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Institut de Zootechnie de l'Universite de Berne
(Dir. Prof. W. Weber)

L'apo-transferrine du serum equin:
son importance dans la typisation phenotypique1

Par A. Baer2

Le polymorphisme des transferrines du serum equin, determine par elec-
trophorese sur gel d'amidon, presente six phenotypes homozygotes: Tf D/D,
Tf F/F, Tf H/H, Tf M/M, Tf O/O et Tf R/R (Braend et Stormont, 1964).
Chaque phenotype se traduit par trois bandes; la premiere, anodique, tres
fine, est difficile ä observer et ne joue pas de role essentiel dans la typisation
phenotypique3. Elle se colore plus intensement ä l'amido-black (eile contient
plus de proteines) pour les phenotypes Tf D/D Tf F/F et Tf H/H que pour
les trois autres phenotypes (Baer, 1968). Les deux autres bandes sont toujours
bien visibles, la deuxieme se colorant plus intensement et etant plus large
que la troisieme, de position catodique.

Comme leur nom l'indique, les transferrines seriques, /Jj-globulines, ont
pour fonction de transporter le fer de ses depots (essentiellement le foie sous
forme de ferritine) ä l'hemoglobine des jeunes erythrocytes (Documenta
Geigy, 1967). Ces globulines existent done sous deux formes, les Fe-trans-
ferrines (Fe-Tf), qui forment le tiers des transferrines seriques, et les apo-
transferrines (Apo-Tf) selon que le fer est lie ou non aux molecules.

Les charges electriques globales de ces deux molecules etant differentes (pHj
Apo-Tf 5,58; pHi Fe-Tf 5,4 dans le cas de la transferrine humaine.
Inman, 1956), les vitesses de migration electrophoretique vont aussi fluctuer,
comme l'ont demontre Yoshioka et col. (1966) en utilisant un gel de
Polyacrylamide4.

En modifiant tres legerement les conditions d'electrophorese sur gel
d'amidon preconisees par Braend et Stormont (1964), il a ete possible de
mettre en evidence les apo-transferrines du sörum equin qui se sont averees
d'importantes sources d'erreur dans la typisation phenotypique.

Materiel et methodes

Les serums analyses, 270 en tout, provenaient d'origines diverses (Depot federal de
la Remonte, Berne; Haras d'Avenehes; region de Bellelay); ils appartenaient tous a la
race helvetique du Cheval du Jura. Le sang, preleve a la veine jugulaire, a ete laisse
reposer une nuit au frigidaire, puis centrifuge.

1 Ce travail a beneficie de l'appui du Fonds Guillebeau et de la Berner Hochschulstiftung.
2 Adresse actuelle: Institut de Biochimie, Universite de Neuchätel, 2000 Neuchätel, Suisse.
3 Braend avait dejä observe cette troisiemeibande pour le phenotype Tf H/H. (Cite dans

«Serumgruppen bei Tieren» Buschmann et Schmied 1968, D.P.Parey Ed.)
4 II est aussi possible que des modifications de structure moleculaire interviennent dans

les variations de la mobilite electrophoretique.
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La methode d'electrophorese horizontale sur gel d'amidon utilisee differe essentielle-
ment de celle decrite par Braend et Stormont (1964) par son gradient eleve qui est
de 12 k 14 V/cm. A cet effet, deux bassins remplis de glace fondante ont ete deposes sur
les deux extremites du gel (plaque de 23 X 13 x 0,6 cm) recouvert d'un papier cellulo-
sique Saran (produit par Dow Chemical, Midland, Mich.). Avec une concentration
d'amidon de 13,5% (produit par Connaught Med. Res., Toronto, Canada), la temperature

au centre de la plaque n'a jamais depasse 20 a 25 °C apres 21/, k 3 heures d'electrophorese.

Le gel, coupe en trois epaisseurs de 2 mm chacune, a ete colore dans une
solution d'amido-black 10-B a 0,8%.

L'identification des transferrines fut realisee par autoradiographic des electro-
pherogrammes apres «marquage » des serums avec l'isotope 59Fe a raison de 0,4 [iC/ml
(Giblette et col., 1959). Le fer radioactif etait en solution physiologique sous forme de
citrate ferrique (produit par «The Radiochemical Center», Amersham, Angleterre).
L'electrophorese une fois terminee, la plaque mediane du gel coupe, emballee dans du
papier Saran, a ete deposee sur un film Kodak Kodirex «no screen» durant 14 heures.
Le film a ete developpe dans le revelateur Kodak d-19 B, ä 20 °C.

