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Même si l'existence de multiples formes de PTH en circulation est connue de

longue date, la nature de cette immunohétérogénéité n'a cessé de changer avec l'ajout de

nouveaux dosages de PTH. Ainsi l'ajout du dosage de PTH intacte (I-PTH) dans les années

80-90 permettait pour la première fois de mesurer directement la forme biologiquement

active de la PTH, la PTH(1-84). Ceci s'est avéré particulièrement utile en insuffisance

rénale où les fragments carboxyl-terminaux de la PTH s'accumulaient. Plusieurs études

avaient démontré que les antigènes utilisés dans les dosages de I-PTH réagissaient avec la

PTH(1-84) mais pas avec les fragments synthétiques PTH(1-34), PTH(39-84), PTH(53-84).

Cependant aucune de ces études n'avait regardé la profil HPLC de la PTH détectée en

circulation.

En 1993, le laboratoire du Dr P. D'Amour a démontré pour la première fois que le

dosage de I-PTH de Nichol 's Institute réagissait avec une forme moléculaire de PTH autre

que la PTH(1-84). Par la suite le même laboratoire a démontré que cette forme moléculaire

de PTH, maintenant appelée non-( 1-84)PT11, s'accumulait en insuffisance rénale pour

constituer 40-50 % de la PTH intacte mesurée alors qu'elle représentait seulement 15-20%

chez l'individu normal (Brassard JH 1993). La disponibilité commerciale de la hPTH(7-

84) a permis de démontrer que cette dernière se comportait comme la non-(l-84)PTH dans

les dosages de I-PTH et migrait à proximité de la non-(l-84)PTH sur profil HPLC.

Dans la première partie de nos travaux, nous avons voulu connaître l'origine de

cette nouvelle forme moléculaire de PTH. Nous avons voulu savoir si elle originait du

métabolisme périphérique de la PTH(1-84) et si elle était aussi sécrétée par les

parathyroïdes. Par la suite, nous avons voulu savoir si la hPTH(7-84), un prototype de
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non-(l-84)PTH et d'autres fragments carboxylterminaux synthétiques représentatifs de

ceux retrouvés en circulation, PTH(39-84) et PTH(53-84), pouvaient influencer l'activité

biologique de la PTH(1-84) in-vivo telle que nous la connaissons.

Le rôle du métabolisme périphérique de la PTH(1-84) dans la génération de la

non(l-84)PTH a été étudié chez le rat normal (N), et l'influence de l'insuffisance rénale sur

sa concentration a été étudiée chez le rat néphrectomisé (NPX). Expérimentalement, la

hPTH(l-84) a été injectée par voie intraveineuse chez les animaux N et NPX et la

disparition de la PTH injectée a été suivie au moyen d'un dosage de I-PTH sur

prélèvements sériés dans le temps. Par la suite, la I-PTH mesurée à chaque temps a été

fractionnée par HPLC et les formes moléculaires identifiées ont été quantifiées par

planimétrie. La disparition de la hPTH(l -84) injectée se faisait de façon biexponentielle.

Ces exponentielles s'expliquaient par la clairance de la hPTH(l-84) injectée ainsi que par

la formation et la clairance de la non-(l-84)PTH aussi identifiée. La demi-vie (t ) de la

première exponentielle était similaire dans les 2 groupes, tandis que la deuxième était plus

longue chez les rats NPX. Il en résultait une plus grande quantité de hPTH(l-84) sous la

courbe à tous les temps chez les rats NPX. L'apparition de la forme non-(l-84) était

maximale à 8 minutes dans les 2 groupes avec des niveaux plus élevés chez les NPX. La

surface totale sous la courbe de non-(l-84)PTH, (production - clairance) était supérieure

chez les rats NPX comparés aux normaux.

L'origine glandulaire de la non-( l-84)PTli a été étudiée au moyen de cellules

parathyroïdiennes isolées à partir d'adénomes humains. L'étude de sécrétion de la PTH a

été effectuée à la calcémie du patient et les formes moléculaires de PTH sécrétées ont été
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séparées par HPLC et les fractions obtenues ont été dosées. Les profils obtenus ont été

comparés aux profils obtenus avec le sérum de patients souffrant de la même maladie. Les

résultats ont démontré que la forme non-(l-84)PTH était sécrétée par tous les adénomes

étudiés. De plus, le profil des formes moléculaires sécrétées s'est avéré similaire à celui

des formes moléculaires obtenues en circulation. Quantitativement, la non-(l-84)PTH

représentait 21.1 ± 3.9% de l'I-PTH sécrétée, et 32.5 ± 1.3% de l'I-PTH circulante.

Cette première partie de notre travail a donc démontré que la non(l-84)PTH était

générée par le métabolisme périphérique de la hPTH(l-84) et aussi sécrétée par les cellules

parathyroïdiennes. L'insuffisance rénale, en augmentant la disponibilité du substrat et en

diminuant la clairance de la non-(l-84)PTH, doublait les taux circulants de non-(l-84)PTH.

Dans la deuxième partie de notre projet, nous avons étudié l'influence des fragments

carboxyl-terminaux de la PTH, représentatifs de ceux trouvés en circulation, sur l'activité

biologique de la PTH in-vivo. L'influence de ces fragments sur la réponse calcique à la

PTH a été étudiée chez le rat anesthésié et thyroparathyroïdectomisé (TPTX). Après avoir

développé une hypocalcémie aiguë, ces rats sont infusés par voie intraveineuse avec de la

hPTH(l-34) ou de la hPTH(l-84), avec ou sans fragments carboxyl-terminaux tels que la

hPTH(7-84), hPTH (39-84), hPTH(53-84), et ce à différentes concentrations. Les résultats

démontrent que la hPTH(7-84) seule a un effet hypocalcémiant au-delà de l'hypocalcémie

induite par la parathyroidectomie. La hPTH(l-84) et la hPTH(l-34) sont capables de

corriger l'hypocalcémie secondaire à la parathyroidectomie. L'infusion de hPTH(7-84)

avec la hPTH(l-84) ou hPTH(l-34), à dix fois la concentration de ces dernières inhibe la

réponse calcémique à ces préparations. La calcémie observée peut-être considérée comme
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la somme de l'effet positif de la hPTH(l-84 ) ou de la hPTH(l-34) et de l'effet négatif de

la hPTH(7-84). L'inhibition observée est directement proportionnelle à la dose de hPTH(7-

84) infusée. Les fragments carboxyl-terminaux plus petits exercent un rôle complémentaire

à celui de la hPTH(7-84) utilisée à moindres concentrations. Ces résultats démontent pour

la première fois que les fragments carboxylterminaux peuvent modifier la calcémie in-vivo.

De plus, la phosphatémie est réduite par l'infusion de la hPTH(l-84) ou de hPTH(l-34)

seule mais augmentée suite à l'addition de hPTH(7-84) dans l'infusat. Parallèlement, la

phosphaturie est réduite chez les animaux TPTX et revient à la normale avec l'infusion de

hPTH(l-84) ou de hPTH(l-34). L'addition de la hPTH(7-84) semble avoir un effet

iiihibiteur sur la phosphaturie qui n'est pas statistiquement concluant.

L'étude du système de récepteur impliqué dans l'effet hypocalcémiant de la

hPTH(7-84) a été effectuée sur des cellules ostéoblastiques de rat (ROS 17/2.8) utilisant

la I-[Nles'18,Tyr34]hPTH(l-34) comme traceur spécifique du récepteur classique

PTH/PTHrP, et la 125I-[Tyr34]hPTH(19-84) comme traceur spécifique du récepteur

carboxyl-terminal (C-PTH) de la PTH. Les résultats obtenus suggèrent que l'effet

hypocalcémiant de la hPTH(7-84) est médié par le récepteiy C-PTH. En effet, seulement

la hPTH(l-84) était capable de déplacer les traceurs des deux récepteurs, alors que la hPTH

(7-84) déplaçait uniquement le traceur du récepteur C-PTH, et la hPTH (1-34) celui du

récepteur PTH/PTHrP. La voie de signalisation a aussi été étudiée. L'interaction de la

hPTH(l-84) et de la hPTH(l-34) avec le récepteur PTH/PTHrP des cellules ROS 17/2.8

augmentait la production d'AMPc. La hPTH(7-84) n'avait aucun effet sur la production

d'AMPc dans ce système. Donc, l'activité biologique de la hPTH(7-84) serait médiée par
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le récepteur C-PTH et le messager secondaire serait autre que l'AMPc. L'action de la

hPTH(7-84) pourrait s'exercer au niveau de l'ostéolyse ostéocytaire qui est rapide.

Les résultats de cette étude sur les effets des fragments carboxyl-terminaux sur la

réponse calcémique à la PTH(1-84) ou hPTH(l-34), démontrent pour la première fois un

rôle des fragments carboxyl-terminaux dans la biologie classique de la PTH. La modulation

par la hPTH(7-84) de la réponse calcique à la PTH rend plus plausible l'hypothèse d'une

interaction des formes moléculaires circulantes de la PTH avec différents récepteurs pour

expliquer les effets biologiques de l'hormone. Ceci représente une nouvelle vision de

l'hétérogénéité de la PTH, de la biologie de la PTH et ouvre de nouvelles voies

d'investigation sur le rôle des fragments carboxyl-terminaux et sur le récepteur C-PTH.

0
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Mots clés : PTH, fragments carboxylterminaux de la PTH, récepteur C-PTH,

métabolisme périphérique, insuffisance rénale.
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LE CALCIUM ET LA CALCÉMIE

0

Le calcium (Ça) est un élément qui joue un rôle clé dans plusieurs processus

biologiques de l'organisme. Sa concentration dans le sérum est maintenue de façon étroite

entre 2.2 et 2.55mM. Le Ça en circulation représente 0.1% du Ça total de l'organisme et

existe sous 3 formes: lié aux protéines (40%), ionisé (50%) et chélaté par certains anions

(10%). Seul le Ça ionisé (Ca^, dont les variations reflètent mieux l'état du statut calcique

que celles du Ça total, est important pour influencer les processus biologiques de

l'organisme.

Pour assurer le bon fonctionnement de l'ensemble de l'organisme, la calcémie doit

être maintenue à un niveau presque constant. Le maintien de la calcémie nécessite des

interactions complexes entre trois hormones clés, la parathormone (PTH), la vitamine D,

et la calcitonine, et aussi trois organes, l'os, le rein, et l'intestin.

u
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L'HOMÈOSTASIE CALCIQUE

La parathormone

0

Les glandes parathyroïdes représentent le système endocrinien principal dans le

maintien de l'homéostasie calcique, et ce grâce au récepteur à calcium (CaR), localisé sur

la membrane des cellules principales des parathyroïdes.

Ces CaR pennettent aux cellules de détecter et de répondre rapidement à une baisse

ou à une élévation de la calcémie en sécrétant plus ou moins de PTH respectivement.

Classiquement, la PTH exerce ses effets biologiques en se liant à un récepteur spécifique,

le récepteur PTH/PTHrP, couplé à une protéine G, et localisé sur les membranes des

cellules des tissus cibles. L'activation de ce récepteur permet entre autre aux cellules

cibles de mobiliser le Ça et de normaliser la calcémie. Les effets principaux de la PTH

dans la régulation de la calcémie sont la stimulation de la résorption osseuse par les

ostéoclastes, la stimulation de la réabsorption tubulaire distale du Ça et, indirectement,

1'augmentation de l'absorption intestinale du Ça via la synthèse accme du métabolite actif

de la vitamine D la 1,25 dihydroxyvitamine D (l,25(OH)zD). L'élévation de calcémie va

à son tour inhiber la sécrétion de la PTH. Cette boucle de contrôle assure un maintien des

taux de calcémie en dedans de limites étroites avec peu de variations quotidiennes (fig l).

u



4

n
Figure 1 : Régulation de la calcémie chez l'individu normal.
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La calcitonine

La calcitonine est un polypeptide de 32 acides-aminés (AA), synthétisé par les

cellules parafolliculaires de la thyroïde, aussi appelées cellules C. La calcitonine est

possiblement impliquée dans l'inhibition de la résorption osseuse induite par la PTH au

niveau des ostéoclastes. Ses effets physiologiques demeurent controversés. Les effets

rénaux et osseux de la calcitonine ne sont observés qu'à des doses supraphysiologiques.

L'excès de calcitonine (cancer médullaire de la thyroïde) ou son absence (thyroïdectomie)

semblent avoir peu d'influence sur le métabolisme phosphocalcique.

0

u

La 1,25(OH)2D

La vitamine D est une préhormone qui fait partie de la famille des sécostéroïdes

liposolubles. Elle est synthétisée au niveau de la peau sous l'effet combiné des rayons

U.V. du soleil et de la chaleur. Elle provient aussi en partie de l'alimentation. Pour

exercer sa fonction, la vitamine D doit subir une hydroxylation en position 25 au niveau

hépatique et une hydroxylation en position l au niveau rénal pour devenir la 1,25(OH)2D,

le métabolite actif de la vitamine D. La première hydroxylation dépend d'un effet de masse

alors que la seconde est dépendante des niveaux circulants de PTH et de phosphate. La

l ,25(OH)2D exerce ses effets biologiques en agissant directement au niveau du noyau des

cellules cibles sur les gènes appropriés. Les organes cibles de la 1,25(OH)2D dans le

contrôle de la calcémie sont l'intestin et l'os. Au niveau de l'intestin la 1,25(OH)2D va
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augmenter l'absorption intestinale du Ça en induisant l'activité d'un transporteur

intracellulaire liant le Ça. Ceci permet d'augmenter la vitesse de transfert et la quantité de

calcium absorbé. Sur l'os, elle agit essentiellement sur les ostéoclastes pour favoriser la

résorption osseuse, et ses effets dépendent de sa concentration. A concentration

physiologique, elle est synergique aux effets de la PTH et à concentration

pharmacologique, elle reproduit seule les effets de la PTH. Au niveau du rein elle

augmente la réabsorption du Ça . En effet, chez le lapin déficient en vitamine D, le

transport du Ça au niveau des membranes luminales et basolatérales du tubule distal est

augmenté par la 1,25(OH)2D (Bouhtiauy ï et al. Endocrinology 132:115-120, 1993).

Parmi ces trois hormones, la PTH est l'hormone clé dans la régulation de la

calcémie. La relation entre les formes moléculaires de PTH en circulation, les récepteurs

à PTH à différents niveaux et les activités biologiques de l'hormone, ci-dessus

mentionnées, vont maintenant nous intéresser.
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BIOSYNTHÉSE, SÉCRÉTION ET FORMES

CIRCULANTES DE PARATHORMONE.
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I BIOSYNTHÉSE DE LA PTH ET SON CONTRÔLE

1.1 LE GÈNE ET SA PROTÉINE

0

Il existe une seule copie du gène de la PTH dans le génome humain et elle est

exprimée principalement dans le tissu parathyroïdien et possiblement aussi dans

l'hypothalamus. Le gène a été bien étudié chez l'homme (Vasicek T 1983), le boeuf

(Weaver CA 1984), le rat (Heinrich G 1984) et le poulet (Russell J 1991). Il est situé sur

le bras court du chromosome 11 et les homologies nucléotidiques entre les espèces sont de

l'ordre de 80%. Tous ces gènes renferment trois exons et deux introns. Le premier exon

renferme la séquence 5' non codante de l'ARN messager, le deuxième la séquence de la

préproPTH et le troisième le reste de la séquence de la molécule de PTH mature.

La transcription du gène génère le message du précurseur de l'hormone, le

préproPTHmRNA. La PTH est un polypeptide linéaire formé de 84 acides aminés (9500

Da) (Brewer HB Jr 1970, Niall HD 1970, Mallette LE 1986) synthétisé sous forme d'un

précurseur, la préproPTH, à partir du PréProPTHmRNA. La partie pré est clivée par une

endopeptidase lorsque la protéine traverse la membrane du réticulum endoplasmique (RE),

libérant ainsi la proPTH dans la lumière du RE. La séquence pro est clivée dans l'appareil

de Golgi juste avant que la PTH se retrouve dans les vésicules secrétaires. La PTH(1-84)

mature et bioactive est le produit final de cette synthèse (fîg2).

0
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Figure 2: Structure primaire de la préproPTH.

Tiré de: Justin Silver. Regulation of parathyroid honnone synthesis and secretion.

Disorders of bone and mineral metabolism. Fredric L. Coe and Murray J. Favus. Raven

Press, Chap 4:84. 1992.



n

11

1.2 REGULATION DE L'EXPRESSION DU GÈNE.

La biosynthèse de la PTH est contrôlée principalement par le Ça, le P et la

1,25(OH)2D. Le Ça et la 1,25(OH)2D sont les modulateurs de la synthèse les mieux étudiés.

Leurs effets sur l'expression du gène de la PTH sont médiés par des mécanismes différents.

Rôle de la 1,25(OH)2D

0

0

Le rôle de la 1,25(OH)2D dans la régulation de la transcription du gène de la PTH

a été étudié in-vivo et in-vitro. Silver (Silver J 1985) a rapporté en 1985, le premier l'effet

direct de la 1,25(OH)2D sur les cellules parathyroïdiennes bovines en culture primaire. Des

niveaux élevés de 1,25(OH)2D diminuaient les niveaux de PreProPTHmRNA et des

niveaux abaissés avaient un effet inverse. Par la suite, ces résultats ont été confirmés in-

vivo chez le rat normal par le même auteur (Silver J 1986). Ces effets de la 1,25(OH)2D

sur la transcription du gène de la PTH ont été confirmés dans plusieurs études in-vitro

(Karmali R 1989, Brown AJ 1989, Russell J 1986). Seule la 1,25(OH)2D semble capable

à concentration physiologique d'inhiber la transcription du gène de la PTH, les autres

métabolites requerrant des doses supraphysiologiques. L'action régulatrice de la

1,25(OH)2D est médiée par un élément de réponse situé sur le gène de la PTH (fig 3). En

effet, après la liaison de la 1,25(OH)2D avec son récepteur (VDR), le complexe migre dans

le noyau et va se fixer sur l'élément de réponse de la région régulatrice du gène de la

préproPTH pour inhiber la transcription du gène.
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Le rôle de la 1,25(OH)2D dans la multiplication des cellules parathyroïdiennes a

aussi été étudié in-vitro sur les cellules parathyroïdiennes principales bovines en présence

(Nygren P 1988, Kremer R 1989) ou en absence (Ishimi Y 1990) de facteurs de croissance

dans le milieu de culture. Ces études ont démontré que la l,25(OH)zD augmentait de façon

aiguë la prolifération cellulaire. Le rôle de la 1,25(OH)2D dans la multiplication des

cellules parathyroïdiennes a aussi été étudié in-vivo chez le rat carence en vitamine D.

Chez cet animal, le nombre de cellules parathyroïdiemies n'augmentait que d'un facteur de

1,7 alors que le PreProPTHmRNA augmentait d'un facteur de 10 face à un déficit en

1,25(OH)2D (Naveh-Many T 1990). Ainsi, la 1,25(OH)2D peut agir à la fois sur la

transcription du gène de la PTH et sur la multiplication des cellules parathyroid! ennes.

0

u
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Figures: Regulation de la transcription. Rôle de la 1.25(OH)2b3.

Tiré de: Justin Silver. Regulation of parathyroid hormone synthesis and secretion.

Disorders of bone and mineral metabolism. Fredric L. Coe and Murray J. Favus. Raven

Press, Chap 4: 101. 1992
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Rôle du calcium

0

u

Le rôle du Ça ne se limite pas à influencer la sécrétion de PTH. Il est aussi un

régulateur du gène de la PTH et est impliqué dans le développement de l'hypertrophie ou

de l'hyperplasie du tissu parathyroidien. L'hypercalcémie diminue la quantité de

PreProPTHmRNA in-vitro (Russell J 1983, Brookmann JJ 1986, Russell J 1987). La

première étude m-vitro avec des cellules parathyroïdiennes bovines a démontré qu'une

hypercalcémie diminuait le niveau de PreProPTHmRNA sur une période de plusieurs jours

(Russell J 1983). Ces résultats ont été confirmés par d'autres études (Brookmann 1986,

Russell J 1987) qui ont aussi démontré une légère augmentation du niveau de

PreProPTHmRNA en hypocalcémie (Brookmann 1986). Ces effets du calcium ont aussi

été étudiés in-vivo chez le rat (Naveh-Many 1989, Yamamoto M 1989). Les résultats

obtenus en hypercalcémie ont été similaires à ceux obtenus in-viîro, cependant,

contrairement aux études in-viîro, ces études ont aussi démontré une augmentation

marquée du niveau de PreProPTHmRNA en hypocalcémie.

Une étude in-vivo chez le rat carence en Ça a permis de démontrer que l'action du

Ça dans la régulation du gène de la PTH n'est pas transcriptionelle (Naveh-Many T 1990).

On observe une augmentation importante de l'ARNm de la PTH sans augmentation de la

transcription du gène par hybridation in-situ (Naveh-Many T 1990). Cette régulation post-

transcriptionelle est médiée par la liaison d'une protéine cytosolique avec certaines

sequences non traduites de la région 3' du RNAm-PreProPTH (3'UTR). Cette liaison

stabilise le RNAm et le rend moins apte à la dégradation (Naveh-Many T 1999, Yalcindag
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C 1999, Sela Brown A 2000). L'hypocalcémie favorise la synthèse de cette protéine et

l'hypercalcémie a un effet inverse. La présence de cette protéine est obser/ée dans d'autres

tissus, mais sa quantité n'est régulée par le Caque dans les parathyroïdes.

