Rechten voorbehouden

Van interne verslagen zijn nadruk of aanhalingen
slechts toegestaan met uitdrukkeli jke toestemnning

van het 1III0Z.




De Oo bindende eigenschappen van het hacimoglobine ¢n especten
van Hb-heterogeniteit van Pleuroncctes platessa L. en

Pleuronectes flesus L.

door

Han de Wilde

Intern verslag

NEDERLANDS INSTITUUT VOOR ONDERZOEK DER ZEE
PUBLICATIES EN VERSLAGEN

nummer 1974 - 5



De 02 bindende cigenschappen van het hacmoglobine en aspectcn
van Hb-heterogcniteit van Pleuronectes platessa L. en

Pleuronectes flesus L.

door

Han de Wilde

Intern verslag
over
werkzaamheden verricht «ls doctoraal onderwerp

in het tijdvak augustus 1971 - september 1972

aan

het NI0Z te Texel

voor
Prof. Dr. S. Dijkgraaf
Laboratorium voor Vergeijkende Dicerfysiologie
Rijks Universiteit te Utrecht
onder suﬁervisie van

Dr. Roy E. Weber

NEDERLANDS INSTITUUT VOOR ONDLERZOEK DER ZIED
PUBLICATIES EN VZRSLAGEN

nummer 1974 - 5



De 02 bindende eigenschanpen van het h.cmoglobine en asptcicn

van Hb-heterogeniteit van Fleuronectes platessa L. en

Pleuronectes flesus L.

door
Han de Wilde

Intern verslag

Inhoud

SUMMATY &« &« o &« o + « e e e e e e e o 2
Samenvatting .. .« .« .+ o+ e e e e e s s s 3

1 Inledding s + « s & % & & % ® % & & ® # ' 4
1.17. Probleemstelling e e e 6 o o & s o o s 4

1.2. Strukturele eigenschappen van het haemoglobine 6

1.3. Functionele eigenschappen van het haemoglobine . g

1.4. Hb-heterogeniteit . . .. . . « .« =+ o+ . 10

2. Materiaal en methode . . . . . . . . . . e v 10
2.7. Materiaal . . ” : " i e - . . . s o 7y 10
2.2. Methode . . o i . . Ge . . . . . P

2.2.7. Het opvangen en behandelen van natief
blegd « o« & % + o o« w w e = - 17
2.2.2. Het hemolyseren van de erythrocyten . . . 12
2.2.%. Het verwijderen van de organische fosfa-
ten d.m.v. "Strippen" . . .+ .+ . . o . 12
2.2.4. Het scheiden van de componenten . . . -« 13
2.2.4.1. De 'microelectrofocusing" methode. 14
2.2.4.2. De "LKB electrofocusing" methode. 16
2.2.5 Het meten van de 02~bindings curven . . . 18
3. Resultaten en discussie s § P 5 s 5 . s s O
3.17. Zuurstofbindende eigenschappen van het bloed . . 20
3.17.17. Inleidende vergelijkende metingen . . . . 2C
3.17.17.1. Metingen aan bloed direct na
bemonstering e s+« + e« o . 20

3.1.17.2. Metingen aan gewassen

ne
=8

erythrocyten s e w e v e

no
—

3.17.1.3. Metingen aan Hb in oplossing .

N
o

3,17,2, Invlioced van de pH : Bohr-effect

3.17.%., Invloed van de temperatuur : temperatuur-
effect s & e w8 w e m e s s

A

Y



3.2. Hb-heterogeniteilt op grond van isoelectrisch punt . 24
5.2.7. Inleidende beschrijvende experimenten . . . 2
5.2.17.17. Het aantal Hb-componenten en hun
isoelectrische punten . . . .+ . 24
3.2.1.2. De kwantitatieve verhouding
tussen de Hb-componenten . . . . 26
3.2.2, 02— affiniteit van de Hb-componenten . . . 27
3.2.2.7. Bohr-effect van een aantal Hb-
componenten van schol . . . . . 27

3.2.2.2. Temperatuur-effect van een aantal

Hb-componenten van schol . . . . 28
4. Conclusie . . . . ¢ e . . . . . . e e . .« 29
5. Literatuur s 5w F m w w4 ¥ & wm & & & m s 22
6. Tabellen . .« .« v o e e e e e e
7. Grafieken en figuren W ow oW % s e @

SUMMARY
A comparative study was made of the oxygenation properties of
haemoglobins (Hb) from plaice (Pleuroncctes platessa L.) and

flounder (Pleuronectes flesus L.).

The multiple haemoglobins in each species were separated by
means of iso-electric focusing and oxygen binding properties of
the main component haemoglobins were determined.

The oxygen affinity of whole blood, measured directly after

(]

collection is higher in plaice than in flounder, under the same
conditions of pH and temperature. Removel of the blood plasma
lowers the oxygen affinity of the haemoglobin in the erythrocytes.
This shift is less pronounced in the flounder than in plaice and
corresponds with dilution effects of the Hb and intracellular
factors such as the organic phosphates.

The isolated Hb components of plaice showed small mutual
differences in oxygen affinity at the same pH's and temperatures.

These differences were not found to be significant.



The Bohr effect was determined for the washed red cells and
for Hb in solution of plaice and flounder,. and for the six main

components of plaice. The Bohr effect, &, expressed asLXlog P5O/

Z;pH, of plaice erythrocytes and of Hb in solution were —0,64 and

~0,78 respectively; for flounder the corresponding values were
-0,53 and —0,45. The Bohr factor for the six components of plaice
Hb varied from —1,26 to —1,43.

The overall temperature influence, expressed in terms of the
apparent heat of oxygenstion, /\ H, amounted to —14,4 and ~16,6
kcal/mole respectively for erythrocytes and Hb in solution of
plaice. For flounder the corresponding values found were 15,1
and —19,1 kcal/mole. For five of the main Hb components of plaice

the [&Hﬁvalues varied from —14,5 to —17,0 kcal/mole.

SAMENVATTING

Een vergelijkende studie werd gemaakt van de zuurstofbindende
eigenschappen van haemoglobine van schol (E}gg;gﬁggj@g_p}@ﬁngQ )

en bot (Pleuronectes flesus L.).

Met behulp van een preparatieve electrofocusing techniek zijn
de Hb-componenten van bot en schol gescheiden voor het bepalen van
de zuurstofbindende eigenschappen van de voornaamste componenten.

De zuurstofaffiniteit van onbehandeld bloed, direct na be-
monstering gemeten, is voor schol hoger dan voor bot, onder gelijke
omstandigheden van temperatuur en pH.

Het verwijderen van het bloedplasma heeft bij schol en biy bot
in mindere mate, verlaging van de zuurstofaffiniteit van Hb in de
erythrocyten tot gevolg. Hemolyze van de erythrocyten veroorzaakt
een verhoging van de guurstofaffiniteit van het Hb. Dit hangt

samen met cen verdunningseffect . van Hb en ook ven intracellulairc



factoren zoals organische fosfaten.

De gescheiden Hb-componenten van schol vertonen onderling
kleine verschillen in zuurstofaffiniteit onder gelijke omstandig-
heden van temperatuur en pH. Deze verschillen zijn echter niet
significant.

Het Bohr-effect is bepaald van gewassen erythrocytzen en Fb
in oplossing van schol en bot en van de zes voornaamste Hb-
componenten van schol. De Bohr-effect index:l&log PBO/glpH voor
schol bedraagt voor de erythrocyten en Hb in oplossing respectieve-
lijk —=0,64 en —0,78; voor bot respcctievelijk —0,53 en —0,45.

De Bohr-effect index voor zes verschillende FEb-componenton van
schol varieert van —1,26 tot —1,43.

Het temperatuur-effect is bepaald van gewassen erythrocyten
en Hb in oplossing van schol en bot en van vijf IIb-componenten van
schol. Het totale temperatuur-effect, uitgedrukt als de ogenschijn-
lijke oxygenatiewarmte,zﬁ,H, bedraagt respectievelijk —14,4 en —16,6
kcal/mol voor schol- erythrocyten en Hb in oplossing. Voor bot
zijn overeenkomstige waardes gevonden van -15,1 en =19, kcal/mol.
Voor vijf van de voornasamste Hb-componenten van schol varicert de

|
[\ H waarde van —14,5 tot —17,0 kcal/mol.

INLEIDING

1.1. Probleemstelling

Verreweoghet meeste onderzoek nwar struktuur en functie van haemo-
globine is aan zoogdieren gedaan. Vergelijkend fysiologisch zin de
lagere vertebraten veel interessanter vanwege de enorme variatie
in hebitat en aanpassingen aan verschillende omstandigheden. Rij

vissen bestaan uitersten waar het gaat om zuurstofbehoefte en de

transport-mechanismen hiervoor ontwikkeld: kleine vissen die in



koud, 02—rﬂk water leven zoals bijv. de Antarctische ijs-vis

(rRIGGS, 1970), hebben weinig 02— transport middelen nodig; de O2
die fysigch opgelost wordt in de bloedvloeistof is ruim voldoende.
Het dier bezit geen Hb (haemoglobine) en heeft kleurloos bloed.
Aktieve grotere vissen, daarentegen, zullen wel Hb bezitten en ook
andere transportmechanismen zullen aangepast zijn (kieuwen, longen,
ademend oppervlak, pompritme van het hart aantal erythrocyten,
Hb-concentratie).

