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PROTEINE ASSOCIEE A LA GESTATION OU PAG DE
ISOLEMENT ET PURIFICATION PARTIELLE.
MISE AU POINT D’UN DOSAGE RIA.
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Résumé

Le placenta, zone de jonction du territoire maternel et feetal, assure plusieurs fonctions: de protection,
de nutrition et de glande. Parmi les substances produites, se trouvent les protéines associces a la gestation
ou PAG, qui constituent un marqueur précoce de la gestation et un indicateur du développement feetal.
Notre étude consiste a extraire ces protéines par précipitation au sulfate d’ammonium et a les isoler par
chromatographie d’échange d’ions (DEAE-cellulose), a partir de placentas de lapines. Le dosage est
réalisé par quatre systemes radio-immunologiques (RIA) hétérologues, le standard et le traceur radioactif
étant la PAG bovine. Les antisera utilisés sont 1’antisérum anti PAG bovine, 1’anti PAG ovine et deux anti
PAG caprine. La protéine que nous avons extraite, apparentée aux PAGs, reconnait les quatre antisera
avec un meilleur résultat pour I’anti PAG ovine. Cette protéine placentaire, isolée et semi-purifiée, est
retrouvée essentiellement dans la fraction 0,04 M NaCl en chromatographie anionique et ce, pour les
quatre systemes RIA utilisés.

Mots clés: gestation, lapin, placenta, RIA, protéines-associées a la gestation.

Abstract

The placenta, zone of junction of the maternal and foetal territories, presents several functions, like
protection, nutrition and endocrine. Among the produced substances are glycoproteins associated to the
pregnancy or PAG that constitute a precocious marker of the pregnancy and an indicator of the foetal
development. Our study consists in extracting these proteins from placentas of rabbits by precipitation
with ammonium sulphate, to isolate them by ion exchange chromatography (DEAE-cellulose). Dosages
are achieved by four radio-immunological heterologus systems (RIA), with bovine PAG as standard and
as radiolabeled tracer. The used antisera are the antiserum anti bovine PAG, the anti ovine PAG and two
anti caprine PAG. The extracted related-protein to the PAG, recognises the four antisera with a better
reaction with anti ovine PAG. This placental protein is isolated and partially purified, it is essentially
recovered in the fraction 0,04 M NaCl by anion chromatography.

Keys words: pregnancy, rabbit, pregnancy-associated glycoprotein, RIA.
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I e placenta, zone d’apposition de I’endométre et du trophoblaste, est
une structure douée de diverses fonctions, le développement
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embryonnaire et foetal et la production d’hormones et de protéines
spécifiques. Parmi ces protéines placentaires, se trouvent les PAGs
(pregnancy associated glycoproteins), qui sont synthétisées par les
cellules binucléées du trophoblaste et déversées dans la circulation
sanguine. Selon Roberts ef al.[1], ces protéines joueraient un réle dans la
liaison et le transport de peptides biologiques. Leur dosage dans le sang
permet le diagnostic précoce de la gestation et est un indicateur du
développement feetal [2, 3].

Les PAGs auraient un role dans la tolérance maternelle de la gestation
en entrant en compétition avec le complexe majeur d’histocompatibilité
pour la présentation de I’antigéne aux cellules T. [4].

Les PAGs, qui font partie de la famille des protéases aspartiques [5],
ont été isolées et caractérisées chez les ruminants [6, 7, 8] et détectées
chez les équidés et les porcidés [9, 10] mais non encore étudiées chez les
rongeurs et le lapin.

Le but de ce travail est d’adapter un protocole expérimental pour
I’extraction, pour la premiére fois, de PAGs placentaires de lapin, de
purifier partiellement ces glycoprotéines, et de les quantifier par un
dosage radio-immunologique, lequel est mis au point.

Quatre antisera anti-PAG sont testés: 1’anti bovine, I’anti-ovine et
deux anti-caprines, pour optimiser le systéme hétérologue de dosage
radio-immunologique (RIA).

