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Gc-globu!in in swine

Summary

Gc-globulin has,b'een described as a vitCmin D binding protein, a
endotoxin, and as thć inhibitor of CSa prDtioases. Desialisation of G
ability. One of the most interesting properties of the Gc-globulin i
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 Gc with the Gc of pigs, horses, cows and dogs; to use the obtained antibodies
to quantiĘ determine Gc 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 Gc-globulin. Their cross
reactivity with horse, cattle, dog and swine sera was confirmed. A radial immunodiffusion test was developed
to determine thel , concentr.ation in piglets' §era., ,It was shown lin concen
changes with age,, is significantty higher in sick pig|ets than in he e obtained
encourage further investigations in order to determine the value of Gc globulins iń estimating the status of
healthy and diseased animals.
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Białko Gc jesta globulinąo masie 58 kD, występu-
je w postaci pojedynczęgo łańcucha polipeptydowe-
go, syntetyzowanęgo w wątrobie (5, 10). Znajduje się
w osoczu i innych pĘnach tkankowych w koncentra-
cji6,25-9,80 pmol/L (350-550 mglL). Występuje tak-
ze w formie związanej z błonami komórkowymi (4, 5).

Globulinę Gc opisał po raz pierwszy Jan Hirszfeld
w 1959 r., jako białko transportowe, należące do bia-
łek polimorftcznych, grupowo specyficznych (6, 11).

Pierwsze opisane jej właściwości to znaczny poli-
morftzm, który wzbu dzlł zatntęre s owanj e p ato 1o gów
sądowych i genetykow populacji (5, 14).

Białko Gc posiada trzy podstawowe fenoĘpy: Gc 1 S,
GclF i GcZ. Poszczegolne fenotypy są ważnymi
wskaźnikami podatności na choroby i mogąbyć uwa-
żane za czynniki ryzyka (8), np. allel Gc2 występuje
dwarazy częściej u pacjentów z chorobąreuma§czną
(1). Poziom Gc wzrasta u kobiet cięzarnych, szczę-
gólnie z komplikacjami ciĘy oraz biorących doustnę
środki antykoncepcyjne. Nie wzrasta w ostrej fazie
zapalnej, maleje przy zabvzęniach pracy wątroby
i chorobach nerek (4, I7, I8).

Pierwszą poznanąfunkcją globuliny Gc był udział
w transporcie witaminy D, stąd jej alternatywnanaz-
wa - białko wiąząqe witaminę D (DBP - vitamin D
binding protein) (4,1). Jednak tylko mniej ntż 50ń znaj-
dującego się w krązeniu Gc tworzy zwttamtnąD kom-
pleks, a pozostała część pełni inne funkcje, jak np.:
wychwytywanie nienasyconych kwasów tłuszczowych

i endotoksyny, aktywację makrofagów oraz ochronne
działanię wob ec ni ektorych składowych dop ełniacz a

[C5a] (4,5,9,13, 19).
Najważniejszą jednak funkcją globuliny Gc jest

w iązanie ( z p o dob nym p owinowactwem prz ez w szy st-
kie 3 fenotypy) uwolnionej z komórek aktyny (4,5).

Aktyna jest białkiem odgrywającym istotną rolę
w homeostazie. Stanowi ona 20-30% białka komór-
kowego, jej ilość zależy od typu komórki i stanu jej
aktywności (4). Budowa komorki, jej wzrost, zmuany
kształtu i ruchliwoś ć za|eżąod zdolności monomerów
aktyny do polimeryzacjtw filamenty aktyny, Zchvłilą
opuszczenia komórki (uszkodzonej lub martwej) zdol-
nośó aktyny do polimeryzacji staje się groźna. Obec-
no ść w świetle naczyń krwiono śnych form polim ery cz-
nych, które mogąosiągać nawet 10 pm długości, gro-
zi indukcją śródnaczyniowego wykrzepiania i w dal-
szej kons ekwencj i nawet śmierc ią zw ierzęcia. Filamen-
ty aktyny znaleziono w świetle naczyń i przyłączone
do środbłonka, białko tomoże wspołdziałać z włokni-
kiem w procesie krzepnięcia (4).

Aktyna może występować w dwóch formach: mo-
nomerycznej - G i polimeryc znej - F (fi lamentarnej).
Osocze ma zdolnoścrozbtjania F-aktyny dzięki obec-
ności dwóch białek: gelsoliny i globuliny Gc. Ten nie-
dawno opisany pozakomórkowy system zmtatania
aktyny (extracellular actin scavenger system - EASS)
naleĘ do mechanizmów homeostazy i polega na szyb-
kiej depolimeryzacjt filamentów aktyny do form mo-
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nomerycznych, następnie wyłapaniu ich i usunięciu
z |<r Ęenta (2 - 4, I 0) . System ten chroni ot gan:lzm przed
szkodl i wym wpĘrvem wewnątrzn aczyniow ej aktyny
uwolnionej z komórek podczas normalnej przemiany
kornórkoił,ej, jak i patolo gtcmej śmierci komórek.