Bovenstaande is uitgangspunt voor dit onderzoek en schol en

bot zijn om de volgende redenen als proefdieren gekozen:

Pleuronectes platessa L. en Pleuronectes flesus L. zijn twec algemeen

voorkomende en nauw verwante soorten. Ze leven beide pelagisch,
kruisen onderling ("Blendling"), hebben min of meer dezelfde
voedingsgewoontes en gebruiken allebei de Waddenzee als ''kinderkamcr’
Over schol is veel mcer bekend danm over bot, waarschijnliik vanwege dc
belangrijkere economische betekenis. llet kuitschieten van schol

gebeurt in de diepe geul onder de Doggersbank en de eitjes zweven

]

met de stroom mee tot vlak voor de Nederlandse kust en nazar d
Waddenzee. Na ongeveer twee jaar trekt de jonge schol weg uit de
Waddenzee steeds dieper de Noordzee in (HARDY, 1959).

Het kuitschieten van bot vindt iets dichter bij de kust plaats en
ook deze eitjes komen o.a. in de Waddenzee terecht. Bot nu, ver-
toont nietde minste behoefte om na een bepaalde tijd weg te trekken.
Er rijzen nu twee vragen : li; Waarin verschillen de omstandigheden
van Waddenzee en Noordzee? Ei; Hoe verschillen de canpassingen van

schol en bot aan deze omstandigheden? Een aantal duidelijke ver-

“
schillen tucgsen Waddenzee en Noordzee zin : 1~ Grotere temperatuur-
. O, - o, .
schommelingen (2 — 20°C in Waddenzee > 7 — 15 C in Noordzoc)
e . . . . : SN
2~ Sterkere wisselingen in zoutgehalte in de Waddenzee (FRIEDRICH .

1935).



Met deze gegevens kan de hypothese gesteld worden dat schol
in het algemeen minder tolerant is ten aanzien van wisselende
omstandigheden dan bot. (UAFDU, 1954). Als het om het hele organisme
gaat is deze hypothese reeds bevestigd. Reeds in 1933% - 1936 ziin
schol en bot met elkaar vergeleken in onderzoeken naar tolcrantie
(FRIEDRICH 193535 von BUDDENBROCK 1934, 1967) en bleek bot veel
toleranter t.o.v. temperatuur - en zoutschommelingen dan schol.
Uit dat onderzoek bleek ook al dat bot niet allsen ongeveer twee
maal zoveel bloed bevat als schol van gelijke grootte maar ook per
ml bloed ongeveer 30% meer Hb. Naar aanleiding van deze gegevens
heeft men toen functionele aspecten van het Hb onderzocht met voor
de huidige tijd vrij primitieve methoden.De invloed van btemperatuur

en 002 gehalte op de O,.-bindende eigenschappen van het Hb werden

2
onderzocht en hieruit bleek de PSO van bot en schol bjj 9°¢c + 4 mm,
Hg te zijn. Bu 25 C echter was de voor bot + 12 mm, Hg
terwijl de voor schol 27 mm. Hg was. Schol

had dus bij hoggre temperatuur een veel lagere 02— affiniteit. De
invloed van het 002 gehalte was ook bij schol groter dan bij bot.

1.2. Strukturele eigenschappen van het Hb

De erythrocyten vormen een mctabolisch weefsel. Hieruit volgt dat
het metabolisch stadium invloed heeft op de 02— transport capaciteit
van het Hb. Uit de literatuur is bekend dat + 98% van de O2 in
bloed gebonden is aan het Hb. De functies van het haemoglobine zijn:
opslag c. facilitatie van diffusie

1) a. transport b. O,

O2 2
2) buffer bij transport van co,
3) instandhouden van de colloid osmotische druk (eiwitcomponent).
Elk Hb-molecuul (bij Vertebraten) bestaat uit vier eenheden
(M = 17000) en elk van deze eenheden bevat een haem-groep. Het mole-

cuul is dus een "tetrameer" met een moleculair gewicht van ongeveer

68,000, Dit blijkt o.a. uit de sedimentatieconstante <SEOO) die bij



schol gelijk is aan 4,26 (SVEDBERG, 1934; PROSSER, 1962). Deze waazile
komt overeen met die van andere vissen, zoogdieren en vogels. De
samenstelling (vier ketens met elk een haem-groep) van het Hb is
bij al deze diergroepen gelijk. Het Fe'™ van het haem is gebonden
aan een imidazol=groep van cen histidine-residuc.-

Haemoglobine is een allosterisch eiwit d.w.z. : de combinatie
van een molecuul, dat reversibel door het eiwit gebonden wordt,
kan de combinatie met een volgend molecuul (een zelfde of ander
soort) vergemakkelilken of remmen. Na de binding met het eerste

molecuul treedt dan een conformatieverandering in het eiwit op.-

Anders uitgedrukt

s»conformatieverandering ——>

K K K
s > > HbO, 4 >HbO,

K, > Kz 5 K, 3 K (HARROW & MAZUR, 1966)

Het gevolg van deze eigenschap is dat de Og—bindings—curve
geen hyperbool maar een sigmoide voorstelt. Het sigmoidale karakter
kan varieren en een maat hiervoor is de n-constante in de vergelijl-

ing vean Hill:

(Pf \n

/Psg) BP0,

y = 100 x +(P/ )n y = % Hb totaal (waarbij y niet
h PSO dicht bij 0% of 100%)

P = PO2 deelspanning

n = sigmoide coéfficient
De coéfficient.n wordt de "Hill-constante'" genoemd en ken, afhanke-
litk van de electrolytsamenstelling, varicren (ANTONIVI e.a., 1962).
Als n = 1 dan zijn de O2 bindingsplaatsen onafhankelijk van elkeaar;
als n »1 dan treedt subéénheid interactie op, die conformatie-

verandering veroorzaakt ("loosening up) waardoor de O2 bindings-



plaatsen een grotere affiniteit voor O2 tonen.

1.3. Functionele eigenschappen van het HD

De 02- affiniteit van het haemoglobine wordt uitgedrukt als }50.

De P5O

de Oz—bindende haem-groepen Ozgebondon hebben m.a.w.

(in mm. Hg) waarbij de helft ven
HbO2

is de deelspanning van 02

Hb(totaal actief )

= 50%. (hoge Pog = lage 02—affiniteit)
De factoren die invloed hebben op de P5O zijn s
A. Zouten verdunning : zout conc 1 P5O $ (zoogdieren)
verdunningT PSOJ/
B. CO, en pH s 00, r Pa)f
(Bohr effect) pH ¢ g P501\
C. Temperatuur 3 temperatuur1\: PSO'T

ad A. Niet alleen dec concentratie van zouten maar ook de aard van
de electrolyten is van invloed op de P5O en de mate ven in-
vloed is bij verschillende diersoorten niet gelijk. Van ATP in
de erythrocyten is bekend dat het de PSO en het Bohr-effect
beinvloedt (BENESCH e.a., 1969. Het standaardiseren van deze
factoren is dus belangrijk.
Het Hb is bij schol en bot geconcentreerd in de erythrocyten.
Hemolyse heeft verdunning tot gevolg waarbij verwacht kan
worden dat de PBO waardes lager liggen dan voor Hb in de
intacte erythrocyten. Dit verschijnsel is in grote matc een

gevolg van verdunning en afbraak van organische fosfaten

(BENBSCH, 1969).



ad B. Het Bohr effect werd vroeger uitsluitend toegeschreven aan
COZ; tegenwoordig is bekend dat het grotendeels een pii effect
is, hoewel 002 ook een specifiek effect heeft.
De waarde van het Bohr e¢ffect wordt uitgedrukt als:

o log 329

o = —
: H
L p

Bij vissen is het €O, effect groter dan bij landdicren

2
(PROSSER, 1962); de normale 002 druk in het bloed is lager
bij vissen. Tussen vissoorten varieert de waarde van het Bohr
effect tamelijk sterk. Actieve vissen zijn gebaat by cen groot
Bohr effect (makreel -1,2). Ook blijkt het Bohr effect omgekeerd
evenredig te ziin met de grootte van de diersoort (PROSSER,
1962). Volgens RIGGS (1959) is er een lineair verband tussen
de grootte van het Bohr effect en het aantal aanwezigce -8SH
(sulfhydril) grocpen.

ad C. Er is een groot verschil tussen warm- en koudbloedige dieren
wat temperatuur effect betreft, weinig verschil echter tussen
koudbloedigen onderling en warmbloedigen onderling. Dec ISO
bij koudbloedigen ligt veel lager dan bij warmbloedigen,
BINESCH e.a. (1969) hebben ook aangetoond dat organische
fosfaten in de erythrocyten ‘invloed hebben op het temy ratuur
cffect. Het temp effect wordt uitgedrukt als:

log P

>

50
107

.
0y w—,
T
of in de geintegrcerde van't Hoff vergelijking:

cH = 4,574 . T, T, . A log Py,
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1.4. Hb-heterogeniteit

Hb-heterogeniteit trcedt bij vissen zeer algemeen op. De haem-
groepen zijn van alle haemoglobines gelijk maar de verschillen worden
bepaald door de globinecomponenten.

Deze verschillen in globinecomponenten worden gekarakterisecrd

door: 1 oplosbaarheid
aminozuursamenstelling
isocelectrisch punt
alkalische denaturatie
electroforetische mobiliteit
molecuul grootte —- —-368000

immunologische eigenschappen

@ =1 O U B~ W N

02—affiniteit

Wat voor biologische betekenis aan het bestaan van Hb-hetero-
geniteit ofwel multipliciteit gehecht moet worden zou onderzocht
kunnen worden aan de aparte haemoglobines, hun struktuur en 02—
bindende eigenschappen. In dit onderzoek zijn de verschillende Hb-
componenten van elkaar gescheiden op grond van hun isoelectrische
punten (i.e.p.) en van de aparte Hb-componenten van schol zin

Bohr effecten en temperatuur effecten bepaald. (verg. punt % en 8

hierboven).