© Université Mentouri, Constantine, Algérie, 2002.
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MATERIELS ET TECHNIQUES
Matériel biologique

L’expérimentation a porté sur des placentas de lapines
gestantes. Le modéle d’étude est le lapin, Cuniculus
oryctolagus domesticus, modele courant des
expérimentations biologiques et qui est particuliérement
apprécié dans les études de reproduction, vu la courte durée
de gestation de I’espéce (un mois) et le nombre élevé de
petits par portée.

Pour réaliser cette étude, un pool de 8 placentas de
lapines est constitué. Ces placentas, dont le poids total est
de 460 gr., sont tous prélevés au méme stade de gestation
(J1s; le jour Jo étant le jour de mise au male). Puisque la
durée de gestation chez cette espéce est de un mois et que la
nidation se produit entre J; et Jg, nous avons opté pour le
stade Jig afin d’obtenir un placenta conséquent. Apres
dissection des lapines, les placentas sont rapidement
prélevés, rincés au NaCl a 0,9% et peuvent étre conserveés a
- 20°C.

Technique opératoire

L’évaluation des PAGs de lapine est réalisée par dosage
radio-immunologique par un systéme hétérologue. La PAG
bovine pure [6] est utilisée comme traceur radioactif et
comme standard. Quatre antisera ont été testés pour le
dosage de la PAG lapine, I’antisérum anti-PAG bovine
(1/200000), l’anti PAG ovine, (1/20000), I’anti PAG
caprine I (1/150 000) et I’anti PAG caprine II (1/40000).
Ces antisera , dont les références sont b PAG 497, o PAG
495 et ¢ PAG I 707, ¢ PAG II 708, sont produits au
laboratoire de physiologie de la reproduction de la faculté
de Médecine Vétérinaire de Licge.

Le taux de protéines totales est mesuré par la technique
de Lowry [11] avec la fraction V de la sérum-albumine
bovine comme standard.

Le rapport molécules immuno-réactives/ protéines
totales permet [’évaluation de [Dactivité relative de
I’échantillon aux différentes étapes de 1’expérimentation.

Extraction

Les tissus placentaires sont broyés et homogénéisés
avec un mixer, dans du tampon phosphate (KH,PO4 + KClI,
0,1M, pH 7,6) avec un rapport tampon / tissu de 5:1 (v :w).
Des inhibiteurs de protéases sont ajoutés au tampon, PMSF
(0,2M) et EDTA de sodium (0,2%, w :v). L’homogénat est
soumis a une agitation douce pendant une nuit a 4°C, puis a
une centrifugation pendant 1h a 27 000g. Le culot éliminé,
le pH du surnageant est ramené a pH 4,5 avec H3PO4 0,5N.

Apres agitation a 4°C durant 2h, D’échantillon est
centrifugé (1h a 27 000g); le culot, qui représente la sérum-
albumine lapine, est éliminé, le surnageant étant réajusté a
pH 7,6 avec du KOH 0.5N.

Précipitation au sulfate d’ammonium

La précipitation au sulfate d’ammonium (SAS) sec est
réalisée en 2 temps. Dans un premier temps, il est ajouté
délicatement au surnageant récupéré, sous agitation (243
g/L). La précipitation des protéines, qui dure 4 h est suivie
de centrifugation (1h a 27 000g); le culot recueilli regroupe
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les protéines précipitées par saturation a 40%.

Dans un second temps, le sulfate d’ammonium est
ajouté au surnageant (285 g/L) pour réaliser une solution
saturée a 80% et précipiter le maximum de protéines. Cette
étape est réalisée pendant une mnuit a 4°C. Apres
centrifugation (1h a 27 000g), le culot est dissous dans du
tampon Tris-HC1 0,01M pH 7,6.

Les deux culots obtenus (40% et 80% de SAS) sont
dialysés contre le méme tampon (Tris — HCI ) pendant 36 h
(6 bains de 6h) puis centrifugés pendant 30 mn a 36 000g.
Des prises aliquotes sont réalisées sur les 2 échantillons; la
fraction qui renferme le plus de PAGs et de protéines est
soumise a 1’étape suivante, a savoir la chromatographie.

