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Ge-globulin in swine

Summary

Ge-globulin has been described as a vitamin D binding protein, a scavenger of non-saturated fatty acids, an
endotoxin, and as the inhibitor of C5a proteoases. Desialisation of Gc-protem reveals its macrophage-activating
ability. One of the most interesting properties of the Ge-globulin is its intracellular actin binding capability
released after the disintegration of the cell and thus protecting against disseminated intravascular coagulation
induced by polymerized forms of actin. The aim of the research was: to confirm the cross reactivity of rabbit’s
immune serum (IS) anti human Ge with the Gce of pigs, horses, cows and dogs; to use the obtained antibodies
to quantity determine Ge in piglets; to determine the physiological level of this globulin and changes in its
concentration in sick piglets. Polyclonal rabbit antibodies were raised against human Ge-globulin. Their cross
reactivity with horse, cattle, dog and swine sera was confi rmed. A radial inmunodiffusion test was developed
to determine the Ge-globulin concentration in plglets sera. It was shown that Ge-globulin concentration
changes with age, and its level is s1gn1ficantly higher in sick piglets than in healthy ones. The obtained results
encourage further investigations in order to determine the value of Ge globulms in estimating the status of

healthy and diseased animals.
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Biatko Ge jest a globuling o masie 58 kD, wystepu-
je w postaci pojedynczego tancucha polipeptydowe-
go, syntetyzowanego w watrobie (5, 10). Znajduje si¢
w osoczu 1 innych ptynach tkankowych w koncentra-
¢ji16,25-9,80 umol/L (350-550 mg/L). Wystgpuje tak-
ze w formie zwigzanej z blonami komorkowymi (4, 5).

Globuling Gc opisal po raz pierwszy Jan Hirszfeld
w 1959 r., jako biatko transportowe, nalezace do bia-
tek pohmorﬁcznych grupowo specyficznych (6, 11).

Pierwsze opisane jej wlasciwosci to znaczny poli-
morfizm, ktoéry wzbudzit zainteresowanie patologéw
sadowych 1 genetykdw populacji (5, 14).

Biatko Gce posiada trzy podstawowe fenotypy: GelS,
GelF 1 Ge2. Poszezegolne fenotypy sa waznymi
wskaznikami podatnosci na choroby i moga by¢ uwa-
zane za czynn1k1 ryzyka (8), np. allel Ge2 wystepuje
dwarazy czeSciej u pacjentow z chorobg reumatyczna
(1). Poziom Gc¢ wzrasta u kobiet cigzarnych, szcze-
gdlnie z komplikacjami ciazy oraz bioracych doustne
srodki antykoncepcyjne. Nie wzrasta w ostrej fazie
zapalnej, maleje przy zaburzeniach pracy watroby
i chorobach nerek (4, 17, 18).

Pierwsza poznang funkcja globuliny Gc byt udziat
w transporcie witaminy D, stad jej alternatywna naz-
wa — biatko wigzace witaming D (DBP — vitamin D
binding protein) (4, 7). Jednak tylko mniej niz 5% znaj-
dujacego si¢ w krazeniu Ge tworzy z witaming D kom-
pleks, a pozostata czg$¢ pelni inne funkcje, jak np.:
wychwytywanie nienasyconych kwaséw thuszczowych

i endotoksyny, aktywacje makrofagdw oraz ochronne
dziatanie wobec niektorych sktadowych dopetniacza
[C5a] (4,5, 9, 13, 19).

Najwazmejszq jednak funkcja globuliny Gc jest
wigzanie (z podobnym powinowactwem przez wszyst-
kie 3 fenotypy) uwolnionej z komorek aktyny (4, 5).