MATERIAAL BN NMETHODE

2.7. MATRERIAAL

Schol (Pleuronectes platessa L.) cn bot (Pleuronectes flesus L.)
werden gevangen in fuiken rond het Horntje (Texel) in het najaar
1971 en voorjaar 1972. De gebruikte exemplaren varieerden in lengte

van 15 - 30 cm,
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2.2. METHODE

2.2.1. Het opvangen en behandelen van natief bloed

Het bloed werd afgetapt en opgevangen in e¢en gehepariniseerd
erlenmeyer-kolfje, in ijs gekoeld, waarin + 1 cc. NaCl(O,6%) in

PO, buffer (I=0,05) (I - 0,15 3 pHT,6 bij 15°C) gedaan was

4

om hemolyse tegen te gaan. De schol of bot werd ecerst afgespoeld

totaal

en goed gedroogd om geen verontreiniging met huidslim te krijgen
en vervolgens werd de staart afgeknipt bij de staart inplant. Van
het bloed wat nu uit de vis druppelde werden ook twee geheparin-
isecerde capillairtjes gevuld die gebruikt werden om direct de pH,
de Hb-concentratie en de 02—bindingscurve van het bloed te meten.
De zuurgraad werd gemeten met behulp van een Radiometer model
pEM 27 uitgerust met microelectroden type L 502/&. De hacmoglobine-
concentratie werd gemeten met behulp van een Lovibond comparater
1000 Haemoglobin 5/8 en 5/8B (HARRiQON, 1958)- De ijklijn voor
menselijk bloed werd gebruikt om % Lovibond om te zetten in gHb/100ml.
Direct nadat het bloed in het erlenmeyer-kolfje was opgevangen
werd er CO doorheen geleid om met-haemoglobinevorming te beverken.
Om het plasma te verwijderen werd het monster 3x met de gebufferde
NaCl oplossinggeg%égggﬁtifugoerd (10 min. bij 4000 r.p.m.) en de
kleurloze bovenstaande vloeistof en witte bloedlichaampjes afge-
pipetteerd. Na verdunning met de gebuffecrde NaCl oplosgsing tot

ongeveer de oorspronkelijke concentratie werden de erythrocyten

bij 4 °c bewaara.
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2.2.2. Het hemolyseren van de erythrocyten

Voor proeven met huwemoglobine in oplossing werden de erythrocyten
na wassen met NaCl in de oorspronkelijke concentratie gehemolyseerd
d.m.v. diepvriezen bij —5500 gedurende 24 uur. Na ontdoolen werden
de celrcsten en verontreinigingen neergeslagen door afcentrifugeren
gedurende 20 min. bij 16000 g. De supernatans, een helderrode

haemoglobine oplossing werd afgepipettecrd en bij —5500 bewaard.

2.2.3. Het verwijderen van de orgenische fosfaten d.m.v., "Strippen'

Organische fosfaten als a.T.Y. (adenosine trifosfaat) on D.P.G.
(difosfoglyceraat) hebben invlced op de Oz—bindende ¢lgenschappen
van het haemoglobine (BENERCH €.8., 1969), Om deze invloed uit te
sluiten werd het Hb-monster '"gestripped" bij SOC in een Sephadex
kolom (Farmacia, type K50/60, doorsnede: 5 cm; gelbed- hoogte:

40 cm ; doorloopsnelheid: 54 ml/u; vulling: Sephadex G 25 fine). De
doorloopvloeistof was een oplossing van 0,1 M NaCl in 0,01
trisbuffer (pH : 7,75 bij 5°C ; 7,55 bij 15°C en 7,4 bij 25°C). Het
monster werd in hoeveclheden van 5 ml opgebracht na verdunning tot
de helft van de oorspronkelijke concentratie. Volgens BERMAN e.a.(1971
worden organische fosfaten, die een veel kleiner molecuulgewicht:
hebben dan Hb, hiervan volledig gescheiden mits de pH ">=7,5.

Met behulp van een ultraviolet absorptiometer (LKB Uwicord II-
detector unit type 8%03 A) werd de absorptie gemeten bij 280 nm, en
geregistreerd op cen Servogor RE511 compensatie schrijver. Slechts
één piek was zichtbaar, die van het haemoglobine. Het Hb-monster
dat door deze behandeling + 5 x verdund was, werd geconcentreerd
m.b.v. ultradialyss apparatuur (Sartorius-membraanfilter, sm 13200)
tegen een mengsel van fosfaatbuffer (I:0,05 en pH=7,00 bij 1500) en

0,3% NaCl oplossing (I = 0,05) in gelijke verhoudingen.Bij concentreren
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tegen aqua dcest bleek het Hb uit te kristalliseren. Dit werd voor-
komen door het gebruik van een gebufferde dialyse-vloeistof die

2 x ververst werd. Het monster werd regelmatig gehomogenisecrd om
Hb-concentratie in de uiterste punt van het membraanfilter te
voorkomen. Bij een concentratie van 5-6,5 gHb/1OO ml werd helt monster
uit de membraanfiltertip gepipetteerd en bij —BSOC bewaard. De
ionensterkte, gemeten met behulp van een chloridometer, bliuck over-

een te komen met dic van de dialyse vloeistof (I = 0,05).

2.2.4. Het scheiden van de componenten

Om de verschillende Hb-componenten afzonderlijk te onderzocken naar
strukturcle en functionele eigenschappen worden ze van elkaar
gescheiden op grond'van hun verschillende specifieke isoelectrische
punten (i.e.p.). Dit gebeurt volgens de methode, beschreven door
SVENSSON (1961, 1962) en VESTERBERG & SVENSSON (1966) en wordt
genoemd: "Isoelectric focusing in a natural pH gradient". Hct
principe berust hierop dat een eiwit, of andere ampholyt zich in

een oplossing, waarin cen stabiele pH gradient heerst, concentreerd
bij de pH waar het eiwit zelf neutraal geladen is, m.a.w. op zin
isocelectrisch punt. en pH gradient wordt verkregen door het aan-
brengen van een d.c. electrisch potentiaalverschil op een oplossing
met een geschikt mengsel van ampholyten (Ampholine carrier eampholyten
LKB, Bromma, Zweden). Ampholine bevat ecen groot aantal alifatische
polyamino - polycarboxy-zuren die allemaal onderling kleine ver-
schillen in ladingsverdeling hebben, verdeeld over het gekozen pH
gebied. In cen electrisch veld worden ze afgestoten door zowel de
anode als de kathode, die door resp. zuur cn base worden afgeschermd,
en migreren naar de plaats waar ze electrisch neutraal zijn. De

ampholyten moeten de pH gradient bepalen en dus in voldoende
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hoeveelheid aanwezig zijn en een grotere buflferende capaciteit

bezitten dan het te scheiden eiwitmonster. Na de migratie ont-

staat er een evenwicht. Om het systeem te stabiliseren tegen

<
[
o
¢

convectie wordt de temperatuur constant gehouden en een lineceire
dichtheidsgradient aangebracht d.m.v. een afnemende concentreatic

van sucrose in de kolom.

2.2+4s1s De "microelectrofocusing' methode

Deze methode (KOCH & BACKX, 1969) wordt gebruikt om het Hb- patroon
van de vissen afzonderlijk te onderzoeken. Zeer kleine hoeveelheden
bloed ( of ander eiwitmonster) ziin hiervoor nodig en de benodigde
hoeveelheid carrier ampholyten is slechts 1/60 van wat gebruikt
wordt om een 440 ml TKB electrofocusing kolom te vullen.

De microkolom bestaat uit de volgende onderdelen (verg. T'ig.1.):
a). Ben glazen buis (A) waarin de ampholine sucrose gradi.ent zich
bevindt. De binnenwand wordt gecoat met een organisch siliconc
product (Beckman Desicote) om electroendosmose te voorkomen,
b). Een dunnere glazen buis (B) die dienst doet als reservoir voor
de zware electrolyt. c). Een silicone rubberslang ($) Jdie buizen
A en B verbindt. d). Ben glazen buis (C) die dezelfde doorsnede
heeft als A en een verlengstuk van B vormt.

