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Liminaire

Le placenta, organe temporaire,
intermédiaire entre les générations est
indispensable au développement d'un foetus
dans l'utérus d'une mére, pas nécessairement de
sa mere. En effet, dés 1890, Heape de
Cambridge communiquait a la Royal Society qu'il
avait transplanté avec succés des ceufs fécondés
d'une lapine dans une autre lapine déja en
gestation; le transfert fut effectué le 27 avril et les
naissances se produisirent le 29 mai. L'objectif
poursuivi par Heape était de vérifier si les
caractéres génétiques des embryons
transplantés se trouvaient influencés par le
milieu de la mére de remplacement; la réponse
fut négative (Heape, 1891)... la publication ne
relate cependant rien de particulier concernant le
placenta.

La production des hormones qui assurent

la régulation des activités de la gestation est'une
des plus intéressantes des fonctions
spécialisées du placenta. Quiconque étudie le

placenta pour la premiere fois peut s'étonner que
ce soit cet organe qui assure cette fonction etnon
la mere ou le feetus. Et pourtant, avantméme que
le placenta se forme au plan anatomique, des
cellules trophoblastiques particuliéres
synthétisent et sécrétent en abondance des
molécules aux fonctions paracrine ou endocrine.

Chez les humains, la premiére hormone a
-

étre produite en quantité notable est la
gonadotropine chorionique ou hCG. Tout au
début de la différenciation du trophoblaste, cette
molécule enrobe Ia ‘surface des cellules
trophoblastiques; agissant sans doute comme
une couche de protection immunitaire, elle
empéche le rejet du blastocyste et facilite son
implantation. Chez les ruminants, I'implantation
se produit plus tardivement et de fagon beaucoup
plus superficielle: la placentation est dite
épithélio (chez la vache) ou syndesmo (chez la
brebis etla chevre) choriale.

155




156

. , v e -
1 . o A - o
« . LN B - ks . . N
" e e & + @ .ag
R IR : ' de _ ob
. . » . : ‘ s

Figure 1

Interface foeto-maternelle chez lavache..
D’aprés Verstegenetal, 1982

1. Historique de notre
démarche expérimentale

En 1978, au moment ol nous avons feetus; aux environs du 100e jour de la gestation,
entrepris nos recherches sur I'endocrinologie les deux concentrations se croisent (Chan et al.
placentaire chez la vache, les connaissances 1978). Chez les bovins, la concentration feetale
relatives a la fonction endocrine du placenta diminue réguliérement jusqu'a la naissance mais
étaient limitées au lactogéne placentaire (bPL) elle reste toujours supérieure a celle de la mere
(Buttle & Forsyth 1976; Bolander & Fellows (figure2;Beckersetal. 1982).
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Quelques années plus tard, au moment ou

nous rédigions la discussion du manuscrit intitulé
" Trinucleate cells and ultrastructural localisation
of bovine placental lactogen " dans lequel nous
décrivions la migration des cellules binucléées,
puis leur franchissement de la bordure "
feetomaternelle " et leur fusion avec des cellules
épithéliales de I'endométre (Fig 3), nous avons
relevé que la majorité des cellules ne délivraient
leur contenu qu'aprés la fin de la migration.
De plus, nous ne trouvions pas de formes
d'exocytose aussi longtemps que les cellules
étaient localisées du coté feetal ou qu'elles
étaient en migration (Wooding et Beckers, 1987).
Ceci ne correspondait pas aux caractéristiques
des concentrations mesurées concernant le
lactogéne placentaire chez le foetus et chez la
mére et ceci suggérait indirectement que les
cellules binucléées étaient capables de
synthétiser et de délivrer dans le compartiment
maternel d'autres constituants encore inconnus a
l'époque... Le caractére PAS positif des cellules
binucléées et trinucléées et la suspicion de
I'existence d'une hormone chorionique
gonadotrope équivalente a 'hCG ou a la PMSG
nous a fait orienter notre recherche sur la
purification des glycoprotéines associées a la
gestation et sécrétées dans la circulation
sanguine maternelle. Les premiéres étapes de
ces investigations ont été particulierement
difficiles car, malencontreusement et trés vite, il
était apparu que les protéines bovines ne
présentaient pas de réaction croisée avec les
protéines humaines isolées par Tatarinov &
Masyukewich (1970), classifiées et repertoriées
I'année suivante par Bohn (1971),
communication personnelle (1983). En
conséquence, les premiéres étapes de notre
recherche ont consisté en la réalisation
d'extraction et de fractionnement puis de

Figure3 nammp

Migration d’une cellule binucléée dans le placenta
bovin.