Chromatographie d’échange d’ions

La fraction 80% de sulfate d’ammonium est soumise a
une chromatographie d’échange d’ions sur résine DEAE-
cellulose (DE 52, Whatman) dans une colonne (20cm x
10cm). La résine est préalablement équilibrée avec du Tris-
HCI1 0.01M pH 7,6. Apres ¢élution des protéines non liées
avec du tampon seul, les protéines fixées a la résine sont
détachées par augmentation de la force ionique du tampon
avec du NaCl (0,02M ; 0,04M ; 0,06M ; 0,08M et 0,1M);
six étapes sont ainsi réalisées (étapes 0 a 5).

Les éluats, largement dialysés contre le méme tampon
sans NaCl, sont dosés avec les quatre systémes
hétérologues. Les échantillons des différentes étapes sont
lyophilisés et conservés a -30°C en vue de tests ultérieurs.

RESULTATS

Les protéines immunoréactives sont retrouvées dans les
fractions 40% et 80% de sulfate d’ammonium, de fagon
importante dans la fraction 80% pour les systemes RIA
avec antisera anti-caprins (Tab. 1 et 2) alors que pour les
RIA avec antisera anti-bovin et anti-ovin, c’est la fraction
40% qui semble plus riche en PAG (1,10.10* et 1,81.10%)
(Tab. 3 et 4).

Par chromatographie d’échange d’ions avec gradient
croissant de NaCl, nos résultats montrent que la plus grande
proportion de PAG est retenue par la résine anionique (96
% et ce, pour les 4 antisera testés), ce qui laisse supposer
que la substance étudiée serait sous forme anionique au pH
de I’expérimentation (pH 7,6).

D’autre part, il semble que par la technique
chromatographique, 1’¢lution en présence de 0,04M de
NaCl (I’étape 3 DEAE) libére la fraction la plus riche en
substance immuno-réactive reconnue par les quatre antisera
(Tab. 5, Fig. 5) .

En comparant les 4 systémes RIA utilisés, nous
déduisons que c’est I’antisérum anti-ovin qui détecte
relativement le mieux la PAG lapine (Tab. 6, Fig. 6), c’est
ainsi que le rapport PAG/ protéines totales de 1’étape 3 est
de 102,8.10° pour l’anti-ovin contre 82.10°, 25,7.107,
54,28.10° pour I’anti-bovin, I’anti-caprin I et ’anti-caprin
II respectivement (Tab. 5, Fig. 5).

DISCUSSION

La littérature ne mentionnant aucun travail sur les PAGs
de lapine, il nous a paru intéressant, compte tenu des
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Paramétres | Protéines| PAG | PAG/Protéines

totale | (ng) totales

Etapes (mg) x 10
Extrait brut 23000 78 3,39
SAS 0-40% 187 | 0,21 1,12
SAS 40-80% 8244 92 11,15
DEAE + NaCl 0 M 6030 20 3,31
0,02 M 387 3,6 9,30

0,04 M 350 9 25,7

0,06 M 468 5,4 11,53

0,08 M 291 3,8 13,05

0,10 M 320 2,8 8,75

Tableau 1: Quantification de la PAG par RIA avec antisérum anti
cPAGL
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Figure 1: Evaluation du taux de PAG/ protéines totales par RIA
avec anti c PAG L.

Paramétres | Protéines | PAG |PAG/Protéines

totales (ng) totales

Etapes (mg) x 10
Extrait brut 23000 158 6,84
SAS 0-40% 187 0,4 2,13
SAS 40-80% 8244 187 22,68
DEAE + NaCl 0 M 6030 39 6,46
0,02 M 387 7,4 19,12

0,04 M 350 19 54,28

0,06 M 468 10,8 23,07

0,08 M 291 6,8 23,36

0,10 M 320 6 18,75
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Tableau 2: Quantification de la PAG par RIA avec antisérum anti
¢ PAGIL

Figure 2: Evaluation du taux de PAG/ protéines totales par RIA
avec anti ¢ PAG II.

