ANNALES
UNIVERSITATIS MARIAE CURIE - SKLODOWSKA
LUBLIN —POLONIA
VOL. XIII, 9 SECTIO DD 1958

Z Katedry Fizjologii Zwierzat Wydzialu Weterynaryjnego W.S.R. w Lublinie
Kierownik: prof. dr Wieslaw Holobut

Marian WISLINSKI

‘

O dwoch rodzajach hemoglobiny u bydla zréznicowanych przy pomocy
elektroforezy bibulowej

JlBa Bua remMorso0mMHa y KpymHOro poratoro ckKora,
BBIJJICHHBIX 1IPY IIOMOUIM 3JeKTpodopesa Ha Gymare

Two Varielies of Haemoglobin in Cattle Distinguished
by Paper Electrophoresis

Liczni autorzy technika elektroforezy przeprowadzali badania nad
hemoglobing zwierzat. Wynikiem tych badan bylo wykrycie elektro-
foretycznie réznych typow hemoglobin u bydia (1, 3, 4, 10), owiec
(4, 8, 9, 12, 13, 18), koz (4), koni (2, 4), bawoléw (10, 20) i ptactwa (8,
11, 14), Reiner i wspolpracownicy (16), Munro i Munro (15) za
pomoca wolnej elektroforezy w s$rodowisku kwasnym wykazali istnie-
nie dwu elektroforetycznie réznych wariantéow hemoglobiny u niekto-
rych zwierzat (krowa, kroélik).

Cabannes i Serain (3, 4), stosujac elektroforeze bibulowa
w buforze wercnalowym o pH 8,6, wykazali dwa typy dojrzalej hemo-
globiny u bydla w Algerii. W pierwszym przypadku (3) na 80 krow
algerskich, skrzyzowanych rasa europejska dla uszlachetnienia miej-
scowego bydla, stwierdzili u 64 szt. hemoglobine, ktorej szybko$é mi-
gracji na bibule jest nieznacznie mniejsza w poréwnaniu z hemoglobina
normalng cziowieka. Ten typ autorzy nazwali Hb «. U 15 szt. obserwo-
wano dwa rodzaje hemoglobiny, z ktérych jeden o wolnej migracji —
Hb a i drugi typ o szybszej migracji nazwany Hbf. U 1 szt. znaleziono
jeden rodzaj hemoglobiny o szybkiej migracji — Hb p.

W drugim przypadku Cabannes i Serain (4), badajgc krew
niemal wszystkich gatunkéw zwierzat domowych w Algerii, gdzie mie-
dzy innymi ponownie badano bydlo, na 270 krow stwierdzili u 203 szt.
(76,3%) Hb «, u 56 szt. (20,7°%) Hb @ i f i 11 szt. (4°%) z Hb B.
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Giri i Pillai (10) podczas badan nad hemoglobing réznych ga-
tunkéw zwierzat technika elektroforezy agarowej stwierdzili, ze krew
bawoléow zawierala dwa typy hemoglobiny.

Bangham (1) wykazal sposéb dziedziczenia i podzial wsrod roz-
nych ras czynnikéw kontrolujacych obecno$¢ dwu typow dojrzalej he-
moglobiny u bydta. Na 271 szt. badanych krow, roznych ras na tere-
nie W. Brytanii stwierdzil u 7 szt. HbB, (o szybkiej migracji) u 37 szt.
Hb AB i u 227 szt. Hb A. Hb B zauwazono tylko u ras Jersey, Guernsey
i South Devon.

Vella (20) odkryl trzy typy hemoglobiny A, B, C, u bykéw Bos
banteng i dwa typy A i B u bawoléw Bubalus bubalis, importowanych
z Bali do Singapore. U 27 badanych bykéw znaleziono 9 szt. (33,3%)
posiadajgcych Hb A, prawdopcdobnie identyczna z Hb Cabannesa
i Seraina, 1 szt. (3,7%) HbC o migracji szybszej niz HbA. 4 szt.
(14,8%) Hb A i B i 5 szt. (18,4%) HbAC. Na 28 bawoléw badanych
27 szt., (96,4%) zawieraly HbAB, a 1 osobnik zawieral komponent wol-
niejszy niz HbB.

W polskim piSmiennictwie nie znaleziono Zzadnej pracy dotyczacej
elektroforetycznego rozdzialu roéznych rodzajéw hemoglobiny bydla.

Roézne wartosci podaja cytowani autorzy, jesli chodzi o czestos¢ wy-
stepowania typéw hemoglobiny, na terenach przeprowadzanych badan.
Czy u bydla naszego istnieja elektroforetycznie rozne typy hemoglo-
biny?, a jesli tak, to czestotliwos¢ wystepowania niniejszego zjawi-
ska, jest celem tej pracy.

