INRA Prod. Anim.,
1995, 8 (3), 177-187

J.-P. BARLET, M.-J. DAVICCO, |
V. COXAM |
\

. INRA Laboratoire Croissance
| et Métabolismes des Herbivores

Theix 63122 Saint Genés Champanelle

Croissance osseuse
au cours des
périodes feetale et
néonatale : role du
peptide apparenté
a ’hormone
parathyroidienne

La croissance osseuse foetale et néonatale conditionne en grande partie
le format adulte et, ainsi, les potentialités ultérieures d’'un animal. Sa
régulation pose encore de nombreux problémes, en particulier chez les
ruminants domestiques. Quels sont les facteurs endocriniens
contrélant les transferts placentaires de calcium et de phosphore ?
Comment est régulée 'absorption intestinale des minéraux du lait
chez le nouveau-né ? La découverte récente (1988) du peptide
apparenté a ’hormone parathyroidienne, responsable de
I’hypercalcémie associée a certaines formes de cancers, et la mise en
évidence de certains de ses roles physiologiques permettent de
répondre a bon nombre de ces questions.

Chez les mammiferes, la régulation endo-
crinienne des métabolismes phospho-calcique
et osseux est essentiellement assurée par les
hormones calciotropes. Le 1,25-dihydroxycho-
lécalciférol (1,25-(OH)2 D3), métabolite actif
de la vitamine D3, stimule 'absorption intes-
tinale du calcium et du phosphore, et la miné-
ralisation osseuse. La calcitonine (CT), pep-
tide sécrété par les cellules parafolliculaires
thyroidiennes, inhibe la résorption osseuse et
module les transferts calciques placentaires,

Résumé

Le peptide apparenté 4 'hormone parathyroidienne (PTHrP) joue un réle impor-
tant dans la régulation de la croissance osseuse feetale et néonatale. Chez la
femelle gestante et/ou allaitante, ’hormone sécrétée par les parathyroides
feetales, les membranes placentaires et/ou la glande mammaire en lactation, sti-
mule les transferts calciques placentaires, module la tonicité utérine en fonction
de la taille du (ou des) feetus, contréle le débit artériel mammaire et la teneur du
lait en calcium et en phosphore. Chez le nouveau-né, le PTHrP apporté par le lait
pourrait intervenir dans la régulation de la motricité intestinale et de absorp-
tion intestinale du calcium et du phosphore.

évitant ainsi une déminéralisation excessive
du squelette de la femelle gestante et/ou
allaitante. L’inhibition de la résorption
osseuse induite par la CT résulte de I'induc-
tion de la rétraction et de la quiescence ostéo-
clastiques (Weryha et Leclére 1995). L'hor-
mone parathyroidienne (PTH), antagoniste
de la CT au niveau osseux, agit en synergie
avec celle-ci au niveau rénal : 'une et 'autre
induisent une phosphaturie en diminuant la
réabsorption tubulaire des phosphates. Si la
1,25 -(OH)2 D3 peut stimuler les transferts
calciques placentaires (Ross et al 1980) et la
sécrétion mammaire de calcium (Roux et al
1979), les hormones peptidiques (PTH et CT)
ne semblent pas jouer un réle important au
niveau mammaire ou l'une et 'autre s’ave-
rent incapables de modifier la composition
minérale du lait (Munson 1955, Barlet 1974).
Chez 1’animal, la parathyroidectomie
entraine une baisse de la calcémie et une élé-
vation de la phosphatémie. Cette derniere
résulte des effets rénaux de ’hormone, 'hypo-
calcémie provenant d’un ralentissement de
Pactivité ostéoclastique (Parsons 1976).
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Un syndrome particulier, désigné sous le
nom d’hypercalcémie humorale maligne, est
associée a certains cancers humains ou
canins. Chez les patients humains ou ani-
maux, les parameétres biochimiques sanguins
évoquent une hyperparathyroidie : hypercal-
cémie, hypophosphatémie, augmentation de
la résorption osseuse et de 'excrétion uri-
naire d’AMP cyclique (AMPc¢). Néanmoins,
chez ces individus, les concentrations plasma-
tiques de PTH, évaluées par dosage radioim-
munologique sont faibles et 'étude cytophy-
siologique des parathyroides d’animaux
atteints révele leur inactivité (Rosol et Capen
1988). Ceci indique qu'un facteur d’origine
extraparathyroidienne, mais ayant des effets
biologiques analogues a ceux de PTH, dont il
differe du point de vue immunologique, est
présent chez ces patients.

Un peptide ayant les mémes effets biolo-
giques que PTH a effectivement été isolé de
ces tumeurs (Moseley et al 1987, Broadus et
al 1988). Il a été appelé « PTH-related Pep-
tide » (PTHrP).