Parametres Protéines | PAG |PAG/Protéines

totales | (ng) totales

Etapes (mg) x 10
Extrait brut 23000 892 38,78
SAS 0-40% 187 22 117
SAS 40-80% 8244 141 17,1
DEAE + NaCl 0 M 6030 32 5,3
0,02 M 387 | 14,2 36,6

0,04 M 350 29 82,8

0,06 M 468 4,6 9,82

0,08 M 291 2,6 8,93

0,10 M 320 6,5 20,3

Tableau 3: Quantification de la PAG par RIA avec antisérum
anti b PAG.
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Figure 3: Evaluation du rapport PAG/ protéines totales par RIA
avec anti b PAG.
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Paramétres  |Protéines| PAG |PAG/Protéines

totales | (ug) totales

Etapes (mg) x 106
Extrait brut 23000 |1187 51,6
SAS 0-40% 187 34 181
SAS 40-80% 8244 | 147 17,8
DEAE +NaCl 0 M 6030 75 12,4
0,02 M 387 22 56,8

0,04 M 350 36 102,8

0,06 M 468 | 18,4 39,3

0,08 M 291 | 10,6 36

0,10 M 320 14 43
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Tableau 4: Quantification de la PAG par RIA avec antisérum anti
o PAG.

Antisera | Antib Anti o Antic | Antic

PAG PAG PAGI | PAGII

Etapes x10°¢ | x10° | x10° | x10°
DEAE+NaCl 0 M 5 12,4 3,31 6,46
0,02 M 36 56,8 9,30 19,12

0,04 M 82 102,8 25,7 54,28

0,06 M 9,8 39,3 11,53 23,07

0,08 M 8,9 36 13,05 23,36

0,10M | 20,3 43 8,75 18,75

Figure 4: Evaluation du rapport de PAG/ protéines totales par
RIA avec anti o PAG.
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Tableau 5: Rapports PAG/ Protéines totales des fractions
chromatographiques avec les quatre systémes RIA.

Antisera | Antib Anti o Anti c Anti c
Etapes PAG PAG PAGI | PAGI
Extrait brut 38,78 51,6 3,39 6,86
SAS 0-40% 110 181 1,12 2,13
SAS 40-80% 17 17,8 11,15 22,68

Tableau 6: Rapports PAG / Protéines totales avec les quatre
systémes RIA.

caractéristiques de cette espéce, de réaliser l'extraction et
l'isolement de protéines de cette famille a partir de
placentas de lapines.

Le protocole expérimental utilisé est basé sur la
technique de Zoli et al.[6] modifiée. Les dosages radio-
immunologiques utilisés sur des échantillons de différentes
étapes ont mis en évidence des molécules antigéniques
reconnues par les quatre antisera dirigés contre les PAGs,
bovine, ovine et caprines. Ces PAGs, qui sont des
glycoprotéines de la famille des protéases aspartiques [5, 1]
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Figure 5: Rapports PAG/ Protéines totales dans les fractions
chromatographiques avec les quatre antisera utilisés.
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Figure 6: Rapports PAG/ Protéines totales selon les quatre
systémes RIA.
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sans activité enzymatique [12], présentent des similarités de
séquence entre elles.

Notre étude montre que, lors de la gestation, le placenta
de lapine produit une ou des formes glycoprotéique(s)
analogue(s) aux PAGs isolées des ruminants domestiques.

Quel que soit le type d’antisérum utilisé dans nos dosages
radio-immunologiques, il semble que la PAG de lapine se
lie quantitativement a la résine DEAE-cellulose & pH 7,6,
indiquant une nature non basique de la protéine. Cette
protéine est éluée essenticllement a 0,04M de NaCl, alors
que la PAG bovine, recuecillie entre 0,04M et 0,2M, a
présenté un maximum a 0,08M de NaCl [6]; I’ovine [13] et
la caprine [7] ont été obtenues a 0,04M et 0,08M de NaCl.
Ces différences sont interprétées par la coexistence de
plusieurs isoformes [14] qui différent par leur degré de
glycosylation et leurs groupements sialiques.

CONCLUSION

Notre étude montre que lors de la gestation, le placenta
de lapine produit une ou des formes glycoprotéique(s)
analogue(s) aux PAGs isolées des ruminants domestiques.
A un stade plus précoce de la gestation, ces glycoprotéines
sont retrouvées a un taux plus élevé [15 ]. Ainsi, au stade
Ji4 le taux relatif de ces PAGs est trouvé plus élevé qu’aux
stades Jig et Jo1, ce qui suggere un role particulier de ces
glycoprotéines dans le processus de remaniements de
I’endométre au cours de la gestation.
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