BADANIA WELASNE
Material i metoda

Krew pobierano od dojrzalych i zdrowych kréw poddawanych ubo-
jowi w rzezni. Hemoglobine otrzymywano z krwi cytrynianowej wedlug
Drabkina (7) bez uzycia chlorku glinowego (AICly).

Do elektroforezy uzywano aparatu produkeji krajowej PPF. Wro-
claw typ 38 o poziomym zawieszeniu paskow.

10% roztwér hemoglobiny w iloSci 0,005 ml nanoszono na pasek
bibuly Whatman nr 4, stosujac bufor weronalowy o sile jonowej wy-
noszacej 0,06, oddzialywaniu pH 8,6 przy napigciu 300 V i natezeniu
7—9 mA na 6 paskéow bibuly o szerokosci 3 cm. Elektroforeze prze-
prowadzono w ciggu 6 godz. w temp. pokojowej.

Jak wiadomo hemoglobina poddana elektroforezie w buforze we-
ronalowym o pH 8,6 migruje do anody. Szybko$¢ migracji podczas
6 godz. elektroforezy wynosila na ogét od linii startowej od 3,5 do
5,5 cm, przy czym blizej linii startowej umiejscawia sie plama o ma-
lej a dalej o szybszej migracji (p. fig. 1).
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Elektroforegramy barwiono czernia amidowa 10 B. IloSciowego po-
miaru, w wypadku uzyskania rozdzialu hemoglobiny, dokonywano
przez elucje barwika z pocietych 5 milimetrowych skrawkéw bibuty
w 6 ml 0,i% NaOH w ciggu 60 min. w temp. pokojowzj.

Ekstyncje eluatéw oznaczono kolorymetrem fotoelektrycznym typ
K. F. 2 przy filtrze o dlugosci fali 575 milimikronéw (17).

Przed wykonaniem elektroforezy oznaczono ilo$¢ hemoglobiny opor-
nej na denaturacje alkaliczng metodag Singera i wspéipracownikow
(19) zgodnie z zaleceniem Cabannesa i Portiera (5).

Wyniki
Zbadano 183 krowy, wérod ktérych stwierdzono u 176 szt. (96,2%)
jeden rodzaj hemoglobiny o wolnej migracji —Hb —A i u 7 szt.
(3,8%) dwa rodzaje hemoglobiny o wolnej i szybkiej migracji na bibule
—Hb —AB. Osobnikéw, posiadajgcych jeden rodzaj hemoglobiny,
o szybkiej migracji nie udalo sie wykry¢.

Tab. 1. Liczbowe proporcje dwu elektroforetycznie réznych hemoglobin
u badanych krow

Quantitative pfoportions of two electrophoretically different haemoglobins
in the examined cows

Krowa nr Hb — A Hb — B
% %
11 61,3 38,7
37 56 44
106 55 45
117 58,7 41,3
127 55 45
143 53 47
175 57 | 43
rednio ' 566 | 454

Ilosciowe proporcje elektroforetycznie rozdzielonych dwu typow
hemoglobiny wynosza $rednio 56,6° dla plamy o malej ruchliwosci
i 43,4 dla plamy o wiekszej ruchliwosci. Zalgczona tabela 1 przed-
stawia 7 przypadkow (3,80 materialu) posiadajacych dwa rodzaje Hb.
Elektroforegram przypadku nr 11 o dwéch rodzajach barwika —Hb AB
w poréwnaniu z Nr 10 o jednym rodzaju barwika —Hb A umieszczony
jest dla przykladu na ryc. 1.

Zawarto$ci procentowe niezdenaturowanej hemoglobiny po 45 min.
dzialania 0,12N NaOH o pH. 12,7 wynoszag dla Hb —A od 55% do
75%, (Srednio 67%) i dla HB- AB od 61 do 68% (Srednio 64%/).
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Ryc. 1. Elektroforegramy hemoglobin

bydlecych; a) krowa nr 11 —Hb zlo-

zona z dwu rodzajow typu AB, b) kro-
A wa nr 10 —Hb jednorodna typu A.

Electrophoregrams of bovine haemoglo-

bins, a) Cow N° 11 — haemoglobin of

type AB containing two varieties of

Hb, b) Cow N° 10 — haemoglobin of
type A.

Omoéwienie wynikow

Przedstawione wyniki potwierdzajg istnienie w ilosci 3,8% u bydla
w Lubelszczyznie dwu rodzajow hemoglobiny.