Aktyna jest biatkiem odgrywajacym istotna rolg
w homeostazie. Stanowi ona 20-30% biatka komor-
kowego, jej ilos¢ zalezy od typu komorki i stanu jej
aktywnosci (4). Budowa komérki, jej wzrost, zmiany
ksztattu 1 ruchliwos¢ zaleza od zdolnosci monomerow
aktyny do polimeryzacji w filamenty aktyny. Z chwilg
opuszczema komorki (uszkodzonej lub martweJ) zdol-
nos$¢ aktyny do pohmeryzacp staje sig¢ groZzna. Obec-
nos¢ w $wietle naczyn krwionosnych form polimerycz-
nych, ktoére moga osiaga¢ nawet 10 um dhugosci, gro-
zi indukcja $rdédnaczyniowego wykrzepiania 1 w dal-
szej konsekwencji nawet $miercia zwierzecia. Filamen-
ty aktyny znaleziono w §wietle naczyn i przylaczone
do $rodbtonka, biatko to moze wspotdziata¢ z wtokni-
kiem w procesie krzepnigcia (4).

Aktyna moze wystgpowaé w dwodch formach: mo-
nomerycznej — G i polimerycznej — F (filamentarnej).
Osocze ma zdolnos$¢ rozbijania F-aktyny dzigki obec-
no$ci dwoch biatek: gelsoliny i globuliny Ge. Ten nie-
dawno opisany pozakomoérkowy system zmiatania
aktyny (extracellular actin scavenger system — EASS)
nalezy do mechanizméw homeostazy 1 polega na szyb-
kiej depolimeryzacji filamentéw aktyny do form mo-
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nomerycznych, nastgpnie wytapaniu ich i usunigciu
z krazenia (2-4, 10). System ten chroni organizm przed
szkodliwym wplywem wewnatrznaczyniowe] aktyny
uwolnionej z komoérek podczas normalnej przemiany
komorkowej, jak i patologicznej Smierci komorek.

W odréznieniu od gelsoliny, ktéra wiaze zarbwno
filamenty, jak i monomery aktyny, Gc wytapuje tylko
monomeryczng forme aktyny i tworzy z nig trwate
kompleksy (4, 5). Globulina ta wylapuje aktyne ak-
tywniej niz profilina czy gelsolina.

Celem badan byto:

— potwierdzenie wystqpowania krzyzowych reakcji
krohczej immunosurowicy (IS) anty Gc cztowieka z Ge
swini, konia, krowy i psa,

— zastosowanie tych przeciwciat do ilo$ciowego
oznaczania Gc u prosiat,

— okreslenie fizjologicznego poziomu tego biatka
1 ewentualnych zmian jego koncentracji u chorujacych
prosiat.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono w trzech etapach.

W pierwszym etapie uzyskano poliklonalne przeciwcia-
ta krolicze anty Ge cztowieka. W tym celu immunizowano
domigséniowo krolika biatkiem Ge firmy Sigma, z pelnym
adiuwantem Freunda. Antygen podano 5-krotnie w odste-
pie 14 dni. Po dwoch tygodniach od ostatniej dawki pozys-
kano catos¢ surowicy odpornosciowe;j.

W drugim i trzecim etapie przeprowadzono oznaczenia
biatka Ge. Szczegodly tej czesci badan podano w tab. 1.

Tab. 1. Uklad doswiadczenia

Elap drugi - omaczenia jakosciowe %
| !Sumwice prosiat, konia, psa, bydia
Etap trzeci - oznaczenia ilosciowe

Il | Prosieta 21-dniowe
14 oseskow zdrowych wedlug oceny zewnetrznej
14 oseskéw z wyrainymi objawami chorobowymi (biegunka, chartactwo)

1l |Prosieta 42-dniowe
14 sztuk (2 tygodnie po odsadzeniu)

Etap drugi obeymowat wstepne (jakoSciowe) oznacze-
nia biatka Ge metoda podwéjnej immunodyfuzji wg Ouch-
terlony (16). Podwojna dyfuzje w zelu agarowym przepro-
wadzono w uktadzie heksagonalnym wokét centralnego
dotka z przeciwciatami. Do dotkéw obwodowych nanie-
siono badane surowice 2 prosiat (1, 2), cielecia (3), konia
(4), psa (5) i raz jeszcze IS (6). Plytke inkubowano w ko-
morze wilgotnej przez 24 h. Po uptywie tego czasu odczy-
tano wyniki (ryc. 1).