T: trophoblaste ; U: utérus

D’apres Wooding et Beckers, 1987

A. Une cellule binucléée, chargée de granulations a
migré jusqu’alajonction microvilleuse.

B. Une cellule binucléée juste apres fusion avec une
cellule épithéliale (*¢) de | 'endométre maternel.
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C. Une cellule trinucléée — ou géante — insérée dans
I’épithélium utérin.
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purification par chromatographie d'affinité et
enfin par une production d'antisérums. Les
purifications par affinité consistaient
essentiellement a débarrasser les solutions de
lalbumine bovine, de I'hémoglobine adulte et
foetale, du bPL et des immunoglobulines qu'elles
contenaient (par suite de la grande quantité de
sang qui contamine habituellement les extraits
placentaires). Cette démarche, associée a
'immunodiffusion radiale et a l'immuno-
électrophorése, a permis de mettre en évidence
deux protéines: la premiére qui s'est révélée
dépourvue de toute activité hormonale (ni FSH, ni
LH, ni PRL, ni GH, ni TSH, ni ACTH...) etdont la
concentration plasmatique augmentait dans le
sang de la mére en fonction de 'avancement de
la gestation (Beckers et al. 1988a). La seconde
protéine inhibait 1a liaison de la lutropine (LH) et
de la follitropine (FSH) aux récepteurs
membranaires spécifiques; nous avons
considéré cette molécule comme Gonadotropine
Chorionique Bovine (bCG) et bien qu'elle ne
présentat aucune réaction croisée avec la PMSG
ni avec 'hCG, nous I'avons considérée comme
un équivalent de ces hormones chez la vache.
Nous étions également étonnés que la liaison de
cette bCG aux antisérums anti-lutropine bovine
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et porcine f(t faible et inconstante (Beckers et al.
1988b). Mais revenons a la premiére protéine qui
a I'époque fut appelée PSP (Pregnancy Specific
Protein) puis PAG pour Protéine Associée a la
Gestation ou Pregnancy Associated
Glycoprotein car nous avions décelé sa présence
dans les extraits des testicules et dans les
extraits ovariens des ruminants. Ceci rendait la
protéine non strictement spécifique de la
gestation. La PAG a été purifiee jusqu'a
'homogénéité et caractérisée par le Docteur A.
Zoli (Zoli et al., 1991). Rapidement, nous avons
pu developper un dosage radioimmunologique
sensible qui permettait de détecter et de
quantifier la protéine dans le sang maternel désle
début de la gestation. Le profil de concentration
est repris dans la figure n°4. Dés cette époque,
une collaboration a été développée avec le
Professeur RM Roberts - Université du Missouri-
Columbia aux USA - et cette collaboration a
permis d'isoler les cDNA codant pour les PAGs
bovine et ovine, de les séquencer et de montrer
l'appartenance des PAGs a la famille des
protéinases aspartiques. Dans cette famille les
PAGs coexistent avec les pepsinogénes humain,
porcin et simien, avec les cathepsines D & E, les
chymosines etlarénine etc... (tableau 1).

NH2-Terminal COOH-Terminal
30 32 213 215 219
Pepsine (humaine) Val Phe Asp Thr Gly Ser Ser le Val Asp Thr Gly Thr Ser
Cathepsine E  (humaine) le Phe Asp Thr Gly Ser Ser le Val Asp Thr Gly Tar Ser
CathepsineD  (humaine) Val Phe Asp Thr Gly Ser Ser le Vval Asp Thr Gly Thr Ser
Chymosine (bovine) Leu Phe Asp Thr Gly Ser Ser le Val Asp Thr Gly Thr Ser
Rénine (humaine) Val Phe Asp Thr Gly Ser Ser Leu Val Asp Thr Gly Ala Ser
72 74 78 253 255 259
bPAG (bovine) Vai Phe Asp Thr Ala Ser Ser Leu Val Asp Thr Gly Thr Ser
72 74 78 255 257 261
oPAG (ovine) Val Phe Asp Thr Gly Ser Ser Leu Val Gly Thr Gly Thr Ser
Tubleau !