1 / Biochimie du peptide
apparenté a ’hormone
parathyroidienne

Le géne responsable de la synthese du
PTHrP a été isolé et cloné. Chez 'homme, il
est localisé sur le bras court du chromosome
11. Plusieurs formes d’ARNm résultant
d’épissages alternatifs ont été décrites et
codent pour trois séquences de PTHrP diffé-
rant par leur extrémité C-terminale : PTHrP
(1-139), PTHrP (1-141), et PTHrP (1-173)
(figure 1), la séquence (1-139) étant la méme
dans les trois formes. Actuellement, seules
les séquences aminées du PTHrP de 'Hom-
me, de la souris, du rat et du poulet sont
connues.

Huit des treize premiers acides aminés N-
terminaux du PTHrP sont identiques a ceux
de la méme séquence de la PTH. Cette simili-
tude explique la capacité de ces deux molé-
cules a réagir avec le méme récepteur dont le
géne a été cloné et la structure déterminée
(Juippner et al 1991). Les séquences synthé-
tiques humaines (1-34), (1-141) et (1-173) pos-
sedent la méme activité biologique que la
séquence (1-34) de la PTH humaine dans les
dosages biologiques in vitro (activation de
I'adényl-cyclase des cellules rénales) ou in
vivo (hypercalcémie induite) (Burtis 1992).

Cependant, les formes circulantes sont
encore inconnues, chez ’homme comme chez
Panimal. Dans les conditions physiologiques
normales, les concentrations plasmatiques
sont tres faibles et difficilement mesurables
par dosage radioimmunologique (RIA). Chez
la brebis gestante, elles sont généralement
plus élevées dans le plasma feetal que dans le
plasma maternel (Ratcliffe et al 1993).

Le peptide joue un réle fondamental dans
la régulation du métabolisme calcique de la
femelle gestante et/ou allaitante et dans celle
de la croissance feetale et néonatale.

2 / PTHrP et croissance feetale

Bien que l'existence du PTHrP ait pu étre
démontrée seulement grace au syndrome
d’hypercalcémie humorale maligne, le géne
codant pour ce peptide s’exprime normale-
ment au niveau d’'un grand nombre de tissus
tels que la peau (kératinocytes), la moelle
osseuse, le foie, la muqueuse gastrique, les
cellules musculaires lisses gastro-intesti-
nales, utérines et vasculaires. Ce géne s'ex-
prime également au niveau des parathyroides
foeetales, et PTHrP pourrait étre une véritable
« PTH feetale » intervenant en particulier
dans la régulation des transferts calciques
placentaires.

Figure 1. Schéma des génes de la PTH et du PTHrP humain (d’aprés Martin et al 1992). Le géne du
PTHrP comprend 9 exons (indiqués par les chiffres romains de | a IX), qui peuvent subir un épissage
alternatif (indiqué par les traits gris sous chaque schéma). Les exons ou parties d’exons codants ou non
codants sont représentés respectivement en noir et en blanc. Le nombre d’acides aminés des différents
peptides formés apres épissage alternatif en 3’ est indiqué a la partie inférieure du schéma.
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2.1 / PTHrP et transferts
calciques placentaires

Les ruminants, et en particulier la brebis,
constituent un modele tres intéressant pour
l'étude des transferts placentaires de calcium.
En effet, chez ceux-ci qui possédent un pla-
centa mésochorial, les transferts calciques
placentaires peuvent étre considérés comme
unidirectionnels dans le sens meére-feetus, la
quantité de calcium revenant dans le sens
feetus-mere représentant moins de 1 % de
celle transférée dans 'autre sens (Braithwaite
et al 1970).

Chez les ruminants, comme chez les autres
mammiferes, il existe un gradient calcique
materno-feetal positif. Bien que trés actives
pendant la gestation, les parathyroides
maternelles ne sont pas responsables de ce
gradient puisqu’il n’est pas modifié par leur
ablation. Par contre, il disparait apres para-
thyroidectomie feetale. Il ne peut étre que
tres partiellement restauré par injection de
1,25-dihydroxycalciférol et/ou de PTH au
feetus, mais 1l T'est totalement aprés adminis-
tration a celui-ci d'un extrait de ses parathy-
roides. Les concentrations plasmatiques
fetales de PTH sont pratiquement indétec-
tables par RIA, alors qu’elles sont supé-
rieures aux concentrations maternelles lors-
quelles sont évaluées par dosage biologique
(cf revues de Garel 1987, Care 1991, Silve
1991). L'ensemble de ces résultats indique
qu'un facteur ayant des effets biologiques
analogues a ceux de PTH, dont il difféere du
point de vue immunologique, est présent
dans les parathyroides foetales.