Twee plastic houders zorgen ervoor dat de buizen een U vormen.
Door de derde houder worden de twee plating electrodes gefixcerd.
Veertien van deze nicrokolommen worden verticaal bevestigd in
een bak met koelwater, waardoor de temperatuur constant gehouden
wordt (500) tijdens het experiment.
Het vullen van de microkolom:
a). Via buis B wordt de zware, zure electrolyt oplossing aangebracht

tot ongeveer 6 cm van onderaf in buis A. Dezc oplossing is als
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volgt samengesteld: sucrose 12 gr
H_P0 0,2 ml (1% opl)

e
H?O dest. 14 ml

b). Buis A wordt nu gevuld met sucrose oplossingen van aflopende
concentraties waarin zich 1+ Ampholine pH5-8 bevindt. Zo
ontstaat ecn vrijwel lineaire dichtheidsgradient. Halverwegen
(i 15 em van onderaf) wordt het bloedmonster in de kolom
gebracht waarna wecr de verder aflopende sucrose oplossingen. -
Van het bloedmonster is slechts 20/ul nodig bij c¢en Hb-~concen-
tratie van ongeveer 7g/100m1¢ Als de oplossing in A tot onge-
veer 24 cm van onderaf reikt (in B iets lager) wordt dc lichte
basische electrolyt in A aangebracht tot beide buizen gevuld
zijn. Deze oplossing is als volgt samengesteld:

ethyleendiamine 0,2 ml
HZO dest. 10 ml

Het electrofocusing proces:

De twee electrodes van platinadraad stcken tot ongeveer 1 cm onder

het vloeistof oppervlak in de buizen A en B. Er werd cen boegin-

spanning van 400 V tussen deze electrodes aangebracht die na 10

tot 12 uwur opgevoerd werd tot 800 V. Na + 48 uur hebben de Ilb-

componenten zich gerangschikt in de kolom en is een evenwichts-
toestand berceikt. Er worden foto's en tekeningen gemaakt van de
kolom, de spanning wordt afgezet, de electrodes verwijderd en zowel
buizen A en B als de holle houder met cm verdeling, D, direct in
een vrieskast Dbij —35OC geplaatst. De volgende dag wordt de bevroen
buis A gedemonteerd en in stukjes van + 2 cm gesneden. Deze stukjes
met inhoud worden apart in kleine potjes gedaan en van de inhoud
wordt ne ontdooien de pH gemeten. Door inturpolatie kunncen, reken-

ing houdend met uitzetting door invriezen, achteraf de isocelectricce:
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punten van de JIb-componenten bepasld worden tot op 0,1 pH ecnheid

nauwkeurig.

2.2.4.2. De L.K.B. Flectrofocusing methode

Deze methode, voor het eerst beschreven door SVENSSON (1962~b),

is geschikt om van grotere bloedmonsters (5 ml mc¢t Hb-concentratie
van ongeveer 7T g/TOO ml) de verschillende Hb-componenten van elkaar
te scheiden. Het principe is gelijk aan dat waarop de microelectro-
focusing berust. Door voorzichtig lecegpompen van deze grote kolom,
echter kunnen de verschillende Hb-componenten gefractioncerd
opgevangen worden. Na dialyseren en concentreren kunnen nu van de

afzonderlijke Hb-componenten de O, bindende cigenschappen bepaald

2
worden, ook weer met betrekking tot pH- en temperatuur gevoeligheid.

De kolom die bij deze experimenten gebruikt werd was de 440 ml
LKB electrofocusing column" (verg. ifig. 2.), grotendeels van glas
gemaakt. In het midden bevindt zich een holle buis die wan de
onderkant afgesloten kan worden met een plastic stop. Deze stop is
d.m.v. cen teflon staaf verbonden met de bovenkant van de kolom,
waar met een springveer de stop geopend of gesloten kan wovrden.

Om het teflon is cen van de electrodes, cen platina draad
gewikkeld. De andere electrode bevindt zich aan de bovenkant van
de kolom en bestaat uit een ring van platina draad. Via een capil-
laire slang, verbonden met de onderkant van de kolom, kan de inhoud,
na afloop van experiment d.m.v. zwaartekracht eruit lopen of m.b.v.
cen gwars oplossing via ecn pomp omhoog gepompt worden. Het koel-
water stroomt continue door de watermantels in de richting van de

pijlen en zorgt voor een constante temperatuur (bﬁ deze cxperimenten

59¢).
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Het vullen van de koloms:

a). Via opening b, wordt de¢ zware, zurc elecctrolyt oplossing can-

gebracht. Deze hesteat uit: H7PO4 0,8 ml (1% opln)
) .
sucrose 48 gr
H2O dest. 56 ml

Als het nivesu tot 2 cm bhoven de onderkant ven de centrale cylinder
reikt({) wordt de stop gesloten ¢n alleen de binnenkolom verder

tot instroomopening b, gevuld,

b). Via opening a, wordt nu de sucrosegradient met Ampholinc

(pH bercik 5-& bi schol ¢n 6-9 bij bot) aangebracht m.b.v. cen

gradient mixer (types LKB-8122).

Deze bestaat uit twee glazen compartimenten, onderling ver-
bonden aan de onderkent met ecen slangetje. In het ene compartiment,
waar de zware oplossing in gedaan wordt, zit cen rocrder; in Let
andere compartiment, dat de lichte oplossing bevat, cen conisch
perspex element dat zorgt veor de lineaire gradient. De uitstroom-
opening bevindt zich onderaan het compartiment met rocrder.

Samenstelling zware oplossing : Ampholine 7,5 ml
E.O dest. 42,5 ml

sucrosc 100 gr
Samenstelling lichte oploesing: smpholine 2,5 ml
HZO dest. 212,5 ml

De uitstroomsnelheid wordt gercgeld m.b.v. ecn klem zodot de

kolom in + 2 uur gevuld is.

c). Als de sucrosc-gradient- oplessing tot halverwege de kolom
reikt, wordt het bloedmonster (gewassen, gehemolyseerd,
gestripped, geconcentrcurd) aan de zware oplossing tocgevoegd.
De kolom wordt verder jevuld tot ongevecr 2 cm onder du

kathode.
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d), Mu wordt via opening a, de lichte c¢lectrolyt oplossing voor-

zicintig toegevoegd. : ethyleendianine 0,8 ml en =zqua &

40 ml (tot + 3 cm boven de kathode). Daarna wordt de

naar benedon gezet zodot er cen vryge verdinding is tusscn binnen-
en buitenkolomn.

Het clectrofocusing proces is identiek aan dat bl de¢ micro-
electrofocusing (beginspanning 400 V gedurende 10 to 12 uur; dan
opgevoerd tot 800 V gedurende + 40 uur) De kolom wordt gefotografcerd
cn getekend, de sparning afgezet, en de stop gesloten. Mct behulp

. . Pl o ~ 3 i . g
van een zware suikeroplossing (50/4) wordt vie cen pomp (90 ml/uur)

n

de inhoud van de kolom naar boven geduwd waar hij bij a via cen
capillaire slang de kolom verlaat. De vloeistof wordt nu door cen
U.V. absorptiometer (LKR Uwicord II, 280 mm) geleid, die verbonden
is met een Servogor RE511 compensatie schrijver, en daarna ¢ govangen
in ecn fracticverzamelaar (RTL Chronafrac). De pH van clk v.n de
frakties wordt gemeten. De {racties worden gedialysserd cn gecon-
centrecrd volgens de methode beschreven in punt 2.2.7%. en bij =35 °C

bewaard. alle electrofocusing experimenten, pH- en absorpticmcetingen

werden gedasn in een koclkamer waar de temperatuur constont op

>IN

6°¢c gehouden werd.

5

2.2,5. Het mcten van de Oz—bindings curven

Zuurstofbindingscurven, dic het verband tussen partiele Op—druk

en O,-verzadiging van het Hb weergeven, worden hepaald m.b.v, dc
Z

"zuurstofdiffusiekamer". Deze is gemodificeerd naar NIESEL & THINS

(1961). Het principe berust hierop dat een klcine afgesloten ruinte

achtereenvolgens met O? ] N2 cen mengsels 02/N2 gevuld kan womden.

Deze gassen staan onder druk en kunnen bii het openen van de
Y| L

Al
I |

alleen via de diffusieckamer cen uitweg vinden, door het difid

usic-~
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capillair,zodat deze kamer vrijwel direct gecheel gevuld is met het
betreffende gas. Het diffusiegas daarentegen, vult de kamer nict
door drukverschil maar door concentratieverschil want het stroomt
door een buisje dat in open verbinding met de lucht staat.
Loodrecht op dit buisje is cen capillair buisje aangebracht, dat
uitmondt in de diffusickamer.. Zijn nu alle andere gassen afgcsloten,
dan diffundeert het diffusiegas (ook een N2/O2 mengsel) de kamer
binnen. Als de kamer net tevoren met N2 gevuld was, toont nu de
O,-toename een rechtlijnig verband met de tijd. Dit verband tussen

2

partiele 0,-druk en tijd wijkt niet meer dan 1% af van een lincair

2
vervand mits de P02 van het diffusie-gas 20 & 30 x zo groot is als
de PBO van het Hb (NIESEL & THWWS 1961; SICK & GERSONDE 1969).

Van een blocdmonster wordt een uitstrijkje (biy lage Hb-concen-
tratie een laagje)op een objectglaasje aangebracht. Dit wordt in
de Oz—diffusiekamer geschoven en de kamer, wordt m.b.v. O-ringen
afgesloten van de buitenlucht. Het objectglaasje vormt nu de bodem
van de kamer en hierdoorheen valt de monochromatische lichtstraal
van de fotometer (Eppendorf 1101 fotometer met kwiklamp e¢n filter
van 436 nm).

Achtereenvolgens worden 0, (voor oxygenatie) en N, (voor
deoxygenatie) over het monster geleid. Na het N2 gas, het diffusice-
gas (160 mm p02 of 94,6 mm pOZ) waardoor langzame oxygenatic plaats
vindt. Ijkgassen (1,98 ; 4,48 ;5 14,9 ;5 30,4 ;5 49,2 ma p0,)

worden gebruikt om de te bepalen.

PSO

n werden geijkt m.b.v. microgasanalysator

oJ
@

e Ijkgass

(SCHOLANDER, 1947) met een afwijking van minder dan 1%
Zuurstofbinding door Let EHb wordt m.b.v. een fotoreceptorcel

gemeten als verandering van de lichtabsorptie door het blocd en

weergegeven als extinctieverandering.

=
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Via een electronische transmissie - extinctie - omvormer
wordt deze extinctieverandering gelinealiseerd weergegeven o een
“crvogor RES11 compensatieschrijver. (Zie I'ig. 3 voor een schematischo
weergave van een registratie).