Resultats

La presence de l'apo-transferrine sur un pherogramme se caracterise par
un dedoublement des bandes habituelles; les bandes supplementaires sont
de migration electrophoretique catodique aux bandes principales. Leur
coloration est d'autant plus prononcee que le serum contient peu de fer et
leur largeur correspond ä celle des bandes normales. Les experiences qui ont
etabli l'identite de l'apo-transferrine ont consiste ä liberer les Fe-transferrines
de leur fer, puis a les saturer ä nouveau avec des quantites croissantes de fer
sous forme de sulfate ferreux. Les resultats ont ete rapportes ailleurs (Baer,
1968).

Du point de vue de la typisation phenotypique, les dedoublements des
bandes principales dus aux apo-transferrines sont sans importance pour les
trois phenotypes Tf M/M, Tf O/O et Tf R/R. Leur pherogramme presente
quatre bandes1, espacees de teile fa§on qu'une erreur d'interpretation est
impossible (fig. 1). Par contre, pour les phenotypes Tf D/D, Tf F/F et Tf
H/H, dont les espaces separant les bandes sont plus restreints que pour les
trois autres phenotypes, les bandes des apo-transferrines jouent un role
preponderant de par leur position electrophoretique. En effet, un serum de

phenotype Tf D/D incompletement sature de fer (ce qui est toujours le cas
dans les conditions physiologiques) peut facilement etre interprete eomme
Tf D/F, pour les raisons suivantes: Soit Fe-Tf Dx la bände anodique du
phenotype Tf D/D et Fe-Tf D2 respectivement la bände catodique, le front
de la bände Apo-Tf D1; de coloration plus faible, a une position tres legerement
plus anodique que celle de Fe-Tf D2, alors que la bände Apo-Tf D2 correspond
ä la bände Fe-Tf F2 du phenotype Tf F/F. Ainsi l'addition des bandes Apo-

1 La troisieme bände des phenotypes habituels, par sa faible coloration et sa mise en
evidence difficile ne joue un role dans la typisation phenotypique que pour les serums de
mulets. Elle correspond, en effet, pour le phenotype equin Tf D/D exactement ä la bände Tf Dd
du serum asinien.
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Tf Dx + Fe-Tf D2 correspond tant en largeur qu'en intensite de coloration
aux bandes Fe-Tf D2 Fe-Tf Fx du phenotype heterozygote Tf D/F, alors
que la bände Apo-Tf D2 est indiscernable de celle de Fe-Tf F2.

De meme, l'Apo-TfFx et l'Apo-Tf F2 ayant une position presque identique
aux Fe-Tf H t et Fe-Tf H2, il est aussi possible de confondre l'Apo-Tf F/F
avec Fe-Tf F/H (fig. 2).

Tf Ri

Apo-Tf Ri

Tf R2

Apo-Tf R2

Fig. 1

Fig. 2

1) 2) 3) 4)

Figure 1 Dedoublement de Tf R/R. Le phenotype envisage est Tf F/R.

Figure 2 Illustration de la confusion possible entre apo-transferrines et Fe-transferrines.

1) Apo-Tf D/D Tf D/F
3) Apo-Tf D/F Tf D/H

2) Fe-Tf D/D
4) Fe-Tf D/F

Comme les genes TfD et TfF forment ä eux seuls les 50 a 75% des
repartitions genotypiques des transferrines de presque toutes les populations
chevalines, on comprend facilement l'importance des apo-transferrines dans
une typisation systematique ou, surtout, lors d'une recherche en paternite!
Les differences que cela peut occasionner sont illustrees au tableau 1.

Tableau 1 Comparaison des frequences geniques de 270 serums obtenues avant et apres
adjonction de fer.

Gene Frequence obtenue avant
adjonction de fer

Frequence obtenue apres
adjonction de fer

TfD 0,292 0,326
TfF 0,340 0,383
TfH 0,140 0,072
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Discussion

L'apparition des apo-transferrines sur un electropherogramme semble
etroitement liee ä la methode utilisee. Ainsi, le Dr M. Braend qui a eu
l'obligence de typiser quelques-uns de nos serums n'a pas observe de lignes
supplementaires, alors que le Systeme de tampons utilise dans les deux
methodes est identique. II est done probable que seul le gradient plus eleve
est responsable de cette meilleure separation electrophoretique.