Comparaison de la séquence des acides aminés de I'0PAG a celles de la bPAG et de certaines protéinases
aspartiques au niveau des régions qui encadrent les résidus d’acides aspartiques considérés comme essenticls
pour l'activité catalytique de la pepsine. Les NH)-terminal et COOH-terminal font référence respectivement aux

lobes situés du coté de ces extrémités.
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Profil de concentration de la PAG chez la vache gestante.
D’aprés Zolietal, 1992

Les antisérums générés contre la seconde
protéine (appelée bCG) et la disponibilité de
fractions de protéines semi-purifiées ont permis
le clonage d'autres cDNA a partir du placenta.
Leur séquencage a révélé leur appartenance
également a la famille des protéinases
aspartiques. Ce qui nous a permis de désigner
cette protéine PAGIl (Protéine Associée a la
Gestationde laclasse Il) (Tableau I1).

Cette caractérisation de la protéine
clarifiait 1a question de l'identité de I'hormone
gonadotrope placentaire chez la vache et levait
les incertitudes qui continuaient a régner sur son
existence (Xie et al., 1994). Le 29 octobre 1994,
nous avons eu 'honneur de communiquer nos
résultats devant 'Académie Royale de Belgique
en séance publique. Notre exposé s'intitulait :
“Molécules de la famille des protéinases
aspartiques dans le placenta des ruminants:
hormones ou protéines ? ", il était signé J.F.
Beckers, RM Roberts, AP Zoli, F. Ectors et J.
Derivaux (membre titulaire). Ainsi, la protéine
isolée sur la base de son activité lutéotrope
appartenait également au groupe des
protéinases aspartiques; elle était fortement

apparentée ala PAGI| avec laquelle elle présentait-

environ 58% d'homologie. Et nous enchainions
notre présentation: ainsi la protéine -que nous
avions appelée gonadotropine chorionique

bovine au début de nos recherches- n'était autre
qu'un nouveau membre du groupe des
protéinases aspartiques, de surcroit fortement
apparenté ala PAG. En raison de cette similitude
structurale avec les protéinases aspartiques etde
dissemblances importantes avec les
gonadotropines hypophysaires (séquence,
structure sous-unitaire), le terme d'hormone
chorionique gonadotrope bovine n'a pas été
maintenu dans la publication méme si une activité
LH est liée a cette molécule. Et la protéine douée
d'une activité gonadotrope a été dénommée
«pregnancy associated glycoprotein I».

Aujourd'hui, quelques années plus tard,
nous restons dans l'incertitude: faut-il considérer
la protéine a activité de type LH comme la
gonadotropine chorionique bovine (bCG) ou faut-
il au contraire la classifier en fonction de son
appartenance au groupe des protéinases
aspartiques et la considérer comme une simple "
pregnancy associated glycoprotein 11 " (PAGIl) ?
Dans ce choix de terminologie, la littérature ne
peut guére nous aider bien que certaines
"sérines" protéinases soient capables de se lier
au récepteur d'hCG et méme de l'activer (Willey
et Leidenberger, 1987). Dans la méme
publication, ces auteurs ont montré des
similitudes de structure entre certaines sérines

protéinases tel le chymotrypsinogéne et I'hCG
humaine.