W odroznieniu od gelsoliny, która wiĘe zarówno
filarnenty, jak i monomery aktyny, Gc wyłapuje tylko
monomeryczną formę aktyny i tworzy z niątrwałe
kompleksy (4, 5).Globulina ta wyłapuje aktynę ak-
ty,nvniej niz profilina czy gelsolina.

Celem badań było:
- potwierdzenie występowania krzyżowy ch reakcj i

Wóliczej immunosurowicy (IS) anĘ Gc człowieka z Gc
świni. konia. krowy ipsa.

- zastosowanie tych przeciwciał do ilościowego
oznaczania Gc u prosiąt.

- określenie fizjologicznęgo poziomu tego białka
i ewentualnychzmian jego koncentracji u chorujących
prosiąt.

Materiał imetody
Badania przeprowadzono w trzęch etapach.
W pienvszym etapie uzyskano poliklonalne przeciwcia-

ła królicze anty Gc człowieka. W tym celu immunizowano
domięśniowo królika białkiem Gc firmy Sigma, z pełnyn
adiuwantem Freunda. Antygen podano 5-krotnie w odstę-
pie l4 dni. Po dwóch tygodniach od ostatniej dawki pozys-
kano całość surowicy odpomościowej.

W drugim i trzecim etapie przeprowadzono oznaczenia
białka Gc. Szczegóły tej części badań podano w tab. l.

Tab. l. Układ doświadczenia

Etap drugi obejmował wstępne (akościowe) oznacze-
nia białka Gc metodąpodwójnej immunodyfuzjiwg Ouch-
terlony ( l6). Podwójną dyfuzję w zelu agarowytn przepro-
wadzono w układzie heksagonalnym wokół centralnego
dołka z przeciwciałami, Do dołków obwodowych nanie-
siono badane surowice 2 prosiąt (I,2), cielęcia (3), konia
(4), psa (,5) i raz Jeszcze rS (6). Płytkę inkubowano w ko-
morze wilgotnej przez24 h. Po upływie tego czasu odczy-
tano wyniki (ryc, 1).

W trzecim etapie oznaczono ilościowo globulinę Gc -
metoda imrnunodyfuzjiradialnej wg Mancini (l2). Immu-
nodyfuzję radialną w przygotowanyn zelu agarowym z do-
datkiem surowicy anty Gc l1anoszono w dwóch powtórze-
niaclr do dołków wyciętych w zelu (w ilości 10 pLl do doł-
ka). Płytki inkubowano w kolnorze wilgotnej w tenrperatu-
rze pokojowej przez 48 godzin. Odczyt polegał na pomia-
rze średnicy precypitatu z dokładnością do 0,1 nlm i na-
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stępnie zkrzywej standardowej odczytywano zawaftość Gc
w badanych surowicach. Dla wykleślenia krzywej standar-
dowej do dołków nanoszono antygen homologicz1,1y, czyli
Gc człowieka w ilości: 500; 250; 125;62,5;31,25 pg/ml.

Uzyskane wyniki z oznaczeh ilościowych globuliny Gc
podano jako wartości średnie i odchylenia standardowe.
lstotność roznic w zawańości Gc u prosiąt zdrowych i cho-
rych w 2l. dniu zycia określono przy pomocy testu t-Stu-
denta.

Wyniki i omówienie

Podwój na immunodyfazja
Wszystkie badane surowice reagowĄ krzyżowo

z przecLwciałamt królika anty-Gc człowieka, tworząc
linię precypitacyjną co przedstawiono na ryc. 1. Wy-
niki te potwierdzajądoniesienia innych zespołóq które
wykazaĘ fi logenetyczną konserwatywność globuliny
Gc, co wyraża się w 48% homologii między Gc czło-
wieka i świni, w 4lońpomiędzy Gc człowieka i bydła,
93%o pomiędzy Gc człowieka i psa i 82oń pomiędzy
Gc człowieka i kota (15), Cechętęwykorzystano w ni-
niejszej ptacy do wykrycia globuliny Gc u prosiąt prze-
ciwciałami anty Gc człowieka.

