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W ostatnich latach byly przeprowadzone liczne badania hematologiczne
u ludzi i wykazano, ze przy zastosowaniu odpowiednich metod fizyko-
chemicznych i biochemicznych mozna wyodrebnié kilka typow hemoglo-
bin. Typy powyzsze réznig sie skladem aminockwasowym i odpornoscig
na denaturacje alkaliczng [15], wysalaniem buforem fofsoranowym {71,
absorpcja przy diugosci fali 5500 A—6500 A, wlasciwosciami immunolo-
gicznymi i genetycznymi [16], ruchliwoscig w chromatografii na wymie-
niaczu jonowym {15] i chromatografii bibutowej [21], ruchliwoscia w elek-
troforezie wolnej wzglednie bibutowej [6], lub zelowej [4].

Harris i Warren (1955 r.) [14], badajac ruchliwosé hemoglobiny kozy
i owey przy uzyciu metody elektroforezy bibulowej wykazali, ze istnieje
hemoglobina plodowa i dwa typy hemoglobiny u zwierzat dorostych. Dato
to poczatek do przeprowadzenia podobnych badan w krwi u réznych ga-
tunkéw zwierzat ssacych, ptakéw, ryb i plazow (6, 14, 19, 5, 8].

Wykazano, ze poszczegélne typy hemoglobin wystepuja w okre§lonym
stosunku u réznych gatunkéw zwierzat, a nawet i ras oraz dziedziczg sie
w mysl praw genetycznych [9]. W przeprowadzonej przez nas pracy sta-
raliSmy sie orientacyjnie podaé wystepowanie typéw hemoglobiny u nie-
ktorych gatunkéw zwierzat domowych w Polsce.

METODYKA

Hemoglobing otrzymywano wedtug H. J. van der Helma i wsp. Odwirowane
krwinki z krwi heparynowej przemywano trzykrotnie roztworem fizjologicznym
i trzykrotnie roztworem NaCl o stezeniu 1,25%. Krwinki hemolizowano dodajgc
réwna objetosé wody destylowanej i 0,5 objeto$eci toluenu. Po doktadnym kilkakrot-
nym wytrza$nieciu mieszanine pozostawiano przez okres 24 godzin w temperaturze
od 0° do 4°C. Hemoglobine odwirowywano z szybko$cig 3000 obr./min. i cze$ciowo
oczyszezony roztwor wirowano przy 18000 obr./min. Dalsze oczyszczanie hemoglobiny
przeprowadzano przesaczajac probki na zelu krzemowym stosujgc Celit 535. Dialize
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przeprowadzano w woreczkach kolodionowych w czasie 48 godzin wobec wody desty-
lowanej. Stezenie hemoglobin oznaczano metoda wedlug Betke i wsp. [3]. przepro-
wadzajac oksyhemoglobine w cyjanhemoglobinge. Do badan uzywano 4%. roztwordw
hemoglobin. W celu dluzszego przechowywania hemoglobin w stanie zamrozonym,
probki wysycano CO, uzyskujgc monokarboksyhemoglobing. CO otrzymywano w wy-
niku reakcji dzialania kwasu mrowkowego na stezony kwas siarkowy w tempera-
turze 60°C.

’

Elektroforeza bibutowa.

Badania ruchliwoéci elektroforetycznej hemoglobin réznych gatunkéw zwierzat,
przeprowadzano w buforze o nastepujacym skiadzie: 1,84 g kwasu dwuetylobarbitu-
rowego, 10,30 g dwuetylobarbituranu sodu, 1000 ml wody destylowanej, pH 8,6, sila
jonowa 0,05.

Stosowano réznice potencjatu 7 volt/cm przez okres 18 godzin. Dla oznaczenia
ruchliwo$ci postugiwano sie paskami bibuly Whatman Nr 3 MM o wymiarach
25% 230 mm, natomiast do oznaczen procentowej zawartoci przy réwnocze$nie wy-
stepujacych dwu typach hemoglobiny, paskami bibuty Whatman Nr 1. Prébke w ilosci
0,05 ml naktadano jako krople do oznaczenia ruchliwosci, za§ do oznaczef procen-
towej zawartosei probke nakladano w postaci poprzecznie ulozonego pasma.

Barwienie paskéw.