Assez rapidement, nos investigations ne
se sont plus limitées aux seuls bovins; nous
avons également porté notre intérét surles ovins.
Chezlabrebis, le dosage de la protéine associee
a la gestation permet également d'établir un
diagnostic précoce de gravidité (dés le 25e jour
aprés la fécondation), dans cette espéce
cependant, le profil apparait différent de celui des
bovins ; l'élévation en phase terminale de la

gestation est beaucoup moins prononcee (Fig 5:
Ranillaetal., 1994).
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Protéine N-Terminal C-Terminal Enzyme active ?
bPAG 2 F D T G S [A] vV D T 6 T S Inconnu
bPAG 1 F D T A S s V D T G T S Probablementnon
oPAG 1 F D T G S S V G T G T S Probablementnon
Pepsine (simienne) F D T G S S \Y D T G T S Oui
Pepsine (humaine) F D T G S S Vv D T G T S Oui
Chymosine (bovine) F D T G S S Vv D T G T S Oui
Rénine (humaine) F D T G S s V D T G A s Oui
Rénine (souris) F D T 6 s [A] V D T G A] s Oui
Cathepsine D (humaine) F D T G S S \'} D T G T S Oui
Cathepsine E (humaine) F D T G S S \' D T G T S Oui

Consensus F D T G S S \Y D T G T S Oui-
Pepsine du Rhizopus F D T G s s L), o T 6 T [T} Oui
Pepsine du Penicillium F D T G S [A] iAj b T 6 1] L] Oui

Tubleau Il

Pour différentes protéinases aspartiques, comparaison des séquences en acides aminés constitutives des
domaines du site catalytique. Les carrés roses montrent les substitutions d’acides aminés qui n’empéchent pas
l'activité catalytique, le carré bleu indique une substitution qui probablement inactive l'enzyme.
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Profil de concentration de la PAG chez la brebis gestante.

D’apres Ranillaet al, 1994
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Profil de concentration de la PAG chez le cerf de
Virginie durant la gestation.
D’aprés Osborn et al, 1996
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Profil de concentration de la PAG chez la chévre gestante.

D’aprés Sousaetal, 1998

Profil de concentration de la PAG chez le renne durant
la gestation.
D’aprés Dahletal (en préparation)
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i est de méme apparu que la
protéine existe également
chez d'autres ruminants
domestiques: chez les
caprins ( Fig 6; Folch et al.
1993 et Sousa et al. 1998) et
sauvages: cerfs de Virginie,

renne. (Fig 7; Osborn et al
1996; Fig 8; Dahl en
préparation).

Récemment, trois
nouvelles formes de la
protéine associée a la
gestation ont été isolées a
partir de placentas de
chévres. Ces formes se
distinguent de la PAG isolée
en 1988 par leurs poids
moléculaires de 55, 59 et 62
kDa et leur séquence en
acides aminés. Le tableau lll
permet de comparer leur
séquences N terminales a
celles d'autres membres de
la famille des protéinases
aspartiques identifiés dans
le placenta. Différents
antisérums ont été produits
contre ces PAGs caprines;
ils sont utilisables dans les
dosages radio-
immunologiques et
ameéliorent la précocité du
diagnostic de gestation posé
par analyse du sérum
(Gonzalez et al. 1999,
soumis pour publication).

PAG62_goat ;DSXVTIVPLRNMRDIVYVGXITIG%; S |
SBU_3_69_sheep clzcsxv'rILPLRNMKDIFchxITIDi; 81(70%
PAG1_sheep ::SNLTIHPLRNIMDML!VGNITIGgg 81| 67%
PAG1_bovine :éSNLTTHPLRNIKDLVYMGNITIGgg 81]163%
PAG2_bovine :I:;SKITIHPLRNYLDTAYVGNISIG;; 70 | 63 %
SBU_3_62_sheep -—éxLTILPLRNMxDxFYRGXITIG(Z;g 70 | 63%
PEPF_rabbit agPDVSFEPLRNYLDLAYIGIISIGS‘: 70 | 52 %
PAG2_pig ?HngKFSYQPLRNYLDMVYVGNISIGgg 67| 52%
PAG_horse igSGVAFEPMRNYLDIAYMGIIsvszg 67 | 52%
PAG2_sheep ;gPKLSTHPLRNALDMAYVGNVTI(l;gg 67| 48%
PAG1_pig (S:SPKISCLRLWNYLDMVYVGNITIGS? 59 | 48 %
1 27
PAG59_goat RGSXLTTLPLRNIMDMLHMGXITIGTP S |
PAG1_bovine géSNLTTHPLRNIKDLVYMGNITIGgg 851 74%
PAG1_sheep g:SNLTIHPLRNIMDMLYVGNITIGgg 85| 74 %
SBU_3_69_sheep éGSxVTILPLRNMKDIFYBGXYTID%Z 78 | 55%
PAG2_sheep ZISJPKLSTHPLRNALDMAYVGNVTI%;?‘; 70 | 52 %
PAG2_pig :\grQKFSYQPLRNYLDMVYVGNISIGgg 701 44 %
PEPF_rabbit gngDVSFEPLRNYLDLAYIGIIsIcgg 70| 41 %
SBU_3_62_sheep --;XLTILPLRNMXDIFYRGXITIG(z;g 67 | 48 %
PAG2_bovine :ésxxTIHPLRN!LDTAYVGNISIG;; 67| 44 %
PAG1_pig gg?xlSCLRLWNYNDMVYVGNITIG'BL'g 67141%
PAG_horse :gSGVAFEPMRNYLDIAYMGIISVGgg 67 | 55%
1 27