Rôle du phosphore

0

0

Il a été longtemps considéré que l'influence du P sur la PTH était médiée par

l'intermédiaire du calcium. Son rôle direct a été démontré par l'étude de Lopez Hilker

et al (1990)chez le chien urémique. Ils ont démontré que l'hyperphosphatémie avait un

effet direct sur l'hyperparathyroidie secondaire du chien avec calcémie normale et

calcitriol abaissé. Ces résultats ont été confirmés chez l'homme urémique par Lafage Mîî

et al. (1992). En effet, la restriction alimentaire en P permettait de normaliser le niveau

de PTH circulante et les signes histologiques d'ostéïte fibreuse sans augmentation de la

calcémie ou du calcitriol sérique.

Le rôle du PÛ4 dans la régulation de l'expression du gène de la PTH est

indépendant des niveaux de Ça et de 1,25(OH)2D et a été rapporté in-vivo chez le rat

hypophosphatémique avec niveaux normaux de Ça et de 1,25(OH)2D (Kilav et al 1995).

Ces animaux avaient un niveau d'ARNm de PTH diminué et l'hybridation in-situ de

l'ARN marqué nouvellement synthétisé suggérait que cet effet n'était pas transcriptionel.

La diminution de l'ARNm de la PTH induite par l'hypophosphatémie est donc post-

transcriptionelle, et est due à la dégradation de l'ARNm de la PTH en absence de liaison

à une protéine cytosolique qui stabilise l'ARNm de la PTH (Naveh-Many 1999, Yalcindag
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1999, Sela-Brown 2000). Il s'agit de la même protéine que celle impliquée dans l'effet du

Ça. Sa synthèse est favorisée par l'hyperphosphatémie et inhibée par l'hypophosphatémie.

Un rôle indépendant du PÛ4 a aussi été confirmé in-vivo chez le rat normal (Hermandez

et al 1996) où l'hyperphosphatémie augmentait l'ARNm de la PTH indépendamment des

niveaux de Ça, CaR, 1,25(OH)2D et VDR.

1.3 REGULATION POST-TRANSLATIONNELLE.

0

u

Des études effectuées sur du tissus parathyroïdien d'origine porcine (Chu LLH

1973) et bovine (Habener JF 1975) ont démontré que la PTH nouvellement synthétisée,

marquée avec des acides aminés radioactifs, subit un sort différent dépendant de la

concentration du Ça ambiant. En hypocalcémie, la majorité de la PTH nouvellement

synthétisée était retrouvée comme produit de sécrétion dans le milieu et à l'intérieur des

cellules parathyroïdiennes. En hypercalcémie, la majorité de la PTH nouvellement

synthétisée ne pouvait être retrouvée ni dans le milieu ni dans les cellules, suggérant un

processus de dégradation, calcium dépendant, en fonction des besoins en parathormone.

Ce phénomène a été bien démontré in-vitro par Habener (Habener JF 1975) sur des cellules

parathyroïdiennes bovines. Il a démontré que la sécrétion de la PTH augmentait rapidement

en réponse à une hypocalcémie et ce sans modification de la biosynthèse ni du taux de

conversion de la Pro-PTH en PTH. À l'inverse, en hypercalcémie, presque 50% de

l'hormone nouvellement synthétisée était dégradée à l'intérieur de la cellule. Il a conclu

que cette dégradation intracellulaire représentait un mécanisme de régulation de la
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production d'hormone liée à une protéolyse généralisée. Cette étude confirmait les

résultats obtenus par Chu et al, (Chu LLH 1973) qui avait étudié la sécrétion in-vitro de

glandes parathyroïdes de rat maintenues en hyper ou hypocalcémie de façon chronique.

L'hypercalcémie réduisait la conversion de Pro-PTH en PTH secondairement à la

degradation intracellulaire de la Pro-PTH, de la PTH ou des deux. Il est probable, mais

non démontré, que ce processus est aussi celui qui est responsable de la formation des

fragments carboxyl-terminaux de la PTH (fig4).

0

0
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FIG. 2. Secretion, metabo'ism, clearance. and circulatiiig forms of inimunoreactive F'TH. PTH is synthe-
sized as a preprohormone, is converted to prohormone, and is secreted as intact hormone, or, it is
metabolized into biologically inactive carboxyl fragments prior to secretion. These carboxyl fragments
containing both the mîddls and carboxyl regions are îitso produced by peripheral metabolism of intact
PThl by liver and kidney. The half-Iife in vivo and the concentration of intact biologically active hormone
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amino-tcrminal fragm&nts is uncertain. From Endres et al. [119J.

Figure 4: Regulation de la parathormône synthétisée

Tiré de: Disorders of bone and mineral metabolism. Fredric L. Coe and Murray J. Favus.

u Raven Press, Chap 5:109.1992
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II SÉCRÉTION DE LA PTH.

0

La sécrétion de PTH dépend de la quantité de PTH mature emmagasinée dans les

granules secrétaires. La PTH destinée à la sécrétion étant limitée, elle doit être

continuellement renouvelée pour répondre aux besoins de l'organisme. Lorsqu'une

l'hypocalcémie est maintenue pour plus de 10-15 min, on assiste à une inhibition du

catabolisme intracellulaire de PTH puis à une augmentation de la synthèse de novo. A plus

long terme, une hypertrophie (jours) et une hyperplasie (semaines) vont successivement

s'installer si l'hypocalcémie n'est pas corrigée.

II. l AGENTS SÉCRÉTAGOGUES ET MÉCANISMES

0

La sécrétion de la PTH est régulée principalement par le Ça mais aussi par des

sécrétagogues tels que la sécrétine, le magnésium, les catécholamines et la vitamine D.

La relation qui existe entre la sécrétion de la PTH et la calcémie est définie par une

fonction sigmoïdale inversée (Brown EM 1983), l'hypocalcémie stimulant et

l'hypercalcémie inhibant la sécrétion de la PTH. Les quatre paramètres permettant de

définir cette fonction sont le taux maximal de sécrétion obtenu lors d'un stimulus

hypocalcique, le taux de sécrétion minimal ou non-suppressible obtenu lors d une

inhibition par une hypercalcémie, le seuil de stimulation (set-poinf), ou la concentration

de Ça qui correspond à 50% de la fonction secrétaire et, finalement, la pente, qui représente

la sensibilité des cellules parathyroïdiennes aux variations de calcémie. L'étendue de la
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fonction parathyroïdienne permet une grande variation de l'activité sécrétoire et contribue

au maintien de la calcémie.

Généralement les cellules du système endocrinien répondent au Ça via les canaux

calciques, tandis que les cellules principales des parathyroïdes sont capables de détecter

et de répondre à de très petites variations du Ça grâce à un récepteur membranaire

spécifique au Ça (CaR). Brièvement, l'activation des CaR par une hypocalcémie va

déclancher une série de réactions impliquant 2 voies de transmission du signal, la

production d'AMPc d'une part et 1'augmentation du Ça libre cytosolique d'autre part, qui

vont déclancher une sécrétion de la PTH par exocytose (fig 5).

0

u
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FIG. 15. Diagram depicting cclliilar events by v.'hich changes in cxlrecellular calckim may regulate PTH
secretion. Ch?.ngss in cxlracellular calciu.-n conccnîration v.'ould bo recognized by a plasma membrane
"receptor" (R). v.'hîch y/ould then activate eiiher the adenylate cydase or inositol phosphate pathv/ays. •
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tagogues. Phosphoînositidase C (PIC) p.ctivation lyads to tha synthesis of inositol triphosphate
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mîc reticiil'jm. and a more sustained increase due to influx of calcîum ttirough voltags sensitive and
insensitive channois. An increase in diacylg'yccirol (DAG) concentration leads to an increase in protein
kînase G ocîivîîy v/hîch inhibits PTH secretion.

Figure 5 : Mécanisme de sécrétion. Rôle du récepteur à calcium.

Tiré de: Justin Silver. Regulation of parathyroid hormone synthesis and secretion.

Disorders of bone and mineral metabolism. Fredric L. Coe and Murray J. Favus. Raven

u Press, Chap 4:98. 1992.
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11.2 PRODUITS DE SÉCRÉTION DES PARATHYROÏDES

0

u

Certaines études sur l'origine des fragments circulants de la PTH suggéraient que

les parathyroïdes sécrétaient uniquement la PTH(1-84) (Serge GV 1972, Habener JF 1971,

Martin TJ 1972) alors que d'autres suggéraient aussi la sécrétion de fragments d'un poids

moléculaire plus petit que celui de la PTH(1-84) (Arnaud CD 1970, Sherwood LM 1970,

Arnaud CD 1971, Sherwood LM 1971). Des études ultérieures ont permis de confirmer

la contribution des parathyroïdes aux fragments circulants.

In-vivo chez l'homme, l'effluent veineux des glandes parathyroides adénomateuses

ou hyperplasiques contient de gros fragments carboxyl-terminaux ainsi que de la PTH(1-

84) (Flueck JA 1977). La sécrétion de fragments amino-terminaux a aussi été démontrée

à partir de cellules d'adénomes humains in-vitro (El-Hajj 1989) mais n'a pas été confirmée

avec l'utilisation de cellules porcines ou bovines (Morrissey JJ 1980, MacGregor RR

1986). Une étude in-vitro (Hanley DA 1978) utilisant des glandes parathyroïdes bovines,

a démontré que la quantité et la qualité des formes moléculaires de PTH mesurées dans le

milieu, étaient influencées par la calcémie. Une autre étude in-vivo (Mayer GP 1979) a

démontré que l'effluent veineux des parathyroides contenait principalement des fragments

carboxyl-terminaux en normo- ou en hypercalcémie et de la PTH(1-84) en hypocalcémie.

Une étude de sécrétion in-vitro (El Hajj FG 1989), utilisant des morceaux de tissus

parathyroidien hyperplasique provenant de patients souffrant d'insuffisance rénale, a

démontré que la sécrétion des fragments carboxyl-terminaux était contrôlée par la

calcémie. En hypocalcémie, on observait une sécrétion de 55% d'hormone intacte et de
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45% de fragments carboxyl-terminaux, alors qu'en hypercalcémie la sécrétion des

fragments carboxylterminaux augmentait à 63.3% et celle de l'hormone intacte diminuait

à 34.7%. Des études de sécrétion in-vitro ont permis de déterminer les sites de clivage

protéolitique et d'identifier les fragments sécrétés. Ces études ont démontré que les

parathyroïdes sécrétaient les fragments (34-84) et (37-84) chez le porc (Morrissey JJ 1980)

et les fragments (24-84), (28-84) et (43-84) chez le boeuf (MacGregor RR 1986)

Ill LA PARATHORMONE CIRCULANTE.

0
III. 1 DESCRIPTION.

L'immunohétérogénéité de la PTH circulante est connue de longue date (Berson SA

1968). La PTH circulante est composée de PTH intacte et de gros fragments carboxyl-

terminaux (Canterbury JM 1972, Serge GV 1972, Goldsmith RS 1973, Silverman R 1973,

Arnaud CD 1974, Dambacher MA 1979, Gautvik KM 1983, D'Amour P 1986). La

première est pourvue d'activité biologique (Canterbury JM 1973, Gautvik KM 1984,

Goltzman D 1980, Schettler T 1984), alors que les seconds ont été considérés jusqu'à

récemment comme biologiquement inactifs (Canterbury JM 1973, Gautvik KM 1984). On

a aussi rapporté la présence de petits fragments amino-terminaux biologiquement actifs

(Canterbury JM 1972, Silverman R 1973, Canterbury JM 1973, Goltzman D 1980) et

carboxyl-terminaux biologiquement inactifs (Canterbury JM 1972, Dambacher MA 1979,

Canterbury JM 1973, Gautvik KM 1984). La PTH intacte circulante est composée de 85%
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de PTH(1-84) et 15% de non( 1-84)PTF1 ou gros fragments carboxylterminaux avec une

structure aminoterminale partiellement préservée (Brossard JH 1993, Brassard JH 1996).

La PTH intacte compte seulement pour 15-30% de l'immunoréactivité carboxyl-terminale

détectée en circulation. Le reste de cette immunoréactivité, 70-80%, est composé

principalement de fragments carboxyl-terminaux et de fragments mid-carboxyl-terminaux.

III.2 REGULATION AIGUË ET CHRONIQUE PAR LA CALCÉMIE.

0

0

Les études effectuées chez l'homme (Brassard JH 1996, Lepage R 1998, D'Amour

P 1992) ont démontré que la composition de la PTH circulante est influencée par la

calcémie. En normo- et en hypercalcémie la PTH circulante est composée principalement

des fragments carboxyl-terminaux de PTH (80%), (fig 6) alors qu'en hypocalcémie la

forme intacte est relativement plus importante (35%) (fig 7). Cette régulation aiguë des

formes moléculaires de PTH par la calcémie est modulée dans différents modèles

expérimentaux chez l'animal ou encore lors de certaines maladies chez l'homme. Dans

les modèles d'hyperparathyroïdie secondaire, avec ou sans insuffisance rénale, on note un

changement du profil HPLC de la PTH circulante vers une quantité accrue d'hormone

intacte, hPTH(l-84), par rapport aux fragments carboxyl-terminaux et ce à tous les niveaux

de calcémie (Cloutier M 1994). Le même phénomène est observé lors d'une

hypoparathyroïdie partielle induite par une parathyroïdectomie à 50% (Cloutier M 1997).

A l'inverse, une hypercalcémie chronique chez l'homme (Brossars JH 1993), ou la

correction médicale d'une hyperparathyroidie secondaire favorise la sécrétion de fragments
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carboxyl-terminaux, puisque l'activité sécrétoire des glandes hyperplasiées a été

compensée par une augmentation du catabolisme intracellulaire de la PTH nouvellement

synthétisée. De façon similaire, un besoin diminué en PTH observé lors du traitement à

la 1,25(OH)2D chez le chien normal conduit à un profil HPLC des fragments circulant

favorisant les fragments carboxyl-terminaux à tous les niveaux de calcémie (Cloutier M

1997). Le ratio fragments carboxyl-terminaux/I-PTH est donc étroitement contrôlé de

façon aiguë et de façon chronique par la calcémie (fig 8) et il reflète bien l'activité de

fonction parathyroidienne reliée au catabolisme intracellulaire.

0
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La Parathormone intacte circulante. Régulation aiguë par la calcémie

Tiré de : Brossard JH, Cloutier M, Roy L, Lepage R, Gascon-Barré M and D'Amour P.

Accumulation ofanon-(l-84) molecular form of parathyroid honnone (PTH) detected by

intact PTH assay in renal failure: importance in the interpretation ofPTH values. J Clin

Endocrinol Metab 81:3923-3929. 1996.



n

0

.'

—100

^
S 75 )
's
sç 601

l25

0

^

Ô 10 45 60 55 60

60

45

30

15

0

s?

j

^100

S 75}
•s
S? 60

i2:l
0

.<

ff
..-'/ L

60

45

30

15

ss

i
01045 60 55 60j

0

.1
•s
sï

l
l
l

—.-100

•e
S 75
•s
SÇ 601

i-:! /:
/;

01045 50 55 60
Elution time ( min. )

60

45

30

15

0

Sî

l

•l 00

-.80

80

70

60

so

40

30

20

10

0

A
0 00

AA

•••••

*...''
A A

0.- 00
.'A

.^.Û

0.8 1.0 -1.2 1.4 1.6 1.8
Ca++ (mmoI/L)

FIG. 2. HPLC profiles of I-PTH for a pool of normal individuals (—)
and for renal failure patients with LBI (- - -) or HBI (• • •) in
hypercalcemia (top left), normocalcemia (center left), and hypocalce-
mîa (bottom left). The elution positions ofhPTH-(39-68), liPTH:(39-
•84), and liPTH-(l-84) are indicated by arrows from left to right. On
the right, a planimetric evaluation of the hPTH-d-84) peak (55 min;
—) and the non-(l-84) PTH peak (53 min; - - -) is provided as a
function of the Ca2+ concentration for pooled sera from normal indi-
viduals (A), for a single normal individual (0). for pooled sera from
renal failure patients with LBI (•), and for a single renal failure
patient with HBI (A). .

Figure 7 :

27

u

Les fragments carboxylterminaux de parathormone circulants.

Regulation aiguë par la calcémie.

Tiré de : Brassard JH, Cloutier M, Roy L, Lepage R, Gascon-Barré M and D'Amour P.

Accumulation ofanon-(l-84) molecular form of parathyroid hormone (PTH) detected by

intact PTH assay in renal failure: importance in the interpretation ofPTH values. J Clin

Endocrinol Metab 81:3923-3929. 1996.
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IV MÉTABOLISME PÉRIPHÉRIQUE DE LA PARATHORMONE

CIRCULANTE.

IV. l DESCRIPTION GÉNÉRALE.

0

u

Une fois sécrétée l'hormone subit une clairance périphérique. La clairance de la

PTH circulante est surtout hépatique (60-70%) et rénale (20-30%), la liaison de l'hormone

avec son récepteur au niveau des autres tissus cibles occupant une place mineure (<!%).

Si la fonction rénale est normale, la demi-vie de l'hormone intacte est d'environs 5

minutes alors que celle des fragments carboxyl-terminaux de 20 minutes. La filtration

glomérulaire assure aussi bien la clairance des fragments que celle de la PTH intacte.

Cependant, l'hormone intacte et les fragments amino-terminaux ont une demi-vie plus

courte que celle des fragments carboxyl-terminaux, parce que l'hormone intacte et les

fragments amino-terminaux sont aussi claires par le foie. La filtration glomérulaire

demeure la voie principale de clairance des fragments carboxyl-terminaux. En plus de sa

fonction de clairance, le métabolisme périphérique de la PTH contribue à

l'immunohétérogénéité de la PTH circulante en relâchant en circulation des fragments

carboxyl-terminaux similaires à ceux sécrétés par les parathyroïdes (D'Amour P 1979).

Différentes préparations de PTH(1-84) injectées chez l'animal entier (Nguyen-Yamamoto

L submitted 2001, Serge GV 1974, Serge GV 1976, Serge GV 1977, Martin KJ 1976,

Newman WF 1975a, Teitelbaum AP 1979) ont démontré la génération de gros fragments
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carboxyl-tenninaux avec (Martin KJ 1976, Newman WF 1975a) ou sans (Serge GV 1974,

Serge GV 1976, Serge GV 1977, Habener JF 1976) petits fragments au cours du

métabolisme périphérique. Du point de vue structural, les grands fragments carboxyl-

terminaux sont clivés à la position 34, 37, 4l et 43 de la 125I-bPTH(l-84) injectée chez le

chien ou le rat. Le métabolisme de la 125I-PTH(39-84) injectée chez le rat suggère aussi

un clivage progressif de fragments carboxyl-terminaux en circulation à partir de leur

structure aminoterminale (D'Amour P 1985). La plupart des études démontrent que moins

de 20% de la PTH(1-84) injectée est retournée en circulation sous forme de fragments

(D'Amour P 1979, Serge GV 1976, Bringhurst FR 1988, Newman WF 1975a, Serge GV

1981, Barrett PQ 1978, Teitelbaum AP 1979, Newman WF 1979). Le métabolisme

périphérique de la PTH(1-84), en plus de sa fonction de clairance, contribue aussi à

l'immunohétérogénéité de la PTH circulante. Il génère des fragments carboxyl-terminaux,

et les relâche dans la circulation (fîg 4).

IV.2 RÔLE DU FOIE, DES REINS ET AUTRES TISSUS.

Le rôle du rein dans le métabolisme de la PTH circulante a d'abord été suggéré par

Berson et Yalow en 1968, qui ont observé une prolongation de la demi-vie de la PTH

après une parathyroïdectomie chez les patients souffrant d'insuffisance rénale. Les études

de Fang et Tashjian (Fang VS 1972) ont démontré qu'une hépatectomie partielle

prolongeait de façon significative la disparition de la PTH injectée chez l'animal, suggérant

aussi un rôle important du foie dans la clairance de la PTH. Le rôle de ces organes dans
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le métabolisme de la PTH intacte a été confirmé lors d'études ultérieures in-vitro sur le foie

et sur les reins isolés et perfuses (Newman WF 1975a, Daugaard H 1988, Martin KJ 1977,

Hruska KA 1977, Daugaard H 1990), ainsi que lors d'études in-vivo chez le chien (Fox J

1983).

Le foie.

