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ABSTRACT

Qualitative aspects of amniotic fluid proteins during the last trimoster of pregnancy in Cotonou,
Bénin

An amniotic fluid immunoelectrophoresis using a total amniotic antibody immunoadsorbed with normal human and
pregnant women sera is presented. This antibody is able to reveal 4 or 5 antigenic components. These findings confirm
the idea of a possible local synthesis activity of proteins by the amniochorial structures. The origin of such antigenic
components is to be determined in order to point out their possible role during pregnancy

RESUME

Un immunsérum anti - liquide amniotique total a été "immuno-équisé" contre un mélange de sérums humains normaux
et de sérums de femmes enceintes. Une immunoélectrophorés du liquide amniotique contre cet anticorps permet de
mettre en évidence 4 a5 arcs de précipitation correspondant a des antigénes propres a ce liquide biologique. Ce résultat
semble confirmer I'hypothése d’'une synthése locale de protéines au niveau des structures amniochoriales. La
détermination ultérieure de l'origine de ces antigénes permettra certainement d’entrevoir leurs réles physiopatologiques

probables au cours de la grossesse.

INTRODUCTION

Les membranes amniotiques sont perméables a de
nombreuses substances parmi lesquelles des électroly-
tes, le glucose, I'urée, la créatinine, et certaines protéines
de poids moléculaire inférieur a 150 Kd. Par ailleurs, la
membrane amnio-choriale de méme que la caduque se-
raient le lieu d'activité de synthése de substance comme
la prolactine et les lipides parmi lesquels les triglycérides,
I'ester de cholestérol et I'acide arachidonique. Enfin on
retrouverait, au niveau de ces membranes des activités
enzymatiques et de transfert de substances, surtout dans
I'amnio-chorion qui constitue la plus grande surface méta-
bolique au contact du liquide amniotique (1, 2). Ainsi le
liquide amniotique (LA) est un transudat materno - foetal
riche en protéines du plasma maternel essentiellement.

Comparer les protéines du sérum humain normal
(NHS) a cells de ce liquide biologique afin de déterminer
laquelle ou lesquelles lui sont spécifiques comme c'est le
cas pour d’autres liquies biologiques (3) est le but de la
présente étude.

MATERIEL ET METHODE D’ETUDE

Le matériel de départ est un mélange de liquides

amniotiques (LA) réalisé a partir des prélévements prove-
nant de la Clinique Universitaire de Gynécologie et d’'Ob-
stétrique (CUGO) du Centre National Hospitalier et Uni-
versitaire de Cotonou. Ce liquide est préleve aprés la
34°™ semaine d'aménorrhée par amniocentése sans
échoguidage (4, 5, 6, 7). Il s'agit, chez la totalité des
femmes prélevées, de grossess normales sans pathologie
maternelle associée, I'amniocentése ayant été indiquée
pour déterminer la maturité foetale devant une imprécision
de terme et/ou une souffrance foetale in utero (6).

L'immunsérum anti-liquide amniotique polyvalent est
obtenu aprés immunisation de chévres de race lagunaire
selon un protocole décrit précédemment (8). Une précipi-
tation au sulfate d'ammoniun a 50% de saturation, suivie
d'une dialyse exhaustive contre du NaCl 0,15 M, permet
d’avoir I'anticorps concentré.

Une partie de cetimmunsérum subit un “immuno-épui-
sement" selon le schéma que voici: on réalise un mélange
anticorps-sérum de femme enceinte 5: 1 (V/V) (le sérum
de femme enceinte est un mélange d'échantillons de sang
prélevés au 1, 2°™ et 3°™ trimestre de la grossesse), en
présence de 100ul de polyéthyléneglycol (PEG) 6000 a
5% dans I'eau. Aprés incubation pendat une heure a 37°C,
I'ensemble est laissé a +4°C pendant une nuit. Une cen-
trifugation a 4000 rpm pendant 20 mn permet d'obtenir un