Paski po elektrorofezie barwiono wedtug Jencks’a i wsp. w barwniku o nastgpu-
jacym sktadzie: 0,019 bliekitu bromofenolowego, 5,0% kwasu octowego, 5,00 siar-
czanu cynku (ZnSOQy * 7TH,0) w 1000 ml wody destylowanej.

Uzyskane paski podczas elektroforezy barwiono przez zanurzenie ich na okres
16 godzin w roztworze barwnika. Nadmiar barwnika z miejsc wolnych od hemo-

globiny wymywano 2% roztworem kwasu octowego, trzykrotnie przez 5 minut.

Interpretacja elektroforegramoéw.

Ruchliwoéei hemoglobin oznaczano wizualnie, mierzae droge jaka probka przebyla
w poréwnaniu (kazdorazowo) ze znanymi standartami. Oznaczen procentowej zawar-
todei dwu réwnoczesnie wystepujacych komponentéw hemoglobiny w badanej probce,
dokonywano wprost z paskéw, przez fotometrowanie ich wedlug Gérskiego i Wéjcika.
Uzyskane wykresy ekstygkcji planimetrowano i wyliczano procentowa zawartosé
poszczegdlnych komponentéw (Ryc. 1).

Elektroforeza na zelu skrobiowym.

Rozdzial elektroforetyczny prowadzono wedlug metody podanej przez Brugscha
i wsp., na pitytkach szklanych pokrytych zelem skrobiowym (10 g skrobi rozpuszczo-
nej w 80 ml buforu), stosujgc bufor weronalowy o pI 8,6 sile jonowej 0,05 i rdézniceg
potencjatu 20 volt/cm podczas 6 godzin.

Badania przeprowadzono u:
122 szt. owiec rasy najczesciej wystepujacej w rejonie Podhala, polskiej owcy gorskie],
39 szt. jagniat rasy polskiej owcy gorskiej,
70 szt. kré6w rasy czerwonej polskiej i rasy nizinnej czarnobiatej,
10 szt. cielat ras wyzej wymienionych,
14 szt. buhajow rasy czerwonej polskiej,
50 szt. $win rasy zwistouchej i wielkiej biatej angielskiej (materiat rzeiny),
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20 szt. koni réznych ras (material rzezny),
4. szt. mulic,
4 szt. oslic.

WYNIKI

Uzyskane wyniki sg przedstawione jako ryciny elektroforegraméw he-
moglobiny.

Hb  Hb

A 8
|

b i

Ryc. 1. Elektroforegram hemoglobiny owey typu AB. Barwienie: blekitem bromo-
fenolowym. Oznaczenia iloSciowe: aparatem wg Goérskiego i Wéjcika.

Fig. 1. Electropherogram of ovine type AB haemoglobin. Bromophenyl blue staining.
Quantitative determinations: ing. with apparatus of Gérski a. Wéjcik.

Badajac elektroforetyczng ruchliwo$é hemoglobiny u owiec mozna po-
dzielic je na 3 grupy: owce posiadajace typ hemoglobiny A, typ B, oraz
mieszanine powyzszych typéw AB. Hemoglobina typu A zachowuje taka
sama ruchliwos¢ w polu elektrycznym jak hemoglobina typu ptodowego.
Stwierdzono to poréwnujgc 122 elektroforegramy hemoglobin owiec do-
rostvch z 7 elektroforegramami hemoglobin jagnigt w wieku od 1 do 20
dni (Rve. 2).

W hemoglobinach kréw wyodrebniono dwa typy hemoglobin réznigce
sie ruchliwoscig: typ A i B. Ruchliwosé hemoglobiny typu B, odpowiada
ruchliwosci hemoglobiny typu plodowego wykazanej u cielat (Ryc. 3).
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Rycina 4 przedstawia elektroforegramy hemoglobiny krowyv i jaiowki
z typem hemoglobiny A, oraz hemoglobine cielecia typu AF (F — plo-
dowa) z ustepujacg hemoglobing typu F na korzys$¢ hemoglobiny typu A.

Hb typu 8
Hb fypu A
Hb typu AB

Hb ptodowa

Start

Ryc. 2. Elektroforegramy hemoglobiny owiec. Hb typu B.
Hb plodowa.
Fig. 2. Electropherograms of ovine haemoglobin. Type
B Hb. Foetal Hb.