0

u

La captation hépatique de la PTH se fait via le réseau vasculaire (D'Amour P 1979,

Martin KJ 1976, Newman WF 1975a, Singer FR 1975, Oldham SB 1978, Zull JE 1972)

et semble être plus sélective pour la PTH(1-84). Le foie capte environ 65% de la PTH(1-

84) à chaque passage (D'Amour P 1984) et ce par deux mécanismes différents. Le premier

est Ça dépendant (D'Amour P 1996), implique les hépatocytes (Newman WF 1975a,

Bergeron JJM 1981, Rouleau MF 1986, D'Amour P 1984), dépend de la région

aminoterminale, (1-34), et représente 35% de la captation totale. Le deuxième est Ça

indépendant (D'Amour P 1985, Newman WF 1975e), à haute capacité et non-saturable,

implique les cellules de Kupffer, dépend de la séquence (28-48) et représente 65% de la

captation hépatique (D'Amour P 1984, D'Amour P 198 la, Bringhurst FR 1982, Pillai S

1986). Une faible captation hépatique de fragments carboxyl-terminaux a également été

démontrée (Fox J 1983, D'Amour P 1996, Fogh-Andersen N 1984), de même que son

inhibition par l'hypercalcémie (D'Amour P 1996).

Le foie relâche des fragments carboxyl-terminaux dont la structure est similaire à

celle des fragments normalement retrouvés en circulation (D'Amour P 1979, Newman WF
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1975a, D'Amour P 1981a, Serge GV 1981b). Les sites de clivage hépatique de la PTH(1-

84) sont localisés aux acides aminés 34 et 37. Le foie est donc le site principal du

métabolisme périphérique de la PTH(1-84) et de la production et de la libération des

fragments carboxyl-terminaux en circulation. La production des fragments amino-

terminaux a aussi été rapportée in-vitro (Bringhurst 1982, Pillai S 1986, Serge GV 198 Ib,

Caterbury JM 1975, Daugaard H 1988) mais ces fragments sont dégradés si rapidement

qu'ils ne sont pas relâchés (Bringhurst 1982, Serge GV 1981b, Caterbury JM 1975,

DaugaardH1988).

0

u

Le rein

Le rein extrait les différentes formes circulantes de PTH via son réseau vasculaire

(D'Amour P 1979, Martin KJ 1976, Newman WF 1975a, Singer FR 1975, Oldham SB

1978, Zull JE 1972). Des études menées chez le chien (Martin KJ 1976, Martin KJ 1977,

Hruska KA 1977) et chez le rat (D'Amour P 1979, D'Amour P 1985, Serge GV 1981)

démontrent que le rein extrait toutes les formes moléculaires de PTH filtrées, aussi bien la

PTH(1-84) que les fragments. Martin (Martin KJ 1977) a étudié le rôle de la filtration

glomérulaire ainsi que la réabsorption tubulaire et péritubulaire dans la clairance de la

PTH. Selon lui, la clairance des formes biologiquement actives, PTH intacte et PTH(1-34),

impliquerait à la fois la filtration glomérulaire et réabsorption péritubulaire. La clairance

des fragments carboxyl-terminaux dépendrait uniquement de la filtration glomérulaire et

de la réabsorption tubulaire. Ces observations n'ont cependant pas été confirmées dans un
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système de rein isolé et perfuse de rat (Daugaard H 1988, Daugaard H 1990, Daugaard H

1994) ou chez le chien anesthésié (Newman WF 1979). Dans ces systèmes, seule la

filtration glomérulaire était responsable de la clairance de la PTH(1-84) et de celle des

fragments. Plusieurs études suggèrent l'implication d'enzymes lysosomiaux de la famille

des cathepsines B/D dans la dégradation de la PTH filtrée par le rein. Le rein semble jouer

un rôle mineur dans la fomiation des fragments de PTH mais un rôle majeur dans leur

clairance (D'Amour P 1979, D'Amour P, Serge GV 1981, Daugaard H 1988, Hruska KA

1977, Daugaard H 1990, Daugaard H 1994).

0
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L'os.

Le métabolisme osseux de la PTH suscite certaines controverses. La I-hPTH(l-

84) biologiquement active est captée par l'os in-vîvo (Newman WF 1975a, Calvo MS

1985). Une étude de perfusion d'os isolé chez le chien a démontré que seule la PTH (1-34)

et non la PTH(1-84) était captée par l'os (Martin KJ 1978). Cette étude démontrait un

gradient artérioveineux de l'ordre de 36% pendant l'infusion de bPTH(l-34), accompagné

d'une augmentation de production de d'AMPc. Par contre d'autres études in-vitro ont

démontré que la PTH(1-84) n'avait pas besoin d'etre métabolisée en PTH(1-34) pour être

active sur les cellules osseuses. La captation des fragments carboxyl-terminaux par l'os

a aussi été démontrée chez le rat normal et chez le rat néphrectomisé (D'Amour P 1985).

La contribution de l'os à l'immunohétérogénéité de la PTH est considérée comme

négligeable.
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IV.3 REGULATION CALCIQUE.

0

Contrairement au métabolisme glandulaire de la PTH intacte qui est contrôlé par

la calcémie, la régulation du métabolisme périphérique par la calcémie semble peu

importante et controversée. La clairance périphérique de la PTH(1-84) chez le rat n'est pas

influencée par la calcémie (Newman WF 1979). La calcémie n'influence pas l'extraction

hépatique de la 125l-bPTH(l-84) (Barrett PQ 1978, Zull JE 1972). A l'inverse, des études

de perfusion in-vitro, utilisant le foie de rat isolé, ont démontré que l'extraction de la

hPTH(l-34), celle de la hPTH(l-84) ainsi que celle de divers fragments de PTH (Daugaard

H 1988) est augmentée par l'hypercalcémie. Les études în-vitro de Hruska et al, (Hruska

KA 1977) utilisant le rein isolé et perfuse, ont démontré une dégradation accrue de la PTH

en hypercalcémie. La régulation calcique du métabolisme périphérique demeure

controversée à cause des différences entre les études in vivo et celles in vitro.

(
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V. RÔLE DU MÉTABOLISME DE LA PTH.

V. l PROCESSUS D'ACTIVATION BIOLOGIQUE.

0

u

Le métabolisme de la PTH intacte, périphérique et glandulaire, implique un clivage

dans la région (33-43) de la PTH. Or l'activité biologique de la PTH est située dans les

premiers 34 AA, et un clivage après cette région pourrait générer des fragments amino-

terminaux biologiquement actifs. Certains auteurs ont suggéré que le métabolisme de la

PTH aurait pour but d'activer la PTH en générant des fragments amino-terminaux

biologiquement actifs.

En 1968, Parsons et Robinson (Parsons JA 1968) sont les premiers à démontrer que

l'injection directe de bPTH(l-84) dans la circulation du tibia de chat n'a aucun effet sur

la libération du Ça, mais que l'infusion de bPTH(l-84) chez l'animal entier provoquait,

elle, la libération du Ça. Une étude entreprise avec le tibia isolé de chien par Martin

(Martin KJ 1978) a démontré que seule la bPTH(l-34), et non la bPTH(l-84), était captée

par l'os, où son activité biologique se traduisait par une augmentation de la production

d'AMPc. Donc, selon ces 2 études, les effets obtenus au niveau de l'os par la PTH, à

savoir la libération du Ça et production de l'AMPc, seraient médiés non pas par la forme

intacte de l'hormone mais par un métabolite apparenté à la PTH(1-34). Ces résultats

suggéraient que la PTH intacte devait subir des transformations périphériques avant

d'exercer ses effets biologiques sur l'os.
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Malgré ces observations, plusieurs études ne semblent pas considérer le

métabolisme périphérique de la PTH comme une étape d'activation requise. Une étude

chez le rat normal a démontré que des fragments amino-terminaux de la PTH sont produits

in-vitro par les cellules de Kupffer isolées ou in-vivo par le foie ou le rein, mais ces

fragments sont rapidement dégradés in-situ et ne sont pas relâchés dans la circulation

(Bringhurst FR 1988). De plus, des études subséquentes avec des préparations d'os à la

fois in-vitro (Freitag JJ 1979, Goltzman D 1978) et in-vivo (Calvos MS 1985) et de rein

in-vitro (Goltzman D 1976) ont démontré que la PTH(1-84) est capable d'exercer ses

actions sans qu'il y ait besoin d'une transformation en fragments. Même si les fragments

amino-terminaux ont été détectés occasionellement en insuffisance rénale ou en

hyperparathyroidie primaire (Canterbury JM 1972, Canterbury JM 1973, Goltzman D

1980), les dosages de la PTH amino-terminale chez l'individu normal n'ont jamais fourni

d'évidences solides pour valider leur existence.

V. 2 PROCESSUS D'INACTIVATION BIOLOGIQUE.

L'inactivation de la PTH intacte, par le métabolisme périphérique et glandulaire,

permet à l'organisme de se débarrasser de la PTH biologiquement active lorsque la

calcémie est normalisée ou élevée. Cette inactivation de la PTH(1-84) est d'autant plus

importante dans un système où l'organisme doit répondre rapidement à tout changement

de Ça. Cette explication pourrait être valable pour le métabolisme glandulaire de la PTH,

par exemple en hypercalcémie où l'hormone synthétisée est dégradée et où les fragments
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représentent la forme secrétaire dominante. Cependant, en tenant compte de l'existence

du récepteur C-PTH ainsi que des divers effets rapportés impliquant les fragments

carboxylterminaux, le métabolisme périphérique de la PTH intacte ne peut être considéré

comme une simple inactivation de la PTH intacte.

V. 3 PARATHORMONE COMME POLYHORMONE

0

En plus du rôle connu de la PTH intacte dans la régulation de la calcémie, de

nombreuses études portant sur l'activité de différents fragments de PTH ont permis de les

associer à d'autres actions biologiques non-classiques. Il est aussi suggéré qu'il existe en

plus du récepteur PTH/PTHrP, d'autres récepteurs spécifiques à la région intermédiaire

(24-48) et à la région carboxylterminale (53-84) de la PTH et que ces récepteurs seraient

impliqués dans les actions biologiques non-classiques de la PTH. Différentes activités

associées à différentes régions de la PTH permettraient de la considérer comme une

polyhormone. Le concept de la polyhormone, développé par Mallette (1994), définit une

polyhormone comme étant un polypeptide avec plus d'une région bio logiquement active,

réagissant chacune avec son propre récepteur localisé au niveau du tissu cible. Selon cette

notion la PTH pourrait être considérée comme une polyhormone. En effet, les trois

différentes régions de la PTH pourraient être associées à différentes activités, l) La région

amino-terminale avec la régulation du métabolisme phosphocalcique, 2) la région

intermédiaire, ou mid-région, avec la régulation de la replication cellulaire et de

l'ostéogénèse et 3) la région carboxyl-terminale avec la régulation de l'activité des
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ostéoblastes et de la differentiation cellulaire (fig 9). Cependant, ces hypothèses

nécessitent d'etre renforcées. En raison de ces nouvelles hypothèses, la compréhension de

l'immunohétérogénéité de la PTH circulante est capitale dans l'appreciation de l'activité

biologique de l'hormone.

0

u
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l) La région aminoterminale, (1-34)

0

L'hydroxylation de la 25-hydroxyvitamine D en 1,25(OH)2D dépend de la région

aminoterminale (1-34) de la PTH et est médiée par l'activation de l'AMPc. Cependant,

d'autres actions médiées par l'intermédiaire de l'activation du système de messager

secondaire impliquant la protéine kinase C et le calcium intracelluaire ont été rapportées.

En effet, l'augmentation de l'excrétion rénale du phosphate (Puschett JB 1981), le transport

du phosphate dans les cellules OK (Cole JA 1989) de même que l'effet des analogues de

la PTH(1-34) (Muff R 1992) ont été observés à des niveaux de PTH(1-34) de l'ordre du

picomolaire, concentrations où l'AMPc ne peut être activé. Ces effets sont médiés par un

messager secondaire impliquant la protéine kinase C (Muff R 1992) et l'activation de cette

dernière par le phorbol myristate affecte le transport du phosphate sans modifier les

niveaux d'AMPc (Kaufman M 1991).

2) La région-mid, (24-48)

u

Certains effets de la PTH(1-34) sur les cellules osseuses et rénales peuvent être

reproduits avec de plus petits fragments de la région amino-terminale et sans l'activation

de l'AMPc. L'étude de Schlûter sur les chondrocytes et les cellules rénales (Schluter K

1989) a démontré que la région-mid, plus précisément la séquence 30-34, possédait une

activité mitogènique indépendante de l'activation de l'AMPc. L'étude în-vivo de D'Amour
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et al (D'amour P 1981) chez le chien renforçait l'idée d'un rôle possible de la région-mid

de la PTH en démontrant que 60% de l'extraction hépatique de la PTH(1-84) et sa

degradation subséquante dépendait de la région (28-48). On a aussi démontré que

1'activation in-vitro de la créatinine kinase, 1'augmentation de la proliferation des cellules

ROS 17/2.8 et des cellules osseuses embryonaires de rat par la région (28-48) de la PTH

(Sômjen D1990, Sômjen D1991). Puisque ces effets ne dépendaient pas de l'activation de

l'AMPc mais plutôt du calcium intracellulaire, ils pourraient être médiés par la protéine

kinase C liée aux canaux calciques présents dans ces cellules. Mayer et al ont suggéré

l'existence possible d'un récepteur spécifique pour la région mid au moyen de la liaison

de la 27Tyr-hPTH(28-48) avec les cellules ROS 17/2.8, et du déplacement du traceur par

la hPTH(28-48) qui était dix fois plus puissant que la hPTH(l-34) dans l'étude de liaison

competitive (Mayer H 1992. Chugai forum).

3) La région carboxyl-terminale, (53-84)

u

Les études de liaison utilisant la 125I-bPTH(l-84) biologiquement active et les

fragments carboxyl-terminaux synthétiques comme agents compétitifs, ont démontré que

la région (53-84) se liait de façon saturable et réversible aux membranes de cellules

osseuses et rénales (Rizzoli RE 1983, Rao LG 1985, MacKee MD 1985). Plusieurs effets

biologiques reliés à cette région ont été rapportés et seront discutés dans la section des

récepteurs. Parmis ces actions, on note l'augmentation de l'activité de la glucose-6-

phosphate déhydrogénase dans les cellules tubulaires rénales (Arber CE 1980), de la
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phosphatase alkaline dans les cellules ostéoblastiques et l'inhibition de l'effet mitogénique

de la PTH(1-34) sur la formation osseuse endochondrale chez la souris (Silbermann M

1991). Ces études suggèrent que la région (53-84) possède des effets biologiques distincts

de ceux de la PTH intacte et qu'elle pourrait exercer ses actions par l'intermédiaire d'un

récepteur carboxyl-terminal caractérisé récemment (Inomata N 1995).

0

u
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0 ACTIVITÉ BIOLOGIQUE DE LA PARATHORMONE
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LES RECEPTEURS DE LA PTH.

Il existerait plus d'un récepteur pour la PTH. Un premier, clone et bien caractérisé,

le récepteur PTH/PTHrP classique ou PTH/PTHrP-1 prédomine dans le rein et l'os, les

organes cibles principaux de la PTH. Un deuxième, récemmemt clone, le récepteur PTH-2

ne reconnaît que la PTH. Il possède une homologie de séquence de l'ordre de 51% avec

le récepteur classique et appartient à la même famille de récepteur que ce dernier. Son

expression est détectée surtout dans le cerveau et le pancréas, de façon moindre dans les

testicules et le placenta. Il n'est pas détecté dans le rein ni dans l'os (Usdin TB et al 1995).

Finalement un troisième, un récepteur qui reconnaît spécifiquement la partie carboxyl-

terminale de la PTH, le récepteur C-PTH, a été identifié au cours des années et ét-idié plus

récemment sur les ostéoblastes (ROS 17/2.8) et les cellules parathyroidiennes de rat (PT-

r3)(DivietiP2001).

I. LE RÉCEPTEUR CLASSIQUE PTH/PTHRP

u

Le récepteur PTH/PTHrP classique fait partie de la grande famille des récepteurs

couplés aux protéines G (Abou-Samra AB 1992, Bringhurst FR 1993), caractérisés par

l'existence de sept domaines transmembranaires. Ce récepteur se lie de façon équivalente

à la PTH et au peptide apparenté à la PTH (PTHrP) par leur structure amino-terminale, et

ne reconnaît pas les fragments carboxyl-terminaux de la PTH (Fines M 1994). La PTH

exerce ses effets biologiques classiques par l'intermédiaire du récepteur PTH/PTHrP
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présent à la surface des ostéoblastes et des cellules tubulaires rénales (Urena P 1993, Tian

J 1993). L'activation de ce récepteur par la PTH est une étape clé dans le contrôle du

métabolisme phosphocalcique. Au-delà de son rôle sur le métabolisme phosphocalcique

ce récepteur, via le PTHrP, a un rôle important dans le développement embryonnaire tel

que démontré par l'étude d'invalidation ciblée du gène de ce récepteur chez la souris. Une

deletion du gène entraîne des troubles majeurs du développement osseux particulièrement

au niveau endochondral (Landske B. 1996, KaraplisAC 1994). L'expression de l'ARNm

de ce récepteur prédomine dans le rein et l'os, organes cibles de la PTH, mais la répartition

tissulaire de ce messager est très vaste. En effet, plusieurs transcripts de tailles différentes

ont été détectés par hybridation avec la même sonde de cDNA dans différents tissus tels

l'aorte, le coeur, le poumon, la rate, l'estomac, la vessie, le cerveau, le cervelet, les glandes

surrénales, les glandes mammaires, le foie, la peau, les testicules et l'ovaire (Urena P

1993). Dans ces tissus le PTHrP pourrait avoir surtout un rôle paracrine.

Regulation de l'expression du récepteur

u

La régulation de l'expression de l'ARNm du récepteur n'est pas encore

parfaitement connue. Des études de liaison, de voies de messager secondaire, et

d'expression de l'ARNm ont permis d'identifier certains facteurs impliqués dans cette

regulation. Les facteurs qui augmentent l'expression de l'ARNm du récepteur sont le

calcitriol dans les cellules épithéliales du tubule rénal de souris (Sneddon 1998), et dans

le rein entier et dans l'épiphyse et la métaphyse osseuse de rat (Turner 1995), l'endotoxine
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dans les cellules spléniques de souris (Funk 1993), l'interleukine-2 dans les cellules T

(Ikeda 1993), la dexaméthasone (Urena 1994) et le TGF-béta dans les cellules ROS

17/2.8 (MacCauley 1994). Les facteurs qui diminuent l'expression de l'ARNm du

récepteur sont la PTH dans les cellules osteoblastiques, SaOs-2 (Fukayama 1994), et dans

l'épithélium tubulaire proximal de type OK (Abou-Samra 1994), le PTHrP dans le rein

entier avec insuffisance rénale (Soifer 1993) et dans les cellules ROS 17/2.8 (Juppner

1993), la dexaméthasone qui potentialise l'effet de la PTH dans l'épithélium tubulaire

proximal de type OK (Abou-Samra 1994). Il pourrait exister une régulation spécifique à

chaque tissu . Ainsi le calcitriol aurait un effet positif au niveau rénal (Sneddon et aï J Am

Soc Nephrol ; 4 :729, 1993; Tuner et al, Endocrinol 136 :3751-58, 1995) et négatif au

niveau osseux (Gonzalez et Martin, J Am Soc Nepb-ol, 5 : 880-, 1994).

1.1 SECONDS MESSAGERS.

Tous les effets de la PTH sur l'os, le tubule rénal, et sur d'autres organes seraient

médiés par 2 systèmes de second messager, soit l'AMPc via la protéine kinase A et le

calcium intracellulaire via la protéine kinase C. L'activation de ces deux voies différentes

par une même hormone pourrait être expliquée par un couplage à deux protéines G

différentes, les protéines Gs et G (i,q). La liaison de la PTH au récepteur lié à la protéine

Gs amène une production d'AMPc. Ce dernier va se lier à la sous-unité régulatrice de la

protéine kinase A qui va à son tour phosphoryler les résidus serine et thréonine des
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protéines cibles. L'activation de la protéine G(;,q) active la production des inositides

triphosphates et du diacylglycérol, qui augmentent le calcium libre intracellulaire et

stimulent la protéine kinase C.

1.2 INTERACTION STRUCTURALE AVEC LA PARATHORMONE

0

La découverte de l'activation de l'adénylate cyclase (AC) par la PTH au niveau du

rein (Chase LR 1967) et de l'os (Chase LR 1969) représente une découverte majeure,

puisqu'elle pennet d'étudier l'interaction de la PTH avec son récepteur. La PTH(1-84) est

la seule forme circulante biologiquement active de PTH et sa région aminoterminale, (1-

34), est responsable de l'activité biologique classique de la PTH. De ces 34 premiers

acides aminés, les 3 premiers sont nécessaires à l'activation de l'adénylate cyclase.

Cependant, une étude in-vivo chez le chien a démontré que l'action hypercalcémiante de

la PTH(3-34) pouvait être observée sans production d'AM.Pc, et donc l'activité biologique

de la région (1-34) pourrait aussi être médiée par d'autres voies de signalisation (Serge GV

1985). La région 10-15 et surtout la région 24-34 sont impliquées dans la liaison avec le

récepteur. L'activation du système de la phospholipase C in vitro se ferait par la région

(28-34) (Sômjen D 1990, Sômjen D 1991, Mayer H 1992, Schlùter KD 1989, Silverman

R 1991, Shurtz-Swirski R 1990, Erdmann S 1996).

u
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1.3 ACTIONS PRINCIPALES.