Ijkgassen I en II worden zogekozen dat zij aan weerszijde van

gas borrelt ccerst

de PSO liggen e¢n zo dicht mogelijk crnaast. N2

door Fiesser's oplossing om sporen 02 te verwiidercn en de diffusie -
en ijkgassen eerst door 6n KOH oplossingen om CO2 verontreciniging
te verwijderen. Alle gassen worden door gaswasflessen met agua
dest. geleid om ze met waterdamp te verzadigen.
Langs meetkundige weg kan nu de P5O bepaald wordcn en deze

grootheid dient bij alle metingen als parameter voor O2 affiniteit.

RESULTATEN N DISCUSSIE

50l Zuurstofbiq@endeeigenso@gyggp_Kﬁg_het bloed

2.1.1. Inleidende vergelijkende metingen

Um na te gaan of de invloed van het wassen en hemolyseren van het
bloed bij bot en schol overecenkomt, ziin een aantal inleidcnde
metingen gedaan aan enkelc afzonderlijke vissen. De resultaten hicr-

van staan vermeld in Tabel T.

5.1.1.1. Mebingen aan bloed direct na bemonstering (Tabel T)

Het bloed van schol c¢n bot werd steeds direct uit de vis in twee
gehepariniseerde buisjes (capillairtjes) opgevangen met zo weinig
mogelijk contact met de atmosferische lucht. Een buisje werd
gebruikt voor de pH-meting ; een half buisje voor Hb-conceniratic-

=
1

bepaling en een half buisje voor het meten van de PSO° pli en P5O

. . o
werden stceds bij 15°C gemeten.

Bjj schel en bot van ongeveer 23 cm lengte blijkt de Hb-concen-
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tratie by bot ongeveer 3055 hoger te zijn dan bij schol. Dit komt
overeen met wat VON BUDDENBROCK rceds in 1934 vond. De pH von
het bloed ligt bij bot gemiddeld iects hoger dan bij schol (Bot. 7,563

Schol: 7,44) en de P aanmerkelijk hoger (Bot: 7,352 mm Hg ; Schol

50

5,37 mm Hg). In het algemeen gaat een verlaging van de pH gepsard

met een verhoging van de P zodat na pH-correctie het verschil

507

in PSO tussen schol en bot nog groter zal zijn.

3.1.1.2. Metingen aan gewassen erythrocyten (Tabel I).

Het bloed van de onder punt 3.71.1.71. genoemde vissen werd 3 x

gewassen met NaCl in fosfaatbuffer (pH 7,6 bij ‘IBOC)° De ioncnsterkte

van de buffer was 0,05, aangevuld met NaCl tot I totaal = Q0,15
Hoewel de Hb-corcentraties bij schol en bot sterk verschilden

biyj dit experiment bliikt toch duidelijk dat het wassen (verwyderen

van het bloedplasma) cen groterc invloed hecft op de P5O bi) schol

dan op de P by bot (bij gelijke pH). In beide gevallen is dec PBO

50
verhoogd. In het bloedplasma van schol ¢n bot in mindere mate)

moeten dus factoren aanwezig zijn dic een positieve invloed licbben

op de Oz—affiniteit van het Hb in de erythocyten.

3.1.1.%. Metingen aan Hb in oplosgsing (Tabg}ullm

Mengumonsters van de onder punten 3.71.1.7. en 3.1.1.2. genocmde
schollen en botten werden gehemolyscerd zoals in punt 2.2.2.
beschreven staat. Do ionensterktec was 0,15.

Zowel bij schiol als bot veroorzaakt hemolyse cen verlaging van

de Bij schol echter is de P nog beduidend hoger dan bij het

B,
50 50
niet gehemolyscerde en ongewassen bloed. Dit pleit voor de zroterc

aanwczigheid (of grotere invloed) van plasmafactoren.
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3.1.2. Invloed van de pH : Bohr effect (Tabel II en ITI: T ﬁ,A)
Bloed van schol en bot werd na uitwassen met NaCl (I = 0,15)

geconcentreerd cn in gelijke volumina gemengd met elk van de

volgende Tris-buffers (I = 0,15) (Biochemists Handbook)

a 150 ml 1m HCl+ 160,6 ml 1M Tris —> pH 7,22 bij 15°C
b WA v 166,7 " ~> " 7,37
g ™ v 76,7 " —> 1,53
a oo + 192,53 " —> 7,74 "
e " w + 217,0 1 — M .84 &
£ + 255,5 " —> " 8,23 &

Als waarde van het Bohr effect bij schol erythrocyten is gevonden
—0,64 en bij bot erythrocyten : —0,53. De door de pH geinduccerde
zuurstof afgifte in de weefsels zal dus in schol groter zijn dan
in bot. Andere vissen hebben cen Bohr effect vergelijkbaar met bot
(forel ¢ —0,53 5 afr. longvis : —0,47) makreel echter blijkt cen
Bohr effect van —1,2 te hebben (PROSSER & BROWN, 1962) wat voor-
delig is voor actieve dieren.

De resultaten van de metingen aan de intakte erythrocyten
van schol en bot stasn vermeld in Table IT; die aan Hb in oplossing
in TabelIlI. Zoals duidelijk blijkt uit Tabel II en IIT is het Behr-
effect van Hb in de erythrocyten van bot vier maal bepaald en van
Hb in oplossing twee maal. Zovecl mogelijk is getracht de behandeling
en omstandigheden te standaardiseren en achteraf was nict moer na
te gaan waardoor de grote onderlinge verschillen veroorzaakt werden.
In Tabel VI staan de waardcs van de afzonderlijk berckende
regressiclijnen en ook die van de gecombineerde gegevens van de vier
plus twee Bohr-cffect bepalingen aan bot. De richtingscolfiicienten
van de berckende lijnen verschillen onderling zecr sterk, hocwel de
richtingscoéfficicnt van de gecombineerde gegevens practisch geliik

is aan die van bot I. Deze bepaling werd onder de meest vergolijkbare.
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omstandigheden met de Bohr cffcct bepaling van schol gedaen.
benzelfde argumentatic geldt voor de gecombineerdce gegevens vin

bot I en IT in Tabel ITI, zodat alleen dezc rsgressiclijnen in Pig. 4
zijn weergegeven., In deze grafiek blijkt, bechalve het kleine verschil

in Bohr-effecten tu.sen schol en bot, wel duideliik dat hcemolyse

een verlaging van de over het hele pH gebied veroorza

PSO
pH gevoeligheid van Hb in oplossing werd bepaald om de cigenaschapoen
van de afzonderlijkc Hb~componenten hicrmee te kunnen vergelilken.
Deze componenten kunnen uitcraard alleen van elkaar gescheiden
worden als het bloed gehemolysecrd is.

Voor bot II is nagegaan of hemolyse ook invloed heceft oy de
subéénheid interactie welke wordt weergegeven in Tabel IT cn IIT als

de n-waardes.Bij het gechemolyseerde bloed ligt de¢ n-waarde gemiddeld

lets hoger dan bij de erythrocyten.

5.1.51_Invlood van de temperatuur :ngmpggﬂﬁuyfdgffectv(T@bulﬂngun

V; . Tig. 5)

Het bloed van schol ¢n bot werd gewassen met NaCl in fosfasthuffor
(pH 7,53 bij 15°C 5 I = 0,15).

De resultaten van de metingen staan vermeld in Tabel IV(@rythrocytgni
en Tabel V  (voor Hb in oplossing). De richitingscodfficienten van

de berckende regressielijnen, die nu maat zyn voor de groolte vean

het temperatuur effect, vertonen ondorling gecen grote verschillen.
Het temp effect bij schol is iets kleiner dan bij bot zowecl vin
erythrocyten als Hb in oplossing. Wel liggen over hoet ncele

temperatuurbereik de waardes van schol hoger dan van bot.

P5O
Vergelijkend met punten 3.7.1.7. en 3.1.1.2. ziet het crnaar uit dat

we deze hoge P waardes kunnen toeschrijven aan het wassen waardoor

50

het plasma verwijderd is. Redelijkerwijs mogen we aannemen dat de PSO



waardes binnen het gemeten temperatuurgebied allemaal beduidend
lager zouder liggen als deze metingen warcn verricht aun onzowassen
erythrocyten (naticf bloed). De dan berckende regressicliin zou
waarschijnlijk niet significant afwyken van de andere dric rcgressic-

5.

-

lijnen (Fig.

N
.

H
=
| O

heterogeniteit op grond van isoelectrisch punt
Zoals reeds in de inleiding verimeld stazat worden globinccomponenten
van het haemoglobine door cen aantal eigenschappen gekarakteriseerd.

. .. e ; . .
Hier zijn geckozen : 1 . het isoclectrisch punt (i.c.p.) op srond

. . e

waarvan de Hb-componenten van elkaar gescheiden zijn en 2 . de
Oz—affiniteit, om eventucle functionele verschillen tussen de

Hb-componenten aan te tonen.