Hb typu A
Hb @pu 8

HbA+Hb B
zmi eszane
invitro 1:1

Ryc. 3. Elektroforegramy hemoglobiny kréw. Hb typu A, HbA.
HbB zmieszane in vitro 1:1.
Fig. 3. Electropherograms of ovine haemoglobin. Type A Hb.
HbA and HbB mixed 1:1 in vitro.

Analizujac nizej zamieszczone elektroforegramy (Ryc. 5) hemoglobiny
osta i $wini stwierdzono wystepowanie jednego typu Hb, za$ u konia
i muta wykazano réwniez jeden typ, w ktorego sklad wchodza dwie frak-
cje. Poza tym na powyzszej rycinie zestawiono niektére typy hemoglobin,
celem poréwnania wzajemnej ich ruchliwosci.
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Hb typu A
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Hb typu B
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Ryc. 4. Elektroforegramy hemoglobiny bydlecej. Krowa Hb
typu A. Jatéwka Hb typu A. Ciele Hb AF.
Fig. 4. Electropherograms of bovine haemoglobin. Cow —
type A Hb. Heifer — type A Hb. Calf — type AF HB.
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Krowa Hb A
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Start

Ryc. 5. Ruchliwo$é¢ wzgledna hemoglobin réznych ga-
tunkoéw zwierzat. Osiol, §winia, kon, mul, owca HbA,
krowa HbA.

Fig. 5. Relative mobility of the haemoglobin of various
species. Donkey, swine, horse, mule, sheep HbA, cow
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Hemoglobina owcy typu B, krowy typu A i $wini wykazujg mniejszg
ruchliwo$é wzgledna, w stosunku do ruchliwoéci hemoglobin konia, osta
i mula. U koni komponent szybszy ruchliwoscig swojg odpowiada ruchli-
wosci hemoglobiny B u bydla. Natomiast komponent wolniejszy umiej-
scowiony jest w polowie odlegloSci pomiedzy typem A i typem B hemo-
globiny bydlecej. Hemoglobina osta zajmuje pozycje odpowiadajaca ruch-
liwosci wolniejszego komponentu hemoglobiny krwi konskiej.

OMOWIENIE WYNIKOW

Omawiajac cze$¢ metodyczng pracy stwierdzi¢ mozna, ze nie jest ko-
nieczne przeprowadzenie dializy hemoglobiny. Niedializowana hemoglo-
bina zachowuje takg sama ruchliwos¢ oraz zdolno$¢ rozdzielania sie jak
hemoglobina dializowana. Przy odczytywaniu ruchliwosci na bibule mozna '
opuséci¢ barwienie, gdyz przesuwajgca sic plama jest dostatecznie widoczna
i nie zanika po wysuszeniu paskéw bibuly. Poczatkowo uzyskiwane wyniki
na bibule byly kontrolowane elektroforezg zelows, ze wzgledu jednak na
powtarzalno§é wynikow badan czynnosci tych zaniechano.

Zwrécono rowniez uwage, ze wyzsze temperatury wptywajg niekorzyst-
nie na rozdzial typéw hemoglobiny, dlatego tez stosowano ochladzanie
przez dodatek lodu do komory, w ktérej znajdowaly sie paski bibuly.

Na podstawie naszych badan oraz danych z pismiennictwa stwierdzono,
ze dotychczas najbardziej dogodna metoda jest elektroforeza bibuiowa,
przy zastosowaniu buforu weronalowego o pH 8,6 i sile jonowe]j 0,05. Uzy-
skane wyniki dotyczace rozdzialu hemoglobin oraz ich ruchliwos¢ potwier-
dzajg dane z pi$miennictwa.

Harris i Warren oraz Evans i wsp. opisali u owiec dwa typy hemoglo-
biny, typ A, ktory szybciej porusza sie ku anodzie oraz typ B porusza-
jacy sie wolniej. Typy te moga wystepowaé u owiec w formie homozygo-
tycznej AA i BB oraz heterozygotycznej AB.