0

u

La PTH est considérée comme le régulateur principal de la calcémie. Elle exerce son

rôle en agissant sur trois tissus cibles, l'os, le rein et l'intestin. La réponse physiologique

de l'os à la PTH dans la régulation de la calcémie est biphasique, elle consiste en une

liberation de calcium, d'abord à partir des surfaces osseuses ostéocytaires, puis plus

lentement à partir des dépôts calciques. Dans le premier temps, la résorption osseuse est

accrue, suite à une augmentation de l'activité des ostéocytes et des ostéoclastes. Pour

pouvoir répondre à la demande prolongée en calcium ou dans les états d'hyperparathyroïdie

primaire ou secondaire, la PTH va augmenter la résorption osseuse déjà existante en

activant la transformation de cellules mésenchymateuses souches en ostéoclastes afin d'en

augmenter le nombre. La résorption et la formation osseuses sont couplées, mais la

résorption l'emporte en général dans un premier temps. La libération de phosphate

secondaire à la résorption osseuse ne provoque pas d'hyperphosphotémie grâce à l'effet

phosphaturiant de la PTH. A l'inverse de l'effet catabolique, l'effet anabolique de la PTH

a été rapporté surtout lors de l'administration discontinue de PTH. La PTH est capable de

stimuler la formation osseuse en recrutant des osteoblastes (Slovik DM 1986, Tarn CS

1982).

Les trois actions majeures de la PTH au niveau rénal sont l'augmentation de la

réabsorption tubulaire de Ça, l'augmentation de l'excrétion urinaire de phosphate et

l'augmentation de la conversion de 25(OH)VitD en l ,25(OH)zVitD. La PTH provoque

une réabsorption tubulaire distale du Ça. En général, > 50% du calcium filtré est réabsorbé
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par transport passif dans le tubule proximal. Cependant, la présence des récepteurs pour

la PTH est également rapportée sur le versant basolatéral des cellules épithéliales (Morel

F 1981) et donc le transport transépithérial du calcium à ce niveau pourrait être régulé par

la PTH. Du calcium filtré restant, environ 10% est réabsorbé dans l'anse de Henle, et 10

% dans la partie distale du tubule contourné distal sous l'influence de la PTH. Malgré ce

faible pourcentage, cette dernière portion joue un rôle clé dans la réabsorption rénale du

calcium. La réabsorption tubulaire du calcium se fait de façon paracellulaire et

transcellulaire. Il est démontré qu'il existe un système de transport du Ça à haute affinité

dépendant de l'ATP dans les tubules proximaux et distaux (Ramachandran C and Brunette.

Biochem J, 257:257-264.1989). L'étude avec vésicules membranaires basolatérales de

tubules proximaux et distaux purifiés de rein de lapin a démontré qu'il n'existe pas de

différence majeure entre les propriétés du système de transport du Ça dépendant de l'ATP

dans ces deux membranes (Ramachandran C 1991). Les différences de modulation du

transport du Ça induites par la PTH dans ces deux parties du rein seraient dues aux

différents systèmes de second messager, même s'il est bien connu que, comme au niveau

osseux, l'action de la PTH au niveau rénal est accompagnée d'une augmentation de

l'AMPc. En plus, il est démontré que la PTH stimulerait la production d'inositol

triphosphate et celle de diacylglycérol dans les cellules rénales du tabule proximal (Hruska

KA 1987).

L'effet inhibiteur de la PTH sur la réabsorption du phosphate dans la partie

proximate de tubule rénal est bien connu et médié par une inactivation du cotransporteur

Na/P. Cependant, les mécanismes d'action de la PTH à ce niveau restent à déterminer. La
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PTH régule la synthèse rénale de la 1,25(OH)2D3 en induisant l'activité enzymatique de la

l alpha-hydroxylase responsable de sa formation et en inhibant celle de la 24 hydroxylase

responsable de son inactivation. La PTH n'a pas d'effet direct sur l'intestin, son action

est plutôt médiée par le biais de la l,25(OH)2Da, qui entraîne une augmentation de

l'absorption intestinale du calcium.

II. LE RÉCEPTEUR DE LA RÉGION CARBOXYL-TERMINALE, (C-PTH).

0

u

11.1 Description

L'existence d'un récepteur spécifique pour la région carboxyl-terminale et

l'implication possible de ce récepteur dans l'activité biologique de la PTH représentent un

chapitre nouveau dans l'activité biologique de l'hormone. De nombreuses études ont

contribué à cet avancement.

Arber (Arber CE 1980) a été le premier à suggérer que les fragments carboxyl-

terminaux pouvaient avoir certaines activités biologiques. L'activation de la glucose-6

phosphate déhydrogénase du tissu rénal par la PTH a révélé deux pics d'activité biologique

associés aux régions 1-34 et 53-84. Des études de déplacement de traceurs (Rao LG 1985,

McKee MD 1985, DeMay M 1985, Inomata N 1995, Takasu H 1996) ont suggéré

l'existence d'un récepteur spécifique pour la région carboxyl-terminale. Les premières

études ont été effectuées sur des membranes rénales (Rao LG 1985) et des cellules

ostéoblastiques de rat (ROS 17/2.8) par le laboratoire de Murray (McKee MD 1985). En

utilisant la 125I-bPTH(l-84) biologiquement active comme traceur, il a démontré
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1'existence de deux sites de liaison spécifique, im premier de haute affinité spécifique pour

la région amino-terminale et un deuxième de faible affinité spécifique pour la région

carboxyl-terminale. Ce dernier site n'était pas couplé à l'activation de l'adénylate cyclase.

Cependant, cette liaison était saturable et réversible. Ces résultats ont été confirmés par

Nakamoto (Nakamoto C 1993) qui a étudié l'influence de plusieurs fragments carboxyl-

tenninaux siir l'activité de la phosphatase alkaline dans les cellules ROS 17/2.8 traitées à

la dexamethasone. Il a démontré que l'effet stimulateur sur l'activité de la phosphatase

alcaline dépendait de la région (53-84) de la structure de la PTH. La spécificité du

récepteur C-PTH pour la région carboxyl-terminale de la PTH a été démontrée dans une

étude de liaison utilisant la 125I(tyr34) hPTH(19-84) (Inomata N 1995). Ces auteurs ont

généré cet analogue de la hPTH(l-84), qui ne réagit pas avec le récepteur classique

exprimé dans les cellules ROS 17/2.8 ou les cellules parathyroïdiennes de rat (PT-r3), et

ont démontré une liaison de haute affinité du traceur avec ces cellules. Cette liaison est

inhibée par la PTH(1-84) et par plusieurs fragments carboxyl-terminaux mais n'est pas

inhibée par les fragments amino-terminaux ou mid-carboxyl-terminaux.

11.2 INTERACTION STRUCTURALE AVEC LA PARATHORMONE

u

L'activité biologique propre aux fragments carboxyl-terminaux de PTH a fait

l'objet de nombreuses études in-vitro sur les cellules osseuses ou cartilagineuses (Murray

TM 1988, Murray TM 1991, Sutherland MK 1994, Nakamoto C 1993, Kaji H 1994,

Tsuboi T 1998, Erdmann S 1998). Ces études suggèrent un rôle possible des fragments
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carboxyl-terminaux dans la fonction des ostéoblastes (Seitz PK 1995, Murray TM 1988)

ansi que l'expression (Erdmann S 1996) et la differentiation (Silbermann M 1991) des

chondrocytes (Fig 10).

0

u
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FIG. 8. Schematic diagram of the biologically active regions in PTH and their putative receptors. PKA
and PKC represent protein kinases A and C, respectively. The 1-27 and 28-34 receptors are connected
by dolled lines because the relationship betv/een these two binding activities is not fully understood.
The classic PTH-(1 -34) receptor coupled to cAMP generation may also be coupled to the PKC pathway,
but there may be a separate receptor mediating some or all of the effects of the 3-34 region on PKC
(see text).

u

Figure 10: Activité biologique de différentes régions de la PTH et les

récepteurs

Tiré de: Lawrence E. Mallette. Parathyroid hormone and parathyroid hormone-related

protein as polyhormones. The Parathyroids. Basic and Clinical Concepts. Bilezikian JP,

Marcus R, Levine MA Edts. Raven Press, Chap 12:177.1994.
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La résorption osseuse est l'une des fonctions principales de la PTH et un effet des

fragments carboxyl-terminaux sur la differentiation et l'activité des ostéoclastes a été

rapporté par Kaji (Kaji H 1994). Cette étude a démontré que ces fragments sont capables

de stimuler la formation des cellules ostéoclastiques (psîeoclast-like), la résorption osseuse

par les ostéoclastes matures en présence des ostéoblastes, et l'accélération de la formation

des ostéoclastes à partir des cellules souches hémopoïétiques en absence des ostéoblastes.

Ces effets pourraient donc être indirectement dus aux fragments via les ostéoblastes.

La région (53-84) est la région carboxylterminale la plus étudiée. Des études in-

vitro ont permis d'attribuer certains effets biologiques à cette région: elle augmente

l'activité de la glucose 6-phosphate déshydrogénase (G6PDH) dans les cellules tubulaires

rénales (Arber CE 1980), l'activité de la phosphatase alcaline dans les cellules ROS17/2.8

traitées à dexamethasone (Murray TM 1988, 1991, Sutherland MK 1994, Nakamoto C

1993) et elle abolit l'effet mitogène de la PTH(1-34) au niveau du cartilage condylien

neonatal (Silverman R 1991). Cette région est aussi capable de réguler l'expression de

plusieurs gènes dans les cellules SaOS-2 humaines et cet effet du fragment (53-84) est

distinct de ceux obtenus par la PTH(1-34). Parmi ces gènes on trouve celui de la

phosphatase alcaline, de l'ostéocalcine et du récepteur de la vitamine D (Murray TM 1992).

Parallèlement à ces effets observés au niveau osseux, des études menées sur la sécrétion

de la PTH ont démontré que le fragment carboxyl-terminal est aussi essentiel pour le

processing intracellulaire et la sécrétion de la PTH intacte (Lim SK1992).

La région de la PTH impliquée dans la liaison avec le récepteur C-PTH et dans la

signalisation du second messager ne sont pas connues. Récemment, il a été rapporté que
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la région (69-84) de la PTH est essentielle pour la liaison avec le récepteur C-PTH (Takasu

H 1996). Le système de second messager du récepteur C-PTH n'est pas encore bien défini.

Les différences observées dans plusieures études entre la PTH(1-84) et la PTH(1-34) sur

différentes cellules in-vitro suggèrent que les fragments carboxyl-terminaux pourraient agir

via le calcium intracellulaire (Erdmann S 1996, Massry SG 1994, Massry SG 1995a).

Regulation de l'expression du récepteur C-PTH

L'expression du récepteur C-PTH a été augmentée dans les cellules

ostéoblastiques, ROS 17/2.8, par la PTH(1-84), laPTH(l-34) ou les analogues de l'AMPc.

Cette augmentation n'a pas été observée dans les cellules PT-r3 (Inomata N 1995).

Récemment, il a été démontré que ces récepteurs étaient exprimés abondamment dans les

ostéocytes de souris «knock-out» pour le récepteur PTH/PTHrP (Divieti D 2001), et que

ces cellules pouvaient être une cible pour la PTH intacte et ses fragments carboxyl-

terminaux. Dans cette étude in-vitro, utilisant des ostéocytes qui exprimaient seulement le

récepteur C-PTH, les auteurs ont démontré deux processus cellulaires influencés par le

récepteur C-PTH, la communication intercellulaire et la survie cellulaire. En effet, ils ont

noté un changement rapide de l'expression d'une protéine de la gap-junction, (Cx43)

inapliquée dans la communication cellulaire, de même qu'une augmentation de l'apotose

des ostéocytes.

u



57

n

CHAPITRE 3

u



n

0

58

ÉTUDES EXPÉRIMENTALES
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PRÉMISSES

0

u

• L'immunohétérogénéité de la PTH circulante s'explique par la présence en

circulation d'une grande quantité de fragments carboxyl-terminaux considérés

biologiquement inactifs et par une plus petite quantité de PTH intacte

biologiquement active.

• La majorité des dosages de PTH intacte réagissent avec de gros fragments carboxyl-

terminaux ayant une structure amino-terminale partiellement conservée, aussi

appelés non(l-84)PTH. Leur origine n'a pas été étudiée.

• L'immunohétérogénéité de la PTH circulante est régulée de façon aiguë par la

calcémie et de façon plus chronique par les besoins en PTH, le status en vitamine

D et la calcémie.

• Des effets biologiques spécifiques de différents fragments carboxyl-terminaux ont

été démontrés in-vitro en utilisant des cellules ostéblastiques ou cartilagineuses.

• L'existence d'un récepteur carboxyl-terminal de la PTH, différent du récepteur

classique PTH/PTHrP, a été démontré.

• II a été suggéré que le récepteur C-PTH serait responsable de différences observées

entre la PTH(1-34)PTH et la PTH (1-84) en ce qui trait à la distribution et la

spécificité tissulaire, et à certains aspects de l'activité biologique. Ce récepteur

serait aussi responsable de l'activité biologique des fragments carboxyl-terminaux

de la PTH dans divers systèmes.
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HYPOTHESES

0

• La première partie de notre projet vise à étudier l'origine de la forme non(ï -84)PTH

détectée par les dosages d'hormone intacte. L'origine périphérique est étudiée in-vivo

chez le rat normal via le métabolisme périphérique de la hPTH(l-84) administrée par

voie intraveineuse. L'influence de l'insuffisance rénale aiguë sur ce phénomène est

étudiée chez le rat néphrectomisé. L'origine glandulaire est étudiée in-vitro via

l'analyse des formes moléculaires de PTH sécrétées par les cellules parathyroïdiennes

humaines obtenues à partir d'adénomes parathyroïdiens provenant de patients avec

hyperparathyroïdie primaire. Les formes sécrétées sont étudiées en parallèle avec les

formes sériques obtenues chez des patients avec la même maladie.

• Dans la deuxième partie, nous avons étudié l'influence de certains fragments

carboxyl-terminaux sur l'activité biologique de la PTH in-vivo. L'étude a consisté à

étudier les effets biologiques classiques de la PTH, en présence ou en absence de

fragments carboxyl-terminaux utilises à différentes concentrations chez le rat

anesthésié et parathyroïdectomisé.
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INTRODUCTION
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La PTH circulante est composée principalement de fragments carboxyl-terminaux

(C-PTH) et d'une petite quantité de PTH(1-84). Des études récentes ont démontré que la

majorité des dosages de PTH intacte (I-PTH) réagissaient avec de gros fragments carboxyl-

terminaux ayant une structure amino-terminale partiellement préservée aussi appelés

non(l-84) PTH. Ces fragments ont un intérêt particulier de par la possibilité qu'ils auraient

de réagir avec le récepteur PTH/PTHrP et d'interferer avec l'activité biologique de la

hPTH(l-84). La non-(l-84)PTH s'accumule en insuffisance rénale et finit par représenter

40-50% de l'immunoréactivité de la I-PTH par rapport à seulement 15-20% chez l'individu

normal. L'interpretation des niveaux circulants d'hormone intacte et de ses fragments via

le ratio C-PTH/I-PTH nous démontre que l'immunoréactivité est un phénomène

dynamique influencé par la calcémie. Plusieurs études ont démontré que les fragments

carboxyl-terminaux trouvés en circulation proviennent à la fois d'une sécrétion par les

parathyroïdes et du métabolisme périphérique de la PTH(1-84). Nous avons voulu vérifier

si ces notions s'appliquaient aussi à la non(l-84).

L'origine périphérique de la non(l-84)PTH a été étudiée au cours de

l'administration intraveineuse de hPTH(l-84) chez le rat normal. Les formes générées par

le métabolime périphérique de la hPTH(l-84) injectée ont été fractionnées par HPLC et

analysées par planimétrie. L'influence de l'insuffisance rénale sur ce phénomène a été

étudiée chez le rat néphrectomisé.
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L'origine glandulaire de la non( 1-84)PT11 a été étudiée au moyen de préparations

cellulaires obtenues à partir d'adénomes parathyroidiens humains. La sécrétion a été

étudiée à court terme à la calcémie originale de chaque patient, et ce en parallèle avec

l'étude des formes circulantes de PTH dans leur sérum. Les serums et les milieux

contenant les formes sécrétées ont été analysés de la même façon que dans l'étude in-vivo

chez le rat.

Les résultats obtenus lors de cette étude sont présentés dans l'article suivant.

0
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ABSTRACT
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Origin of parathyroid hormone (PTH) fragments detected by intact-PTH assays

Background: Intact parathyroid honnone (I-PTH) assays react with non-(l-84) PTH, large

carboxyl-terminal (C) fragments with a partially preserved amino-terminal (N) stmcture.

They accoimt for up to 50% of I-PTH in renal failure and may be implicated in PTH

resistance. We wanted to know if they were secreted by the parathyroid glands and

generated by peripheral metabolism ofPTH (1-84).

Methods: Anesthetized normal CN) and nephrectomized (NPX) rats were injected IV with

1.5 |^g ofhPTH(l-84). Blood was obtained from 8 rats at 2, 4,6,8,12, 24, 48 and 96 min.

I-PTH (Allegro I-PTH) was measured in all samples. Pools ofsemm were fractionated by

HPLC at each time point and the fractions assayed to quantitate hPTH(l-84) and non-(l-

84)PTH. Secretion studies were performed with dispersed cells from 5 parathyroid

adenomas. The serum of 10 patients with primary hyperparathyroidism and cell

supernatants were fractionated by HPLC and were analyzed as just described.

Results: hPTH(l-84) disappeared from serum biexponentially. The half-life of the first

exponential was similar in N (2.08 min) and NPX (1.94 min) rats, while that of the second

was longer in NPX rats (32.4 vs 20.9 min). The residual quantity ofhPTH(l-84) under the

curve was greater in NPX (6964 ±23 92 pmol) than in N rats (3229±561pmol ; p< 0.001).

Non-( 1-84)PT11 concentration was maximal at 8 min in both groups and higher in NPX

(92.8± 13.8 pmol/L) than in N rats (38.8±7.2 pmol/L ; p<0.01). The area under the curve
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of non-(l-84)PTH was also greater in NPX (1904±405 pmol) than in N rats (664± 168

pmol ; p<0.001). All parathyroid adenomas secreted non-(l-84)PTH. It represented

21. l ±3.9% of secreted and 32.5 ±1.3% of circulating I-PTH in primary

hyperparathyroidism.

Conclusions: Non-(l-84)PTH, like other C-PTH fragments, originates from both the

peripheral metabolism ofhPTH(l-84) and from parathyroid gland secretion. Renal failure

influences its concentration by increasing the amount of substrate available and by reducing

non-(l-84)PTH clearance. Its higher proportion in serum relative to cell supernatants in

primary hyperparathyroidism reflects the added role of peripheral metabolism and the

longer half-life of fragments.

Index words: Parathyroid hormone, calcium, renal failure, parathyroid glands.
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INTRODUCTION

;)

The existence of circulating carboxyl-terminal (C) fragment(s) of parathyroid hormone

(PTH) with a partially preserved amino-terminal (N) structure is a relatively recent finding

(1-3). These fragments are of particular interest because, at least theoretically, they could

interact with the classic PTH/PTHrP receptor to modify some aspects of PTH(1-84)

bioactivity. They were first identified by analyzing HPLC-fractionated sera with Nichol's

I-PTH radioimmunometric assay (l). This assay and other similar assays do not react with

hPTH(l-34) or C-fragments without a partially preserved N-structure (4-5) but they do react

with hPTH(7-84), a prototype of these circulating C-fragments (1-3). Such is the cause

because most antisera raised against N-PTH have their epitopes m region 15-34 of the PTH

structure (6) and rarely in region 1-12. These fragments behave like other C-PTH

fragments. Their concentration relative to that ofhPTH(l-84) increases in hypercalcemia

and decreases in hypocalcemia (1,2). They also accumulate in renal failure to account for

40-50% ofI-PTH immunoreactivity while representing only 15-20% in normals (1-3).

u

Recent data suggest that synthetic hPTH(7-84) alone decreases ionized calcium

concentration in thyroparathyroidectomised rats (7,8) and antagonizes the calcémie effect

of hPTH(l-84) (8,9) and hPTH(l-34) (8) in the same animals, raising the possibility that

circulating C-fragments with a partially preserved N-structure could do the same. This

could implicate them in the PTH resistance of renal failure (7).
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We were thus interested to see how these fragments were generated in vivo and how

acute renal failure affected their concentration. We wanted to know if, like other C-PTH

fragments, they had a dual origin from both peripheral metabolism (9,10) and secretion by

the parathyroid glands (11-14). The data to be presented here suggest a similar origin and

behavior to other C-PTH fragments.

u
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MATEMALS AND METHODS

Metabolism ofhPTH(l-84) in normal and acutely nephrectomized rats:

Experimental protocol

This study was performed in male Sprague-Dawley rats weighing 275-300 g, under

general anesthesia (Somnotol 6 mg/100 g). Half the rats were nephrectomized bilaterally

via a posterior surgical approach prior to injection. hPTH(l-84) (Bachem, Torrance, CA,

USA) was dissolved in barbital buffer, 0.05 M, pH 8.6, containing 15% normal rat serum,

at a concentration of l .5 (J.g/500 (J,l, and injected in a jugular vein. Four groups of 8 normal

(N) or nephrectomized (NPX) rats were studied at the following time points: group 1,2 and

4 min, group 2, 6 and 8 min, group 3, 12 and 24 min, group 4, 48 and 96 min. Blood was

collected through a jugular vein at the first time point and through exsanguination via the

abdominal aorta at the second time point. Serum was stored at -75 C in aliquots until

processed further or analyzed. The protocol was approved by the Animal Care Committee

of our centre in compliance with Canadian Council on Animal Care guidelines.

