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Badania chromatograficzne nad hemoglobing u koni w warunkach
anemii poupustowej

Xpomarorpachmuyeckmue MCCHAeNOBaHMUA TIeMOrJIOOMHa y KOHEM B YCJIOBMAX aHeMuu
1ocJjie KpOBOITyCKaHMA

Chromatography of Horse Haemoglobin in Conditions of Anemia due to Blood-
-Letting

Wykrycie przez Cabannesa i Seraina (5) polimorfizmu hemoglobiny
u zwierzgt domowych przyczynilo sie do podjecia licznych badan zaréwno nad
strukturg biatkowsa, jak i dziedziczeniem genéw warunkujacych synteze r6znych
rodzajéw hemoglobiny u zwierzat (1, 3, 7, 8).

Obecnoéé dwu typéw hemoglobiny u koni, wykazana w badaniach Cabannesa
i Seraina, zostala potwierdzona wynikami badan przeprowadzonych przez
Banghama i Lehmanna (1), ktérzy dwie hemoglobiny migrujgce réznie szyb-
ko w polu elektrycznym okrelili jako Hb I i Hb II. Ilo§¢ Hb I byla wigksza u prze-
wazajgcej liczby koni i wynosita okoto 57—60%, za§ Hb II — nieco mniejsza (40—43%).

Geny warunkujgce synteze hemoglobiny u takich zwierzat jak owce lub kozy
sg ukladami genetycznymi labilnymi i w warunkach istniejgcych w anemii jeden
gen moze wykazywaé wyzszg zdolno§é do syntezy hemoglobiny (3, 4). W warun-
kach dlugotrwatej anemii udalo sie wykazaé istnienie dodatkowych genéw u owiec
(2, 3). ktére byly w stanie pobudzaé synteze zupelnie odmiennego typu hemoglobiny,
okreslonej jako Hb C.

Obecno$é dwu typdéw hemoglobiny u koni oraz brak w dostepnej literaturze
badafh na temat wplywu dlugotrwalych anemii na synteze hemoglobiny u koni
sklonil nas do podjecia badan w tym kierunku.

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na 9 koniach uzywanych do produkcji surowicy prze-
ciwtezcowej, ktorym pobierano krew celem uzyskania surowicy. Czas trwania cyklu
produkcyjnego i pobierania krwi wahat sie od 4 do 7 lat, za§ catkowita ilo§¢ pobra-
nej krwi wynosita. od 360 1 do 1250 1. Srednia ilo§¢ krwi pobranej przypadajaca
na jeden miesigc i na jednego konia wynosita 7,8 1.

Badania obejmowaly chromatograficzne oznaczanie zawartoSci Hb I i Hb II,
oznaczanie catkowitej zawartoéci hemoglobiny, obliczanie iloSci krwinek czerwo-
nych w 1 mm?® krwi oraz oznaczanie warto$ci hematokrytowej.



26 Anna Pikul, Tadeusz Studzifski

Ilo§ciowe oznaczanie Hb I i Hb II przeprowadzano przy zastosowaniu chromato-
grafii jonowo-wymiennej. Jako no$nika uzywano DEAE-Sephadex (Farmacia Fine
Chemicals, Uppsala). Odwazony DEAE-Sephadex zawieszano w wodzie dejonizo-
wanej na 20 godz. i po odsgczeniu na lejku Biichnera zawieszano go w 0,5 N HCIl
na 30 min. Po nastepowym przemyciu wodg dejonizowang na lejku zawieszano go
na 30 min. w 0,5 N NaOH. Po przemyciu wodg dejonizowang i buforem startowym
TRIS-HCl o pH 7,6 zawieszano Sephadex w buforze startowym na 20 godz. Tak
przygotowany no$nik nanoszono na kolumne, ptukano przez 24 godz. buforem TRIS-
-HC1 o pH 7,6. Do rozdzial6w chromatograficznych hemoglobiny stosowano kolumny
o wymiarach 1 em na 60 cm. Na kolumne nanoszono 1 ml wodnego roztworu hemo-
globiny, zawierajgcego okolo 70 mg Hb. Elucje prowadzono buforem TRIS-HCI
o ciagglym gradiencie pH od 7,6 do 3,5 z dodatkiem 100 mg KCN na 1 1 buforu.
Frakcje 3,5 ml zbierano przy pomocy automatycznego kolektora frakcji. Ilo§ciowych
oznaczen poszczegélnych frakeji hemoglobiny dokonywano na podstawie spekiro-
fotometrycznego pomiaru ekstynkcji przy dlugo$ci fali 415 nm.