D'une fayon generale, nous pensons qu'il faut suspecter des erreurs de

typisation dues aux apo-transferrines si les repartitions phenotypiques
theoriquement attendues et celles experimentalement trouvees sont trop
divergentes pour une population genetiquement equilibree. Ces divergences
doivent etre plus particulierement prononcees pour les phenotypes ou les

genes TfD, TfF et TfH interviennent. De meme, si les repartitions de ces trois
genes sönt sensiblement egales lors d'analyses systematiques de plusieurs
populations chevalines independantes (plusieurs races, par exemple), il faut
penser ä des erreurs de typisation. Ainsi sommes-nous presque certain que les

frequences des genes TfD, TfF et TfH que nous avons determinees pour 320
chevaux de seile (Baer, 1967) sont en grande partie erronees car elles
correspondent a peu pres a celles trouvees chez le Cheval du Jura, avant ad-
jonction de fer au serum. Nous pensons aussi que pour toute recherche en
paternite, il faut ajouter 2 ä 3 y de fer par ml de serum avant 1'analyse, quelle
que soit la methode Electrophoretique utilisee. A cet effet, on peut utiliser
0,35 g de FeS04 (NH4)2S04-j- 6 H20 avec 50 ml de CH3COOH 1,0 n, dissout
dans 1 litre d'aq. bidest. Cette solution contient alors 50 y de Fe + +/ml.

Du point de vue physiologique, l'apo-transferrine peut rendre d'appre-
ciables services. Elle nous a permis par exemple, de determiner la capacite de
liaison du fer de chacune des bandes d'un phenotype, a partir d'une preparation

de transferrines purifiees par Chromatographie et d'en determiner le
rapport Fe-Tf/Apo-Tf in vivo (Baer, 1968).

R6sum6

II a ete possible, par electrophorese sur gel d'amidon de mettre en evidence les
apo-transferrines transferrines libres de fer). Comme la vitesse de migration
electrophoretique de ces molecules est plus lente que celle des transferrines chargees de fer,
des phenotypes homozygotes peuvent etre typises comme heterozygotes. La raison en
est expliquee.

Zusammenfassung
Durch Stärkegelelektrophorese war es möglich, die Apo-transferrine eisenfreie

Transferrine) darzustellen. Da die elektrophoretische Migrationsgeschwindigkeit dieser
Moleküle langsamer ist als diejenige der mit Eisen geladenen Transferrine, können
homozygote Phenotypen als heterozygote typisiert werden. Der Grund dafür ist erklärt.

Riassunto
Con la elettroforesi e stato possibile individuare le Apo-transferrine transferrine

ferroprive). Siccome la velocitä di migrazione delle molecole in esame e piü lenta di
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quella delle transferrine carioate con ferro, e stato possibile tipizzare i fenotipi omo-
zigoti quali eterozigoti. Ne e spiegato il motivo.

Summary

It has been possible to show the apo-transferrins iron free trahsferrins) by
means of starch gel electrophoresis. As these molecules have a slower electrophoretic
migration speed than the Fe-transferrins, some homozygous phenotypes could be typed
as heterozygous ones. The reason of this fact is explained.
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Der Tierarzt und die Konzentration in der Schweinehaltung. Von K. Neubrand. Berl.
Münch. Tierärztl. Wschr. 81, 142-143 (1968).

Die Konzentration in der Schweinehaltung ist überall zu beobachten.
Bestandesvergrößerungen bringen neue gesundheitliche Probleme. Die tierärztlichen Leistungen
werden in den spezialisierten und rationalisierten Betrieben in die Kalkulation der
Kosten miteinbezogen. Die Tendenz der Tierhalter, kranke Einzeltiere selbst zu
bebehandeln, wird immer deutlicher. Der spezialisierte Betriebsleiter ist gezwungen, sich
ein beachtliches Fachwissen auch auf dem Gebiet der Gesundheitspflege anzueignen.
In solche Betriebe wird durch die Beratung von vielen Seiten eine Fülle von Meinungen
und praktischen Erfahrungen getragen, so daß es der Tierarzt schwer hat, auch weiterhin

der kompetente Fachmann in allen gesundheitlichen Fragen zu bleiben. Er ist
gezwungen, sein Fachwissen auf dem neuesten Stand zu halten. Besondere Bedeutung
hat die Erstellung einer umfassenden Diagnose, die durch Laboruntersuchungen und
den Beizug von Spezialisten ergänzt werden soll. Neben der Bekämpfung von
Bestandeskrankheiten wird vom Tierarzt vermehrte Mithilfe bei der Gesunderhaltung großer
Schweineherden verlangt. Für die rasche Erkennung entstehender Krankheiten sind
neben regelmäßigen klinischen Kontrollen labordiagnostische Untersuchungen
erkrankter und gefallener Tiere unentbehrlich. Es wird angeregt, die tierärztlichen
Befimde nach der Schlachtung als diagnostisches Instrument vermehrt auch zum
Nutzen der Erzeuger auszuwerten. H.U.Bertschinger, Zürich
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