Processing and analysis of samples

u

I-PTH was measured in serum samples from all groups by a commercial I-PTH

radioimmunometric assay which is non-reactive to endogenous rat PTH (Allegro I-PTH,

Nichol's Institute, San Juan Capistrano, ÇA, USA). This assay has been demonstrated to
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react in an equimolar fashion with hPTH(l-84) and hPTH(7-84) (2,3). It also reacts with

circulating C-fragments having a partially preserved N-structure, also called non-(l-84)

PTH in prior publications (2,3). A pool of serum from 8 rats of each group at each time

point was extracted in Sep-Pak Plus Cig^i cartridges (Waters, Chromatographic Division,

Wilford, MA, USA) (15) and eluted with 3 ml of 80% acetonitrile m 0.1% trifluoroacetic

acid (TFA). Acetonitrile was evaporated, and the residual volume freeze-dried. The

samples were reconstituted in 0.6 ml of 0.1% TFA for HPLC analysis. Each sample was

loaded on a Cis^i Bondapak analytical column of 3.9 x 300 mm (Waters), and eluted with

a non-continuous linear gradient of acetonitrile 15 to 50% in 0.1% TFA, delivered at 1.5

ml/min for 65 min by BioRad Model 2700 HPLC (Richmond, CA, USA). 1.5-ml fractions

were collected in polypropylene tubes precoated with 0.1% BSA in water. The acetonitrile

present in each fraction was evaporated and the residual volume freeze-dried. Each fraction

was reconstituted to 1 ml with 0.7% BSA in water, and appropriate volumes assayed for

I-PTH. PTH recovery during all these procedures was 84.2± 12.2% (N-10). hPTH(l-84)

and hPTH(7-84) (Bachem) processed in rat semm, as described, eluted as single peaks at

the expected positions, demonstrating no degradation during the above procedures.

u
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Secretion of PTH by parathyroid cells from human parathyroid adenomas

Experimental protocol

0

Parathyroid tissue (230-500 mg) was obtained from 5 parathyroid adenomas in patients

operated for primary hyperparathyroidism. Blood was also obtained from 10 similar

patients prior to surgery to study I-PTH molecular forms present in the circulation.

Processing and analysis

Parathyroid glands were trimmed of exogenous tissue, sliced and dispersed with

collagenase-DNase, according to Brown et al. (16,17), at 37 C for 45-60 min. The cell

suspension was filtered through 200 [im mesh and washed 3 times with culture medium to

be described. Cell viability, assessed by the trypan blue exclusion technique, was >95%.

Parathyroid cells were incubated in DMEM Fi2 medium without NaHC03 and buffered

with 0.015 M HEPES, pH 7.4, 5% FBS and 0.2% BSA at a concentration of 200,000 to

300,000 cells/ml of medium. Calcium concentration was adjusted with CaCli to the

original patient serum calcium concentration. Secretion was studied over 1 to 2 hina

hiimidified incubator at 37°C. After incubation, the cells were centrifuged in a pellet, and

the supernatant was collected for further analysis. Storage and processing of sera and

supernatants for HPLC analysis were similar to the preceding project in rats. Recovery of

I-PTH immunoreactivity during these procedures was 103.4± 17.2% (N=10). The same I-

PTH assay described previously was used to analyse all HPLC profiles.

u
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Statistical analysis

0

The results are means ± S.D. Comparisons were made on logarithmic concentrations

by a two way repeated measures ANOVA followed by a Tukey test. Planimetric

evaluation of HPLC profiles was undertaken with the Origin 4.1 (Microcal Software,

Northamton, MA, USA). Percentages of hPTH(l-84) and non-(l-84)PTH were obtained

in each case and applied to total I-PTH data for proper quantitation of both molecular forms

at each time point and for each rat. The same software was used to study the kinetics of

hPTH(l-84) disappearance in both groups, employing a standard formula for half-life (t1/2)

and the elimination constant (Ke). hPTH(l-84) and non-(l-84)PTH were also quantitated

similarly in the serum of patients with primary hyperparathyroidism and in the supernatant

of cells incubation.

u
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RESULTS

Metabolism ofhPTH(l-84) in N and NPX rats

0

0

Figure 1 illustrates the disappearance of injected hPTH(l-84) in N and NPX rats. Each

point represents the mean ± SD for 8 rats. In both groups, I-PTH immunoreactivity decayed

biexponentially with a rapid first component over the first 10 min and a slower second one

over the rest of the study. Mean I-PTH concentrations were significantly higher at 2 min

(p<0.05) and from 4 to 96 min (p < 0.001) in NPX rats. These decay curves were

separated into their components, hPTH(l-84) and non-(l-84)PTH, by HPLC analysis of a

pool of sera at each time-point. The fractions were assayed with I-PTH, and peaks were

quantitated by planimetry. This is illustrated for both groups at 8, 24 and 48 min in Figure

2. Only hPTH(l-84) was identified at 2 and 4 min at position 52 min. Large fragments

with a partially preserved N-structure were clearly identified as a shoulder to the hPTH(l-

84) peak at 6 and 8 min at position 50 min.. Their concentration was maximal 8 min after

the injection ofhPTH(l-84) in both groups and higher in NPX (92.8± 13.8 pmol/L) than in

N rats (38.8±7.2 pmol/L; p<0.001). They reached % maximum at 24 min where they

represented 40% ofI-PTH immunoreactivity in both groups. On all HPLC profiles, more

fragments and hPTH(l-84) were observed in NPX rats than in N rats. The HPLC

percentages of hPTH(l-84) and fragments at each time point were next applied to

individual rat values of Figure 1 to obtain Figure 3. The half-life of the first exponential



Origin of non-q-84)PTH Nquyen-yamamoto et al. 74

n

ofhPTH(l-84) decay (N=2.08 min; NPX = 1.94 min) was similar in both groups. The half-

life of the second exponential was shorter in N (20.9 min) than in NPX (32.4 min). This

caused the residual quantity ofhPTH(l-84) under the curve to be more than twice as large

in NPX (6964±2392 pmol) compared to N rats (3229±561 pmol; p < 0.001). The quantity

of non-( 1-84)PTM under the curve was three times as large in NPX (1904± 405 pmol) than

in N rats (664± 168 pmol; p < 0.001).

Secretion ofPTH by parathyroid cells from human parathyroid adenoma

0
Figure 4 illustrates the HPLC profiles of immunoreactive PTH m the serum of patients

with primary hyperparathyroidism. Ten patients were assessed by I-PTH assay, and 2 peaks

were identified in all patients with 3 in some patients. The major peak, at position 52,co-

migrated with hPTH(l-84) and represented 67.8± 1.4% of the immunoreactivity. The

second peak migrated slightly in front ofhPTH(l-84) at positions 48-50 and represented

27.7± l .8% ofI-PTH immunoreactivity. This peak migrated similarly to non-(l-84)PTH,

identified during the peripheral metabolism ofhPTH(l-84) in rats. A third minor peak was

also present in front of the last one, at positions 42-46, mainly in patients with higher basal

PTH levels, and represented 4.5 ±1.7% of immunoreactivity. Figure 5 illustrates similar

results for supernatants of parathyroid cells obtained from parathyroid adenomas. Again,

with I-PTH assay, 3 peaks were identified. Within 1 position, these peaks eluted similarly

to those described for serum and represented respectively, position 52, 78.9±4%, position

48-50, 18.2±3.8%, and position 42-46, 2.9±0.6%. The amount of fragments identified in
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cell supernatants was significantly less than the amount observed in serum (21.1 ±3.9 vs

32.5 ± 1.3; p<0.001). When synthetic hPTH(l-84) was processed in hypoparathyroid serum

a single peak, migrating at position 52, was identified.

0

0
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DISCUSSION

This study was designed to examine the origin ofnon-(l-84)PTH, large C-fragments

ofPTH with a partially preserved N-structure (1-3). These fragments could theoretically

activate the protein kinase-C domain of the classical PTH/PTHrP receptor (18-22),

modulate hPTH(l-84) biological effects (7,8,22) or react with the less well-defined C-PTH

receptor(23-26).

0
To study the origin of these fragments, we used different experimental models. Rats,

either N or NPX, have served extensively to understand the metabolism of various PTH(1-

84) preparations (9,10,27,28), and they still appear to be the best model to examine the

generation of fragments from injected hPTH(l-84). Parathyroid adenomas obtained at

surgery have also been used to study the secretion of C-PTH fragments by the parathyroid

glands (11,12). To ensure that the glandular secretory products were relevant to those

found in the circulation, we also looked at circulating molecular forms ofPTH in patients

with primary hyperparathyroidism.

0

Intravenously (IV) injected hPTH(l-84), like other PTH preparations injected IV into

rats (9,10,27,28), disappeared from serum biexponentially, first with a rapid and then with

a second slower component. As expected, more I-PTH immunoreactivity was present in

serum at each time point in NPX animals, reflecting decreased clearance in the absence of
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the kidneys (27,28). This has been observed in prior studies dealing with the peripheral

metabolism ofl25I-hPTH(l-84) or 125I-bPTH(39-84) (9,10,27,28). HPLC fractionation of

total I-PTH, at each time point, disclosed exclusively hPTH(l-84) at the 2 earliest time

points, and a second peak in fi-ont ofhPTH(l-84) at all other time points. This second peak

first appeared as a shoulder to hPHT(l-84) at 6 and 8 min, and as a distinct peak later on,

with maximum % expression at 24 min where it represented 40% of total I-PTH

immunoreactivity in both groups of rats. This is similar to what has been described for I

C-fragments of 125I-bPTH(l-84) in N and NPX rats (9,10,27,28). The elution positions of

this fragment peak and ofhPTH(l-84) in rats were also similar to our findings in humans

(1-3). The application ofHPLC planimetric data to total I-PTH values permitted us to

constmct a true disappearance curve for hPTH(l-84) and a mixed curve (generation +

clearance) for non-(l-84)PTH. Kinetic analysis ofhPTH(l-84) disclosed a similar half-life

for early exponential decay in both groups, but longer half-life for the second component

in NPX animais. Again, this is similar to prior reports (27,28) with the exception of a

shorter half-life for the second component in both groups of our study. The difference from

prior results is probably best explained by the fact that the hPTH(l-84) preparation used

here was biologically active while 125I-bPTH(l-84) used previously was not (9,10,27,28)

because of chloramine-T iodination. Prior studies have demonstrated a slightly different

tissue distribution (more in the liver, less in the kidneys) ofbioactive I-bPTH(l-84) (29)

and ofbioactive internally-labeled bPTH(l-84) with a somehow shorter half-life (30).

Finally, more PTH fragments were observed in NPX rats at all time points reflecting the

absence of kidney clearance and increased production in the presence of more available
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substrate. Again, this is similar to what has been described for other C-fragments ofPTH

(27,28). In the end, one may wonder why non-(l-84)PTH was not identified previously in

experiments dealing with the metabolism of 125I-bPTH(l-84) or intemally-labeled bPTH(l-

84). In the first case, gel chromatography was used and was probably unable to separate

these large 125I-PTH fragments from 125I-bPTH(l-84), and/or 125I-PTH fragments were not

sequenced long enough to identify I-non(l-84) PTH (9,10,28). In the second case (30),

HPLC was performed on gel chromatography fractions and not on untouched samples,

leading to the same conclusion.

0

u

The second part of our study dealt with the secretion ofnon-(l-84)PTH by parathyroid

adenomas. The HPLC profiles of PTH in sera from 10 patients with primary

hyperparathyroidism were first investigated to make sure that parathyroid gland secretory

products were compatible with the circulating PTH molecular forms. hPTH(l-84) and a

fragment peak corresponding to circulating non(l-84) PTH were identified in all patients

and a third fragment peak, not identified before, was also seen in some patient sera. These

3 peaks were also identified as secretory products of parathyroid cell incubations. The

smaller third peak was more apparent when high PTH levels were used for HPLC. These

non-(l-84)PTH peaks represented 32.5% of the immunoreactivity in serum, slightly more

than in normal individuals [1-3], but less than what is seen in advanced renal failure [2,3].

They also represented 21.1% of parathyroid gland secretory products. Thus, like other C-

fragments, non-( 1-84)PTM is also secreted by the parathyroid glands (11-14). The higher

proportion ofnon-(l-84)PTH in sera than in cell supematants reflects both the longer half-
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life ofC-fi-agments in semm relative to hPTH(l-84) (27) and the contribution of peripheral

metabolism to circulating non(l-84) PTH. Earlier studies (14,31,32), performed with

porcine, bovine and human parathyroid cells, indicated that apart from fragments starting

at positions 34, 37 and 43, these glands also secreted fragment starting at positions 24- and

28. These 2 secreted products could contribute to what we describe as non-(l-84)PTH

HPLC peaks.

0

In conclusion, we can say that non-(l-84)PTH, like other C-fragments ofPTH, has a

dual origin from both the peripheral metabolism ofhPTH(l-84) and the secretory process

of parathyroid cells. In renal failure, more non-(l-84)PTH is observed in relation to the

decreased renal clearance of these and other C-fragments. These findings in renal failure

may be important to explain PTH resistance in that situation (7,8).
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LEGENDS TO FIGURES

Fig. 1. Decay curves of injected hPTH(l-84) in normal (< >) and

nephrectomized (•——•) rats. Each point represents mean ± S.D. of 8 rats.

Logarithmic values statistically different from normal rats by a two way ANOVA

for repeated measurements followed by a Tukey test at given time points : *,

p<0.05;**,p< 0.001.

Fig. 2. HPLC profiles (left) of circulating PTH in normal (—) and nepb-ectomized

(-—) rats at 8, 24 and 48 min after the injection ofhPTH(l-84). The respective

elution positions ofhPTH(7-84) and hPTH(l-84) are indicated by arrows from left

to right. Planimetric analysis (right) ofHPLC peaks at each time point for normal

(A) and nephrectomized rats (B). Data are expressed as % of total I-PTH

immunoreactivity measured for hPTH(l-84) (•

(•——•) in the 2 groups.

>) and recognized fragments

0

Fig. 3. Application ofplanimetric analysis result at each time point (Fig. 2) to

circulating I-PTH levels at the same time point (Fig. 1) in normal (•—•) and

nephrectomized rats (•——•).
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Result are means ± S.D. The fate ofhPTH(l-84) and ofnon-(l-84)PTH

are shown. Values of N and NPX rats were analysed using a logarithmic

transformation of the data and a two way ANOVA for repeated measurements

followed by a Tukey test: *, p< 0.05; **, p < 0.001.

0

Fig. 4. HPLC profiles of I-PTH present in serum of patients with primary

hyperparathyroidism. Arrows indicate the elution positions of hPTH(7-84) and

hPTH(l-84) from left to right respectively. Results are expressed as absolute values

on the left and as % of total immunoreactivity on the right. N= 10 patients (A, B),

mean of 10 patients (C, D), standard hPTH(l-84) processed in hypoparathyroid

serum (E,F). hPTH(l-84) and 2 more fragment peaks were recognized by I-PTH

assay in serum (A,B,C,D) while only hPTH(l-84) in E,F.

Fig. 5 HPLC profiles of I-PTH present in the supernatant of parathyroid cells

from parathyroid adenomas studied over 2 hours. Arrows indicate the elution

positions ofhPTH(7-84) and hPTH(l-84) from left to right respectively. Results

are expressed as absolute values on the left and as % of total immunoreactivity on

the right. N= 5 adenomas (A, B), mean of 5 adenomas (C, D). hPTH(l-84) and 2

more fragment peaks were recognized by I-PTH assay.

u
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COMMENTAIRE

0

Les résultats obtenus dans cette étude démontrent que les formes non( l-84)PTli

détectées par les dosages de PTH intacte sont formées durant le métabolisme périphérique

de la hPTH(l-84) chez le rat normal. La disparition de la hPTH(l-84) se fait de façon

biexponentielle. Ces exponentielles s'expliquent par deux phénomènes, la clairance de la

hPTH(l-84) et l'apparition et la clairance de la non(l-84)PTH. Ces exponentielles sont

modifiés chez le rat néphrectomisé par l'augmentation du substrat disponible en relation

avec la diminution de la clairance rénale, résultant en une augmentation de la quantité de

hPTH(l-84) résiduelle et une plus longue demi-vie de la deuxième exponentielle. La

??on(l-84)PTH est également sécrétée par tous les adénomes étudiés. Les analyses HPLC

montrent un profil similaire des formes circulantes comparées à celles sécrétées par les

adénomes. La non(l-84)PTH représente 21.1% de la I-PTH sécrétée et 32 % de la I-PTH

circulante. Ces résultats nous suggèrent une similitude d'origine entre les formes non(Ï-

84)PTH et les autres fragments carboxyl-terminaux. Leur taux circulants élevés en

insuffisance rénale confirment le rôle majeur du rein dans leur clairance.

La présence de ces fragments en circulation en quantité importante justifie l'étude

de leur rôle possible sur l'activité biologique de l'hormone intacte in-vivo. Cette hypothèse

sera étudiée dans la prochaine étude.

u
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INTRODUCTION

De longue date, les fragments carboxyl-terminaux de la PTH ont été considérés

comme un produit biologiquement inactif du métabolisme de l'hormone intace. Plus

récemment, différentes études ont permis de mettre en évidence un récepteur rénal et

osseux carboxyl-spécifique, le récepteur C-PTH, des effets directs des fragments carboxyl-

terminaux synthétiques sur les cellules osseuses, via le même récepteur et, une régulation

par la calcémie du ratio C-PTH/I-PTH chez l'individu normal et dans les maladies de la

parathyroïde. Dans l'article précédent, nous avons démontré que la non(l-84)PTH,

provenait de la sécrétion glandulaire des parathyroides et du métabolisme périphérique de

la hPTH(l-84). Ces trouvailles étaient similaires à celles décrites pour les autres

fragments carboxyl-terminaux de la PTH. De plus, l'accumulation de la non-(l-84)PTH

était accentuée par insuffisance rénale. Pour vérifier l'hypothèse selon laquelle l'activité

biologique de la PTH intacte pourrait être influencée par les fragments carboxyl-terminaux

de PTH circulants, nous avons étudié l'effet de fragments synthétiques sur la réponse

calcique à la PTH(1-34) et à la hPTH(l-84) in-vivo. L'étude a été effectuée chez le rat

parathyroïdectomisé et anesthésié pour éliminer l'influence de la PTH endogène de rat dans

le tableau. La hPTH(l-34) et la hPTH(l-84) ont été infusées avec ou sans fragments

carboxyl-terminaux de différentes longueurs, [hPTH(7-84), (39-84) et (53-84)], et ce à

différentes doses. Les fragments carboxyl-terminaux ont aussi été infusés seuls. Le

mécanisme d'action des fragments carboxyl-terminaux a été étudié au moyen du

déplacement de traceurs sur les cellules ROS17/2.8 in-vitro. Ces dernières expriment à la
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fois le récepteur classique, PTH/PTHrP ainsi que le récepteur carboxyl-terminal de la PTH.

Une voie de signalisation a été étudiée au moyen de la production d'AMPc. Les résultats

obtenus dans cette étude sont présentés dans l'article suivant

0

u
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SYNTHETIC CARBOXYLTEIUMINAL FRAGMENTS OF PTH DECREASE

IONIZED CALCIUM CONCENTRATION IN RATS BY ACTING ON

A RECEPTOR DIFFERENT FROM THE PTH/PTHrP RECEPTOR

0
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ABSTRACT

u

Even if the carboxylterminal (C)- fragments/intact (I)-parathyroid hormone (PTH) ratio is

tightly regulated by ionized calcium (Ca ) concentration in humans and animals, in health

and in disease, the physiological roles of C-PTH fragments and of the C-PTH receptor

remain elusive. To explore these issues, we studied the influence of synthetic C-PTH

peptides of various length on Ca concentration and on the calcémie response to hPTH(l-

34) and hPTH(l-84) in anesthetized thyroparathyroidectomized (TPTX) rats. We also

looked at the capacity of these PTH preparations to react with the PTH/PTHrP receptor and

with a receptor for the carboxyl (C)-terminal portion of PTH (C-PTH receptor) in rat

osteosarcoma cells, ROS 17/2.8. Ca++ concentration was reduced by 0.19±0.03 mmol/L

over 2 h in all TPTX groups. Infusion of solvent over 2 more h had no further effect on

Ca-rT concentration (-0.01±0.01 mmol/L) while infusion ofhPTH(7-84) or fragment mixture

(10% hPTH(7-84) and 45% each ofhPTH(39-84) and hPTH(53-84)), 10 nmol/h, further

decreased Ca++ concentration by 0.18±0.02 (p<0.001) and 0.07±0.04 mmol/L (p<0.001)

respectively. Infusion of hPTH(l-84) or hPTH(l-34), l nmol/h, increased Ca++

concentration by 0.16±0.03 (p<0.001) and 0.19±0.03 mmol/L (p<0.001) respectively.