Celem okre$lenia stopnia anemii oraz diugo$ci utrzymywania sie jej po upustach
krwi obliczano ilo§é cialek czerwonych na stoliku Thoma-Zeissa, oznaczano catko-
witg zawarto§é hemoglobiny wg metody Drabkina oraz oznaczano warto$§¢ hemato-
krytowa przy uzyciu metody mikrohematokrytowej oraz wiréwki ,,Unipan” typ 316.

Badania chromatograficzne hemoglobiny oraz oznaczanie calkowitej zawarto$ci
hemoglobiny i pozostalych wskaznik6w hematologicznych wykonywano w czasie
2 lub 3 dnia po upuécie krwi, dalej miedzy 10 a 14 dniem po upu$cie craz w czasie
miedzy 22 a 24 dniem po upuécie. Za norme wyjSciowg dla iloSciowych wartoSci
frakeji hemoglobinowych i oznaczen hematologicznych przyjmowano warto$ci z ozna-
czen miedzy 22 a 24 dniem po upu$cie. Ilo§¢ krwi pobieranej w czasie upustu wyno-
sita okoto 16 1.

WYNIKI

Wartoéci badanych wskaznikéw hematologicznych oraz Hb I i Hb II
otrzymane w czasie trzech kolejnych oznaczen miedzy upustami ukazano
w tabelach 1 i 2. Tabela 1 przedstawia dane otrzymane z oznaczen u dwu
koni, ktére posiadaly mniejszg ilos¢ Hb II, wynoszaca okoto 20% calkowitej
zawartosci hemoglobiny, zaé tab. 2 obejmuje wyniki otrzymane od koni,
ktore wykazywaty obecno$é Hb II w okoto 38%.

Srednia zawarto$é hemoglobiny ulegala zmniejszeniu w czasie drugiego
dnia po upuscie z 11,9 do 9,4 g% w grupie koni ze zmniejszong iloscig Hb II
(tabela 1) i osiggata wartos¢ 11,4 g% w czasie miedzy 20—24 dniem po
upuscie. W grupie koni z wyzszymi wartoSciami Hb II (tab. 2) wartos¢
wyjéciowa $redniej zawartosci hemoglobiny wynosita 13,3 g% (a). Ulegala
ona zmniejszeniu w drugim dniu po upuscie do 10,6 g% i nastepowemu
wzrostowi do 11,3 g% w czasie miedzy 10 a 14 dniem od upustu. W obydwu
grupach koni zawarto$¢ hemoglobiny zmniejszyla sie okoto 20—21% w
czasie badania w drugim dniu po upuscie i byla ciggle nizsza w czasie
10—14 dnia po upuscie o okolo 15% w poréwnaniu z wartoSciami wyj-
$ciowymi. Podobnie zachowywaly sie wartosci hematokrytowe, ktore byty
mniejsze o 22% w czasie drugiego dnia po upuscie i o 15% w czasie mie-
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Tab. 1. Zachowanie sie calkowitej zawarto§ci hemoglobiny, warto$ci hematokryto-
wej, liczby krwinek czerwonych oraz Hb I i Hb II u 2 koni posiadajgcych Hb I
w 80% i Hb IT w 20%

The behaviour of total content of haemoglobin, haematocrite value, number of red
blood corpuscles, and Hb I and Hb II in two cows having Hb I in 80 per cent and
Hb II in 20 per cent g