Helm i wsp. w podobnych badaniach elektroforetycznych otrzymywali
rowniez dwa typy hemoglobiny, ktore okre$lili jako typ I i II. Przypu-
szczaja oni, ze I ma odpowiada¢ typowi B, zas II typowi A. Hemoglobina
plodowa, ktéra oznaczyli F (foetal) miataby ruchliwo$¢ typu hemoglo-
biny A. Helm i Huisman wykazali, ze hemoglobina II w poréwnaniu do
hemoglobiny I zawiera wicksze iloSci kwasu glutaminowego, treoniny i se-
ryny, oraz mniejsze ilosci kwasu asparaginowego, glicyny i alaniny. Po-
wyzsze roznice w skladzie aminokwaséw wplywaja na rézng budowe tan-
cuchéw polipeptydowych hemoglobin. W Anglii [9] przeprowadzono bada-
nia nad wystepowaniem odpowiednich typoéw hemoglobin u 4500 owiec
nalezacych do 32 ras i wykazano, ze u poszczegélnych ras wystepuje staly
procentowy stosunek typéw hemoglobin, np. u rasy Leicester uklad ho-
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mozygotyczny BB wystepuje w 98%, uklad AA w ogéle nie wystepuje,
zas uklad heterozygotyczny AB wystepuje w 2%. Natomiast u rasy szkoc-
kiej czarnoglowki ukltad AA wystepuje w 61%, BB w 6%, za§ AB w 33%.

W naszych badaniach przeprowadzonych na owcach rasy polskiej owcey
gorskiej stwierdzilismy wystepowanie ukladu BB w 60%, AA w 10%, za$
AB w 30%o.

U bydla podobnie jak u owiec wykazano dwa typy hemoglobin. Typ A
wykazujgcy mniejsza, oraz typ B wykazujgcy wiekszg ruchliwos$é na bi-
bule. Typ B porusza sie z szybkoscig podobna do hemoglobiny plodowej.
U cielat Hb plodowa zanika okolo 90 dnia zycia. U kréw i jaléwek moga
wystepowa¢ trojakiego rodzaju kombinacje powyzszych typéw, moze byé
forma homozygotyczna AA i BB oraz heterozygotyczna AB. Zmieszanie
in vitro hemoglobiny typu A oraz hemoglobiny typu B daje elektrofore-
gram podobny do typu AB (ryc. 3), Salisbury i wsp., Grimes i wsp. [11, 12],
oraz Bangham [1] przebadali wystepowanie poszczegélnych hemoglobin
u szeregu ras mlecznych i wykazali, ze u niektoérych ras np. holsztynskiej,
fryzyjskiej i hereford wystepuje jedynie forma homozygotyczna AA, na-
tomiast brak form BB i AB, za§ u krow rasy Guernsey i Jersey stwier-
dzono wystepowanie wszystkich trzech ukladow.

W naszych zapoczatkowanych badaniach na bydle rasy czerwonej pol-
skiej wykazujemy w wiekszosci wypadkéw hemoglobine typu A i jedynie
jeden wypadek hemoglobiny B, natomiast uktadu AB dotychczas nie
stwierdzili$my.

U koni Cabannes i wsp. oraz Bangham i wsp. [2], badajac konia, osla
i mula wykazali, ze u konia wystepuje w 96,5%0 hemoglobina zbudowana
z dwu frakeji poruszajacych sie z roézng szybkoscia, natomiast w 3,5% wy-
stepuje hemoglobina pojedyncza szybciej wedrujaca. W dalszych bada-
niach przy uzyciu elektroforezy zelowej wykazano, ze réwniez i ta poje-
dyncza Hb jest zlozona z dwu frakeji. Poza tym stwierdzono, ze u muléw
wystepuje podobnie jak u konia Hb zbudowana z dwu komponentéw. Po-
réwnujac hemoglobine konia i mula wykazano rézng procentowa zawar-
tes¢ biatka w poszezegdlnych komponentach hemoglobin.

U osla wystepuje jeden typ hemoglobiny, ruchliwoscig swoja odpowia-
dajacy wolniejszej frakcji Hb konia.

W naszych badaniach dotychezas wykazujemy jedng dwufrakcjows he-
mogiobine konia i muta oraz pojedynczg hemoglobine u osta. Badajac he-
Togiooine 50 $win wykazano tylko jeden typ hemoglobiny, ktory w elek-
irolorezie bibulowej zachowuje sie tak, jak typ B hemoglobiny owcy.

