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Aus der Klinik fiir Nutztiere und Pferde (Prof. Dr. H. Gerber) der Universitidt Bern

Yerhalten des fotalen Himoglobins bei Simmentaler Kiilbern

von H.R. Scheidegger!?

Unspezifische Blutkrankheiten, unter anderem auch Andmien, sollen beim
Menschen nicht selten ein Wiederauftreten von fotalem Hédmoglobin bewirken
(Panzram und Jakob, 1969; Scholz, 1966). Beim Schaf wurde bei schwe-
ren Andmien, hervorgerufen durch Verfiitterung von Winterkohl, die Produk-
tion eines neuen Hamoglobin-Typs (HbC) beobachtet (Tucker, 1969).

Uns interessierte die Frage, ob die Eisenmangelandmie der Mastkéalber zu
ahnlichen Reaktionen Anlafl geben konne.

Material und Methoden
Material

Das Material ist mit dem frither beschriebenen identisch (Scheidegger,
1973). Die Aufzuchtkélber wurden bis zum Verschwinden von HbF, die Mast-
kélber bis zur Schlachtreife verfolgt.

Methodik

Fiir die HbF-Auswertung entnahmen wir 5 ml Blut in ein R6hrchen, wel-
ches als Antikoagulans 62,5 1. U. Lithium-Heparinat enthielt.

Hdmolysatherstellung

Unmittelbar nach der Probeentnahme und der Riickkehr ins Labor wer-
den 0,5 ml Lithium-Heparinat-Blut mit 7,0 ml NaCl (0,99, aus Kiihlschrank)
in einem Zentrifugenrohrchen sachte vermischt und wéhrend 15 Minuten bei
4°C in der Kiihlzentrifuge bei 2000-3000 rpm zentrifugiert. Hierauf saugen wir
den klaren Uberstand mit der Wasserstrahlpumpe ab und geben erneut 7,0 ml
NaCl (0,99,) zur Probe zu. Die Erythrozyten werden viermal auf diese Weise
gewaschen.

Nach dem vierten Zentrifugieren wird der klare Uberstand mit der Was-
serstrahlpumpe abgesogen und zu den gewaschenen Erythrozyten gibt man
0,3 ml H,0-bidest und 0,2 ml Toluol. Man mischt die Probe durch leichtes
Schwenken und Rotieren und gibt sie fiir 18-24 Stunden zugedeckt in den
Kiihlschrank. Dieses Gemisch wird dann wihrend 15 Minuten bei 4000-5000 rpm

1 Dr. H.R. Scheidegger, Postfach 2735, CH-3001 Bern.
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bei 4°C zentrifugiert. Nachdem die Toluol- und Fettschicht abgesogen ist, ist
das Hamolysat zur Elektrophorese bereit. Bis zur Durchfiithrung der Bestim-
mung wird die Probe im Kiihlschrank aufbewahrt.

Elektrophorese

Die Trennung der Hidmoglobine erfolgt elektrophoretisch auf dem Beck-
man Microzone Cell, Modell R-101 mit Zellulose-Azetat-Membranen und einem
Puffer von pH 8,6 (Pufferzusammensetzung: Tris 0,2 Molar, EDTA 0,01 Molar,
Borsidure 0,055 Molar). Die Laufzeit betragt 60 min bei 300 Volt und 2,5-7,5
mA. Pro Probe werden 0,25 ul Himolysat aufgetragen.

Die Elektropherogramme werden mit folgender Farbmischung geféirbt:

0,5 g Ponceau S

7,56 g Trichloressigsiaure
7,6 g Sulfosalizylsidure
H,O-dest. ad 250 ml

Entfarbt wird in 59, Essigsdure, entwissert in reinem Methanol. Als
Transparenzlosung dient eine Losung von sieben Teilen Dioxan und drei Teilen
Isobutanol.

Die Auswertung der Membranen mit den gefirbten Auftrennungen erfolgt
mit Hilfe des Beckman Microzone Scanning Attachment Model R-102 auf
photometrischem Wege, und zwar nach demselben Prinzip wie sie fiir die Se-
rumeiweille verwendet wird.