Tloé Ilosé 3 2
Kon hathB- Warto§¢  krwinek Tlosé Tlosé
s globiny hemato- CZerwo- HbI Hb II
(/%) krytowa nych % %
mln/mm?
83 a* 11,8 38,0 6,600 82 18
P 9,2 30,0 4,780 85 15
Chd 11,2 35,0 6,400 83 17
214 a 12,0 34,5 6,400 78 22
b 9,5 26,5 5,250 83 17
s 11,5 33,5 6,000 79 21
Srednio
a 11,9 36,25 6,500 80 20
b 9,4 28,25 5,010 84 16
£ 11,4 34,25 6,200 81 19
a — oznacza warto$ci otrzymane przed upustem 16 1 krwi, b — oznacza war-
toSci otrzymane 2—4 dni po upu$cie, ¢ — oznacza warto$ci otrzymane 10—14 dni
po upuscie.

a — denotes values obtained before blood-letting of 16 liters, b — denotes values
obtained 2—4 days after blood-letting, ¢ — denotes values obtained 10—14 days
after blood-letting.

dzy 10 a 14 dniem po upuscie. Wartos¢ krwinek czerwonych ulegala
roéwniez zmniejszeniu do nizszych wartosci o 21% w grupie koni ze
zmniejszong iloécia Hb II (tab. 1) oraz 30% w grupie koni z wyzszymi
warto$ciami Hb II (tab. 2). Stan anemii poupustowej nie byl wiec kom-
pensowany w czasie dwu tygodni po upuscie i przeciggal sie na nastepne
dni trzeciego tygodnia po upuscie.

Iloé¢ Hb I wzrastala u koni z mniejszg iloscia Hb II (tab. 1) o 4%
i u koni grupy drugiej o 4,3% w czasie pierwszego badania po upuscie (b).
Hb I byla wyzsza o 1% w grupie koni ze zmniejszong iloscig Hb II w czasie
drugiego badania po upuscie i o 2,6% u koni z normalng ilo$cig Hb II.
Iloé¢ Hb II ulegala zmniejszeniu zaznaczonemu najwyrazniej w drugim
dniu po upuscie.

OMOWIENIE

Dwa typy hemoglobiny u koni, zréznicowane w badaniach wlasnych
za pomocg chromatografii jono-wymiennej, byly identyczne z dwoma
typami réznie szybko migrujgcymi w polu elektrycznym, ktére zostaly
przez Banghama i Lehmanna (1) okreSlone jako Hb I i Hb IL
Wieksza procentowo frakcja, ktéra szybciej migruje w polu elektrycznym,
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Tab. 2. Zachowanie sie catkowitej zawarto§ci hemoglobiny, warto§ci hematokryto-
wej, liczby krwinek czerwonych oraz Hb I i Hb II u 7 koni posiadajgcych Hb I
w 61,5% i Hb II w 38,5%

The behaviour of total content of haemoglobin, haematocrite value, number ‘of red
blood corpuscles, and Hb I and Hb II in seven horses having Hb I in 61.5 per cent
and Hb II in 38.5 per cent

Tlo§é Todé
on At Wartosé krwinek Ilo§é Ilosé
2 globin hemato- CcZerwo- Hb I Hb II
(/% )y krytowa nych % %
g/ mln/mm?