Les parathyroides du feetus ovin sécrétent
un peptide ayant une activité biologique ana-
logue a celle de PTH, mais des propriétés
immunologiques différentes (Rodda et al
1988). Dans les parathyroides feetales ovines
et bovines, comme dans les membranes pla-
centaires ovines, bovines, porcines et
humaines, le dosage RIA a confirmé la pré-
sence d’'une molécule immunologiquement
identique au PTHrP extrait des cellules
tumorales (Abbas et al 1990).

Selon Care et al (1990) la partie médiane
de PTHrP serait responsable de la stimula-
tion du transfert calcique placentaire, mesuré
par perfusion in situ du placenta ovin aprés
enlevement du feetus préalablement parathy-
roidectomisé. Par ordre croissant, les frag-
ments (75-84), (75-86) et (67-86) du peptide
synthétique humain seraient les plus actifs.
Ils agiraient sur un récepteur placentaire
particulier, différent du récepteur
PTH/PTHrP dont le géne s’exprime pourtant
au niveau placentaire (Urena et al 1993).
Nous avons cependant démontré (Barlet et al
1990) que le fragment synthétique (1-34) de
I’hormone humaine pouvait stimuler directe-
ment et/ou indirectement (par stimulation de
la synthese de 1,25-dihydroxycholécalciférol)
les transferts calciques placentaires chez la
brebis gestante (tableau 1). Cet effet peut
méme s’observer avec de treés faibles doses
d’hormone, ne modifiant ni la caleémie ni la

phosphatémie feetale (Barlet et al 1992b). Les
différences entre nos résultats et ceux de
Care et al (1990) s’expliquent, au moins par-
tiellement, par la dissemblance des protocoles
expérimentaux : perfusion pendant quelques
heures du placenta in situ pour ce dernier,
injection d’hormone trois fois par jour pen-
dant 10 jours au feetus cathétérisé chronique-
ment in utero en ce qui nous concerne.

Leffet du PTHrP sur les transferts de cal-
cium ne semble d’ailleurs pas se limiter au
placenta : chez le poulet, le géne de ce peptide
s’exprime au niveau des membranes vitelline,
amniotique et allantoidienne, impliquées
dans les transports de minéraux vers ’em-
bryon (Schermer et a/ 1991). L'importance du
role de cette hormone dans la régulation de
ces transferts calciques placentaires a été
récemment mise en évidence par Kronenberg
(1993) qui, en inactivant le géne codant pour
PTHrP chez 'embryon de souris, provoque la
mort de tous les nouveau-nés, mort occasion-
née par des difficultés respiratoires résultant
des déformations thoraciques ainsi induites.

Nous n’avons pas réussi a mettre en évi-
dence un effet du peptide sur les transferts
placentaires de phosphate chez la brebis
(Barlet ef al 1994). Mais le role de PTHrP
dans la régulation de la croissance feetale ne
se limite pas a ses effets au niveau du pla-
centa : PTHrP agit également au niveau de la
musculature utérine.

2.2 /| PTHrP et tonicité utérine

Comme PTH (Pang et al 1981), PTHrP
inhibe les contractions utérines induites
expérimentalement in vitro (Shew et al 1991,
Dalle et al 1992). Les ARNms du PTHrP sont
présents dans les cellules musculaires lisses
utérines de la ratte gestante, ou leur quantité
en fin de gestation est proportionnelle a la
taille de la portée (Thiede et al 1990). La ten-
sion induite au niveau du myomeétre par la
présence des feetus semble réguler 'expres-
sion des ARNms, puisque l'introduction d’un
ballonnet plus ou moins gonflé dans la corne
utérine d’'une ratte gestante chez laquelle les
feetus sont seulement présents dans 'autre
corne, induit I'apparition des ARNms dans la

Tableau 1. Influence du fragment (1-34) du
PTHrP synthétique humain sur les transferts
placentaires de calcium mesurés chez I'agneau du
111¢ au 118 jour de gestation (d’aprés Barlet et al
1990).

. PTHrP Témoins
Traitement (= 4) (n=4)
Poids feetal (kg) 1,7+0,2 1,8+0,1
Transferts calciques
(mmol/24 h/kg de feetus) | 10,1£0,3% | 7,1x0,5