PAG55_goat ISSPVSXLTIHPLRNIMDMLYVGXITI S |
PAG1_sheep ?:;FRASNL'I‘IHPLRNIMDMLYVGNI;; "85 81%
PAG1_bovine i’;FRGSNLTTHPLRNIKDLVYMGNI;; 74 | 63 %
PAG2_bovine g.:KNDSKITIHPLRNYLDTAYVGNI;; 70| 55 %
PAG2_pig :gSHVQKFSYQPLRNYLDMVYVGNIg% 67 148 %
PAG2_sheep ggASDPKLSTHPLRNALDMAYVGNV'?.‘? 631 52%
SBU_3_69_sheep——-éGsxvrleLnuuxDIryvcxxgg 631 52 %
SBU_3_62_sheep - - - ~ - éXLTILPLRNMXDIFYRGXIii 59 | 48 %
PAG1_pig égLCSPKISCLRLWNYLDMVYVGNI'?‘? 56 | 41 %
PEPF_rabbit ggQQDPDVSFEPLRNYLDLAYIGIIgi 52 133%
PAG_horse g;HADSGvAFEPMRNYLDIAYMGIIgg 52 | 30 %
Tableau Il

Séquences N terminales des PAGs caprines : comparaison aux PAGs

identifiées dans les autres espéces animales.

Garbayo etal, 1998.
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2. PAGs et Diagnostic de Gestation

Les glycoprotéines associées a la
gestation sont synthétisées dés le stade de
'élongation du blastocyste éclos (jour 10-12).
Cependant, au début, les quantités ne suffisent
pas a provoquer dans le sang maternel des
concentrations détectables par nos méthodes
actuelles. C’est ainsi qu'aprés la fécondation, il
faut attendre :

21,22 jourschezlachévre,

-25 jours chezla brebis,

- 30 jours chezlavache etchezlabiche.

Ensuite, chez les différentes espéces étudiées a
ce jour, la concentration augmente jusqu'aux
50eme gQeme 70éme jours ; chez la chévre et chez
la brebis, elle se maintient grosso modo jusqu’'ala
parturition tandis que chez la vache elle

augmente sans cesse pour atteindre des valeurs
tres élevées au momentdu part.

VOus référant aux courbes de référence et
en fonction de la date des derniéres chaleurs,

3. €volution du profil des PAGs lors de

vous pouvez établir un diagnostic prédictif de
gestation a partir des concentrations relevées
dans le dosage. Dorénavant, en Belgique, le
dosage des PAGs chez les ruminants est
proposé aux docteurs en médecine vétérinaire
via les laboratoires provinciaux et le laboratoire
d’hormonologie du CER a Marloie. |l se réalise
sur sérum (ou sur plasma) ; un préléevement
réalisé exactement de la méme maniére que pour
les sérodiagnostics habituels (brucellose,
leucose, IBR, BVD, VISNA-MEDI, CAEV, ..)
convient parfaitement. Lors de bilans sanitaires
portant sur 'ensemble du troupeau, il est facile
d'indiquer au laboratoire les numeéros des

femelles gestantes, ou présumées gestantes, a
contréler.

|I estvraisemblable que dans les prochaines

années, ce type de dosage sera utilisé de plus en

plus frequemment pour suivre la gestation chez
les ruminants.