biochimica clinica, 2000, vol. 24, n. 3

163



CONTRIBUTI SCIENTIFICI

SCIENTIFIC PAPERS

164

surnageant susceptible de ne contenir que les immuno-
globulines anticorps dirigées contre les "protéines pro-
pres" au LA ou du moins absent dans le sérum de femme
enceinte (SFE) et/ou dans le sérum humain normal (NHS).
Ce surnagent concentré subit une purification supplémen-
taire par passage sur une colonne de DEAE Sephadex
A50 (1,6x35 cm) équilibrée en tampon acétate 100 mM pH
6,5 azide de sodium 0,01% qui permet d'avoir les immu-
noglobulines anticorps dans le premier pic de fractions
non retenues par le gel (9).

Avec les différents anticorps ainsi disponibles (anti-
corps polyvalent anti protéines totales humaines, anti-LA
polyvalent et anti-LA "immuno-épuisé"), nous avons réali-
sé une immunodiffusion selon la méthode d’'OUCHTER-
LONY, une immunoélectrophorése selon GRABAR et
WILLIAMS (10), et une immunoélectrophorése bidimen-
sionnelle. Toutes les techniques électrophorétiques ont
été réalisées dans un systéeme de cuve non réfrigérée
avec un courant de 200 volts sans dépasser 20 mA par
plaque de 8x8 cm. Le systéme tampon est du Tris-Véro-
nal-Lactate de calcium dans les proportions de
(44,3:22,4:0,533 w/w). Le conservateur utilisé est de I'azi-
de de sodium a 0,65¢/1. La quantité d'anticorps incorporée
dans le gel de deuxieme dimension est comprise entre 30
et 50ul par ml de gel refroidi entre 45 et 50°C.

RESULTATS

Une électrophorése haute résolution (HRE) (figure 1)
compare le profil protéique du LA a celui du sérum de
femme enceinte. La double diffusion OUCHTERLONY
en utilisant 'anti-LA "immuno-épuisé" contre le méme
liquide permet de révéler trois arcs de précipitation. La
spécificité de ces arcs est attestée par le méme test qui
montre que cet anticorps ne réagit ni contre le SFE ni
contre le NHS. Par ailleurs, ce résultat prouve aussi que
la méthode d’épuisement utilisée a bien permis de préci-
piter la presque totalité des protéines du sérum humain
normal a I'exclusion de celles propre au LA.

L'immunoélectrohorése (figure Il) confirme ces résul-
tats; elle permet de révéler 4 arcs de précipitation lorsque
le LA réagit contre son anticorps polyvalent "immuno-épui-
sé&". Ce résultat montre la supériorité, du point de vue de
la sensibilité, de cette technique par rapport a celle de
I'immuncdiffusion 'OUCHTERLONY. Ainsi, aprés épui-
sement exhaustif, on identifie deux arcs de mobilité alpha
2, un arc en position béta et un dernier arc de mobilité
gamma.

L'anti-LA polyvalent réagit contre au moins 18 antigénes
humains et contre une quinzaine de protéines du transudat
materno-foetal (figures lll et IV). Aprés "immuno-épuisement"
on révéle, dans nos conditions, cing arcs de précipitation
assez nettement identifiables (figure V) par comparaison a
ceux obtenus dans les figures n° Il e Il

DISCUSSION

Les protéines retrouvées dans le liquide amniotique
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Flgure |

Electrophorese Haute Résolution (HRE) en gel d’agarose & 0,8%.
1:2 u/ de sérum de femme enceinte (SFE). 2:2 1l de LA concentré
de 15 fois.

Figure Il

Immunoélectrophorése en gel d'agarose a 0,8%. 1:5l de sérum
humain normal (NHS). 2:5 ul de sérum de femme enceinte (SFE).
3:5 ul de LA concentré. A:Anti - NHS polyvalent. B:Anti - LA
polyvalent. C:Anti - LA "Immuno-épuisé”

sont d’origine essentiellement maternelle. Leur passage
dans ce milieu est transmembranaire, au niveau de la
membrane amnio-choriale dont la structure poreuse auto-
rise de tels transferts (2, 11). Cependant, selon SUTCLIF-
FE et al. cité par SORENSEN (12), ces membranes parti-
cipent a la production de la protéinamnie dans une propor-
tion d'au moins 3%.