(Moyennes + écart-type ; *P < 0, 05, comparaison avec les
témoins). Chaque feetus, cathétérisé chroniquement in utero,
recevait quotidiennement par voie jugulaire, du 105 au 117¢
jour de gestation, 6 nmoles d’hormone ou le méme volume de
solvant.
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premiere, proportionnellement & la pression
de gonflage. Il en est de méme si le ballonnet
est placé dans l'utérus d’'une femelle vierge
(Daifotis et al 1992). L'ovariectomie de la ratte
réduit considérablement ’expression des
ARNms utérins du PTHrP, I'injection d’cestra-
diol (4 & 400 mg/kg de poids vif) les multiplie
par un facteur de 6 a 8, deux heures apres
traitement (Paspaliaris et al 1992). Dans l'es-
péce humaine, les ARNms du PTHrP ont éga-
lement été identifiés dans le myometre, le pla-
centa, le chorion et l'amnios. Les
concentrations du peptide mesurées dans le
liquide amniotique (21 + 6 pM a 16 semaines
et 41 + 9 pM a 38 semaines) sont supérieures
a celles mesurées chez les patients souffrant
d’hypercalcémie humorale maligne. Elles s'ef-
fondrent a laccouchement, au moment de la
rupture des enveloppes, mettant ainsi en évi-
dence un role probable du peptide dans le
maintien de la quiescence utérine au cours de
la grossesse et dans 'expulsion du feetus au
cours du travail (Ferguson et al 1992).

Ces effets du PTHrP aux niveaux placen-
taire et utérin se retrouvent au niveau de la
glande coquillére et des cellules utérines au
cours du cycle de formation de I'ceuf chez la
poule (Thiede et al 1991).

Ainsi, la distension utérine produite par la
croissance du (ou des) feetus augmenterait la
production de PTHrP qui agirait localement

(par voie autocrine/paracrine) pour induire
un relachement de la musculature utérine
permettant au feetus de se développer norma-
lement.

2.3 / PTHrP et débit sanguin
ombilical

La tension des cellules musculaires lisses
des parois artérielles varie en fonction des
changements de pression intravasculaire, de
telle sorte que le flux artériel reste relative-
ment constant malgré les modifications
locales de pression. Ces mécanismes d’auto-
régulation font intervenir la réponse contrac-
tile de la cellule musculaire lisse a 1’étire-
ment. Celui-ci provoque la dépolarisation
cellulaire, induisant lactivation des canaux
calciques voltage-dépendants. L’influx cal-
cique déclenché par ces derniers provoque
une augmentation de la concentration intra-
cellulaire des ions Ca*, qui se fixent sur une
sous-unité protéique, la calmoduline, qui fait
partie d’'un systéme enzymatique plus com-
plexe, la MLCK (Myosin Light Chain
Kinase). Ce systéme enzymatique, activé par
les ions Ca*, permet la phosphorylation de la
myosine qui, en présence d’actine, d'ions Mg*
et ’ATP, est alors capable de se fixer sur l'ac-
tine et d’hydrolyser 'ATP. Cette hydrolyse
fournit I'énergie nécessaire a la déformation
des filaments de myosine. Lorsque la concen-

Figure 2. Principaux systémes associés a un récepteur hormonal membranaire régulant la contraction de

la cellule musculaire lisse (d’aprés Fréminet et al 1993).

Pi : phosphate, PIP2 : phosphoinositol diphosphate, IP3 : inositol triphosphate, DAG : diacyiglycérol,
CaM : calmoduline, ATP : adénosine triphosphate, ADP : adénosine diphosphate, MLCK : myosin light

chain kinase, MLCP : myosin light chain phosphatase.
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tration intracellulaire des ions Ca* est infé-
rieure a 10™M, la MLCK devient inactive et
un autre systéme enzymatique, la MLCP
(Myosin Light Chain Phosphatase), indépen-
dant de Ca* et toujours actif, supprime les
groupements phosphates des chaines légeres
de myosine. En présence d’ATP la téte de
myosine se détache des filaments d’actine. Le
cycle excitation-contraction s’interrompt et
provoque le relichement musculaire (figure
2) (Fréminet et al 1993).

Il a été démontré depuis longtemps que
PTH était dotée de propriétés hypotensives
(Charbon et al 1968), indépendantes de son
effet hypercalcémiant (Pang et al 1980).
I’ARNm de PTHrP s’exprime dans les cel-
lules musculaires lisses des vaisseaux san-
guins (Thiede et al 1992), et cette expression
est potentialisée par tout étirement subi par
la cellule, ou par les vasoconstricteurs tels
que l'angiotensine (Pirola et al 1993). PTHrP
exerce également un effet vasorelaxant au
niveau des arteres rénales (Winquist et al
1987), en stimulant la synthese de monoxyde
d’azote a partir de 'arginine (Simeoni ef al
1994). Le peptide est produit par les cellules
endothéliales des veines ombilicales
humaines au niveau desquelles ne s’exprime
pas TARNm du récepteur PTH/PTHrP qui, en
revanche, est présent au niveau des cellules
musculaires lisses de ces vaisseaux. Le
PTHrP synthétisé par les cellules vasculaires
ombilicales peut donc ainsi favoriser la crois-
sance du systéme vasculaire feeto-placentaire
(Rian et al 1994). Il peut également controler
le débit sanguin ombilical en modulant les
effets vasoconstricteurs de 'endothéline au
niveau des artéres et des veines ombilicales
(Ferguson et al 1994). La résultante de ces
effets va donc étre une augmentation du
débit sanguin irriguant Punité feeto-placen-
taire.