W trzecim etapie oznaczono ilosciowo globuling Ge —
metoda immunodyfuzji radialnej wg Mancini (12). Immu-
nodyfuzj¢ radialna w przygotowanym zelu agarowym z do-
datkiem surowicy anty Ge nanoszono w dwoch powtorze-
niach do dotkéw wycietych w Zelu (w iloéei 10 ul do dot-
ka). Ptytki inkubowano w komorze wilgotnej w temperatu-
rze pokojowej przez 48 godzin. Odczyt polegat na pomia-
rze $rednicy precypitatu z doktadnoscia do 0,1 mm i na-

stepnie z krzywej standardowej odczytywano zawartos¢ Ge
w badanych surowicach. Dla wykre$lenia krzywej standar-
dowej do dotkdw nanoszono antygen homologiczny, czyli
Gc cztowieka w ilosci: 500; 250; 125; 62,5; 31,25 pg/ml.

Uzyskane wyniki z oznaczen ilosciowych globuliny Ge
podano jako wartosci $rednie 1 odchylenia standardowe.
Istotno$¢ réznic w zawartosci Ge u prosiat zdrowych i cho-
rych w 21. dniu zycia okreslono przy pomocy testu t-Stu-
denta.

Wyniki | omowienie

Podwdjna immunodyfuzja

Wszystkie badane surowice reagowaly krzyzowo
z przeciwciatami krélika anty-Ge cztowieka, tworzac
linig precypitacyjna, co przedstawiono na ryc. 1. Wy-
niki te potwierdzaja doniesienia innych zespotow, ktore

wykazaty filogenetyczna konserwatywnos¢ globuliny
Gc, co wyraza si¢ w 48% homologii migdzy Ge czto-
wieka 1$wini, w 42% pomiedzy Gc cztowieka i bydta,
93% pomigdzy Ge cztowieka i psa i 82% pomigdzy
Gce czlowieka i kota (15). Cechg t¢ wykorzystano w ni-
niejszej pracy do wykrycia globuliny Gc u prosiat prze-
ciwciatami anty Gc czlowieka.

Ryc. 1. Immunoprecypitacja surowicy 1S anty Ge czlowieka
z Ge surowic wybranych gatunkéw zwierzat

Immunodyfuzja radialna

W tab. 2 zestawiono wyniki zawartoéci globuliny
Gc surowicy badanych prosiat. Odczytu dokonano na
podstawie krzywej standardowej uzyskanej z Ge ludz-
ka. Sredni poziom biatka Gc zbadanej populacji wy-
nosit 547,21 pg/ml. Najwyzsze poziomy odnotowano
u starszych oseskow, co wskazuje na zmiany zwigza-
ne z wiekiem prosiat. Pomigdzy prosigtami zdrowymi
a chorymi wystapity w 21. dniu zycia istotne réznice
(p = 0,01). Stwierdzono wigksze zréznicowanie
w podgrupie chorych oseskéw (odchylenie standardo-
we) oraz wigksza rozpigto$é uzyskiwanych wynikow
niz w analogicznej podgrupie oseskow zdrowych.
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Tab. 2. Poziom globuliny Ge w surowicy prosiat (mg/L)

21, dzeii ycia 42. dzied #ycia
Prosieta chore |  Prosicta zdrowe |  Prosieta zdrowe
X | 517,55* 378.68* 746,40
* 82.69 60,68 173,65 I
min 366,66 210,00 325,00 '
max 608,33 450,00 958,00