Nous avons mis en évidence au moins cing consti-
tuants antigéniques appartenant uniquement au liquide
amniotique et que l'on ne retrouve pas dans le plasma
humain. Ici le qualificatif de "protéines non plasmatiques”
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Figure Il

Immunoélectrophorése bidimensionnelle de 5 nl de LA. Deuxié-
me dimension contre 15ul/ml d'anti - LA polyvalent. Les différents
arcs identifiés sont numérotés de 1 a 15

Figure IV

Immunoélectrophorése bidimensionnelle de NHS (2 ul) en pre-
miére dimension; le gel de deuxiéme dimension contient 25 u/
d'anti- NHS polyvalent. Les différents arcs de précipitation identi-
fiés sont numérotés de 1 a 15; centains arcs, trés flous du fait de
la redissolution partielle du précipité Ag/Ac, n'ont pas pu étre
numérotés

veut dire que ces antigénes ne sont décelables ni dans le
sérum humain normal, ni dans celui de la femme enceinte.
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FIGURE V

Immunoélectrophorése bidimensionnelle de LA concentré 15 fois
(10 ul) en premiére dimension; le gel de seconde dimension
contient 30 ul/mf d'anti - LA "immuno-épuisé” Les arcs de préci-
pitation identifiés sont numérotés de 1a 5

Dans nos conditions de travail, le LA utilisé a été concentré
au moins 15 fois. En effect, des anticorps contre certains
composants faiblement présents dans le plasma pourra-
ient de ce fait persister aprés un épuisement alors consi-
dere comme étant exhaustif. Cependant, la technique de
l'immunoélectrophorése de double dimension est une mé-
thode dont la sensibilité est assez grande pour permettre
la mise en évidence d'antigénes plasmatiques (3) méme
sous forme de traces.

Les antigénes en position béta et gamma peuvent étre
respectivement comparés a une "béta trace" et une "gam-
ma trace". lls proviendraient probablement du tractus uri-
naire du foetus. Ces protéines n’auraient alors aucune
communauté antigénique avec leurs homologues du pla-
sma (14, 15). Les deux arcs de mobilité alpha 2, trés
voisins I'un de l'autre, restent trés difficiles a situer du point
de vue de leur origine. Une recherche de communauté
antigénique avec les protéines d’autres organes ou mi-
lieux biologiques foetaux estindispensable pour permettre
la détermination de cette origine (1, 16, 17). Cette démar-
che peut, par ailleurs, permettre d’entrevoir le réle physio-
logique et/ou pathologique de chacun de ces constituants
du LA. Quelque soit le cas, il n'est pas exclu que 'un ou
l'autre de ces constituants antigéniques soit le fait d’'une
synthése locale au niveau de la membrane amniotique ol
une certaine activité de synthése a été décrite (2, 12).
Toutes ces observations doivent étre considérées avec
beaucoup de réserve car ce travail mérite d'étre poursuivi.
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Il serait utile de procéder a la purification de chacun de ces
antigénes aux fins de caractérisation physicochimique et
d’études physiologiques. Ces études pourraient débou-
cher sur la mise en évidence d'un marqueur protéique
sensible et utilisable pour le diagnostic et/ou le suivi des
pathologies rencontrées au cours de la période gravido-
puerpuérale (16, 17, 18).

CONCLUSION

Aprés "immuno-épuisement"”, nous avons a identifier
cing constituants antigéniques "propres" au liquide amnio-
tique et que I'on ne retrouve pas dans le plasma humain
normal. Il estimportant de poursuivre la recherche sur ces
antigénes avec une comparaison et la détermination des
communautés antigéniques entre eux et ceux des autres
milieux et/ou organes foetaux. Ce travail permettra de
déterminer leur origine et leurs roles physiopathologiques
probables au cours de la grossesse.
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