Ainsi, en régulant les transferts calciques
placentaires, la tonicité du muscle lisse uté-
rin et le débit sanguin ombilical, PTHrP
semble jouer un rdle trés important dans la
régulation de la croissance feetale. Mais les
effets du PTHrP «facteur de croissance » ne
se limitent pas a la période feetale. Ils s’éten-
dent également a la période néonatale, car ce
peptide intervient aussi dans la régulation du
fonctionnement de la glande mammaire dont
la production laitiére, dans les conditions
physiologiques naturelles, conditionne la
croissance du nouveau-né.

3 / PTHrP et croissance
néonatqlg ,

Les effets vasorelaxants du PTHrP ont été
démontrés au niveau pulmonaire (Crass et
Scarpace 1993), rénal (Simeoni et al 1994) et
ombilical (Ferguson et al 1994). Ils ne sont
pas restreints a ces trois territoires et se
manifestent également au niveau des artéres
mammaires.

3.1 / Production de PTHrP par la
glande mammaire

Thiede et Rodan (1988) ont démontré que
PARNm du PTHrP s’exprime au niveau de la
glande mammaire de la ratte en lactation. La
tétée, en induisant une élévation de la prolac-
tinémie, augmente les ARNms tissulaires du
PTHrP. En effet, une injection de prolactine a
la ratte en lactation produit les mémes effets
que la tétée, effets inhibés par la bromocrip-
tine (Thiede 1989). Les cellules épithéliales
mammaires humaines (Sebag et al 1994) et
bovines (Rosol et al 1994) cultivées in vitro
produisent du PTHrP. IGF-1 et EGF (Epider-
mal Growth Factor) stimulent cette produc-
tion, qui est freinée par la cortisone ou le
1,25-dihydroxycholécalciférol.

Budayr et al (1989) et Thurston et a/ (1990)
furent les premiers & mettre en évidence les
concentrations élevées en PTHrP dans le lait
(nanomolaires) par rapport a celles (picomo-
laires) dans le plasma sanguin, aussi bien
dans l'espéce humaine que chez le pore, le rat
et chez divers ruminants (vache, chévre, buf-
flonne). Ceci démontre qu’une partie impor-
tante du PTHrP produit par la glande mam-
maire passe dans le lait, grace auquel il peut
arriver jusqu'au nouveau-né (Goff et al 1991,
Ratcliffe et al 1993).

Néanmoins, chez la chévre (Ratcliffe et al
1992) comme chez la vache (Barlet et al
1993), au moment de la traite ou de la tétée,
les concentrations de PTHrP dans les veines
mammaires augmentent considérablement,
ainsi que le gradient hormonal entre veines
et artéres mammaires, démontrant ainsi
qu'une partie du PTHrP produit par la
glande mammaire passe dans le sang et
pourra alors agir par voie systémique. De
plus, PTHrP stimule la production d’AMPc
par les cellules myoépithéliales mammaires
(Sebag et al 1994) : il pourrait donc participer
au contrdle du stockage et de 1'éjection du lait
(Ferrari et al 1993).

3.2 / PTHrP et débit artériel
mammaire

L’ARNm du PTHrP s’exprime au niveau de
la paroi de Parteére inguinale de la ratte en
lactation, et cette expression est stimulée par
la tétée, ou par l'injection de prolactine chez
la femelle non lactante (Thiede et al 1992).

Chez la brebis et chez la cheévre, I'injection
de PTHrP dans une artére mammaire en
augmente le débit (Davicco et al 1993,
Thompson 1993, Prosser et al 1994). L'endo-
théline humaine diminue celui-ci, mais cette
diminution peut étre completement inhibée
par le PTHrP (Davicco et al 1993, figure 3). 1l
pourrait ne s’agir que d'un effet pharmacolo-
gique puisque les doses de PTHrP nécessaires
pour Pobserver chez la chévre correspondent
a des concentrations artérielles de 40 pmol/l,
alors que celles mesurées 7 jours aprés partu-
rition dans une veine mammaire ne dépas-
sent pas 1,2 pmol/l. Cependant, les concentra-
tions du lait en PTHrP, de 'ordre de 8 x 10° M
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Figure 3. Influence de I'endothéline perfusée
seule (10 pmoles/kg PV ; trait noir) ou avec le
PTHrP (1-86) humain (100 pmoles/kg PV ; trait
rouge) sur le débit d’une artére mammaire de la
brebis (d’apres Davicco et al 1993).

Débit artériel (ml/min)

Traitement

400~

300~

-20 0 20 40 60

Temps (minutes)

chez cet animal, sont suffisantes pour exercer
un effet vasodilatateur (Thompson 1993).

