ od wartosci tego parame-
tru u klaczy nie bedacych w ciazy ani w okresie oko-
toporodowym. Analiza statystyczna zebranych wyni-
kéw wykazata, ze poziom DBP w surowicach klaczy-
matek pobieranych 36-48 h po porodzie byt istotnie
wyzszy niz u klaczy niezrebnych. Obserwowano za-
tem wyrazny wptyw ciazy i porodu na stgzenie biatka
Gc w surowicy klaczy. Wyniki te sa zgodne z piSmien-
nictwem, gdzie stwierdzono, ze u kobiet poziom DBP
w surowicy ros$nie podczas ciazy (1, 20, 41).

Krew klaczy matek byta pobierana w 36-48 h po
wyzrebieniu, stad oznaczany poziom DBP wynika

m

z wyjatkowego stanu fizjologicznego. Takze u kobiet
w ciazy stwierdzono wzrost poziomu biatka Gec we
krwi. Bouillon i wsp. (3) wykazali, ze poziom DBP
w surowicy wzrasta z 333 + 58 mg/L do 488 + 90 mg/L
u kobiet przyjmujacych estro-progestageny jako $rodki
antykoncepcyjne Ponadto stwierdzili, Ze pod koniec
ciazy stgzenie surow1czego DBP (616 + 84 mg/L) byio
Znaczaco wyzsze niz u kobiet nie bedacych w ciazy
(266 + 41 mg/L). Wedtug Bikle i wsp. (1) u kobiet
w ciazy Sredni poziom DBP (576 + 128 pg/dl) jest
znaczaco wyzszy niz u kobiet nie quqcych W ciazy
(p <0,001). Wyniki badan wiasnych rowniez wskazu-
jana wplyw okresu okotoporodowego na poziom biat-
ka Gc u koni. Analiza statystyczna wykazata, ze po-
ziom surowiczego DBP u klaczy matek jest znaczaco
wyzszy niz u klaczy nie uczestniczacych w rozrodzie
(ryc. 3).

Wykazano, Ze st¢zenie biatka Gc w surowicy kla-
czy matki utrzymuje si¢ na stalym poziomie w prze-
dziale wiekowym od 5 do 22 lat (ryc. 4). Wynik ten
jest zgodny z badaniami dotyczacymi globuliny Ge
u ludzi, ktére wskazuja, ze stezenie DBP u o0sob
w podesztym wieku nie r6zni si¢ od tego u mtodych
dorostych (39).

Z przeprowadzonych badan wynika rowniez, ze
poziom DBP w surowicy klaczy matek nie zmienia
sig¢ wraz z ilo$cig porodow, co jest logicznym uzupet-
nieniem poprzednich obserwacji.

Podsumowanie

W badaniach wlasnych wykazano, ze test ELISA
przygotowany w oparciu o reakcje krzyzowa poliklo-
nalnych przeciwciat IgG anty-DBP czlowieka z bial-
kiem Gc konia, jest dobra metoda do okre$lania po-
ziomu tego biatka w surowicy krwi koni. Przeprowa-
dzone badania wskazuja, ze w okresie okotoporodo-
wym poziom DBP w surowicy klaczy matek jest istot-
nie wyzszy niz u klaczy nie bioracych udziatu w roz-
rodzie. Poczynione obserwacje wydaja si¢ potwierdzac
wplyw zmienionej regulacji hormonalnej w organizmie
klaczy w okresie perinatalnym na poziom biatka DBP
w surowicy. Wykazano rowniez, ze poziom DBP
w surowicy klaczy matki nie zmienia si¢ wraz z wie-
kiem oraz liczba porodow.
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