a 13,29 38,0 6,900 55,0 45,0

83 b 12,83 29,0 5,380 64,0 36,0
a 10,47 27,0 5,560 61,0 39,0

a 12,5 34,0 8,400 63,0 37,0

208 b 11,3 28,0 6,700 67,0 33,0
I 11,8 30,0 7,100 65,0 35,0

233 a 8,8 29,0 4,100 59,7 40,3
b .2 25,0 3,860 64,0 36,0

a 12.6 34,0 8,500 64,0 36,0

239 b 11.0 28,0 6,500 67,2 32,8
> 14,1 33,0 7,900 65,9 34,1

a 134 37,0 8,300 62,0 38,0

305 b 10,9 34,0 5,900 66,0 34,0
c 11,2 36,0 6,400 64,0 36,0

a 13,2 40,5 6,600 63,2 36,8

315 b 2.1 24,0 4,700 65,3 34,7
c 10,2 26,0 5,460 64,8 35,2

a 15,4 45,0 9,800 63,5 36,5

325 b 10,9 36,0 6,180 67,4 32,6
(s 14,5 44,0 9,200 64,1 35,9

Srednio

a 13,3 37,0 6,500 61,5 38,5

b 10,6 29,4 5,628 65,8 34,2

> 11,3 32,6 6,200 64,1 35,9

zostala nazwana przez nich Hb I, za§ hemoglobina wolniej migrujgca
i ilosciowo mniejsza — Hb II.

Frakcja hemoglobiny ulegajaca elucji w pH 5,1 (ryc. 1) odpowiadala
pod wzgledem iloSciowym Hb I, zas frakcja wykazujgca elucje w pH 4,8
odpowiadata Hb II (6). Procentowe wartosci Hb I i Hb II u 7 koni (tab. 2)
byly zblizone do wartosci podawanych przez innych autoréw (1, 8, 9),
ktorzy oceny ilosciowej dokonywali na podstawie rozdzialow elektrofore-
tycznych. Iloé¢ Hb I u tych 7 koni wynosi przed upustami 61,5%, za$
Hb I1 38,5% (tab.2). Bangham i L ehmann (1) podali wartosci 60% dla
Hb 11i40% dla Hb I, a Studzinski (9) 57% dla Hb I i 43% dla Hb II.
Ilos¢ Hb I wzrastata w czasie 2 dnia po upuscie do 65,8% i wynosita 64,1%
w czasie miedzy 10 a 14 dniem po upuscie.

Z 9 badanych koni dwa charakteryzowaly sie¢ wigksza iloscig Hb I
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Ryc. 1. Rozdzial hemoglobiny konskiej na DEAE-Sephadexie. Na kolumne o wy-
miarach 60X1 cm nanoszono 1 ml wodnego roztworu zawierajgcego ok. 70 mg
hemoglobiny. Elucje przeprowadzano buforem TRIS-HCl o ciaglym gradiencie pH
od 7,5 do 3,5. W eluacie otrzymano 2 frakcje: Hb I przy pH buforu 5,1 i Hb II
przy pH buforu 4,8. Hb I stanowila 64% caltkowitej ilo§ci hemoglobiny, natomiast
Hb II 36%.

Separation of equine haemoglobin on DEAE-Sephadex. 1 ml of water solution
containing ca 70 mg of haemoglobin was deposited upon the column (size 60X1).
The elution was carried out with TRIS-HCl buffer of the continuous pH gradient
from 7,5 to 3,5. In the eluat two fractions were obtained: Hb I at 5,1 pH of the
buffer and Hb II at 4,8 pH of the buffer. Hb I constituted 64 per cent of the total
amount of haemoglobin, while Hb II, 36 per cent

($rednia wartoé¢é wynosita okolo 80%) i mniejszg iloscig Hb II — 20%.
W grupie tych dwu koni dochodzito réwniez do wzrostu zawartosci Hb I
w czasie pierwszego badania po upuscie do 84% i odpowiedniego zmniej-
szenia Hb II do 16%. Tendencja zmian u badanych koni szta wiec w kie-
runku wzrostu ilo$ci Hb I i zmniejszenia Hb II i to zar6wno u koni
z normalng ilo$cig Hb II, jak i z jej zmniejszong iloscig (tab. 1). Zmiany te
nie byly jednak duze, gdyz wynosily 4% u koni ze zmniejszong iloscig
Hb I1 i 4,3% u koni z jej normalng iloscig. Wzrost ilosci Hb I u koni po
upuscie krwi wynoszgcym okolo 16 1 wskazywal albo na wieksze uwal-
nianie ze szpiku kostnego krwinek czerwonych, posiadajgcych zwiek-
szong ilo§¢ Hb I, albo na zwiekszong synteze Hb I w uwalnianych krwin-
kach. Utrzymujgca sie tendencja do wzrostu ilosci Hb I u koni anemizo-
wanych nie mogla by¢ statystycznie znamienna ze wzgledu na stosunkowo
niewielkg liczbe badanych koni oraz na male réznice obserwowanych
zmian. Na uwage zastuguje fakt, ze badane konie znajdowaly sie w cyklu
produkcyjnym od 4 do 7 lat, w czasie ktoérych pobierano im $rednio w
ciggu miesigca 7,8 1 krwi. Stan dlugotrwalej anemii ujawnil wiec wzrost