Adding hPTH(7-84), 10 nmol/h, to these preparations prevented the calcémie response and

maintained Ca++ concentrations equal to or below levels observed in TPTX animals infused

with solvent alone. Adding the fragment mixture, 10 nmol/h, to hPTH(l-84) did not

prevent a normal calcémie response but partially blocked the response to hPTH(l-34), and

more than 3 nmol/h hPTH(7-84) prevented it. Both hPTH(l-84) and hPTH(l-34)



Calcémie response to PTH in vivo

n

0

Nquyen-Yamamoto e/-<7/. 97

stimulated cyclic AMP production in ROS 17/2.8 clonal cells, while hPTH(7-84) was

125, .8,18ineffective in this respect. Both hPTH(l-84) and hPTH(l-34) displaced IZ3I-[nleB'IS, tyr34]

hPTH(l-34) amide from the PTH/PTHrP receptor while hPTH(7-84) had no such influence.

Both hPTH(l-84) and hPTH(7-84) displaced 125I-[tyr34] hPTH(19-84) from the C-PTH

receptor, the former preparation being more potent on a molar basis, while hPTH(l-34) had

no effect. These results suggest that C-PTH fragments, and particularly hPTH(7-84), can

influence Ca concentration negatively in vivo and limit in such a way the calcémie

response to hPTH(l-84) and hPTH(l-34) by interacting with a receptor different from the

PTH/PTHrP receptor, possibly a C-PTH receptor.

u
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INTRODUCTION

0

u

Various lines of evidence suggest that circulating carboxylterminal (C)- fragments of

parathyroid hormone (PTH) have more physiological relevance than currently thought.

First, their concentration, relative to that of intact (I-)PTH, estimated though the C-PTH/I-

PTH ratio, is regulated by Ca^ concentration in healthy individuals (1-3) and patients with

parathyroid diseases (4-10). Acutely, hypercalcemia suppresses I-PTH more efficiently

than C-PTH and elevates the C-PTH/I-PTH ratio while hypocalcemia increases I-PTH more

efficiently than C-PTH and decreases the C-PTH/I-PTH ratio (1-3). Chronic stimulation

or inhibition of the parathyroid glands enhances these acute effects ofCa" concentration

on the C-PTH/I-PTH ratio (4, 5, 7-10). This tight regulation of the C-PTH/I-PTH ratio

suggests physiological implications. Second, a receptor for the carboxyl (C)-terminal

portion ofPTH (C-PTH receptor) has been demonstrated in bone and kidney cells during

binding studies (11-15) and specific actions of synthetic C-PTH peptides have been

observed on bone cells (16-21) and chondrocytes (22, 23). Thus, synthetic C-PTH peptides

elevate alkaline phosphatase activity and osteocalcin mRNA m osteoblast-like cells (16-

19), stimulate osteoclast-like cell formation and osteoclastic activity (20) as well as alkaline

phosphatase activity in mouse embryo tooth germ (21). These peptides also influence

collagen expression in chondrocytes by modulating intracellular Ca-rT concentration (22,

23). Finally, a different cellular distribution ofPTH(l-84) and PTH(1-34) (24-27) and

different biological effects of these 2 molecules on urinary Ca excretion in vivo (27), on the
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volume of pancreatic secretion (28), and on intracellular Ca concentration in various cells

and tissues in vitro (29, 30), if explained by PTH(1-84) binding to the C-PTH receptor,

suggest wide presence of this receptor and its physiological importance. To confirm this

hypothesis, we studied the influence of synthetic C-PTH peptides of various lengths on the

biological effects ofhPTH(l-84) and hPTH(l-34) in thyroparathyroidectomized (TPTX)

rats. Our results are described hereafter and suggest a negative influence of C-fragments

on Ca-rT concentration.

u
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MATEMALS AND METHODS

PTHpeptides

0

hPTH(l-84), hPTH(l-34), hPTH(7-84), hPTH(39-84), hPTH(53-84) and [nie8'18, tyr34]

hPTH(l-34) were purchased from BACHEM (Torrance, CA). [tyr34] hPTH(19-84) was

generously provided by Dr. Harald Juppner from the Endocrine Unit of the Massachusetts

General Hospital in Boston, U.S.A. (14). The homogeneity of each PTH preparation was

verified by HPLC. Five to ten }j.g were loaded in 0.1% TFA on a Cisu Bondapak analytical

column and eluted with a non-continuous linear gradient of acetonitrile, 15-50% in 0.1%

TFA, delivered at l .5 ml/min for 65 min by a Bio-Rad Model 2700 solvent delivery system

(Richmond, CA, U.S.A.). All preparations appeared homogenous by optical density

monitoring at 220 nM. All peptides were first dissolved in 0.1 M acetic acid, l [j.g dry

weight/^tl, aliquoted and stored at -70 C until used. For infusion, they were further

dissolved at the appropriate concentrations in 0.9% Nad, 2.5% sucrose and 2% BSA.

In vivo experimentation in rats

u

Experimental protocol

Male Sprague-Dawley rats, weighing 225-250 g, were fed a normal diet until

experimentation. They were kept in cages according to the guidelines of the Canadian

Council on Animal Care. The protocol was approved by the Animal Care Committee of our
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center for study of groups of 6-8 rats. Under anesthesia with isoflurane delivered in

N20:02 (4:1), TPTX was performed in all except 1 group (sham-operated). Catheters were

installed in the right femoral vein for IV infusion, and in the bladder for urine collection.

Solvent was infused at 50 p.l/min over the first 2 h in all groups and continued for another

2 h in the sham-operated control group and one TPTX group while all other TPTX groups

were infused for 2 h with the following preparations: hPTH(l-84) or hPTH(l-34), 1

nmol/h; hPTH(l-84) or hPTH(l-34), l nmol/h, with hPTH(7-84), l, 3 or 10 nmoVh, or with

hPTH(39-84), 10 nmol/h, or with a mixture of synthetic C-fragments (10% hPTH(7-84),

45% each ofhPTH(39-84) and hPTH(53-84)), 1 or 10 nmol/h. hPTH(7-84) and the C-

fragment mixture, 10 nmol/h, were also infused alone. Blood was obtained from the tail

vein to measure Ca-rT at 0, 1, 2, 3 and 4 h. The rats were sacrificed by exsanguination

through the abdominal aorta at 4 h, and total calcium, phosphate and creatinine were also

measured. Urine was collected during the last h of the 4-h experimentation period. All

samples were aliquoted and stored at -75°C until assayed.

Methods

u

Ca was analyzed on total blood using an ICA-2 analyzer (Radiometer, Copenhagen,

Denmark). The interassay coefficients of variation for 38 determinations at concentrations

of 0.77 and 1.75 mmol/L were 3.3% and 2.7%, respectively. Serum total calcium,

phosphate, creatinine and urinary phosphate and creatinine were measured by an automated

colorimetric method. Urinary calcium was quantitated by atomic absorption spectrometry.
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Statistical analysis

The results are means ± S.D. The data were analyzed by Student's "t" test or a one way

ANOVA followed by a Student Newman-Keuls test for 2 by 2 comparisons. Serum and

urinary parameter results were not available for all time points except at 4 h, when most

group differences were analyzed.

Experimentation in vitro with ROS 17/2.8 clonal cells

0

u

Cell culture

Rat osteosarcoma cells, ROS 17/2.8, were maintained in 75 cm flasks containing DMEM-

F 12 medium supplemented with 28 mMol NaHC03, pH 7.4, 1% penicillin-streptomycin

(Gibco-BRL, Grand Island, NY, U.S.A.) and 10% fetal serum (Hyclone, Logan, UT,

U.S.A.). They were maintained in a humidified atmosphere of 95% air and 5% CÛ2 for 5

days. Confluent cells were removed from the culture flasks with 0.25% trypsin-1 mM

EDTA (Gibco-BRL) and suspended in the same medium supplemented with 100 nM

dexamethasone (I CN Biomédical, Costa Mesa, CA, U.S.A.) to enhance the cyclic AMP

response to PTH (31). They were then plated onto 12-well sterile plates at a density of 2

x 104 cells/cm2 and grown in the same medium for 5 days, with a medium change on the

third day. The cells were finally used for cyclic AMP stimulation as well as for binding

experiments. Mean cell density/well at day 5 is 235,000±18,141 cells (mean ± S.E.M.

n=23).
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PTHbioassay

0

One ml of [3H]-adenine (Amersham, Oakville, Ont., Canada), l p.Ci/ml, in DMEM-F12 and

2% fetal semm, was added to each well for 2 h at 37 C. The wells were then washed twice

with 1 ml medium and incubated for 10 min with 250 p.1 medium containing 1 mM IBMX

(ICN Biomédical) to prevent cyclic AMP breakdown (31). PTH preparations were then

added in 250 |j.l medium, and incubation was allowed to continue for 5 more min at room

temperature. After washing each well twice with 1 ml 5% cold PBS, the reaction was

stopped with 1 ml 5% TCA. Each well and plate was re-incubated for a minimum of 2 h.

[14C]-cyclic AMP (Amersham), 2,000 cpm, was then added to each well. TCA extracts

were eluted through Dowex (Bio-Rad, Mississauga, Ont., Canada) and alumina (Fisher,

Nepean, Ont., Canada) coliimns to collect H- and C-cyclic AMP counts, as described by

Salomon et al. (32) and modified by Meeker and Harden (33). Radioactivity was counted

in 10 ml Scintisafe (Fisher) in a Beckman S-1801 scintillation counter. Synthetic hPTH(l-

84), hPTH(7-84) and hPTH(l-34) were bioassayed at concentrations ranging from 5x10

to 10-11 M.

Binding studies

u

Synthetic [nie8'18, tyr34] hPTH(l-34) and [tyr34] hPTH(19-84) were iodinated by the

chloramine T method, using Na 125Iodine (Amersham), and purified by HPLC. Each well

was rinsed twice with 1 ml binding buffer (50 mM Tris-HCl [pH 7.7], 100 mM Nad, 5
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mM KC1, 2 mM CaClz, 0.5% B SA, 10% hypoparathyroid dog semm) and then incubated

for 4 h at 16°C with 2 x 105 cpm of I-tracer, with or without various molar concentrations

of cold PTH preparations in a final volume of 500 p.1. The unbound radioligand was

removed, and the cell monolayers were rinsed twice with 1 ml of cold PB S. The cells were

lysed with 500 ^il of 1 M NaOH, and the lysates counted in an LKB-1277 gammacounter.

hPTH(l-84), hPTH(l-34) and hPTH(7-84) concentrations were similar to those

described previously for PTH bioassay.

0

Statistical analysis

Results are means ± S.D. Results obtained with the various PTH preparations were

analyzed by a one way ANOVA followed by a Student Newman-Keuls test for 2 by 2

comparisons.

u
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RESULTS

Table 1 summarizes the evolution of serum parameters of calcium and phosphate

homeostasis over 2 h after TPTX in rats as well as change of the same parameters in sham-

operated control rats. Ionized calcium (Ca++) decreased by 0.19 ± 0.03 mmol/L (p <

0.0001), total calcium by 0.40 ± 0.17 mmol/L ( p <0.0001) while serum phosphate

increased by 0.26 ± 0.40 mmol/L ( p <0.0001) in TPTX animals, all very significant

differences. Semm creatinine also decreased slightly, by 2.6±5.7 |j.mol/L (p<0.001), as an

indication of volume expansion. There was no changes in these semm measurements in

sham-operated control rats over the same time period. Serum creatinine also tended to

decrease by 4.1 ± 7.3 ^imol/L in these rats but this did not reach statistical significance in

this smaller group.

u

Figure 1 summarizes calcémie responses observed during 2-h infusion of various PTH

preparations or solvent alone in TPTX rats as well as the effect of infusion of solvent alone

in sham-operated control rats. In thèse animais, Ca^ concentration remained normal and

unchanged during the 2-h infusion. In TPTX animals infused with solvent alone, Ca"

concentration remained low at 1.10 mmol/L and did not change over the time course of the

experiment. hPTH(7-84), 10 nmol/h, caused a Ca concenu-ation decrease ofO.18 ± 0.02

mmol/L while fragment mixture, 10 nmol/h, reduced it by only 0.07 ± 0.04 mmol/L over

the same time period, both results being significantly different (p<0.001) from TPTX

solvent alone rats. hPTH(l-84), 1 nmol/h, increased ionized calcium by 0.16 ± 0.03
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mmol/L (p<0.001). When hPTH(l-84), 1 nmol/h, was infused with hPTH(7-84), 10

nmol/h, Ca^ did not increase and remained stable at the concentration observed in TPTX

animals infused with solvent alone. Fragment mixture, 10 mnol/h did not inhibit and, in fact

slightly enhanced the calcémie effect ofhPTH(l-84), l nmol/h. hPTH(l-34), l nmol/h,

increased ionized calcium values by 0.19 ± 0.03 mmol/L (p<0.001) over 2 h. Rats infused

with hPTH(7-84), 10 nmol/h, with hPTH(l-34), l nmol/h, maintained a lower Ca++

concentration than TPTX animals infused with solvent alone but higher than values

obtained with hPTH(7-84), 10 nmol/h alone. hPTH(7-84), 3 nmol/h, with hPTH(l-34), 1

nmol/h, resulted in Ca values higher than those found in TPTX animals infused with

solvent alone but lower than those observed with hPTH(l-34), 1 nmol/h alone. The

fragment mixture, 10 nmol/h, with hPTH(l-34), l nmol/h, was slightly more potent than

hPTH(7-84), 3 nmol/h, in limiting the calcémie response to hPTH(l-34).

0

Figure 2 summarizes differences in Ca and PÛ4 concentration obtained over 2-h infusion

of the same PTH preparations. The differences for Ca concentration are similar to those

just described. hPTH(7-84) alone, 10 nmol/h, reduced phosphate concentration by 0.10 ±

0.25 mmol/L (p<0.05) while solvent alone increased it by 0.35 ± 0.33 mmol/L in TPTX

rats. Infusion ofhPTH(l-84) or hPTH(l-34), l nmol/h, did not cause a significant decrease

in semm phosphate concentration compared to TPTX animais on solvent alone. In contrast,

all groups infused with hPTH(7-84) together with hPTH(l-84) or hPTH(l-34) and those

infused with the fragment mixture together with hPTH(l-34) had significant reduction of

serum phosphate compared to TPTX rats infused with hPTH (1-84) or hPTH(l-34) alone.
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Table II summarizes the influence of2-h infusion of the same PTH preparations on urinary

calcium and phosphate excretion. TPTX reduced urinary phosphate excretion in all groups

not treated with hPTH(l-84) or hPTH(l-34) while treatinent with hPTH(l-84) or hPTH(l-

34) increased phosphaturia above levels observed in sham-operated control rats. hPTH(7-

84), infused with hPTH(l-84) or hPTH(l-34), tended to decrease phosphaturia but the

results remained non-significant due to large variances. TPTX also tended to reduce

calciuria but the influence of the various PTH infusion regimens on urinary calcium were

less evident.

Figure 3 illustrates the data obtained in ROS 17/2.8 clonal cells. hPTH(l-84) and hPTH(l-

34) both increased cyclic AMP production in a dose-dependent manner. hPTH(l-34) was

slightly more efficient on a molar basis than hPTH(l-84). hPTH(7-84) alone had no

influence on cyclic AMP production and did not reduce the response to hPTH(l-84) or

hPTH(l-34) (not illustrated). hPTH(l-84) and hPTH(l-34) both displaced the 125I-[nle8-18,

tyr34] hPTH(l-34) tracer from the PTH/PTHrP receptor, hPTH(l-84) being slightly more

efficient on a niolar basis. hPTH(7-84), at the same molar concentrations, could not

displace this tracer. Similar experiments were performed with 125I-[tyr ] hPTH(19-84)

tracer. Binding this time was specific for the C-PTH receptor . hPTH(l-84) displaced the

tracer from the receptor while hPTH(l-34) could not. hPTH(7-84) was also able to displace

the tracer but was less potent on a molar basis than hPTH(l-84).
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DISCUSSION

This study was performed to establish if synthetic C-fragments of PTH, similar to those

found in the circulation of humans and animals, could influence the classic biological

effects ofPTH(l-84) or PTH(1-34) on serum and urinary calcium and phosphate. We

decided to use TPTX rats to remove the influence of endogenous molecular forms ofrPTH

on the results. We also made sure that anesthesia and fluid shifts did not influence calcium

concentration by using appropriate sham-operated control rats. hPTH(7-84) was used as

the only commercially available representative ofnon(l-84) PTH, large C-fragments with

a partially preserved aminoterminal structure identified on semm HPLC profiles by I-PTH

assays in humans and dogs (4, 5, 10). hPTH(39-84) was taken as an example of large C-

fragments generated during the peripheral metabolism ofPTH(l-84) in rats (34, 35) while

hPTH(53-84) served as an example of a smaller C-fragment (36). In some experiments,

PTH(7-84) was used alone while in others it was administered in a mixture with hPTH(39-

84) and hPTH(53-84), where it represented 10% of the total. The composition of this

mixture was derived from HPLC studies performed in normal humans where non(l-84)

PTH represented 20% ofI-PTH, and C-PTH, 80% of total PTH (4). The doses ofhPTH(l-

84) and hPTH(l-34) to be used were derived from the existing in vivo literature in rats (37).

The doses ofhPTH(7-84) and of mixture up to 10 times higher than either hPTH(l-84) or

hPTH(l-34) were derived from our studies on the composition of circulating PTH (4, 5).

To date, few studies have dealt with the modulatory influence of C-fi-agments on hPTH(l -

84) and hPTH(l-34) biological effects in vivo. PTH(53-84), when used alone, can
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stimulate alkaline phosphatase activity in ROS 17/2.8 clonal cells via a C-receptor, but this

effect is abolished in the presence ofhPTH(l-34) and/or hPTH(l-84) which decrease

alkaline phosphatase activity via the classic PTH/PTHrP receptor (11 J6-18). PTH(3 -84),

but not PTH(8-84), has been a potent inhibitor of hPTH(l-84) bioactivity in renal

cytochemical bioassay (38). Furthermore, synthetic C-fi'agments have been demonstrated

to elicit a late response in the same system (39). bPTH(3-84), 10 nmol/h, infused with

bPTH(l-84), l nmol/h, did not suppress the calcémie response to bPTH(l-84) in TPTX rats

but enhanced urinary cyclic AMP and PÛ4 excretions relative to hPTH(l-84) alone (37).

Finally, more recently, hPTH(7-84) has been demonstrated to inhibit the calcémie response

to hPTH(l-84) in TPTX rats maintained on a 0.02 % calcium diet (40). It is difficult to

reach specific conclusions from these results other than to say that C-fragments can

sometimes modulate PTH biological effects via l ofthe2 known PTH receptors.

Our data demonstrate that C-PTH fragments exert negative control on Ca"-r concentration,

and hPTH(l-84) or hPTH(l-34), a positive control. This is mainly illustrated by the

capacity ofhPTH(7-84) or of the fragment mixture, 10 nmol/h, infused alone to further

reduce Ça concentration in TPTX rats (negative control), and of hPTH(l-84) or of

hPTH(l-34), l nmol/h, to restore Ca-rT concentration to normal in the same rats (positive

control). hPTH(7-84) or the fragment mixture infused with hPTH(l-84) or hPTH(l-34) at

the same concentrations, in a 10/1 molar ratio, gave intermediate Ca concentrations

(positive hPTH(l-84) or hPTH(l-34) calcémie influence minus negative hPTH(7-84) or

fragment mixture calcémie effect). These results and those obtained with an intermediate

dose ofhPTH(7-84), 3 nmol/h, with hPTH(l-34), l nmol/h, clearly indicate that hPTH(7-
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++84) exerts negative control on Ca" concentration. The fragment mixture, 10 nmol/h,

which contains hPTH(7-84), l nmol/h, and other fragments 9 nmol/h, produced a greater

anticalcemic effect than hPTH(7-84), 3 nmol/h, when infused with hPTH(l-34), l nmol/h,

indicating that 9 nmol/h smaller fragments (45 % hPTH(39-84) + 45 % hPTH(53-84))

exerted a greater anticalcemic action than 2 nmol/h hPTH(7-84) in the presence of l nmol/h

ofPTH(7-84). This suggests that smaller C-PTH fragments can potentiate the effect of a

larger fragment. This the first time that an anticalcemic effect of several C-fragments is

clearly illustrated in vivo. Our results are similar to those obtained in a recent study where

an hypocalcémie effect of hPTH(7-84) alone was demonstrated as well as an inhibitory

effect of the same molecule on hPTH(l-84) induced calcium increase in TPTX rats

maintained on a 0.02 % calcium diet (40). A molar ratio ofhPTH(l-84) to hPTH(7-84) of

l : l was used in that study, much lower than in our study, but PTH preparations were also

injected intra-peritonealy rather than intravenously making any direct comparison difficult.

u

Clear effects of C-fragments on other aspects of PTH physiology were less evident.