Mit der beschriebenen Methode gelang es uns gut, Hamoglobin A und
Héamoglobin F zu trennen. Schwierigkeiten boten sich bei Kélbern, deren Er-
wachsenen-Hamoglobin sich aus HbA und HbB zusammensetzte. Da HbF
und HbB idhnliche Wanderungsgeschwindigkeiten aufweisen, und bei unseren
Apparaten die Stromstéirke relativ groflen Schwankungen (2,5-7,56 mA) unter-
legen war, war die Trennung von HbF und HbB oft unmdglich.

Um Ungenauigkeiten zu vermeiden, verzichteten wir deshalb auf die Aus-
wertung der Hémoglobine von Kélbern mit HbA und HbB.

Resultate

Die Ergebnisse sind in Abb. 1 dargestellt. Wihrend in den ersten Lebens-
tagen die Konzentration von HbF bei den Mastkélbern durchschnittlich etwas
hoher ist (p 0-10 Tage < 0,25, p 11-40 Tage < 0,05), nimmt sie bei beiden
Gruppen bis zum 90. Lebenstag ohne signifikanten Unterschied ab. Vom 91.
Tag an ist das Verschwinden von HbF bei den Mastkélbern verlangsamt. Der
Unterschied zum HbF-Gehalt der Aufzuchtkélber in diesem Altersbereich ist
signifikant (p < 0,025).
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Abb. 1 Mittlere Prozentuale HbF-Konzentration bei Aufzucht- und Mastkilbern

Nur bei einem Mastkalb konnte in dieser Zeitspanne eine einmalige Zu-
nahme von HbF festgestellt werden, wie die folgenden Werte zeigen:

Mit 82 Tagen: 13,99, HbF
89 Tagen: 8,89, HbF

96 Tagen: 7,29, HbF

103 Tagen: 9,8%, HbF

110 Tagen: 5,7% HbF

Diese einmalige Erhchung diirfte + innerhalb der methodischen Schwan-
kung liegen.
Diskussion

Zur Bestimmung von HbF

Bereits 1866 konnte Korber (zit. nach Grimes et al., 1958) beim Men-
schen ein unterschiedliches Verhalten von fotalem und adultem Hamoglobin
gegeniiber Alkalidenaturierung nachweisen. Seither sind namentlich in der
Humanmedizin verschiedene Methoden zur Auftrennung der Hamoglobintypen
entwickelt worden.
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Koérber zeigte, dal HbA des Menschen gegeniiber Alkalidenaturation
empfindlicher ist als HbF. Moustgaard et al. (1962) und Tisdall und
Crowley (1971) fanden bei Kélbern das umgekehrte Verhalten. Die Methode
der Alkalidenaturierung wird auch heute noch verwendet (Richterich, 1965).

Unterschiede in der serologischen Reaktion zwischen dem Himoglobin
von Kindern und demjenigen von Erwachsenen fand als erster Chernoff
(1953). Er verwendete dazu Antiseren von immunisierten Kaninchen. Die
gleiche Methode verwendete Christensen (1968) zur Untersuchung der Himo-
globine von normalen Erwachsenen, von schwangeren und in der Nachgeburts-
phase stehenden Frauen. Tucker und Pearce (1971) stellten mit Hilfe von
Kaninchen prazipitierende Antikorper fir Schaf-Hamoglobine her. Mit der-
selben Methode gelang es auch beim Rind, die Hamoglobine von jugendlichen
und erwachsenen Tieren zu differenzieren (Klinger, 1967).

Der Vollstindigkeit halber seien noch die Moglichkeiten der chromato-
graphischen Trennung mit DEAE-Sephadex (Schroeder et al., 1970) und der
Infrarotspektrographie (Melki, 1971) erwihnt.

Wir verwendeten die Methode der Elektrophorese, weil sie sich sehr gut
fiir quantitative Reihenuntersuchungen mit methodisch kleinem Fehler eignet,
relativ wenig Aufwand erfordert und nicht zuletzt deshalb, weil wir tiber simt-
liche erforderlichen Apparate verfiigen konnten!.