5.2.1. Inleidende beschrijvende experimenten

5.2.1.1, Het aantal Hb-componenten en hun isoclectrische punten

Volgens de methode, beschreven onder punt 2.2.4.71. werd het bloed
van zeven schollen en twee botten afzonderlijk ondcrzocht. De lengrte
van de schollen varicerde van 16-21 cm, Hb-concentratic 4,7 g/TOO ml,
pH 7,45 ; de botten waren 16 en 23 cm lang, Hb-concentratic

6,0 g/1OO ml, pH 7,53. Het bloed van elke vis afzonderlijk wcrd

3 x gewassen met VaCl (0,9%), gehemolyseerd, en de Hb-concentratie
op 6,7 g/100 ml. gebrscht. Voor de microelectrofocusing werd 19
Ampholine gebruikt met een pH-bereik van 5-3. Na het beeindigen

van het experiment vertoonde schol cen Hb-patroon waarin 10-16
verschillende componenten te onderscheiden waren (zie Fig. 6)
terwijl het er bij bot slechts 8-10 waren. Bij het bepalen van dc
isoelectrische punten blijken de bovenste en onderste Hb-componenten

van schol wel met clkaar overcen te komen maar de daartussen
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liggende banden vericerden in aantal en overlapten c¢lkaar. Hon
poging om de Hb-componuntcn van d¢ zeven schollun te corrcleven
levert het volgende resultaat:

Hb-comp. i.e.p. bij pH :

10 (11-16) 7,0 - 7
9 (10-15) 6,8 - 7,0
( 6-14 6

6-8 ( 6-14) 6,25 - 6,9
5 6,2 - 6,3
i 6,1 - 6,2
B 5,95 - 6,
2 5,75 = 5,9
1 5,55 = 5,65

De resultaten van één experiment zijn weergegeven in Tiguur &,
De Hb-componenten van de twee botten kwamen niet goed met clkaar
overcen: i.c.p. van de meest zure Ib-component bevond zich in beide
gevallen bii pH 6,12 , en van de¢ meest basische Hb-componcent in
beide gevallen bii pH 9,35%. Het pH gebied van schol ligt tu.scn
pH 5,5 en pH 7,2. Hicrin verschillen bot ¢n schol duidelill vin
elkaar maar welke biologische betckenis hicraan gekoppeld moct wordown
is tot dusver onbekend. Rekening houdende met het feit dat o pH
in het bloed en dus ook in de c¢rythrecyten bij schol + T7;4 ¢ b,
bot + 7,6 is kunnen we wel concluderen dat de globincs bij schoel
allemaal positief gcelaten zullen zin (alle i.8.D. bii pHAf: 7,4) ¢n
bij bot gedceltelyk positief en gedecltelijk negaticf geladoen
(i.c.p. bij pH & 7,6 en pH w>7,6). Ook met dezc kennis bIift de
invloed op de 02-&ffinituit cen duistere zaak.

De grote onderlinge verschillen in iib-2atronen binnen do
soorten zou een leeftijdsverschinsel kunnen zyn. Om dit te onderzockoen
zouden veel mecr microclectrofocusing experimenten gedaan meoceten
worden met individucn van cen aantal verschillende jaarklasscen.

Voor sommige vissen is hekend dat het Hb-»natroon karakteristick is
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voor de subsoort en in ieder geval genetisch bepasald. Van de haring
is reeds bekend dat het Hb-patroon met de leeftijd verschuiflt

(FVERAARTS, ongepubliceerd).

3.2.1.2. De guantitatieve verhouding tussen de Hb-componenten

Met behulp van de "LKB" electrofocusing methode van HAGLUND (1967)
werden de Hb-componenten van elkaar gescheiden. Het bloed van bot,
gebruikt voor het ecerste experiment (zie Fig. 7 ¢n 8) was ecn
mengmonster (i 5 ml ; Hb-concentratie 10,0 g/TOO ml) van neven
vissen varierend in lengte van 22-24 cm. Het pH bereik van Ampholine
was 6-10.

Zowel de foto als de Uvicord-registratie toont elf duidclijke
Hb-componenten met i.e.p. varierend van pH 6,67 tot pH 8,55. De
middelste componenten (i.e.p. bij pH 7,0 - 8,0) vertonen de grootste
absorpsie (Fig. 8).

Met bloed van schol werden overeenkomstige cxperimenten gedaan
en de resultaten van één van deze experimenten staan vermeld in
Fig. 9. Het bloecdmonster werd verzameld uit 1% vissen in lengte
varierend van 19-24 cm. Het pH bereik van de gebruikte Ampholine
was 5-8. Het aantal duidelijk gescheiden componenten ligt bij schol
lager dan bij bot (slechts 8 & 9) maar naar aanleiding van dec
resultaten bij microelectrofocusing mag aangenoemcn worden dat verders
scheiding mogelijk is. De isoelectrische punten van de Hb-componentcn
varieren van pH 5,8 tot 7,5 bij 15°C en van pH 6,05 tot 7,6 bi 5°C.
De componenten met de grootste Hb-concentraties liggen tusscn

pH 6,5 en pH 7,0.
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a2 Oz—affiniteit van de Hb-componenten

Eigenlijk zou nu cen alinea mocten volgen waarin de verschillende
Hb-componenten van schol en bot dic met elkaar overcenkomen wat
i.e.p. betreft (zie Fig. 8 en 9) onderling vergelcken werden. De

O,-affiniteiten (P

> zouden gemeten mocten zijn onder geliike

50)
omstandigheden van pH, Hb-concentratie en temperatuur. Helaas
ontbreken deze gegevens met name van bot op cen paar zcer
onbetrouwbare resultaten na. De oorzaak hiervan is geweest de |
slechte kwaliteit van de monsters en de toen nog in cen primitief
stadium verkerende methode om te concentreren. Het cnige wat
geconcludeerd mag worden uit Fig. 8 en 9 is dat er cen viertal

Hb-componenten van schol, wat i.e.p. betreft, overcenkomt met 4

Hb-componenten van bot:

Schol Bot
Comp. i.e.p. Comp. il1.e:p.
0 7,50 VI 7,50
I 7525 IX 7,25
II 7,02 X 7,05
11T 6,76 XI 6,81

Van schol zijn uitgebrcide experimenten gedaan met betrekking
tot Bohr-effect en temperatuur-cffect van cen aantal verschillende

Hb-componenten en deze worden in de volgende twee punten besproken.

5.2.2.1. Bohr-effect van ceen aantal Hb-componenten van schol

(Tabel VII, Fig. .10)

Van de componenten IT t/m VII uit Fig. 9 zijn Bohr-effecten bepaald.
Hiertoe werden de fracties gestript over Sephadex G-25 fine kolom
60 cm lang en ¢ 5 cm om Ampholine en sucrose te verwijdercn cn
geconcentreerd tot 3,3 g Hb/1OO ml bloed, volgens de methodec

beschreven in punt 2.2.3. De dialyse-buffer bestond uit Nacl(0,37)
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en fosfaatbuffer (pH 7,04 , I = 0,05) in de verhouding 1 op 1.
Na het concentreren werden de fracties in gelijke volumina semengd

met fosfaatbuffer (I = 0,15) waardoor I 0,10 en Hb-

totaal
concentratie % 8% lov = + 1,2 g/1QO ml. D¢ pH van de fosfr-thuffers
wes bi 15°C ¢ 7,01 7,22 7,42 7,60 en 7,83.
De resultaten zijn weergegeven in Tabel VII en Fig. 10. Do gogevasns
van de berekende regressielijnen staan vermeld in Tabel IX.

De richtingscoéfficienten, die maat zijn voor de grootte van
het Bohr effect varieren van —1,26 tot —1,4%. Met varientie
analyse kan geen significant verschil aangetoond worden tuseen de
lijjnen onde¢rling, rekening houdend met de foutenmarge. De Bohr-
effect indices van de afzonderlijke Hb-komponenten zin wel veel
groter dan de Bohr-effect index van de gckombincerde Hb-comnonenten

)
1

na hemolyse (r.c. —0,78 zie Fig. 4). Als wij de invloed van de
verschillende buffers en het iets verschoven pH gebied mogen ver-
waarlozen dan blijkt uit Pig. 4 en Tig. 10 dat de gecombincerde

componenten minder pH gevoelig zijn wat betreft Ozmaffiniteit dan
de componenten afzonderlijk. Dit zou een grotere tolerantie t.a.v.

het milieu bewerkstelligen. Het is moeilijk hier verdere conclusics

uit te trekken over de biologische betekenis van Hb-heterogeniteit.

5.2.2.2. Temperatuureffecten van een aantal Hb-componenten ven

Schol (Tabel VIII, Fig. 11)

Van de componenten II IV V VI en VII uit Fig. 9 zijn temperatuur-
effecten bepaald. Zie voor behandeling monsters punt 3.2.2.1. en
punt 2.2.3. De componenten werden vervolgens gedialyseccerd togen
Trisbuffer (pH 7,20 T = 0,20) ¢n de Hb-concentratie bij alle mctinger

was 7,3 g/TOO ml. De recsultaten zijn weergegeven in Tabel VIIT en Fij.

11. De gegevens van de berekende regressielijnen staan vermcld
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in Tabel IX.

D¢ richtingscodéfficienten, die hicr ec¢n maat zin voor dc
grootte van het temperatuur-e¢ffect, varieren van =3,17 tot -%,75.
Reckening houded met de foutenmarge kan, evenmin als voor de Rohr-
effeccten (punt 3.2.2.1.), statistisch een significant -verschail
tussen de regressielijnen onderling aangetoond worden. Wel blukt
dat de temperatuur-effecten van de afzonderlijke Hb-componcnten
nict afwijken van hot temperatuur-cffect van de gecombineerde

componcnten na hemolyse. (r.c. = —3,62 verg. fig. 5).

CONCLUSIE

De zuurstofaffiniteit van natief bLloed is voor schol aanmericliik

hoger dan voor bot. Na corrcctie tot gelijke pH wordt dit verschil

in zuurstofaffiniteit nog groter. Hierbij vergeleken hecft schol

ongeveer 30% minder Hb per ml bloed en is de totale hocveelheid

bloed slechts de helft van de totale hoeveelheid in bot van dezelf

grootte. Hieruit kan geconcludeerd worden dat bloed van bot cen

potenticel grotere O,-capaciteit bezit dan schol.
.

a

Het verwijderen ven het plasma door wassen met NaCl veroorzaakt

bij schol een veel sterkere verlaging van de zuurstofaffiniteit dan
bij bot. Dit kan een gevolg zijn van e¢en verschillendc mate van
verstoring van de ionenverhouding tussen crythrocyten en plosma
door het NaCl.