Plama o wolnej migracji jest prawdopodobnie identyczna z Hb-u
Cabannesa i Seraina, z typem A Banghama i Velli, a plama o szybszej
migracji z Hb-f Cabannesa i Seraina i z typem B Banghama i Velli.
Plamy o posredniej migracji miedzy Hb-A i B oznaczone przez Valle
jako Hb-C nie znaleziono.

Wedlug danych autoréow (12) roznice w migracji elektroforetycznej
moga powodowaé¢ odmienne zawartosci aminokwaséw w obydwu typach
hemoglobiny. Helm, Timmer, Huisman (12), poréwnujac sklad
aminokwasowy dwu typéw hemoglobiny u owiec, stwierdzili bowiem
wyrazne roznice w zawartosci kwasu asparaginowego, treoniny, sery-
ny, glicyny, alaniny, kwasu glutaminowego.

Byé moze, ze i w naszych przypadkach istniejg takze podobne roz-
nice w skladzie aminokwaséw w obydwu typach hemoglobiny u bydia
i powodujgce rozner wlasnosci elektroforetyczne.

Wystepowanie dwu rodzajéw hemoglobiny u zwierzat jednego ga-
tunku jest okreslone genetycznie i jak wykazaly badania Harisa,
Warrena i wspolpracownikéw (8), Huismana (13) wykonane na
owcach, a Cabannesa i Seraina (3) i Banghama (1) wy-
konane na krowach, uwarunkowane jest obecnosciag dwu genow alle-
lomorficznych w genotypie, z ktérych kazdy odpormedzmlny jest za
tworzenie sie jednego typu hemoglobiny.

Jeden z dwu alleli moze dominowa¢ albo ulega¢ recesji, a obydwa
razem moga by¢ tatwo wykryte u heterozygoty (1).

Osobniki posiadajace dwa rodzaje hemoglobiny sg wiec heterozy-
gotami. Wynika z tego, ze wsroéd naszego bydla znajdujg sie w malej
ilogci, choé nie udalo sie ich wykryé¢, krowy homozygotyczne, posia-
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dajace jeden rodzaj hemoglobiny o szybkiej migracji elektroforetycz-
nej: Badania na wiekszym materiale moglyby to wykazaé. Tym tez
mozna tlumaczy¢ stosunkowo niska liczbe krow, posiadajacych dwa
rodzaje hemoglobiny u nas w poréwnaniu z tymi, jaka podajg Caban-
nes, Serain i Bangham. Obecnos¢ genu B przekazujacego he-
moglobine o szybkiej migracji nie wplywa na ich zdrowotnos$¢, w prze-
ciwienstwie do ludzi, u ktérych obecnos¢ genu S, C, E kojarzy sie ze
stanami chorobowymi (1). Dotgd nie obserwowano zadnego -przypadku
chorobowego u zwierzat, majacego zwigzek z obecnosciag genu B.

Cabannes i Serain, biorgc za podstawe czestos¢ wystepowa-
nia, uwazajg hemoglobine o0 wolnej migracji za barwik normalny doj-
rzalego bydla, a hemoglobine o szybkiej migracji, mimo jej wystepo-
wania do 20%, za barwik anormalny (3).

Ilo$ciowe proporcje obydwu typéw hemoglobiny wynosza u bada-
nych zwierzat, posiadajgcych dwa typy hemoglobiny, od 53 do 61,3%
dla Hb-A i od 38,7°% do 47% dla Hb-B. Jak zaobserwowali u owiec
Huisman i wspéipracownicy (13) oba typy moga ulega¢ zmianom
przez zwiekszenie sie¢ ilosci jednego typu, a zmniejszenie sie drugiego
typu i odwrotnie, w zaleznosci od calkowitej zawartosci hemoglobiny
we krwi.

Wartosci niezdenaturowanej hemoglobiny po 45 min. dzialania
N/12 NaOH sg zgodne z podanymi przez Caban'nesa i Seraina
i spowodowane s3 rozng opornoscia hemoglobiny na dzialanie roztwo-
row alkalicznych (4). Dane te wskazuja, ze hemoglobiny o réznej opor-
nos$ci na dzialanie N/12 NaOH moga znajdowac¢ sie u zwierzat tego
samego gatunku.