Mortalité embryonnaire, Mortalité foectale ou Avortement ...

Les protéines associées a la gestation
sont synthétisées et sécrétées dans les couches
superficielles du trophoblaste étroitement
associées ou fusionnées avec le tissu maternel.
Par conséquent, les protéines associées a la
gestation ou en tout cas une bonne partie d'entre-
elles entrent dans la circulation sanguine

maternelle. Dans le sang maternel, ces
glycoprotéines montrent une grande stabilité;
leur demi-vie s'exprime en dizaine d'heures voire

. en jours. Grace a une collaboration née en 1996

entre I'Université d'Oslo et la nétre, nous avons
pu comparer lintérét du dosage de différents
parametres dans I'étude de la pathogénie de la



détresse foeto-placentaire précédant ou
"~ accompagnant les échecs de gestation chez la
chévre. Parmi les nombreux parametres
spécifiques mesurés dans le sang de la mere:
progestérone, cestrone sulfate, 15 cetodihydro,
PGF2a et non spécifiques: protéines totales,
albumine, alphaiglobulines, alpha 2 globulines,
béta-globulines, gamma-globulines, gamma-
glutamyitransferase et glucose, la protéine
associée a la gestation est celle qui apporte
l'information la plusriche (Fig 12,13,14 & 15).
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Figure 12

Profils de concentration de la PAG et de la proges-
térone chez une chévre dont la gestation a été
interrrompue suite a une mortalité embryonnaire. ‘
D’aprés Sousaetal, 1998
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Figure 14

Profil de concentration de la PAG chez une chévre qui,
au terme de 158 jours, expulse 2 foetus morts. Le degré
de décomposition des foetus et les chutes de
concentration de la PAG nous autorisent a situer la
détressse foeto-placentaire aux périodes indiquées par

les fleches et en tout cas bien avant | 'expulsion.
D’aprés Zarrouk etal, 1999 (in press)
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Figure 15

-»
Profil de concentration de la PAG chez une chévre qui.
au terme de 144 jours, expulse un foetus mort et met au
monde un foetus vivant. L’époque de la détresse
placentaire est indiquée par la fléche.
D’aprés Zarrouk etal, 1999 (inpress)

Figure I3

Profil de concentration de la PAG chez une chévre qui.
au terme de 137 jours, a expulsé 3 foetus morts. Le
degré de décomposition des foetus et les chutes de
concentration de la PAG nous autorisent a situer lu
détressse foeto-placentaire a 3 moments indiqués par
les fleches.

D’aprés Zarrouk etal, 1999 (inpress)



Parom ° === PAG nom! Dans respece bovine, la PAG constitue
1a- . également un excellent biomarqueur de la
10 fonction trophoblastique (Fig 16 a,b,c et17). Sont
. 4 en cours actuellement en Pologne des

o |3 investigations chez les ovins (coilaboration
& ST, , Gajewski) et des investigations sur les Zébus
41 (Université de Santa Maria au Brésil,
24 B collaboration Souza) ont débuté il y a quelques
0 - y . , . mois.
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Figure 16b,vache 3369 Figure 17
I A : seconde insemination responsable de la mort  pyq . biomarqueur de la mortalité foetale précoce ou
embryonnaire tardive  D’apres Ectors et al, 1996.

P4 ng/mt n s} eeemg PAG ng/mi
14 6 15000
121 W » 5 12000 4 gestation
10+ anormale

4 9000 -
8- I3
| -3 ® .
6 6000
4 a F2
a =} 3000
i /\ )
U l:‘ T T T ¥ T T 0 ) T L ]
T 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40
Jours aprés insémination semaines .

Figure 16c,vache 3570 \‘D ‘ g

Figure 16

Profils de concentration de la PAG et de la proges- Figure 18

térone chez trois vaches dont la gestation a été
interrompue précocement suite a une mortalité
embryonnaire.

D’apreés Szenci et al, 1998

PAG : biomarqueur de

gestation anormale avec
mole hydatiforme.

Dr’apres Ectors et al, 1996.
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