Hemolyse van de gewassen erythrocyten verhoogt de zuurstof-
affiniteit zowel voor schol als voor bot. Dit komt door cen ver-
dunningseffect van het Hb zowel als van intracellulairc factoren
zoals organische fosfaten. Bij schol blijft echter de zuurstof-
affiniteit lager dan die van naticef bloed.

GILLEN & RIGGS (1970) vonden eccen hoge ATpP-concentratic in
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crythrocyten en dit ATP heeft een remmende invloed op do zuur-
stofaffiniteit. Of de ATP-concentraties bij schol en bot overcen-
komen is niet onderzocht. -

De Bohr-effect index bedraagt bij schol —0,64 voor crythrocyten
en —0,78 voor b in oplossing ; deze waarden liggcn voor bot Dbij
—0,53 (erythrocyten) en —0,45 (Hb in oplossing). Door EDDY & FUGHES,
(1970) werd het Bohr-effuct van Salmo Giardneri (erythrocyten)
bepaald : —0,53%. Ook andere vissen vertonen cen dergelijk Bohr-
effect. Makrcel heeft de hoogste Bohr-effect index : —1,2 (FPROCSIR,

1962). FRIEDRICH (19%4) onderzocht het (O, effect en vond vrii grote

2
verschillen tussen schol c¢n bot. Door ontbrecken van de pH--wanrdes

was het niet mogeliyk uit deze gegevens met mijn resultaten
vergelijkbare waardes te berckenen. Qok bij temperatuur-effect metinger
werd cen grotere discrepantie verwacht tussen schol c¢n bot dan wat
uit mij resultaten blukt. FRIEDRICH (1954) vond een vecl grotor
temperatuur-e¢ff . ct voor schol dan voor bot.

Hb-heterogeniteit en Hb-polymorfisme komen bij vissen, cvenals
repticlen cn amphibicen zeer algemceen voor ; bij vogels en zoogdicren
veel minder (DE LIGNY, 19723 RIGGS, 1970). Het Hb-patroon cn
veranderen met de leeftijd. WILKINS & ILES (1966) hebben cen derge-
lijke ontogenic aangectoond bij haring en sprot. Hb-polymorfisme is

electroforetischaangectoond bij twee soorten schol: Verasper varr:

en Karieus bicoloratus (RIGGS, 1970). De ccerste bevatte drie, de
tweede vijf verschillende Hb-componcnten terwijl ze &én gemcenschappe-
lijk hadden. SICK e.a. (1963) vergeleck Hb-patromen van schol, bot

en hun bastaard (schol 4 componenten, bot 4 componenten, b staard

7 componenten) VON BUDDINBROCK (1967) suggercert dat de afzonderliik
componenten verschillende fysiologische betekenis zouden hebben.

Volgens LOVE (1970) is het niet zeker of de verschillends componernte
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ook verschillende hacmoglobines zijn. WILKINS & IL3S (1966) beoweren
dat heterogeniteit alleen veroorzaakt wordt door verscheidene
recombinaties van peptide ketens. Uit mijn resultaten blijkt dat
zowel schol als bot elk minstens 10 afzonderlijke Hb-componenten
bezitten. De meest zurc component was enigzins geoxidecrd (bruin
van kleur). De isoeclcctrische punten van de componenten liggen bij
schol in cen vecl lager pH-gebied (5,8-7,5) dan bij bot (6,67-8,55).
De Bohr-effect index van zes Hb-componenten van schol varicert
in grootte van —1,2 to —1,5. Dit zijn aanziecnlijk grotere Bohr-effecten
dan die van het Hb in oplossing (—0,78). SICK & GERSONDE (1969)
vonden dat het Bohr-effect van Hb-componenten van Chironomus
Thuani ceven groot warcn; de zuurstofaffiniteit bij gelijke omstendig-
heden van temperatuur en pH verschillen echter. Ben verschil in
zuurstofaffiniteit (PSO) tussen de Hb-componenten (bij gelijke pH en
temperatuur) zou van belang kunnen zijn onder verschillende pO2
omstundigheden. De Hb-componenten kunnen dan de zuurstofbindcnde
taak van clkear overncmen. Mischicn zijn de hier gevonden kleine
verschillen tussen zuurstofaeffiniteit ven Hb-componcnten van schol
toch voldoende om deze functie compenserend uit te oefencn.
Miséchien zal blijken dat bot beter aangepast is z2an wissclende
omstandigheden door grotere onderlinge functionele verschillen. Dit
laatste is echter nict ondcrzocht. HASHIMOTO e¢.a. (1960) onderzoch-
ten het Bohr-effect en temperatuur-c¢ffect van twee clectroforcitisci

afzonderlijke Hb-componenten van de zalm (Onchorynchus keta). De

Rohr-effect index van één component bedrocg -—1,25 terwil dic van

de andcre 0,0 was. Het temperatuur-effect van cerstgenoemde was
ook veel groter dan van de laatste.
De temperatuur-eifecten van de Hb-componenten van schol komen

vrywel met c¢lkaar overeen (Wig, 11) on wijken niet signitfikent af van
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het temperatuur-effect van Hb in oplossing.
De sterke differcntiatie van de haemoglobines bij deze (cn andere
vissen pleit voor het bestaan van verschillen in functioncle eigen-

schappen. De primitieve coelacanth, Latimeria chalumnae vertoont

dez¢ sterke differentietic op grond van isoelectrisch punt niet
(WEBE y 1973). Deze differentiatie zou in de loop ven de¢ evolutie

ontstaan kunnen zijn als sccundaire aanpassing nadat de opbouw van

de haemoglobince molecculen in toencmende mate golijk werd onder
vertebratens 4 ketens met moleculair gewicht van 17000 en met

elk een haem-groep.
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Invloed van de pH op de Oz—affiniteit van het Hb in de erythrocyten
(mengmonsters). Bloed 3%x gewassen met NaCl, 0,94 (I=0,15), gcmengd
met trisbuffers (I:O,15). pH van de trisbuffers by 15OC: 6,79; 7,223

15375 15535 7,775 7,845 8,24. Yie Fig. 4.

Soort Aantal + Hb-conc. pH P50 log P50 n-waarde
lengte g/TOO ml. mm. Hg
1523 22459 1,3%600
18,0 1,255%
Schol 15 5,7 17,3 1,2380
19-25cm., 21,4 1,3%06
1537 18,0 1,2555%
17,1 1,2%%2
19,2 152835
17,8 1,2507
7,485 199 1,2990
19,9 1,2990
17,6 152457

75745 9,30 0,9683
9,60 0,9822

7,805 8,75 0,9420
8,40 0,9241

7,19 18,1 1,2555%
16,6 1,2202
Bot T 5 357 7,40 14,5 1,1554
22-2/4cm. 14,1 1,1492
13,6 11,1335
13,4 1,1271
7,49 13,4 1,1271
1%,2 1,1206
12,3 1,0900
74 T2 10,2 1,004%
10,5 1,0108
7,82 7,86 0,8954
8,18 0,9127
7535 8,21 0,914 1,53
Bot TII 7 6yO 7!64 5785 09766 -]755
22-24cm, 1592 5,36 0,792 1,38
8,07 4,90 0,690 1,65



Tabel II (vervolg)

Soort Aantal + Hb-conc. pH P50 log P50
lengte g/100 ml. - mm. Hg
10,0 7,144 21,9 1,34
21,2 1,33
Bot III 3 11,7 7,32 21,7 1,34
18-271cm.
10,7 7,541 12,0 1,08
12,2 1,09
8,1 7,56 15,0 1,18
1343 1,12
1,7 7,85 12,3 1,09
12,2 1,09
11,5 1,06
11,7 8,25 6,3 0,76
7,6 0,82
7525 36;5 17565
Bot IV 8 Ty5 7,44 20,0 1,307

19-2%cm. 7,72 10,8 1,034




Tabel TII

Invloed van de pH op de Oz-affiniteit van Hb in oplossing

(mengmonsters), zie Fig. 4.

Soort Aantal + Hb-conc. pH 50 log P50 n-waarde
lengte g/1OO ml. mm. Hg
3,7 7,26 11,6 1,064
11,5 1,060
5,7 7535 10,0 1,000
Schol 15 10,2 1,008
19-25cm., 10,1 1,004
10.0 1,000
5,7 7,46 7,74 0,888

1583 0,894
7,60 0,880

7551 0,875

5,7 1574 5,58 0,746
5,43 0,734
5,42 0,734
5,41 0,733
4,0 7,79 4,03 0,605
4,10 0,612

4,06 0,608
4,04 0,608

5,7 7,19 7,77 0,890
7,73 0,858
8,13 0,910

Bot I 59_24cm 8,06 0,906
4,0 7533 6,85 0,835
6,92 0,839
7,07 0,849
1524 0,859
4,0 7,47 6,40 0,806
6,53 0,814
6,15 0,788
3,7 15753 4,55 0,657
4,35 0,638
4,46 0,649
4,47 0,650
5,7 7,82 4,11 0,613
4412 0,674
4,2% 0,626
4,16 0,618
Bot II 7 6,0 7,35 6,93 0,847 1,62
22-24cm. 7,64 4,10 0,61% 1,46
7:92 3.87 ¢,588 1,95
8,07 3,58 0,554 2,27




Tabel IV

Invloed van de temperatuur op de O -affiniteit van het Hb in de

<

crythrocyten (mengmonsters). Zie #ig. 5. Bloed 3 x gewasscn met NaCl

in FO - fer, =0,05; = g \F: in ¥O ~buifec
in 404 buffor Tousrer=0209% Ty iog 0,155 pH(MaCl in lo4 paffer)
=7,53 bij 157°C.