30 Anna Pikul, Tadeusz Studzinski

ilosci Hb I we krwi obwodowej i spadek ilosci Hb II bez pojawienia sie
dodatkowych typéw hemoglobiny. Uklad genetyczny warunkujgcy syn-
teze hemoglobin u koni wydaje sie by¢ bardziej stabilny niz u innych
zwierzgt (3, 7, 8) i stan anemii, nawet dlugo trwajgcy, nie jest w stanie
doprowadzi¢ do bardziej znamiennych réznic w ilosci dwu frakeji hemoglo-
biny. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze obserwowana tendencja wzrostu Hb I
jest zrozumiala w $wietle réznic powinowactwa z tlenem miedzy Hb I
i Hb II (9). Hb I posiada wyzsze powinowactwo z tlenem i jej zwiekszona
synteza dawalaby wiekszg zdolno$¢ przylgczania tlenu w plucach przez
krew, ktorej krwinki bogatsze sg w ten typ hemoglobiny. Podobnie sta-
bilny uklad syntezy dwu hemoglobin zaobserwowano u kur, ktére w wa-
runkach duzego stopnia anemii nie wykazywaly zmian w zakresie ilo$ci
dwu frakeji hemoglobiny (10).

Trudno na obecnym etapie wyjasni¢ przyczyny réznic w zachowaniu
sie frakcji hemoglobiny u réznych gatunkéw zwierzat w warunkach
anemii. By¢ moze, ze takie gatunki jak kon i kura nie posiadajg dodatko-
wych genéw zdolnych do syntezy innych hemoglobin poza fizjologicznie
wystepujgcymi lub moze stopienn anemii jest za maty do ich uaktywnienia.
Biorgc pod uwage stosunkowo niewielkie zmiany ilosciowe Hb I u koni
narazonych na dilugotrwalg anemie wydaje sie, ze gatunek ten posiada
znacznie mniejszg labilno§¢ w zakresie zmian syntezy hemoglobiny i mogg
istnie¢ inne mechanizmy adaptacyjne, ktére jako czynniki pozahemoglobi-
nowe ale wewnatrzkrwinkowe decydujg o adaptacji w stanach anemii.

WNIOSKI

1. Hemoglobina koni sklada sie z dwu frakcji dajacych si¢ rozdzieli¢
chromatograficznie. Hb I ulega elucji w pH 5,1, zas Hb II w pH 4,8.

2. Ilos¢ Hb II wynosita u 7 koni 61,5% a Hb II 38,5%. Dwa konie
charakteryzowaly sie zwiekszong iloscig Hb I (80%) oraz mniejszg iloScig
Hb II (20%). '

3. Upusty krwi wynoszace okolo 16 1 powodowaly u wszystkich koni
wzrost Hb I o okolo 4% i spadek Hb II o takg samg wartosc.