Cet effet vasodilatateur du PTHrP au
niveau des artéeres mammaires pourrait
d’ailleurs expliquer partiellement I'influence
de ce peptide sur la teneur du lait en miné-
raux. :

3.3 / PTHrP et minéraux du lait

PTHTrP est impliqué & deux niveaux dans la
teneur du lait en calcium et en phosphore.
D’une part il contrdle la résorption osseuse
observée chez la femelle en lactation. D’autre
part, il stimule I'excrétion de ces minéraux au
niveau de la mamelle.

a | PTHrP et résorption osseuse chez
la femelle en lactation

Pendant la lactation, chez les ruminants
domestiques comme chez la ratte, 'augmen-
tation de I'absorption calcique intestinale est
insuffisante pour fournir la totalité du cal-
cium excrété au niveau de la glande mam-
maire : une fraction plus ou moins impor-
tante de celui-ci provient alors du squelette
(cf revue Garel 1987). Cette résorption
osseuse associée a la lactation (Braithwaite et
al 1970), qui survient également chez I'ani-
mal parathyroidectomisé (Garner et al 1990,
Hodnett et al 1992) ne dépend pas de PTH.
Brommage et De Luca (1985) avaient émis
I’hypothese selon laquelle le peptide produit
au cours de I’hypercalcémie humorale
maligne pourrait étre normalement produit
par la glande mammaire, et serait alors res-
ponsable de cette résorption accrue. Les
mécanismes d’action du PTHrP au niveau
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squelettique ont été décrits (cf revue de Rouf-
fet et Barlet 1995).

Bien que l'injection s. ¢. d’anticorps anti-
PTHrP humain a des souris allaitantes n’ait
eu d’influence ni sur la teneur de leur lait en
minéraux ni sur la régulation de leur métabo-
lisme phospho-calcique (Melton et al 1990),
chez la ratte, les concentrations plasmatiques
de PTHrP s’élévent au moment du déclenche-
ment de la lactation (Miller ef al 1991),
lorsque la résorption osseuse est maximale
(Miller 1991).

Ainsi, les minéraux provenant de la résorp-
tion osseuse accélérée, et de 'absorption
intestinale, sont véhiculés au niveau de la
mamelle, ou PTHrP intervient également
pour moduler leur excrétion.

b / PTHrP et teneur du lait en
calcium et en phosphore

Les études réalisées ont montré qu’il exis-
tait chez les bovins une corrélation positive
entre les teneurs du lait en calcium et en
PTHrP. Ainsi, le lait des vaches Jersiaises,
plus riche en calcium que celui des Holstein,
présente également une teneur supérieure en
PTHrP (Law et al 1991). Cette corrélation ne
se retrouve toutefois pas chez la ratte (Yama-
moto et al 1992), chez qui la teneur du lait en
PTHrP augmente au cours de la lactation
alors que celle du calcium reste constante
(Rakopoulos et al 1992).

PTHrP stimulant les transferts de calcium
au niveau du placenta (Barlet et al 1990),
nous avons étudié son éventuel effet sur ces
transferts au niveau de la mamelle : les frag-
ments synthétiques (1-34) et (1-86) du PTHrP
humain, perfusés par voie intraveineuse a la
chevre en début de lactation, augmentent la
teneur du lait en calcium et en phosphore
(Barlet et al 1992a).

Stimulant les transferts de calcium succes-
sivement au niveau placentaire et mam-
maire, le PTHrP pourrait donc favoriser la
nutrition minérale du nouveau-né, comme il
le fait pour celle du feetus. Mais, pour vérita-
blement optimiser la nutrition phospho-cal-
cique du nouveau-né, celui-ci doit étre en
outre capable d’utiliser convenablement les
minéraux qui lui sont apportés. Le PTHrP
fourni par le lait pourrait donc également
exercer un contréle sur la motricité gastro-
intestinale et sur 'absorption du calcium et
du phosphore.

3.4 / PTHrp et tractus digestif du
nouveau-né

a | Motricité digestive

Les effets du PTHrP concernant la cellule
musculaire lisse s’exercent non seulement au
niveau de la paroi des vaisseaux sanguins ou
de l'utérus, mais également au niveau des
cellules de la paroi gastro-intestinale.