Soort Aantal + Hb-conc. Temp. i be 1110
lengte g/100 ml. (in @) abs.
+pH
5,5 27855 3,590 6965 0,815
7,03 00,8470
Schol 3 5,0 11,7 °84,7 3,512 12,0 1,0792
20.5-24 7,46 12,1 1,0828
cm. 12,4 1,0934
14,5 287,5 3,478 19,0 1,2768
18,8 1,2742
18,2 291,2 3,434 21,8  1,:585
24,7  1,2927
26,4 71,4216
24,1 297,1 3,365 32,6 1,51352
32,3 1,5092
5,0 278,0 3,597 3,48 00,5416
5551 00,5453
Bot 5 5,0 5,58 0,5289
21-2 o
500 7,51 11,5 284,5 3,515 5,31 0,7251
’ 5545 00,7348
17,7 290,7 3,439 10,6 1,0255%

11,2 1,0492

22,0 295,0 3,390 17,1 1,2530
;2 1,2095



Invloed van de temperatuur op de Oz—affiniteit van Hb in ouvlosrcing.

(mengmonsters). Zie Tig. 5).
Soort Aantal 4+ Hb-conc. Tomg. Tabs
1engte g/TOO ml. (in C) - °
+pH
5,0%. 278°K.
Schol 3 5,0 10,8 28%,8
2295'24 7967
o 14,17 267,7
17,0 290,0
19,6 292,6
22,5 295,5
25,2 298,2
5,3 278,3
Bot 5 5,0 10,7 283,17
21'2595 7970
cm.
16,9 289,9
22,0 295,0

-j;-;mo"5

3,597

3,525

3,475

3,448

3,417

5,584

353553

3,593

35525

3,449

3,390

P50

2,71
2,71

17,4

0;4330
0,4330
0,6532
0,6493
¢, 7059
0,6902
0,9610
0,5507
1,0043
1,0000
1

,1818
)

1

-~ A
~1 @
O\ —

(@)

1,

Ly
1 7

N PN\
O\\ \L’:’ O
3 ~\D

N\

0,%%24
0,3503
0,5717
0,5729
09,5798

3

0,5655
0,8007
0,7952
057868
11,2579
1,2406



Tabel VI

Berekening van de regressiclimen ((y = a x + b ) dew.z. het lincairc
verband tussen: pH en log P50 en tussenc i;x"105 en log P50 beide van
zowel Hb in de rode blocdlichaampjes als get Hb in oplossing. (verg.
Tabel II, III, IV, V, zie Fig. 4 en 5) (r= corrclatic coeff. Exy:
spreiding in de puntcnwolk).

Tabel SooTrt a b r o

Xy
v Schol -0,64092 5,97473 0,90353 0,06308
Iv Bot I -0,50224 4,8603%8 0,97942 0,02097
Iv Bot II -0,29553% 3,06362 0,56017 0,02367
Iv Bot III -0,44693 4,518%3 0,91143% 0,07228
Iv Bot IV -1,11422 9,62455 0,99584 0,01966
Iv Bot I t/m v -0,52542 5,05960 0,79082 0,11904
gecombineerd
v Schol -0,78342 6,75022 0,97970 0,03239
v Bot I -0,46209 4,2%076 0,99215 0,01414
v Bot II -0,37457 3,55004 0,91445 0,04564
v Bot T 4+ TI -0,44697 4,11609 0,97872 0,02477
gccombincerd
VI Schol -3%,14009 12,133%86 0,98046 0,04445
VI Bot -3,30250 12,39467 0,993%23 0,03157
VII Schol -%,62371 1%,41539 0,98270 0,05410

VII Bot -4,16826 15,27174 0,96899 0,07241




Tabel VII

Invloed van de pH op de Og—affiniteit van de Hb-componenten II t/n
VII van schol (zie Tig. 10). De componenten zim gestript, geconcen-
treerd tot 5,5gHb/1OO ml en 1 op 1 gemengd moet PO4 bulfers (I=0,15).
D¢ pH van de PO4 buffers bij 150; 7,015 7,225 7,42; 7,605 7,8%, 1
=0,10, Hb-conc = 1,5g/100 ml,, t=15°C,

Hb-component pH P log P

" 50 50

IT 7,02 38,1 1,581
38,4 1,585

3753 1,572

36,9 1,567

7,16 24,4 1,387
24,7 1,395

22,6 15355

22,4 1,350

127 16,5 1,218
16,4 1,216

16,2 1,210

16,3 1,212

16,1 1,207

7,36 11,7 1,068
11,9 1,076

11,9 1,076

12,0 1,079

1,44 955 0,978
10,0 1,000

9,6 0,982

9,5 0997U

11T 6,99 46,7 1,669
46,5 1,667

7,14 29,1 1,464
28,6 1,475

28,0 1,447

2755 1,440

7,24 19,9 1,239
21,17 1,336

19,9 1,299

19,7 1,295

IREP. 15,8 1,198
15,9 1,202

15,4 1,188

15,5 1,190

1,42 12,3 1,090
12,4 1,094

11,9 1,076

12,1 1,08%

TV 7,01 47,7 1,678
47,7 1,678

46,4 1,666

46,9 1,671

tota:



Tabel VII (Xprvolg)

Hb-component

Iv

VI

7,30

7,36

7,40

7,48

7,01

7,21

7,29

7533

32,6

21,9

17,4
17453
16,1
15,7
12,1
12,2
12,1
12,1
9,00
8,84
8,96.
8,94

44,5
44,3
46,6
46,7
31,4
51,3
51,7
51,8
24,5
24,6
25,5
2349
18,5
18,7
1955
19,4
17,9
18,0
16,9
17,0
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Tabel VII (vervolg)

Hb-componcnt pH

Vi - 7,01

75175

7,24

7,28

28,7

21,6
21,5
22,4
22,1
21,1
21,1
20,53
20,4



Tabel VIIT

Invloed van de temperatuur op de Oz—affiniteit van de Hb-comhoncentern

II, IV, V, VI, en VII van Schol (zie ™ig. 11). Voor behandeling com-

ponenten zie Tabel VII. De componentin zijn gedialyscerd tegen tris-

buffer (pH 7,20 bij 1500; I = 0,2), D¢ Hb-conc. = 7,53 g/TOO 1l

Hb~comp. PH Tenp 0 Tabs. K 1 103 PSO log

11 7,20 5,4 278,4 5,589 2,55 0,40€
2,50 0,398

10,2 28% 2 3,529 4,14 0,618

4,36 0,640

15,0 288,0 3,470 6,72 0,828

6,96 0,843%

20,1 29%,1 3,409 1241 1,085
11,9 1,070
24,8 297,8 3,356 19,0 1,278

1857 1,272

IV 1,20 5,1 278,1 5,593 3,26 0,514
5542 0,537

545 27855 5,588 3,56 0,551

5519 0,504

10,2 283,2 5,529 5,65 0,752
5,42 0,734
15,2 283,2 3,467 9,55 0,980

9555 0,980
19,9 29259 5,412 16,3 1,214

15,5 1,151

24,9 297,9 55555 2557 1,375

23,9 1,378
v 7,22 15,2 288,2 2,476 8,50 0,430
8,35 0,922

7,71 0,886

7,71 0,886

20,0 293,0 3,411 12,7 1,104
12,8 1,108

24,8 297,8 3,356 20,2 1,508

19,9 1,299

VI 7,20 10,4 28%,4 3,526 4,67 0,669
4,88 0,688

15,2 288,2 3,467 7,69 0,88
7,77 0,840
20,0 293,0 55,411 10,9 1,038

11,5 1,061
24,8 297,8 3,356 17,0 1,230

16,4 1,215

VII 7,22 4,5 277,5 3,601 2,84 0,452
2,68 0,428

10,1 28%,1 %5530 4,84 0,685

4,55 0,656

15,5 268,5 3,464 8,49 0,525

3,44 0,926
20,0 293,0 5,411 14,1 1,749

13,5 1.1%2

24-78 297,8 59_)56 21 76 ’ls)_z)‘w_‘

22,2 1,546




Tabel IX

Berckening van de regressielijnen ( y = ax + b ) d.w.z. het lineaire

verband tussen:

1.
T

p)
107 en log P5

pH ¢n log

PSO (

Bohreffect), Tabel TX en tussen:

0 (temperatuur-effect), Tabel X. Deze tweo vorband

en

zljn berekend voor cen aantal !{b-componenten van “chol ¢n wecr-gegeven

in FPig. 10 en 11. (a

= richtingscoefficient,

b= asafsneda
7

corrclatiecoefficient, Syy: spreiding in de puntenwolk).

Tabel

VII

VIIT

Hb-comp.

IT
ITIT
v

VI
VII

Il
v

10,852
10,486

13,853
13,618
12,681
11,866
13,824

0,998
0,998
0,996
96
0,997
0,995

0,9

0,999
0,999
0,999
0,998
0,999

L=

N Xy

0,0125
G,0128
0,0156
0,0187
20,0116
U,0126

¢,0086
,0149
0,0057
20,0119

0,0153
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