4. Stan dlugotrwalej anemii (4 do 7 lat) nie powodowal istotnych
zmian w ilosci Hb I i Hb II w poréwnaniu z danymi z piSmiennictwa.
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PE3IOME

UccnenoBauusa NpoBeau Ha 9 KOHAX, MCMNOJL30BAHHBIX AJS M3TOTOBJIEHMSA IIPO-
TUBOCTONOHAYHOI CHIBOPOTKM, KOTOpPbIM 6panu KpoBbL OKOJO 7,8 1 B Mecsn Ha IIPO-
TAKEHUM HECKOJIbKUX JeT (caMblii J0JTrMii nmepuoxy — 7 JeT, caMblii KOPOTKMIA —
4 rona). VMiccnenoBanusA BeJIMCh B CJEAYIOUIMX HalpaBJeHMAX: onpejesenue pariymm
remorsiobyHa IIPM TIOMOINM KOJIOHHOJ Xpomartorpacdmm na JIEAE — Sephadex; BbI-
yyucseHue KOJUYECTBA ISPUTPOLMTOB; ONpEjesieHMe CojeprKaHma reMmorsobmsa; onpe-
JleJleHre TeMOKpPATHOM BeAM4YMHBLI nepudepuyeckoir Kposu. B xpomaTorpaduyecKux
MccIeoBaHMAX reMorsobuna smonuio nposeneHo b6ydopom TRIS-HCl o mocTosiHHOM
rpaguente pH or 7,6 mo 3,5. Xpomarorpadudeckoe M30JMpOBaHMe (ParUMM TeMo-
rao6MHA a TaKKe OIpejesieHye IOCTOAHHOTO COJAePIKaHMA reMorsjobuHa ¥ OCTaJbHBIX
reMaToJIOTMYECKMX IOKa3aTejieil NMPOBOAMIM HA 2-0¥ MaM 3-3 JIeHb I0Cje KPOBOIIyC-
Kauus, Ha 10-i1 u 14-3f jAeHb nIOcje KpPOBONYCKaHMA M MeXay 22 u 24 axém mocie
KpoBonyckanus. KoJu4ecTBO KPOBM B3ATOM BO BpeMs OAHOrO KPOBONYCKaHMSA DaBHSA-
Jiocs 0KoJio 16 J. I‘emo'roxpm:ume BeJIMYMHBI, COZIepKaume remMorsobmHa a Takmxe KO-
JIMYECTBO SPUTPOLMTOB MOHM3MIOCHL Ha 20—25% mocje KpOBONyCKaHMs BO BpeMs Iep-
BOro mcciaenoBanua (2—3 nenn). Bo Bpems Broporo uccaemosanua Ha 10 u 14 zens
rocJie KPOBOIYCKAHMA BeJAMYMHBI 9T NOHM3MIAMCH HA 10—12% ¥ paBHAIMCH HAYalb-
HOMY YDOBHIO B 22 u 24 nenb OT KpoBomyckauusa. I'em. I moppan smowm B pH 5,1
BO3pacTrajl y BCeX KOHEeJ IocJjie KPOBONyCKaHuA Ha OKOJIO 4%, a Tem. II c smomten
B pH 4,8 ymenbmajca Ha TaKyl JKe BeJIMYMHY.

SUMMARY

Experiments were conducted on 9 horses used as donors of hiperimmune serum
against tetanus toxin. The mean value of blood calculated from wvalues taken for
the whole period (the shortest time lasted 4 years and the longest — 7 years)
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averaged 7.8 litres per month. The following determinations were made: haemoglobin
types by ion exchange chromatography on DEAE-Sephadex, the number of erythro-
cytes, haematorite value and haemoglobin concentration. For separation of haemoglo-
bin TRIS-HCl buffer was used with constant gradient of pH ranging from 7.6
to 3.5. Chromatography separation of haemoglobin types and estimation of haemato-
logical indices were done on the 2nd or 3rd day, then between 12th and 14th days
and between 22nd—24th day after blood-letting. The mean volumes of blood which
was collected at one blood-letting averaged 16 litres. Haematocrite value, haemoglo-
bin concentration and the number of erythrocytes decreased by 20—25% on the
2nd—3rd day after blood-letting. At the time of the next determination the values
mentioned were still lower by about 10—12%. They reached the initial level between
22—24 days after blood-letting. Hb I which eluted at pH 5,1 increased by ca 4%,
while Hb II which eluted at pH 4.8 was also 4% lower.