W przeprowadzone] pracy natrafiono na duze trudnosci przy okreslaniu
tvrcw rmemoglobin, bowiem szereg autoréw uzywa réznych symboli dla
i¢h oxresiznia. Tak np. u owiec sg uzywane okreslenia typ A, B, AB, «a, ,
L II 1 F. Tvp wolniej poruszajacy sie u owiec jest okreslany jako typ A.
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Poza tym niektorzy badacze [22] uzyskali u bydlia trzy tvpy, ktore two-
rzylty pie¢ kombinacji ze soba.

Ze wzgledu na to, ze badania nad typami hemoglobin sa prowadzone
w coraz szerszym zakresie i moga mie¢ zastosowanie przy okreslaniu dzie-
dzicznosci, wydaje sie koniecznym ujednolicenie nomenklatury dla po-
szczegbdlnych typoéw hemoglobin.

WNIOSKI

W wyniku przeprowadzonych badan uwzgledniajacych elektroforetyczng
ruchliwo$é na bibule hemoglobin poszczegélnych gatunkow zwierzat
stwierdzono:

1. U owiec rasy polskiej owey gérskiej wystepuje hemoglobina typu AA
w 10%, BB w 60%, zas AB w 30%o. '

2. U 69 krow rasy czerwonej polskiej oraz rasy nizinnej czarnobiale]
wykazano typ AA, a tylko u jednej krowy rasy czerwonej polskiej typ BB.

3. U §win rasy wielkiej bialej angielskiej i zwislouchej wystepuje je-
den typ o szybkosci odpowiadajacej typowi B owcy oraz A krowy.

4. U koni i muléw wystepuje jeden typ skladajacy sie z dwu frakeji,
za$ u osla jeden typ odpowiadajacy wolniej poruszajgcej sie frakcji hemo-
globiny konia.

Koszty zwigzane z przeprowadzeniem powyZszej pracy zostaly pokryte z dotacji
Komitetu Zootechnicznego V Wydziatu PAN.

3. 9evt, K. Byliyur
HACCJEIOBAHUSA HAJN BUIAMHU I'EMOIVIOBHH ¥ HKHBOTHBIX

Codeparcanue

YqmrEBad BACKTPOPOPETHIECKYH IIONBHTHOCTH Ha OyMare IpOBOJHIMCH HCCIEN0BA-
HES TeMOTIOGHHA KPYIHOTO POTaToro CKOTA, OBel, CBHHeN, T0majel, Myi0B X OCIOB.

Y 120 oBe1 HOIBCKON TOpHOH mOpoAsl Habmiomamrocs B 10% IOMO3HTOTHIECKY IO $opmy,
AA, B 60% — BB, a B 309 — rerepO3ATOTHIECKYIO $dopmy, y 70 KOpOB HHBMEHHOH
H DONbCKOH KpacHOU mopox B 69 cryvadx mabmopgarach dopma, AA, ¥ TOIbKO B OJHOM
cayzae dopma BB.

¥V 50 momapesi pasIMYHLIX DOPOK H 4 MyJsoB OCHADYEEHO ONHE BHJ C 2 pparnEAMHE,
a y 40 CHOHOB — OXHH BMJ, COOTBETCIBYIOMHUM IpHONHSHTENLEO B H3MEHTABOCTH (onee
Me[UIeHHON paKyuE y Tomanei,

Z. Ewy, K. Wéjcik
STUDIES ON ANIMAL HAEMOGLOBIN TYPES
Summary

Differences in paper-electrophoresis mobility were used to investigate haemoglobin
of cattle, sheep, horses, mules and donkeys.
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The homozygotic AA and BB and heterozygotic forms (types) were demonstrated
in 10, 60 and 30 per cent respectively of 120 sheep of the Polish mountain breed.
The form (type) AA was demonstrated in 69 of 70 cows of the Holstein-Friesian and
Polish red breeds, and the form (type) BB in only one.

In 50 Large Yorkshire hogs only 1 type was found, which roughly corresponded
in mobility to the ovine B and bovine A types.

In 50 horses of various breeds and four mules only one type, composed of two
fractions, was found, and in four donkeys also one type only was found, which in
mobility corresponded to the slower equine fraction.
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