WNIOSKI

1. Wsrod przebadanego bydla stwierdzono dwa rodzaje hemoglo-
biny; typu A i AB.

2. Osobnikéw, posiadajacych jedynie hemoglobine B lub barwik
o posredniej migracji miedzy Hb A i Hb B, nie znalezicno.

3. Hemoglobing A stwierdzono w 96,2% a hemoglobine AB 3,8%s.

4. Srednie zawartosci procentowo niezdenaturowanej hemoglobiny
po 45 min. dzialania 0,12N NaOH s3 nieco nizsze dla Hb AB w po-
réownaniu z Hb A.
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PE3IIO ME

T'emorsiobyH KpyIHOTO POraTOro CKOTa ObLI IOABEPTHYT MCCIEA0BAHIIO
MeTo[0M 3JieKTpodopesa Ha Oymare mpy ynorpebiaennn 8 Kayectse Oyde-
pa Beponana npu pH = 8,6, monHoit cune = 0,06, manpszxernvm 300 V
U cuJie 9JEeKTPUYIecKoro Toka — 7 — 9 m. A B Teuyenue 6 wacos Ha '6-u
nosjockax Oymary IIVMPUHONA B 3 CM.

B cemy caydaax — cpexau 183 mcciiejoBaHHBIX KOPOB — OOHapy:KeHO
HaJIM4Me ABYX BU/IOB reMOrobyHa, OTVIMYANOUMXCA IPYT OT APYyra PasHOM
2JIeTKpobopeTnyeckoi murpammeir. IIATHO, IpeABMraroIleecs MEJJIEHHO 110
HaupaBJIeHMIO K arony npu pH = 8,6 mpepcraBaser coboit HOpMajabHbBIA
remorsiobua — Hb A, naTHO Ke, XapaKTepusymlleecsd IepeMelleHneM
¢ ropaszno GoJblIeil CKOPOCTBIO, ABJAETCA HEHOPMAaJbHLIM reMorJyobuHoM
— Hb B. ABTOpoM He HaifIeHbl KOPOBBI, obJjafaiomye MCKJIHYMTEIBHO
remMoryiobyHoM B miM remMorJioOMHOM, 3aHMMAIOUIMM II0 CKOPOCTM Iiepe-
nByrKeHusa cpeaHee mecro mexay Hb A m Hb B. KosanyecTBeEHOe COOTHO-
1IeHue JBYX BMJOB IeMorJiobMHa, OOHAPYKEHHBIX y CeMM YIOMAHYTBHIX
KOPOB IIPEeJICTaBJIAJIOCh, Kak cieayer: aiusa Hb A B cpeanem 56,6% u gas
Hb B — 43,4 %o. CpenHye KOJIMYECTBA HE NOABEPrHYBLIEroCH AeHATYPAIMI
remorJyiobyuHa noj neiicreueM B Tedyenue 45 muuyT 0,12 N NaOH okazamncs
HeckoNMbKOo MeHblIe AN Hb B B cpaBHeHmn ¢ Hb A. Brictynarme asByx
BUI0B remorjioby¥Ha y KOpPOB, Kak 00 9TOM CBMAETEJLCTBYIOT JaHHbBIE
COOTBETCTBEHHO! HAY4YHOI JIMTEPaTyphbl, 0DOCHOBAHO Te€HETMYECKM.

Ta6n. 1. KonuuecTseHHoe COOTHOUIEHHE ABYX 3JA€KTPO(OPETHYECKH Pa3AHUHBIX T'eMOraoGH-
HOB y HCCJIEZyeMBIX KOPOB.

Puc. 1. dnexrpooperpaMMbl reMors06MHOB KPYNHOTO POraToro CKora:
a) koposa Ne 11 — remorsio6ui cocTosiuiiii U3 AByX Bagoe Tima AB.

6) xoposa Ne 10 — remor;si06ud OHOPOAHBIT Tuna A.

SUMMARY

Bovine haemoglobin was examined by paper electrophoresis con-
taining veronal buffer of 0.06 ionic strength, pH 8.6. Voltage was
maintained constant at 300 volts for a 6 hour period of electrophore-
sis. Under these conditions the average current across each of the
6 paper strips, 3 ¢m in width, was 7—9 m amp. Two varieties of hae-
moglobin, showing different electrophoretic migration, were found in
7 of the 185 cows examined. A spot migrating slowly to anode at
pH 8.6 proved to be normal haemoglobin, Hb A. The other spot, which
migrated more rapidly, was defined as abnormal haemoglobin, Hb B.
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Individuals having Hb B haemoglobin only, or haemoglobin of medial
migration between Hb A and Hb B, were not found. In the 7 cows
examined, which had two varieties of haemoglobin, the amount of
Hb A and Hb B averaged 56.6 and 43.4 per cent, respectively. Both
varieties of haemoglcbin were treated with 0.12N NaOH for 45 minu-
tes. After this treatment it was found that the average contents of
undenaturated haemoglobin was lower in Hb AB than in Hb A. The
available literature shows that the incidence of two varieties of
haemoglobin in cattle is genetically determined.
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