Brochemasches

Hamoglobin besteht aus einer Proteinkomponente (Globin) und einer
Farbstoffkomponente (Ham). Ham, das bei allen Wirbeltieren gleich ist
(Buschmann und Schmid, 1968), ist ein Protoporphyrinderivat, welches als
Zentralatom zweiwertiges Eisen enthélt. Globin besteht aus zwei ahnlich ge-
bauten Polypeptidpaaren. Das adulte Globin besteht aus «- und y-Polypeptid-
ketten (Aebi, 1965; Babin et al., 1966; Jonxis and Nijhof, 1969; Ranje-
kar and Barnabas, 1969).

Nach Moustgaard et al. (1962) unterscheidet sich HbF von HbA in den
Aminosduren Serin, Alanin, Histidin, Isoleuzin, Methionin, Valin und Lysin.
Als charakteristisch bezeichnen sie, wie auch Babin et al. (1966), das Fehlen
von Isoleuzin bei HbA welches im HbF immer vorhanden ist. Dies gelte fiir
Rind, Schaf, Ziege, Pferd und den Menschen. Kaninchen und Schwein sollen
nur einen Hb-Typ besitzen. Kleihauer und Stoeffler (1968) fanden aber
bei letzterem mit einer speziellen Technik HbF. Zwar fanden auch sie fiir
HbA und HbF des Schweines die gleichen elektrophoretischen Eigenschaften
und das gleiche Verhalten gegeniiber Alkali-, Sdure- und Hitzedenaturation,
doch mit der speziellen Technik gelang es ihnen, das unterschiedliche Peptid-
muster von HbA und HbF nachzuweisen.

Ausfiihrliche Untersuchungen zur Biochemie von HbF machten Babin

1 Herrn Prof. Dr. W. Weber, Institut fiir Tierzucht, sei hiermit fiir die Beniitzung der
Beckman-Apparate gedankt.
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et al. (1966) und Schroeder et al. (1967). Unsere Untersuchungen konnten zur
Biochemie der Hamoglobine nichts beitragen.

Verschwinden und Wiederauftreten von HbF

Eingehende Untersuchungen iiber das Verhalten von HbF beim Rind
machten Grimes et al. (1958). Sie fanden bei der Geburt 41-100%, HbF bei
einem Durchschnitt von 879, Zahlen, die sich mit den unsrigen decken.

Der Mensch besitzt bei der Geburt durchschnittlich 609, HbF, wobei
auch dort ausgeprigte, individuelle Schwankungen zu beobachten sind (Betke
und Kleihauer, 1958).

Betke und Kleihauer (Betke und Kleihauer, 1958; Betke, 1962;
Betke, 1971), die umfangreiche Untersuchungen beim Menschen anstellten,
konnen keine Erkldrung iiber die Griinde geben, die zur Umstellung von HbF
zu HbA fiihren. Sie wiesen einzig darauf hin, dal die Umstellung bereits vor
der Geburt beginnt und unabhingig von der Geburt post partum weitergeht.
Aus diesem Grund mifllang es Tisdall und Crowley (1971) mit Hilfe der
Messung von HbF Altersbestimmungen zu machen. Unsere Ergebnisse besta-
tigen die Korrelation zwischen HbF und Alter, wenn wir die Durchschnitts-
werte betrachten. Wegen der groflen individuellen Schwankungen ist es aber
unmoglich, mit Hilfe des HbF-Gehaltes eines Einzeltieres sein Alter zu be-
stimmen.

Huisman et al. (1970) berichten iiber eine erbliche Persistenz von féta-
lem Hamoglobin beim Menschen. Persistierendes HbF fanden Hubbert und
Miller (1971) bei zwei klinisch abnormen Holstein-Friesen-Kélbern.