Infusion ofhPTH(7-84) alone or with hPTH(l-84) or hPTH(l-34), or of the fragment

mixture with hPTH(l-34), reduced semm phosphate concentration more than hPTH(l-84)

or hPTH(l-34) alone indicating that the anticalcemic effect of C-PTH fragments was

observed simultaneously with a decrease in serum phosphate. Phosphaturia was

diminished in TPTX animals and greatly increased in all groups treated with either

hPTH(l-84) or hPTH(l-34). There was a tendency for hPTH(7-84) to reduce the

phosphaturic effect ofhPTH(l-34) in particular, but the results did not reach statistical
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significance due to large variances. The recent study already mentioned above suggested

a similar antiphosphaturic action ofhPTH(7-84) injected with hPTH(l-84) (40). Specific

effects on calciuria were not evident other than a tendency to decrease in all TPTX groups.

To better understand how hPTH(7-84) exerted its inhibitory influence, we studied its

interaction with the classic PTH/PTHrP receptor and the C-PTH receptor, both present on

ROS 17/2.8 clonal cells. Both hPTH(l-84) and hPTH(l-34) displaced the 125I-[nle8-18,tyr34]

hPTH(l-34) tracer from the classic PTH/PTHrP receptor, while hPTH(7-84) was totally

ineffective. Both hPTH(l-84) and hPTH(7-84) displaced the 125I-[tyr34] hPTH(19-84)

recombinant tracer from the C-receptor, the former preparation being more effective on a

molar basis, while hPTH(l-34) caused no displacement. Others have demonstrated that

smaller C-PTH fragments do not react with the PTH/PTHrP receptor and that region 69-84

has to be intact to react with the C-PTH receptor (15). Both hPTH(l-84) and hPTH(l-34),

in this study as in others, increased cyclic AMP production by ROS 17/2.8 clonal cells (16,

17, 19) while hPTH(7-84) was totally ineffective. This last point was also demonstrated

in a recent study (40). These results, combined with the effect of hPTH(39-84) and

hPTH(53-84) in the mixture, suggest that the anticalcemic effect ofC-PTH fragments may

be mediated via the C-PTH receptor . This receptor exists both on osteoblasts (l l , 14)and

osteocytes (4l), and it is possible that C-fragments could act by inhibiting osteocytic

osteolysis and/or by increasing calcium accretion. The latter point is further sustained by

the reduced phosphate levels in serum induced by C-fragments simultaneously with

unchanged or slightly decreased phosphaturia compared to hPTH(l-84) or hPTH(l-34)

alone. These results differ from those obtained with hPTH(7-34), another PTH inhibitor.
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The anticalcemic and antiphosphaturic effects of this PTH peptide in vivo were

demonstrated at higher molar concentrations and were mediated by an inhibition of

hPTH(l-34) binding to the PTH/PTHrP receptor and of ligand-induced cyclic AMP

production (43, 44). This, combined with our results, illustrated that it is possible to inhibit

the biological actions ofPTH(l-84) by blocking its activity at two of the known PTH

receptors. While hPTH(7-34) appears to exert its inhibitory action by influencing the

PTH/PTHrP receptor, hPTH(7-84) appears mainly to influence the C-PTH receptor.

hPTH(7-84) and the C-PTH fragments mixture inhibited the calcémie effect ofhPTH(l-34)

more readily than that ofhPTH(l-84). This may be related to the fact that hPTH(l -34) can

only interact with the PTH/PTHrP receptor while hPTH(l-84) can react also with the C-

PTH receptor. The C-PTH receptor binds hPTH(l-84) and could limit the quantity of

hormone available to react with the PTH/PTHrP receptor.This is suggested by the fact that

the fragment mixture, infused with hPTH(l~84), caused a greater calcémie response than

hPTH(l-84) alone, possibly by displacing some hPTH(l-84) from the C-PTH receptor. In

this particular case, the fragment mixture weaker anticalcemic effect was also masked by

binding ofhPTH(l-84) to the C-PTH receptor. Our results are limited by the fact that we

used synthetic hPTH fragments which are not identical to those found in the circulation,

and obviously we will have to demonstrate that they apply to circulating fragments once

their exact nature is known. Nonetheless, our data suggest both positive and negative

control ofCa++ concentration via hPTH(l-84) and the PTH/PTHrP receptor, and C-PTH

fragments and possibly the C-PTH receptor. This dual control of CaT~r concentration would

make sense if one looks at the regulation ofPTH molecular forms in the circulation by Ca"
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concentration. Hypocalcemia favors a low C-PTH/I-PTH ratio and thus the positive effects

on Ca~^ concentration while hypercalcemia favors a high C-PTH/I-PTH ratio and negative

effects on Ca concentration (1, 5).

The clinical implications of these findings may be important in primary and secondary

hyperparathyroidism. In renal failure, non(l-84) PTH and other C-PTH fragments

accumulate and account for a larger proportion of circulating PTH (4,42). This would

enhance the inhibitory effect of these fragments on Ca++ concentration and stimulate the

secretion of more PTH to restore Car~r concentration. Similarly, the amount ofnon(l-84)

PTH secreted relative to hPTH(l-84) could be important to explain why comparable Ca'

concentrations are often observed with quite different PTH concentrations (6) in patients

with primary hyperparathyroidism. More studies are required to elucidate these issues.

u
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TABLE

Influence of thyroparathyroidectomy on serum parameters of calcium and

phosphate homeostasis

TEST GROUPS TIME (h)

0 2 A

Ionized Ca

(mmoI/L)

Total Ca

(mmol/L)

Serum PÛ4
(mmol/L)

Creatinine

(^imol/L)

Control

TPTX

Control

TPTX

Control

TPTX

Control

TPTX

l.29 ±0.02

l.28 ±0.02

2.21 ±0.12

2.20 ±0.14

2.66 ±0.09

2.49 ±0.32

31.4 ±4.7

33.6 ±6.2

l.29 ±0.02

1.09±0.03ac

2.16 ±0.06
1.79±0.13ac

2.64 ±0.14
2.73±0.35a

27.2 ±5.7
31 ±6.5°b

-0.005 ±0.011

-0.19 ± 0.03e

-0.051 ±0.143
-0.40 ±-0.17e

-0.01 ±0.17
0.26 ±0.40

-4.1 ±7.3
-2.6 ±5.7

Results are means ±SD. Control = sham-operated rats, n = 8; TPTX =

thyroparathyroidectomized rats, n = 64. Statistical analysis by paired and unpaired

Student's T test. Different from time 0 : a, p< 0.0001; b, p < 0.001. Different from

controls: c, p< 0.0001.

u
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TABLE II
Influence of various PTH infusion regimens

on urinary calcium and phosphate excretion in TPTX rats

0

GROUPS

CONTROL

Sham-solvent

TPTX
Solvent

1 OX (mixture)

1 OX(7-84)

hPTH(l-84)

IX alone

+10X(7-84)

+1 OX (mixture)

hPTH(l-34)

IX alone

+3X(7-84)

+1 OX(7-84)

+1 OX (mixture)

+10X (39-84)

No. P04 U Ça U
((J.mol/p.mol créât.) (p.mol/p.mol créât.)

8

6

6

6

6

6

6

6

6

6

5

6

6.91 ±3.11

0.07±0.03a

0.09±0.04a

0.04 ± 0.02a

20.1 ±5.6'

15.4 ±4.7'

ad

bd

24.6 ±3.6ad

18.6 ±13.3

11.5±5.14'

cd

d

11.7 ±7.4d

21.5 ±9.2'

21.4 ±9.2

bd

bd

0.12 ±0.04

0.08 ±0.03

0.08 ±0.02

0.08 ± 0.02

0.09 ± 0.04e

0.07 ± 0.02e

0.07±0.01b

0.09 ±0.03

0.07 ± 0.01e

0.07 ± 0.01e

0.08 ±0.01

0.11 ±0.06

u

Results are means ±SD. IX,3X,10X = 1,3 and 10 nmol/h; (7-84), (39-84) = hPTH(7-
84), hPTH(39-84); (mixture) = 10% hPTH(7-84) and 45% each of hPTH(39-84) and
hPTH(53-84). Statistical analysis by one way ANOVA followed by a Smdent Newman-
Keuls test. Compared to sham-solvent control rats: a, p <0.001; b, <0.01; c, p <0.05.
Compared to TPTX-solvent rats: d, p < 0.001.
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CAPTION TO FIGURE 1

0

Calcémie response to various PTH infusion regimens or to solvent alone infusion in TPTX

rats ( —) and to solvent alone infusion in sham-operated control rats (-—). In A, the two

solvent alone groups and the two fi-agment alone groups are illustrated and comparisons are

made with the TPTX- solvent group (black symbols). In B and C, all groups infused with

hPTH(l-84) or hPTH (1-34), l nmol/h, respectively are illustrated and comparisons are

made with the hPTH(l-84) or hPTH (1-34) alone group(black symbols). Results are means

± SD. Statistical analysis by a one way ANOVA followed by a Student Newman-Keuls test:

+, p <0.05; ++, p <0.01; +++, p <0.001. 3X, 10X = 3, 10 nmol/h; (7-84) = hPTH (7-84);

mixture = 10 % ofhPTH(7-84) and 45% each ofhPTH(39-84) and hPTH(53-84).

0

CAPTION TO FIGURE 2

Differences in serum calcium and phosphate concentration induced by various PTH

infusion regimens or by solvent alone infusion over 2 h in TPTX rats and by solvent alone

infusion in sham-operated control rats (1 group to the left). In A, the two solvent alone

groups and the two fragment alone group are illustrated and comparaisons are made with

the TPTX solvent group (clear box). In B and C, all groups infused with hPTH (1-84) or

hTPH (1-34) respectively are illustrated and comparaisons are made with the hTPH (1-84)

or (1-34) alone group (clear box). Results are means ± SD. Statistical analysis by a one
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way ANOVA foolowed by a Student Newman-Keuls test: +, p <0.05; ++, p <0.01;

p <0.001. IX, 3X, 10X = 1,3, 10 nmol/h; (7-84), (1-84), (1-34) = hPTH(7-84), hPTH(l-

84), hPTH(l-34); mixture = 10 % ofhPTH(7-84) and 45% each of hPTH(39-84) and

hPTH(53-84).

CAPTION TO FIGURE 3

0

Influence ofhPTH(l-84) ( A ), hPTH(l-34) ( • ) and hPTH(7-84) (•) on cyclic AMP

production (A) and on displacement of 1251-[nle8'18 tyr34] hPTH (1-34) tracer from the

PTH/PTHrP receptor (B) and of 1251- [tyr34] hPTH( 19-84) tracer from the carboxyl-PTH

receptor (C) in ROS17-2.8 clonal cells. Results are means ± S.D. of 4-5 (A) or 2 (B, C )

different experiments in triplicate. Statistical analysis by a one way ANOVA followed by

a Student Newman-Keuls test: in A, results obtained with hPTH (7-84) are compared with

those of the 2 other PTH preparations; in B, again, results with hPTH (7-84) are compared

to those of the 2 other PTH preparations; in C, results obtained with hPTH(l-34) are

compared to those of the 2 other PTH preparations. ; ++ , p <0.01; +++, p <0.01.
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COMMENTAIRE

Jusqu'à présent, la plupart des études portant sur l'activité biologique des

fragments carboxyl-terminaux de la PTH ont été realises in-vitro avec des preparations

cellulaires ou membranaires. Nos résultats sont parmi les premiers à démontrer un effet

inhibiteur des fragments carboxyl-terminaux sur l'activité biologique de la PTH in-vivo.

L'étude que nous avons effectuée démontre que la hPTH(7-84), un prototype de

no»-PTH(l-84), et que d'autres fragments représentatifs de ceux retrouvés en circulation,

ont des effets biologiques distincts in-vivo. L'effet le plus important est un effet

hypocalcémiant qui s'exerce au delà de l'effet d'une parathyroidectomie et donc du retrait

de l'effet biologique de la rPTH(l-84) sur le récepteur PTH/PTHrP. Cet effet apparaît

aussi indépendant de celui de la PTH(1-34) ou de la PTH(1-84) sur le récepteur classique

dans le mesure où la calcémie mesurée lors d'infùsion mixte [hPTH(l-84) ou hPTH(l-34)

avec hPTH(7-84) ou mixture] semble refléter la somme de l'effet positif de la hPTH(l-84)

ou hPTH(l-34) sur le récepteur PTH/PTHrP et l'effet négatif de la hPTH(7-84) ou de la

mixture sur le récepteur carboxyl-terminal de la PTH. La réduction de la phosphaturie est

observée mais statistiquement non concluable. Selon les étude de déplacement effectuées

chez les cellules ROS 17/2.8 utilisant les traceurs spécifiques pour les deux types de

récepteurs, l'effet de la hPTH(7-84) serait par le récepteur C-PTH et n'effecte pas la

production de l'AMPc. Ces résultats suggèrent que la hPTH(7-84), avec sa région amino-

terminale partiellement conservée, est le plus puissant des fragments carboxyl-terminaux

étudiés. Son effet biologique sur la calcémie serait potentialisé par l'addition d'autres

fragments dans un mélange.
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L'effet inhibiteur complet de la hPTH(7-84) et partiel du mélange de fragments

sur la réponse calcique induite par la PTH biologiquement active renforce l'hypothèse

étudiée selon laquelle l'interaction de ces fragments avec le récepteur C-PTH serait

responsable des résultats obtenus.
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u

Non-(1-84)PTH are large circulating carboxyl-terminal (C)-PTH fragments

with a partially preserved amino-terminal (N)-structure. They were discovered

during HPLC analysis of circulating PTH molecular forms detected by an Intact (1)-

PTH assay. Like other C-PTH fragments, they accumulate in blood in renal failure

to account for up to 50% of 1-PTH. They are secreted by the parathyroid glands

in humans, and are generated by the peripheral metabolism of hPTH(1-84) in rats.

The exact structure of non-(1-84)PTH fragments is not known. To study the

possible role of non-(1-84) in PTH biology, hPTH(7-84) has been used as a

surrogate, being the only large C-fragment available on the market. In

anesthetized, thyroparathyroidectomized rats, hPTH(7-84) caused hypocalcemia

beyond that induced by surgery. It also blocked the calcémie response to hPTH(1-

84) or hPTH(1-34). Other smaller C-PTH fragments, such as hPTH(39-84) and

hPTH(53-84), weresynergeticto hPTH(7-84) effects. hPTH(7-84) did not bind to

the PTH/PTHrP receptor but only to the C-PTH receptor in ROS 17/2.8 clonal

cells, and did not stimulate cAMP production by the same cells, suggesting that

its hypocalcémie action was mediated via a receptor different from the PTH/PTHrP

receptor, and that the calcium concentration measured resulted from the sum of

the positive effect of hPTH(1-84) on the PTH/PTHrP receptor and of the negative

effect of hPTH(7-84) and of C-PTH fragments on the C-PTH receptor. These data

will change our understanding of circulating calcium regulation, which must now
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be viewed as the end result of opposite actions on two PTH receptors. PTH

immunoheterogeneity, a highly-regulated phenomenon, contributes to this dual

biological effect, generating an agonist for the two different receptors. Clinically,

these results could have some implications in our knowledge of the PTH

resistance of renal failure, of renal osteodystrophy and of certain aspects of the

urémie syndrome.
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PTH metabolites

0

The existence of PTH metabolites or PTH fragments in the circulation has

been known since the early days of PTH assay [1]. These PTH fragments, made

up of the carboxyl-terminal (C) structure of PTH [2-5], are secreted by the

parathyroid glands [6-12] and also generated by the peripheral metabolism of

PTH(1-84) in the liver [13-15]. Secretion of C-PTH fragments by the parathyroid

glands is a calcium-regulated process [8,12]. Hypercalcemia reduces overall PTH

secretion and favors C-PTH fragments release while hypocalcemia stimulates

overall PTH secretion and favors PTH(1-84) release. The formation of C-PTH

fragments by the liver, on the other hand, appears more substrate-dependent and

unregulated by calcium [16]. The main fragments generated by these processes

start at positions 34, 37 and 39 of the PTH structure [9,14]. In a normal individual,

C-PTH fragments represent 80%, and PTH(1-84) 20%, of circulating C-PTH [17-

19]. These numbers are modified to 90% and 10% respectively in hypercalcemia,

and to 70 and 30% in hypocalcemia [17-19]. So far, little of PTH biological activity

has been associated with C-PTH fragments because they do not react with the

PTH/PTHrP receptor responsible for most known PTH actions [20]. But some

PTH biological effects on bone have been associated with synthetic C-PTH

fragments, possibly via a carboxyl-terminal PTH receptor [21].

u
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PTH metabolites in renal failure

C-PTH fragments have been more of a clinical problem in renal failure.

They are normally cleared by the kidney [15,22] and, thus, accumulate in the

circulation of renal failure patients. This has made the evaluation of PTH

concentration in renal failure more difficult with C-PTH and mid C-PTH assays,

often requiring a different range of normal values [23,24]. C-PThl fragments

represent more than 95% of circulating C-PTH under any calcémie condition [19]

in terminal renal failure. The situation of PTH assays was improved in 1987 when

the Intact-PTH radioimmunometric assay was developed [25]. This assay reacted

only with hPTH(1-84), the biologically active form of the hormone on the

PTH/PTHrP receptor [20], and not with amino- or C-terminal synthetic PTH

fragments [25,26]. The assay thus became an ideal toot in renal failure patients.

Many studies were performed on PThl levels and on parathyroid function in these

patients which improved our knowledge of PTH in renal failure [24,27-29]. In 1993

[30], while studying the modulation of PTH molecular forms in the circulation by Ca

in normal individuals, we used HPLC to separate PTH molecular forms and

several PTH assays to reveal them. We noted for the first time that Nichol's Intact-

PTH assay reacted with molecular forms of PTH other than PTH(1-84). The story

of these PTH molecular forms (also called non-(1-84) PTH) and of their impact on

PTH physiology will now be reviewed.

u
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Discovery of non -( 1 -84)PTH

Non-(1-84)PTH are large carboxyl-terminal (C)-PTH fragments with a

partially preserved amino-terminal (N)-structure. They were first described in 1993

in normal individuals during HPLC analysis of circulating PTH molecular forms

detected by Nichol's intact (I)-PTH assay [30]. This assay recognized a major

circulating PTH peak co-migrating with hPTH(1-84), but also a minor peak

migrating in front of hPTH(1-84). The latter represented 12% to 25% of I-PTH

immunoreactivity and 2.5% to 4.2% of C-PThl immunoreactivity [19], depending

on calcémie conditions. Regulation of non-(1-84)PTH by Ça" concentration

appeared similar to that of other C-PThl fragments with a lesser decrease in

hypercalcemia compared to hPTH(1-84) and a lesser increase in hypocalcemia,

leading to an elevated non-(1-84)PTH/hPTH(1-84) ratio in the former condition and

a lower ratio in the tatter condition [17-19].

u

Since Nichol's 1-PTH assay did not react to hPTH(1-34) (as it was not

recognized by the C-PTH-directed capture antibody) nor to C-PTH fragments like

hPTH(39-84) or hPTH(53-84) (as they did not react to the N-directed 125l-labelled

antibody [25]) we postulated that this non-(1-84)PTH peak was composed of large

C-PTH fragments with a sufficiently preserved N-structure to allow interaction with

the revealing antibody. Since most 1-PTH assays revealing antibodies have their

antigenic determinant in region (15-34) of the PTH structure [31,32], we postulated

that this region or even a larger one was preserved within non-(1-84)PTH
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molecules. Experiments with hPTH(7-84), when it became available, indirectly

demonstrated the latter point. This molecule reacted like hPTH(1-84) in Nichol's

1-PThl assay and behaved like non-(1-84)PTH upon HPLC separation [33]. These

similarities of non-(1-84)PTH with very large PTH fragments raised the possibility

that non-(1-84)PTH could interact with the PTH/PTHrP receptor to inhibit or

influence some PTH(1-84) biological effects in the same way that certain

analogues of hPTH(1-34) do [34,35]. There is also a possibility of interaction with

the less well-characterized C-PTH receptor [36,37].