PTHrP provoque le relachement des parois
gastriques et intestinales du porc et du rat



Croissance osseuse au cours des périodes feetale et néonatale / 183

(Mok et al 1989). Alors que les fragments
(1-16) ou (7-34) du PTHrP synthétique
humain sont dépourvus d’effet, le fragment
(1-34) inhibe les contractions induites par la
cholécystokinine sur des cellules isolées de
lintestin de cobaye. Cette inhibition ne se
manifeste pas sur des cellules prétraitées soit
par un inhibiteur compétitif spécifique du
récepteur PTH/PTHrP ou du récepteur du
peptide intestinal vasoactif (VIP), soit par la
somatostatine ou la N-éthylmaléimide (inhi-
bant 'adényl-cyclase), soit par le (R)-p-AMPc
(antagoniste de 'AMPc au niveau de la pro-
téine kinase A). Ceci démontre que le PTHrP
provoque le relachement observé par un effet
direct au niveau de la cellule lisse, faisant
intervenir le récepteur du VIP, 'adényl-
cyclase et la protéine kinase A (Botella et al
1994).

Mais, outre le contréle de la motricité gas-
tro-intestinale, le PTHrP pourrait également
intervenir sur absorption intestinale des
minéraux.

b / Absorption calcique

PTHrP induit 'apparition d’'une transcalta-
chie (stimulation rapide et transitoire de I'ab-
sorption calcique intestinale) sur une anse
ligaturée d’intestin de poulet. Cet effet peut
étre bloqué par la nifédipine (inhibiteur des
canaux calciques) (Zhou et al 1992). Chez le
mouton adulte, PTHrP stimule 'absorption

Si la bonne utilisation du calcium alimen-
taire est une condition nécessaire a la crois-
sance néonatale, celle-ci est régulée par les
somatomédines, et en particulier par 'IGF-1
(Chevenne 1991).

35 / PTHrP et synthese d’IGF-1
par los et le foie

Les IGFs régulent le métabolisme et la pro-
lifération des ostéoblastes (McCarthy et al
1989a). PTH stimule la synthése ostéoblas-
tique d'IGF-1, ce qui explique l'effet anaboli-
sant de cette hormone au niveau osseux
(McCarthy et al 1989b). Les effets de PTHrP
au niveau ostéoblastique sont analogues a
ceux de PTH : il stimule la synthése de colla-
géne et d’'IGF-1 (Canalis et al 1990).

Chez le jeune veau préruminant, nous
avons démontré qu'une perfusion de PTHrP
dans la veine porte stimulait la production
d’IGF-1 par le tissu hépatique (Coxam et al
1992), au niveau duquel s’exprime 'ARNm
du récepteur PTH/PTHrP (Urena et al 1993).
PTHrP peut donc stimuler la croissance
osseuse néonatale selon un double processus
autocrine/paracrine et endocrine, augmen-
tant la production d’IGF-1 respectivement au
niveau osseux et au niveau hépatique.

Figure 4. Concentrations plasmatiques de xylose mesurées chez 3 veaux
nouveau-nés aprés ingestion d’un repas de colostrum ou de fait de soja
supplémenté (1 nmole/l) ou non en PTHrP (1-34) humain.

Le lait de soja était additionné de protéines, lipides, lactose et minéraux, de
facon a ce que sa composition soit analogue a celle du colostrum bovin (Davicco
et Barlet, données non publiées).

de calcium et de phosphore au niveau de
I'épithélium ruminal (Dua et o/ 1994). L'injec-
tion d'un sérum anti-PTHrP humain a des
souriceaux nouveau-nés ne modifie cepen-
dant pas les parameétres de leur métabolisme
phospho-calcique (Kukreja et al 1991). De
méme, chez des porcelets de 2 jours, la sup-
plémentation en PTHrP de leur aliment d’al-
laitement & base de lait de soja (donc totale- 30
ment dépourvu de PTHrP), destiné aux

nouveau-nés humains, ne fait pas varier

significativement I’absorption calcique intes-

tinale (Hillman et al 1994). 4

Xylose plasmatique (mg/dl)

Repas

Ces deux expérimentations ne permettent
pourtant pas d’éliminer un éventuel réle du
peptide sur ce dernier parametre. En effet, 20+
dans I'expérience conduite chez les souri-
ceaux, l'anticorps était dirigé contre ’hor-
mone humaine. De plus, une injection intra-
veineuse de cet anticorps, méme actif contre 4
I'hormone murine, n'inhiberait pas les effets
autocrines/paracrines du peptide apporté par
le lait. Dans la deuxiéme expérience, I’ali-
ment distribué aux porcelets avait une com-
position analogue a celle du lait humain ; il
était beaucoup moins riche en calcium (0,3 vs
2,2 g/l) et en phosphore (0,16 vs 1,55 g/l) que
le lait de truie. De plus, chez le veau nou-
veau-né de un jour, 'addition de PTHrP
(1-34) synthétique humain & un lait de soja
{(Inmole de peptide par litre) accélere la
vitesse de passage dans le sang du xylose 0
(marqueur de 'absorption intestinale) ajouté 20 0 20 40 60 80 100 120
a ce lait, la rapprochant de celle du xylose
ajouté au colostrum (figure 4). Temps (minutes)

107
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Tableau 2. Récapitulatif des effets actuellement connus du PTHrP sur la croissance fcetale et néonatale.