Scholz (1966) betrachtet jedes HbF-Vorkommen im Erwachsenenalter
als pathologisch. Er untersuchte eine Reihe erwachsener Patienten mit klinisch
gesicherter Diagnose auf HbF und kam zum Schlul}, daf} es sich bei der HbF-
Produktion jenseits des Kindesalters um ein recht unspezifisches Symptom
sehr unterschiedlicher Krankheiten handle, und zwar bestehen keine Bezie-
hungen zwischen dem HbF-Vorkommen und dem Grad der Krankheit. Er
fand auch keine Korrelation zwischen HbF-Vorkommen und dem Vorhanden-
sein und Ausmalf} einer Anamie.

Panzram und Jakob (1969) sehen im Vorkommen von HbF bei erwor-
benen Blutkrankheiten kein differentialdiagnostisch nutzbares Phanomen. Sie
bezweifeln, dafl die Animie das entscheidende Stimulans fiir die Wiederauf-
nahme der HbF-Produktion sei, da bei den meisten hochgradigen Anédmien
keine HbF-Produktion zu finden ist. Der Grund, weshalb im einen Fall HbF
gebildet wird, im andern nicht, ist ungeklért.

Verschiedene Faktoren und Stoffe sollen auf die Umstellung von HbF zu
HbA einen Einflul haben. Allen und Jandl (1960) bemerkten bei Hypoxie
und Glukose-Mangel eine Begiinstigung der HbF-Synthese. Beutler (1969)
beobachtete einen Anstieg der HbF-Konzentration nach Choriongonadotropin-
gabe.
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Lee et al. (1971) konnten bei Kilbern, die kein HbF mehr besaflen, mit
Hilfe von Bluttransfusionen von erwachsenen Tieren (mit HbA und HbB)
einen Wiederanstieg von HbF erzeugen.

In vitro sind Retikulozyten von menschlichen und tierischen Neugebore-
nen imstande, adultes und fétales Himoglobin zu synthetisieren (Jonxis and
Nijhof, 1969). Kommt die Hb-Synthese zum Stillstand, kann sie durch Zugabe
von Plasma erneut stimuliert werden. Human-Plasma stimuliert Kélber-Reti-
kulozyten gleich gut wie menschliche. Dabei soll Erythropoetin die frithe Phase
der Erythropoese beeinflussen (Burka and Marks, 1964; Gabuzda et al.,
1970; Jonxis and Nijhof, 1969). Unbekannt ist, ob das Erythropoetin auf
die Retikulozyten eine Wirkung ausiibt.

Kamada (1969) beschreibt die Abnahme von HbF beim Menschen in
zwei Stufen. Die erste geht schnell, von der Geburt bis zu vier Monaten, die
zweite langsam bis zum Alter von einem Jahr. Der Abfall in der ersten Stufe
ist dem Verschwinden der HbF-Zellen zuzuschreiben, die im fétalen Leben ge-
bildet wurden, da diese Periode mit der Lebensdauer von Nabelblutzellen
iitbereinstimmt. Die zweite Periode, die linger dauert, entspricht der Abnahme
von HbF-Zellen, die nach der Geburt gebildet wurden.

Beim Menschen ist HbF normalerweise nach einem Jahr nur in Konzen-
tration unter 59, und nach 30 Monaten kaum mehr nachweisbar (Chernoff
and Singer, 1952).

Die Lebensdauer der Erythrozyten von drei Monate alten Kilbern be-
triagt 55 Tage (Baker und Douglas, 1957) im Gegensatz zu derjenigen von
160 Tagen erwachsener Tiere (Kaneko, 1963). Diese beiden Zahlen sind mit
Vorsicht zu behandeln, da die beiden Methoden verschieden waren und bei
diesen Bestimmungen erfahrungsgeméill groBle Differenzen auftreten konnen.