Ryc. 1. lmmunoprecypitacja surowicy lS anty Gc czlorvieka
z Gc surowic wybranych gatunkórv zwierząt

Immunodyfuzja radialna
W tab. 2 zęstawiono wyniki zawartości globuliny

Gc surowicy badanych prosiąt, Odczytu dokonano na
podstawie krzyrvej standardowej uzyskanej z G c ludz-
ką. Sredni poziom białka Gc zbadanej populacji wy-
noslł 5 47,21 p, gl ml. Naj wyzsze poziomy odnotowano
u starszych oseskóq co wskazuj ę na zmiany związa-
ne z wiekiem prosiąt. Pomiędzy prosiętami zdrowymi
a chorymi wystąpiĘ w 2L dniu życia istotne różnice
(p . 0,01). Stwierdzono większę zróżnicowanie
w podgrupie chorych osesków (odchylenie standardo-
we) oraz większą rozpiętość uzyskiwanych wyników
niżw analogicznej podgrupie oseskow zdrowych.



Tab.2. Poziom globuliny Gc w surowic_v prosiąt (mg/L)

Objaśnienie: * róznice statystycznie istotne przy p < 0,01

Globulina Gc wydaje się kolejnym parametrem,
opTocz białek osfuej fazy, wartym głębszej analizy
w aspekcie monitorowania zdrowia. Jej poziomy od-
biegające od średnich referencyjnych mogąbyc wczes-
ną oznaką zaburzęh homeostazy organizmu, nieko-
niecznie ujawniających się objawami choroby, ale np.
spowolnieniem tempa wzrostu. Jej podwyższony po-
ziominastępnie czas powrotu do normy teżmożebyc
markerem określaj ącym aktualną zdolnośc adaptacj i
zwterząt do niesprzyjających warunków. W różnych
stanach chorobowych oznaczanie poziomów Gc cał-
kowitej i w kompleksach z aktynąmoże okazać się
miarodajnym żródŁęm informacji o efektywności le-
czenia i szansie powrotu do zdrowia (3). Trzeba jed-
nak pamiętać, że uzyskane wyniki mogą być trudne
do interpretacji w przypadku chorób przebiegających
zuszkodzeniem wątroby. Poziomy ntższe od referen-
cyjnych poziomów minimalnych mogą w większości
przypadków zwiastować niekorzystny rozw oj choro-
by i zagrożenie śmiercią.

Uzyskane wyniki wydają się interesujące. Stwier-
dzono, że poziom globuliny Gc w surowicy prosiąt
zmięnia się z wiekiemiżę ulega znacznymwahaniom
w róznych stanach zdrowia zwterząt. Można oczeki-
wać, że poziom ten moze byc przydatnym markerem
stanu zdrowia, zwłaszcza w rożnych stanach podkli-
nic znych. Je dnak pr ze d zaproponowaniem włączenia
g 1 o b u liny Gc do w achlar za rutyno wych o znac zeh pr zy
monitorowaniu zdrow ta i przebtegu choroby w stadach
zwierząt niezbędne są dalsze badania na większej po-
pulacji świń (jak i innych gatunków zwierząt), zpo-
dziaŁem na grupy wiekowe orazw rożnych, zdefinio-
wanych stanach chorobowych. Konieczne jest również
wyizo lowan i e globuliny Gc sp e cyf,r c znej dla p o szcze -
gólnych gatunków.
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Baclania przcprowadzotto na 159 prosiętach w wieku od l2 tyg zarażonych
na drodze naturalnej Sarcoptes sc,abiei yar. "słl,i w .1 gnrpach doświadczalnych
W badaniu l. i 2 w grupie I stosorł,ano iwermektynę w dawce 300 pg/kg do-
;rrięśnio,,1,o, rł,grupie II lek podano podskórnie, lv grupie III zastosorvano iniek-
cjc domięśniorve 0.9% chlorku sodo.,vcgo. W badarriu 3 i 4. rv grupie I stosowa-
no iwermektyrrę w paszy w darł,ce 50 pg/kgidzień przez 14 dni, rł. grupic 1I

rł,dawce 55 pg/kgld7jglj przez 14 dni, w grupie IIl rv dawce 60 pg/kg/dzień
ptzez 11 dni i rv grupie IV rł, darvce 65 gg/kgidzień przez )1 dni, w grupie V
q,dawce 70 pgłkg/dzień przcz 19 dni, rł,grupie VI w dawce l00 pg/kgidzień
ptzez1 dn| rł,grupie VlI w darvce l40 pg/kg,'dzień plzez 5 dni. lrvermektyna
zastosowana w iniekcji podskórnej urłaIniała śrvinie od pasożytó,"v w ciagu 7 dn i

W dośrł,iadczeniu 3 i 4 świn.ie leczone przez 5,7 lub l0 dni były rl,o]ne od
śrł,jcrzborł,ca 7 dnia po rozpoczęciu leczenia, zaś śrvinic lcczone przez l4 dni

był), rvo]rrc ocl zaraźenia po 14 dniach po rozpoczęciu ]eczenia

G.