Croissance feetale

Croissance néonatale

<V Transferts placentaires calciques
X}J Tonicité utérine

&V Angiogenése du systéme ombilical

<7 dIGF1

7 Apport en minéraux

+ Débit artériel mammaire

+ Concentration de Ca et P dans le lait
<V Utilisation des minéraux

Modulation de la motricité gastro-intestinale

+ Absorption calcique
<7 Ostéogenese

+ Synthése hépatique et ostéoblastique

Conclusion

Le PTHrP joue un réle trés important dans
la régulation du métabolisme calcique au
cours de la gestation et de la lactation, et
dans celle de la croissance osseuse chez le
feetus et le nouveau-né (tableau 2). Chez la
femelle gestante, le peptide élaboré par les
parathyroides feetales et les membranes pla-
centaires stimule les transferts calciques de
la meére vers le feetus, et favorise ainsi la
croissance du squelette de ce dernier. Cette
croissance s’effectue dans des conditions opti-
males grace a l'effet relaxant exercé par le
peptide au niveau de la musculature utérine.

Chez la femelle allaitante, le PTHrP
sécrété par la glande mammaire stimule la
résorption osseuse indispensable a la fourni-
ture du calcium et du phosphore exportés par
la mamelle. Il participe également a la régu-
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1990. Measurement of parathyroid hormone-related
protein in extracts of fetal parathyroid glands and
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Biol. anim. Bioch. Biophys., 14, 447-458.

Barlet J.-P., Davicco M.-J., Coxam V., 1990. Synthe-
tic parathyroid hormone-related peptide (1-34) frag-
ment stimulates placental calcium transfer in ewes.
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M.-J., Tressol J.-C., 1992a. Parathyroid hormone-
related peptide might stimulate calcium secretion
into the milk of goats. J. Endocrinol., 132, 353-359.

Barlet J.-P., Davicco M.-J., Coxam V., 1992b. Calci-
tonin modulates parathyroid hormone-related pep-
tide-stimulated calcium placental transfer. In: D. V.
Cohn, C. Gennari, A. H. Tashjian (eds.), Calcium
regulating hormones and bone metabolism, 124-128.
Elsevier, Amsterdam.

Barlet J.-P., Abbas S. K., Care A. D., Davicco M.-J.,
Rouffet J.,1993. Parathyroid hormone-related pep-
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lation de la teneur du lait en ces minéraux,
peut-étre en modulant V'effet vasoconstricteur
de 'endothéline au niveau des artéres mam-
maires. Chez le nouveau-né, outre un éven-
tuel effet indirect sur la croissance osseuse
faisant intervenir un contréle de la motricité
gastro-intestinale et de 'absorption calcique
intestinale, il intervient aussi directement
sur cette croissance en stimulant la synthese
d’IGF-1 au niveau du foie et de T'os.

Le PTHrP apparait donc aujourd’hui
comme un régulateur du métabolisme phos-
pho-calcique au cours de la gestation et de la
lactation. Ce réle pourrait étre particuliére-
ment important chez la femelle des rumi-
nants domestiques, scuvent simultanément
gestante et allaitante. Il est tout autant en
ce qui concerne la croissance osseuse feetale
et néonatale.
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Abstract

Bone growth in the fetus and the neonate : role
of parathyroid hormone-related peptide.

Parathyroid hormone-related peptide (PTHrP)
plays a major role in the regulation of bone
growth in the fetus and the neonate. In pregnant
and/or lactating ruminant animals, the PTHrP
secreted by fetal parathyroid glands and placen-
tal membranes stimulates calcium placental
transfer from the dam to the fetus. PTHrP also
modulates myometrial uterine activity. The
expression of the PTHrP gene in pregnant uterus
is under the control of mechanical stretch indu-
ced by uterine distension following fetal growth.
Thus PTHrP controls the rhytmicity and/or force
of myometrial contractions during pregnancy.
Since uterine contractions severely depress
blood flow, another possibility is that PTHrP
might act to dilate uterine (and placental) blood
vessels and assure adequate blood flow to the

uterus and feto-placental unit. Conversely, in
ewes and goats, the PTHrP released by the lacta-
ting mammary gland regulates mammary blood
flow and calcium and phosphorus mammary
secretion. In neonates, milk PTHrP might control
gut motility and calcium and phosphorus intesti-
nal absorption.

Thus, by controling calcium placental transfer,
myometrial uterine activity, placental and mam-
mary blood flow, milk calcium and phosphorus
concentration, and, possibly, calcium and phos-
phorus intestinal absorption in the newborn,
PTHrP regulates skeletal growth during fetal
and postnatal periods.
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