Wenn wir mit 100 Tagen noch HbF nachweisen konnen, heif3t das wahr-
scheinlich, daf} auch nach der Geburt HbF produziert wird. Das verlangsamte
Abnehmen von HbF der Mastkilber (Abb. 1) gibt uns demzufolge die ver-
mehrte HbF-Produktion nach der Geburt im Vergleich zu den Aufzuchtkal-
bern wieder, konnte aber auch auf eine verlingerte Lebensdauer der HbF-Zel-
len zuriickzufiihren sein. Da diese Periode gleichzeitig diejenige mit den tief-
sten roten Blutwerten und dem niedrigsten Serumeisenspiegel darstellt (Schei-
degger, 1973), glauben wir, in der Anéimie und dem Eisenmangel die Ursache
einer vermehrten HbF-Produktion bzw. einer verlingerten HbF-Lebensdauer
gefunden zu haben. Es liBt sich allerdings gegen diese Argumentation ein-
wenden, die Unterschiede konnten geschlechtsbedingt sein, weil auch in der
Anfangszeit der Untersuchungen Mastkilber, d.h. Stierkilber, hohere HbF-
Werte aufweisen als Aufzuchtkilber, d.h. weibliche Kélber (s. auch Schei-
degger, 1973). Diese Moglichkeit scheint uns indessen weit weniger wahr-
scheinlich als ein andmie bedingter Unterschied.
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Zusammenfassung

21 Aufzucht- und 22 Mastkélber wurden wochentlich bis zum 120. Lebenstag bzw.
bis zum Schlachtalter auf ihr fétales Hiamoglobin untersucht.

Als Folge der Anéimie und des Eisenmangels wird ein verlangsamtes Verschwinden
des fotalen Hédmoglobins bei den Mastkélbern beobachtet.

Methoden der HbF-Bestimmung und dessen Verhalten nach der Geburt werden
eingehend diskutiert.

Résumé

Une fois par semaine jusqu’au 120e jour, respectivement jusqu’a ’abattage, I'auteur
a recherché 'hémoglobine fétale chez 21 veaux d’élevage et 22 veaux d’engraissement.

Comme conséquence de ’anémie et de la carence en fer on observe une disparition
ralentie de I’hémoglobine fétale chez les veaux d’engraissement.

L’auteur discute en détail des méthodes en vue de déterminer la teneur en hémo-
globine fétale et son comportement aprés la naissance.

Riassunto

Ventun vitelli da allevamento e ventidue vitelli da ingrasso vennero esaminati
settimanalmente fino al 120. mo giorno di vita e fino all’eta della macellaizione sulla loro
emoglobina fetale.

In seguito all’anemia ed alla carenza di ferro si nota una progressiva diminuzione
dell’emoglobina fetale nei vitelli da ingrasso.

Metodi per la determinazione dell’emoglobina fetale ed il suo comportamento dopo
la nascita sono discussi ampiamente.

Summary

21 calves for breeding and 22 milk-fed calves were examined with regard to their
foetal haemoglobin once a week until they were 120 days old, or until reaching slaugh-
tering age.

As a result of anaemia and iron deficiency the disappearance of the foetal haemo-
globin is observed to be protracted among milk-fed calves.

Methods of determining the HbF and its behaviour after birth are discussed in
detail.
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REFERAT

Untersuchungen iiber den Korkzieher-Penis beim Stier., Von R. R. Ashdown und
H. Pearson, Veterinary Record 93, 2, 30-35 (1973).

Die Verfasser untersuchten diese Anomalie bei 27 Stieren von 7 verschiedenen Rassen
in England. Sie bekamen die Fille durch Vermittlung einer Milchgesellschaft, eines Zucht-
zentrums und auch von Tierédrzten in Privatpraxis. Die Verdrehung des Penis kommt erst
kurz vor der Ejakulation zustande, bei der Berithrung der Nachhand der Kuh oder erst
der Scheide. Sie verhindert die Besamung. Es wurden schon frither verschiedene Versuche
zur Korrektur unternommen. Die Verfasser erreichten die besten Resultate mit der Fixie-
rung des dorsalen Ligamentes an der Tunica albuginea, namentlich wenn das Ligament
vorher etwas verkiirzt wurde. Von 12 operierten Stieren wurden zunédchst nur 4, nach
Verkiirzung bei 4 weiteren Stieren aber alle wieder deckféhig.

(Anmerkung: Der Eingriff ist, wie alle dhnliche «kosmetische» Chirurgie an Zucht-
stieren, aus ziichterischen Grinden abzulehnen.)
A. Leuthold, Bern
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