Objasnienie: * — rdznice statystycznie istotne przy p < 0,01
J ysty PIzy p

Globulina Ge wydaje si¢ kolejnym parametrem,
oprocz biatek ostrej fazy, wartym glebszej analizy
w aspekcie monitorowania zdrowia. Jej poziomy od-
biegajace od Srednich referencyjnych moga by¢ wezes-
na oznaka zaburzeh homeostazy organizmu, nieko-
niecznie ujawniajacych si¢ objawami choroby, ale np.
spowolnieniem tempa wzrostu. Jej podwyzszony po-
ziom i nastepnie czas powrotu do normy tez moze by¢
markerem okre$lajacym aktualng zdolnos$¢ adaptacji
zwierzat do niesprzyjajacych warunkow. W réznych
stanach chorobowych oznaczanie poziomoéw Gce cal-
kowitej 1 w kompleksach z aktyna moze okazaé si¢
miarodajnym zrodtem informacji o efektywnosci le-
czenia i szansie powrotu do zdrowia (3). Trzeba jed-
nak pamigtac, ze uzyskane wyniki moga by¢ trudne
do interpretacji w przypadku chordb przebiegajacych
z uszkodzeniem watroby. Poziomy nizsze od referen-
cyjnych pozioméw minimalnych moga w wigkszoS$ci
przypadkéw zwiastowac niekorzystny rozwoj choro-
by 1 zagrozenie $mierciq.

Uzyskane wyniki wydaja sig interesujace. Stwier-
dzono, ze poziom globuliny G¢ w surowicy prosiat
zmienia si¢ z wiekiem i ze ulega znacznym wahaniom
w roznych stanach zdrowia zwierzat. Mozna oczeki-
wac, ze poziom ten moze by¢ przydatnym markerem
stanu zdrowia, zwlaszcza w roznych stanach podkli-
nicznych. Jednak przed zaproponowaniem wiaczenia
globuliny Gc do wachlarza rutynowych oznaczen przy
monitorowaniu zdrowia i przebiegu choroby w stadach
zwierzat niezbedne sa dalsze badania na wigkszej po-
pulacji swin (Jak i innych gatunkow zwierzat), z po-
dzialem na grupy wiekowe oraz w r6znych, zdefinio-
wanych stanach chorobowych. Konieczne jest rowniez
wyizolowanie globuliny Ge specyficznej dla poszcze-
g6lnych gatunkow.

PiSmiennictwo

1.Bahr G. M., Eales L. J., Nye K. E,, Majeed H. A., Yousof A. M., Behbehani K.,
Rook G. A.: An assoclation between Ge (vitamin D-binding protein) allcles
and susceptibility to rheumatic fever, Immunology 1989, 67, 126-128.

2.Dahl B, Schipdl F. V., Rudolph S., Ot P, Kiaer T., Heslet L.: Trauma stimu-
lates the synthesis of Ge-globulin, Intens, Care Med. 2001, 27, 394-399.

3.Dahl B., Schiedt F. V.. Gerchen P. M., Rumlau J., Kiaer T., Ott P.: Ge-globu-
lin is an acute phase reactant and an idicator of muscule injury after spinal
surgery. Inflamm. Res. 2001, 50, 39-43.

4. Franklin H., Epstein M. D.: Mechanisms of disease, New Engl, J. Med. 1992,
326, 1335-1341.

5.Haddad J. G.. Plasma Vilamin D-binding Protein (Ge-globulin): Multiple
Tasks. . Steroid. Biochem. Molec. Biol. 1995, 53, 579-582.

195

6.Hirschfeld J.: Immuno-electrophoretic differentation of haptoglobins from
another group-specific inheritable system in normal human sera. Nature 1960.
187, 126-128

7.Hollis B. W., Draper H. H.: A comparative study of vitamin D binding glo-
bulins in milk. Comp. Biochem. Physiol. 1979. 64B, 41-46.

8.dshii T, Keicho N., Teramoto S., Azuma A., Kudoh S.. Fuluchi Y., Ouchi ¥,
Matsuse T.: Association of Ge-globulin variation with susceptibility to C OPD
and diffuse panbronchiolitis. Eur. Respir. J. 2001, 18, 753-757.

9.Kanda S., Mochizuki Y., Miyata Y., Kanetake H., Yamamoro N.: Effects of
vitamin D,-binding protein-derivered macrophage activating factor (GeMAF )
on angiogenesis. J. Nat. Cancer Inst. 2002, 94. 1311-1319

10,Lee W. M., Reines D., Watt G. N.: Alterations in G¢ protein levels and com-
plexing in scptic shock. Circ. Shock 1989, 28, 249-233

11 Ljunggvist L., Hyldgaard-Jensen J.: Genetic polymorphism of the vitamin D
binding protein (Gc protein) in pig plasma determined by agarose isoclectro-
focusing. Anim. Blood Groups Biochem. Gen. 1983, 14, 293-297

12 Mancini G., Vaerman J. P, Carbonara A. O., Heremans J. F.: A single radial
diffusion method for the immunological quantitation of proteins, [w:]
Peeters H. (Ed.). Protides of the Biological Fluids. Elsevier Publishing Comp..
Amsterdam 1964, 370-373.

13.Mohamad B S., Nagasawa /1, Uro Y., Hori H.: Preparation of Ge protein-
derivered macrophage activating factor (GeMAF) and its structural charac-
terization and biological activities. Anticancer Res. 2002, 22. 4297-4300.

14.Moiola F., Spycher M., Wyder-Walther M., Zwahlen R. D.. Comparative in
vitro Phagocytosis and F-actin polymerization of bovine neonatal neutro-
phils. J. Vet. Med. A 1994, 41, 202-214.

15.0gata M., Nakasono I, hwasaki S., Kubo S., Suyama H.: Comparative im-
munological and electrophoretic analysis of Ge protein in sera from various
animals. Comp. Biochem. Physiol. 1988, 90B, 193-199.

16. Ouchterlony O.: Antigen-antibody reactions in gels. Acta Pathol. Microbiol
Scand. 1949, 26, 507-515.

17.Schipdt F. V., Bondesen S., Petersen I, Dalhoff K., Ott P, Tvgstrup N.. Ad-
mission levels of serum Ge-globulin: predictive value in fulminant hepatic
failure. Hepatology 1996, 23, 713-718.

18.Schiodt F. V., Ott P, Bondesen S., Iygstrup N.: Reduced serum Ge-globulin
concentrations in patients with fulminat hepatic failure: Association with
multiple organ failure. Crit. Care Med. 1997, 25, 1366-1370.

19. Yaumamoto N., Naraparaju V. R., Urade M.: Prognostic utility of serum ¢-N-
-Acetylgalactosaminidase and immunosuppression resulted from deglycosy-
lation of serum Ge protein in oral cancer patients. Cancer Res. 1997, 57,
295-299

Adres autora: dr Anna Rzasa, ul. Norwida 31, 50-375 Wroclaw; e-mail:
rzasa@ozi.ar.wroc.pl

GEURDEN T., VERELST A., SOMERS R.,
DIERICKX N., VERORUYSSE J.: Skuteczno$¢
iwermektyny w stosunku do Sarcoptes scabiei var.
suis u Swin. (Efficacy of ivermectin against Sarcop-
tes scabiei var. suis in pigs). Vet. Rec. 153, 272-273,
2003 (9)

Badania przeprowadzono na 159 prosigtach w wieku od 12 tyg. zarazonych
na drodze naturalnej Sarcoptes scabiei var. suis w 4 grupach do$wiadczalnych
W badaniu 1. 12, w grupie T stosowano iwermektyne w dawce 300 ug/kg do-
migéniowo, w grupie IT lek podano podskdrnie, w grupie 111 zastosowano iniek-
cje domigsniowe 0,9% chlorku sodowego. W badaniu 3. i 4. w grupie I stosowa-
no iwermektyne w paszy w dawce 50 pg/kg/dzien przez 14 dni, w grupic 11
w dawce 55 pg/kg/dzien przez 14 dni, w grupie 111 w dawce 60 pg/kg/dzien
przez 14 dni i w grupie IV w dawce 65 pg/kg/dzien przez 14 dni, w grupie V
w dawce 70 pg//kg/dzien przez 19 dni, w grupie VI w dawce 100 pg/kg/dzien
przez 7 dni, w grupie VII w dawce 140 pg/kg/dzien przez 5 dni. lwermektyna
zastosowana w iniekeji podskdrnej uwalniata §winie od pasozytéw w ciagu 7 dni,
W doswiadezeniu 3. 1 4. §winie leczone przez 5, 7 lub 10 dni byly wolne od
$wicrzbowea 7. dnia po rozpoczgeiu leczenia, zas $winic leczone przez 14 dni
byly wolne od zarazenia po 14 dniach po rozpoczeciu leczenia,

G.