0
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Non-(1-84lPTH in renal failure

Non-(1-84)PTH represents only 12-25% of I-PTH in normal individuals [19],

but accumulates in renal failure just as C-PTH fragments do [15,22]. In

hemodialysed patients with various degrees of secondary hyperparathyroidism

(Figure 1) non-(1-84)PTH represented 35 to 55% of I-PTH immunoreactivity

(depending on calcémie conditions) but only 1.1 to 1.8% of C-PTH

immunoreactivity in the same circumstances [19]. The increased level of non-(1-

84)PTH and of other C-PTH fragments in the circulation was proportional to the

degree of renal failure [38]. A new PTH assay [32] which reacts only with hPTH(1-

84) and not with hPTH(7-84) has allowed indirect measurement of non-(1-84)PTH

by assessing the difference between 1-PTH and the new assay results, without the

need for HPLC separation. This new technique has confirmed our previous HPLC

based findings on non-(1-84)PTH in renal failure patients [39].
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Origin of non-(1-84)PTH

Non-(1-84)PTH has an origin similar to other C-PTH fragments: parathyroid

gland secretion and peripheral PTH(1-84) metabolism. In normal rats, non-(1-

84)PTH is generated from peripheral metabolism of hPTH(1-84) [40]. The amount

of non-(1-84) PTH is increased when they are acutely-nephrectomized because

the amount of residual substrate is increased and renal clearance of non-(1-

84)PTH is abolished. Non-(1-84)PTH is also secreted by parathyroid cells isolated

from parathyroid adenoma [40].

u

Biological effeçts^f non-(1-84)PTH

The biological activity of non-(1-84)PTH can not be addressed directly

because the exact nature of non-(1-84)PTH remained unknown. hPTH(7-84), the

only available large C-fragment representative of non-(1-84)PTH on the market,

was used to study the biological activity of such fragments. We worked with an in

wVo model where rats were anesthetized and acutely parathyroidectomized to

remove the influence of endogenous rat PTH. Two hours after parathyroidectomy,

when calcium had stabilized 0.2 mmol/L lower than initially, the rats were infused

I.V. for 2 hours with either hPTH(1-34), hPTH(1-84), hPTH(7-84) or a mixture of

fragments (10% hPTH(7-84) and 45% each of hPTH(39-84) and hPTH(53-84)

mimicking the in vivo situation) alone, or with hPTH(1-34) or hPTH(1-84) to which

hPTH(7-84) or the mixture of fragments had been added at 3- to 10-fold the molar

concentration of the former two. These results are illustrated in Figure 2 [41]. The
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++mixture and hPTH(7-84) alone were able to reduce CaTT concentration below the

level observed in parathyroidectomized control rats. The decrease induced by

hPTH(7-84) was as significant as that induced by acute parathyroidectomy. A 10-

fold molar excess of hPTH(7-84) also prevented a calcémie response to hPTH(1-

84), but a 10-fold molar excess of mixture did not. Various concentrations of

hPTH(7-84) exerted a proportional degree of inhibition on the calcémie response

to hPTH(1-34), and in this case, the mixture also had an inhibitory effect. hPTH(7-

84) alone or with hPTH(1-34) or hPTH(1-84) reduced serum phosphate and

phosphaturia. Similar results have been obtained by two other groups. In the first

case, thyroparathyroidectomized rats on a low-calcium diet were given hPTH(7-84)

and hPTH(1-84) by repeated I.P. injections [42]. In the second case, hPTH(7-84)

and hPTH(1-84) were infused S.C. via implanted osmotic mini-pumps in

parathyroidectomized and nephrectomized rats [43]

u

Using ROS 17/2.8 clonal cells and appropriate tracers specific for the

PTH/PTHrP or C-PTH receptor, we demonstrated that hPTH(7-84) did not react

with the PTH/PTHrP receptor but only with the C-PTH receptor, while hPTH(1-34)

reacted with the PTH/PTHrP receptor only, and hPTH(1-84) with both receptors

[41]. hPTH(7-84) did not stimulate cAMP production in these cells, nor did it

prevent the cAMP response induced by hPTH(1-84) or hPTH(1-34) [41,42],

suggesting that the effect of hPTH(7-84) was exerted via a receptor different from

the PTH/PTHrP receptor. This means that the experimental Ca"" concentration
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measured when co-infusing hPTH(1-34) and hPTH(7-84) is the sum of the positive

influence of hPTH(1-34) on the PTH/PTHrP receptor and of the negative action of

hPTH(7-84) on the C-PTH receptor.

Since the C-PTH receptor exists on osteoblasts [44] and osteocytes [45],

we proposed that the effect of hPTH(7-84) could have been to inhibit osteocytic

osteolysis and possibly also to promote accretion of calcium and phosphate into

bone. Inhibition of Ca release from murine calvarial bone by hPTH(7-84) has

since been demonstrated in vitro [46]. hPTH(7-84) also inhibited agonist-induced

bone résorption caused by a variety of agents, including PTH(1-84), PThI(1-34),

1,25(OH)2D, prostaglandin Ez and Interleukin-ll in the same system [46]. In the

same study, hPTH(7-84) also reduced, by 65%, 1,25(OH)2D-induced TRAP-

positive cell formation in murine marrow culture. hPTH(7-84) has also been

demonstrated recently to inhibit hPTH(1-84)-induced bone turnover in

parathyroidectomized-nephrectomized rats [43].

u

Implications

The first implication of these findings is a different appreciation of serum

calcium regulation. One must now view the possibility of a negative control of

serum calcium concentration via non-(1-84)PTH, C-PTH fragments and the C-PTH

receptor [41,42]. This would make a lot of sense in the view of what we know

about PTH molecular forms regulation by calcium [17-19]. Acutely, a low calcium

concentration favors a high hPThl(1-84) level (and both low non-(1-
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84)PTH/hPTH(1-84) and C-PTH/I-PTH ratios), which maximizes the hypercalcémie

effect of hPTH(1-84) through the PTH/PTHrP receptor. A high calcium

concentration favors a low hPTH(1-84) level (and both high non-(1-

84)PTH/hPTH(1-84) and C-PTH/I-PTH ratios), which maximizes the hypocalcémie

action of non-(1-84)PTH and of other C-PTH fragments through the C-PTH

receptor. Further modulation of these events can be observed in a variety of

chronic experimental conditions where more or less PTH is needed to achieve a

normal calcium concentration. When hypocalcemia tends to prevail or PTH need

increases, the C-PTH/1-PTH ratio decreases further with time to maximize hPTH(1-

84) effects [47-49]. When PTH need decreases or calcium rises, the C-PTH/1-PTH

ratio increases further with time to maximize C-PTH fragment effects [49,50]. This

is summarized in Figure 3.

The second implication derives from the first. Circulating PTH

immunoheterogeneity no longer be considered an inactive process leading to the

formation of biologically-inactive C-PTH fragments. The formation of these

fragments is a highly-regulated process, at least at the level of the parathyroid

glands [8,12]. This is probably so because these fragments have biological effects

distinct from those of hPTH(1-84) [41,42]. PTH must now be considered a

polyhormone with different molecular forms acting on different receptors to

produce different, sometimes opposite biological actions [41].

u
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The clinical role of non-(1-84)PTH and of other C-PTH fragments is more

difficult to evaluate. From previous results [41,42], it is tempting to implicate non-

(1-84)PTM in the PTH resistance of renal failure [41,42], but one must be careful

when doing so. Experiments with hPTH(7-84) are not necessarily experiments

with non-(1-84)PTH, and until the exact structure of non-(1-84)PTH molecular

forms is known and studies repeated with these natural molecules, prudence

should prevail. The non-(1-84)PTH concentration in renal failure is at best equal

to that of hPTH(1-84), and investigations into hPTH(7-84) have generally required

much higher levels of hPTH(7-84) than hPTH(1-84) to achieve biological effects

[41]. In one case, equimolar concentrations were given I.P. but hPTH(7-84) was

injected before hPTH(1-84) [42]. All this is to say that other C-PTH fragments,

even if less biologically active, will probably be also important because they make

up the bulk of circulating PTH in renal failure [19]. Experiments performed with

a mixture of fragments, where hPTH(7-84) represented only 10% of the total, are

of particular interest. They showed a biological effect of the fragment mixture

while hPTH(7-84) alone, at the same concentration, had no impact [41].

Furthermore, if C-PTH fragments are implicated in the PTH resistance of renal

failure and if higher levels of PTH(1-84) are required to achieve biological effects

on bone [28], one should be able to demonstrate that as PThl levels increase, the

non-(1-84)PTH/hPTH(1-84) or the C-PTH/I-PTH ratio values decrease to maximize

the hypercalcémie outcome of hPTH(1-84). This is indeed the case, as patients

with low basal 1-PTH levels have higher C-PTH/1-PTH or non-(1-84)PTH/hPTH(1-
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84) ratios at any calcium concentration than patients with high basal 1-PTH levels

[19,51]. Although this does not prove that C-PThl fragments cause PTH

resistance, it shows adaptation of parathyroid function compatible with the

concept.

The possible implication of non-(1-84)PTH and of other C-PTH fragments

in renal osteodystrophy is suggested by recent studies dealing with the bone

effects of hPTH(7-84) in vivo in rats [43] and in murine bone marrow culture in vitro

[46] as well as by a study in renal failure patients where low hPTH(1-84) levels with

a low hPTH(1-84)/non-(1-84)PTH ratio was associated with low turnover bone

disease [51]. In the two rat studies, hPTH(7-84) reduced hPTH(1-84)-induced

bone turnover and decreased the number of 1,25 (OH)2 D-induced TRAP-positive

cells in murine marrow culture, suggesting that high non-(1-84)PTH levels could

be associated with reduced bone turnover. However, this is not necessarily the

case in patients because higher PTH levels were found with lower C-PTH/1-PTH

or non-(1-84)PTH/hPTH(1-84) ratios [19,51], and lower levels of non-(1-84)PTH

relative to hPTH(1-84). Patients with severe secondary hyperparathyroidism

usually have the highest hPTH(1-84) and non-(1-84)PTH levels but also the lowest

non-(1-84)PTH/hPTH(1-84) or C-PTH/I-PTH ratios observed in renal failure

[19,51]. Patients with suppressed hPTH(1-84) levels have low non-(1-84)PTH

levels but high non-(1-84)PTH/hPTH(1-84) or C-PTH/I-PTH ratios [19,51].

u
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The ratio of non-(1-84)PTH/hPTH(1-84) and/or the ratio of C-PTH/I-PTH will

probably prove to be as important as hPTH(1-84) levels in evaluating bone

turnover in terminal renal failure. Already there are suggestions from older

literature that severe secondary hyperparathyroidism is associated with high 1-PTH

levels and lower C-PTH/I-PTH ratios [23,24], and low turnover bone disease, with

low 1-PTH levels and higher C-PTH/1-PTH ratios. Since the regulation of non-(1-

84)PTH is similar to that of other C-PTH fragments, it is unlikely that measurement

of the non-(1-84)PTH/hPTH(1-84) ratio will offer better prediction of bone biopsy

results than the C-PTH/1-PTH ratio.

The last point to be dealt with is the possible role of non-(1-84)PTH and of

other C-PTH fragments in the urémie syndrome. This problem was addressed

extensively in the past by Massry and his colleagues [52,53], who suggested that

the difference observed between hPTH(1-84) and hPTH(1-34) on intraceltular

calcium concentration in several in vivo and in vitro systems [52,53] could be

related to the interaction of the former with the C-PTH receptor. If this is true, non-

(1-84)PTM and other C-PTH fragments could indeed be toxic in renal failure

patients and could explain several aspects of the urémie syndrome. More

experiments need to be done with hPTH(7-84) and other C-PTH fragments to

verify this hypothesis.

u
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Overall, we can conclude that the discovery of non-(1-84)PTH has opened

a new field of research regarding C-PTH fragments and their biological effects in

human health and disease. It has also permitted new developments in the PTH

assay field of research.
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Caption to Figure 1

HPLC profiles of 1-PTH for a pool of normal individuals (—)and for renal

failure patients with low (... ) and high (-—) basal 1-PTH concentration in

hypercalcemia (top left), normocalcemia {center left), and hypocalcemia (bottom

left). The elution positions of hPTH(39-68), hPTH(39-84), and hPTH(1-84) are

indicated by arrows from left to right. On the right, a planimetric evaluation of the

hPTH(1-84) peak (55 min:—) and the non-(1-84)PTH peak (53 min:"---) is

provided as a function of the Ca concentration for pooled sera from normal

individuals (A), for a single normal individual (o), for pooled sera from renal failure

patients with low basal 1-PTH concentration (•), and for a single renal failure

patient with a high basal 1-PTH value (A) /n Brassard JH, et al: J C//n Endocrinol

/Weteô 81:3923-3929, 1996.

u

Caption to Figure 2

Calcémie response to various PTH infusion regimens starting 2 hours after

thyroparathyroidectomy (TPTX). Sham-operated control rats (-—) and TPTX rats

( — ) are shown. A, The two solvent alone groups and the two fragment alone

groups are illustrated, and comparisons are made with the TPTX solvent group

(black symbols). B and C, All groups infused with hPTH(1-84) or hPTH(1-34) (1

nmol/h), respectively, are illustrated, and comparisons are made with the hPTH(1-

84) or hPTH(1-34) alone group (black symbols). Results are means ± SD.

Statistical analysis was performed by one-way ANOVA, followed by the Student-
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Newman-Keuls test: +, P < 0.05; ++, P < 0.001; +++, P < 0.001.3x,10x= 3 and 10

nmol/h; (7-84), hPTH(7-84)= mixture= 10% of hPTH(7-84) and 45% each of

hPTH(39-84) and hPTH(53-84) in Nguyen-Yamamoto L, et al: Endocrinology

142:1386-1392,2001.

Caption to Fiaure 3

Chronic adaptation of parathyroid function to various experimental conditions in

humans or dogs. In progressive secondary hyperparathyroidism or in situations

where more PTH is required from a lesser number of cells (half

parathyroidectomy), more 1-PTH and less carboxyl-terminal (C)-PTH are secreted,

leading to a lower C-PTH/1-PTH ratio. The reverse is true when the cause of

secondary hyperparathyrodism is corrected, or when 1.25(OH)2D is administered

to normal dogs without evoking hypercalcemia with a higher C-PTH/1-PTH ratio

than observed originally. These changes are now believed to enhance the

hPTH(1-84)-positive calcémie effect in the first case and to enhance the C-PTH

fragment-negative calcémie effect in the latter.
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Les deux études que nous avons réalisées ont produit des résultats et auront aussi

des conséquences. D'une part, nous avons démontré que la non-(l-84)PTH, comme les

autres fragments carboxyl-terminaux de la PTH, originait à la fois d'une sécrétion

parathyroidienne et du métabolisme périphérique de la hPTH(l-84) probablement par le

foie (Nguyen-Yamamoto 2001; D'Amour 1979). Nous avons aussi démontré le rôle du rein

dans la clairance de la non-(l-84)PTH et l'accumulation de non-(l-84)PTH en insuffisance

rénale aiguë. Cette situation est similaire à celle observée pour les autres fragments

carboxyl-terminaux de laPTH (D'Amour 1985).

0

u

L'hypothèse que nous avions soulevée initialement, à savoir que la non-(l-84)PTH

pourrait interagir de par ses caractéristiques structurales avec le récepteur PTH/PTHrP pour

altérer l'activité biologique de la PTH(1-84), s'est avérée fausse. Dans la mesure où la

hPTH(7-84) peut-être considérée comme un prototype de non-(l-84)PTH, nous n'avons pas

pu démontrer d'interaction de ce prototype avec le récepteur PTH/PTHrP mais seulement

avec le récepteur carboxyl-terminal de la PTH sur les cellules ostéoblastiques ROSI 7/2.8.

Sur ces même cellules, la hPTH(l-84) pouvait interagir avec les deux récepteurs alors que

la PTH(1-34) seulement avec le récepteur PTH/PTHrP. L'action de la hPTH(l-84) et de

la hPTH(l-34) sur le récepteur classique de la PTH se traduisait par la production de

cAMP. Cependant la production était moindre pour la hPTH(l-84) à toutes les

concentrations étudiées en rapport avec une séquestration de l'hormone par le récepteur de

la partie carboxyl-terminal de la PTH.
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Nous n'avons pu à date identifier un second messager lié à ce dernier récepteur mais

il est logique de penser, compte tenu des résultats obtenus antérieurement dans les

chondrocytes (Erdmann S 1996), ou concernant les effets de la hPTH(l-84) vs la hPTH(l-

34) dans différents systèmes cellulaires ( Massry SG 1994, Massry SG 1995), que le Ça

intracellulaire est un candidat de choix. Nous planifions déjà des études avec les cellules

ROS17/2.8 pour étudier les effet de la hPTH(l-84), hPTH(l-34), hPTH(7-84) sur le Ca++

intracellulaire en présence et en absence d'un inhibiteur du récepteur PTH/PTHrP, le

PTHrP(7-34).

0

u

Nous avons aussi démontré que l'effet principal de la hPTH(7-84), et à un moindre

degré des autres fragments carboxyl-terminaux exercé via le récepteur carboxyl-terminal

était une hypocalcémie. Cette hypocalcémie s'exerçait au delà de l'effet d'une

parathyroidectomie, qui elle avait aboli l'influence de la rPTH(l-84) sur le récepteur

classique PTH/PTHrP et la résorption osseuse. Le fait que la phosphatémie et possiblement

la phosphaturie diminuaient simultanément à l'hypocalcémie suggérait une inhibition

supplémentaire à l'effet de la parathyroidectomie sur la résorption osseuse et/ou une

accretion osseuse accrue. Comme les ostéocytes renferment beaucoup de récepteurs

carboxyl-terminaux (Divieti 2001a), l'ostéolyse ostéocytaire, qui est considérée comme un

processus rapide, pourrait être impliquée dans ces résultats. Une inhibition de la

résorption osseuse de 45Ca (Divieti 2001b) induite par différents agents et de l'activité

osseuse ostéoblastique (Faugere MC 2001) par la hPTH(7-84) ont été démontrés

récemments. Il pourrait être intéressant de faire des études de cinétique du Ça et du P
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chez le rat parathyroidectomisé infusé avec la hPTH(l-84), la hPTH(l-34), la hPTH(7-84)

seuls ou en combinaison afin de mieux cerner les effets de ces hormones via les deux

récepteurs à la PTH. Couplée à l'autoradiographie osseuse, ces études permettraient de voir

s'il y a non seulement d'inhibition de résorption mais aussi une stimulation de l'accrétion

osseuse.

0

Avec nos résultats, la calcémie ne peut plus être considérée comme le résultat de

1'influence positive de la hPTH(l-84) sur le récepteur PTH/PTHrP. Il faut maintenant aussi

considérer une influence négative via la non-(l-84)PTH et les autres fragments carboxyl-

terminaux sur le récepteur carboxyl-temiinal de la PTH. La calcémie que nous mesurons

est le résultat net de ces deux effets. Il va devenir important d'élucider la structure de la

non-( 1-84)PT11 en circulation afin de démontrer que ses effets sont similaires à ceux de la

hPTH(7-84). A cet effet, nous travaillons actuellement avec des cellules provenant

d'adénomes parathyroidiens obtenus lors de chirurgie pour hyperparathyroidie primaire afin

de marquer la parathormone et la non-( 1-84)PTF1 produites en culture primaire avec des

acides aminés marqués. Après purification par différentes méthodes chromatographiques

suivies de chromatographie d'affinité et de HPLC nous espérons pouvoir sequencer la non-

(1-84)PTH pour en déterminer la structure exacte. Ces peptides seront par la suite

synthétiser pour être étudier dans les mêmes systèmes biologiques utilisés pour la hPTH(7-

84).

u
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L'immunohétérogénéité de la PTH ne peut plus être considérée comme une simple

processus d'innactivation de la hPTH(l-84). La formation de quantité plus ou moins

grande de fragments carboxyl-terminaux ou de PTH(1-84) est hautement contrôlée par la

calcémie et par d'autres facteurs tels la 1,25(OH)2D, les besoins en PTH et ceci dans le but

d'obtenir un meilleur contrôle de la calcémie. Dans le cas de besoins réduits en PTH

(hypercalcémie non parathyroidienne quelqu'en soit l'origine) des niveaux abaissés de PTH

et un ratio fragments carboxyl-terminaux / hPTH(l-84) élevé tendent à protéger

l'organisme de l'hypercalcémie. A l'inverse, lors d'une hyperparathyroidie secondaire

compensée ou non (hypocalcémie) une PTH élevée et un ratio diminué amènerait un effet

hypercalcémiant maximum via le récepteur PTH/PTHrP. Quoique suggérées par nos

résultats, ces hypothèses seraient démontrables dans un modèle expérimental de rat

parathyroidectomisé où la quantité de PTH(1-84) nécessaire pour maintenir une calcémie

normale devrait dépendre de la quantité de fragments carboxyl-terminaux infusés

simultanément et de la teneur en calcium de la diète si l'on tient compte de nos résultats

antérieurs (Cloutier 1990, 1992). Cette dernière influençait le ratio fragments carboxyl-

terminaux /hPTH(l-84) nécessaire pour maintenir une calcémie normale. Une diète à faible

teneur en calcium nécessiterait un ratio bas pour maintenir une calcémie normale avec une

PTH élevée et à l'inverse une diète à haute teneur en calcium, un ratio élevé avec une

PTH(1-84) plutôt basse. Ces études sont à faire.

u
Le champs d'action clinique le plus susceptible d'etre influencé par nos résultats

est celui de l'insuffisance rénale. L'accumulation de fragments carboxyl-terminaux et de
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non-(l-84)PTH très tôt dans cette condition pourraient amener une réévaluation de la

pathogénèse de l'hyperparathyroidie secondaire en débit d'une insuffisance rénale. On sait

que le résistance à la PTH survient tôt dans cette condition (Evanson JM 1966, Llach F

1975), qu'elle est abolie par la parathyroidectomie (Bover J 1994). Il est alors logique de

penser que l'accumulation des fragments carboxyl-terminaux puisse jouer un rôle central

dans cette résistance. Des niveaux plus élevé de hPTH(l-84) ou hPTH(l-34) seront

nécessaires pour maintenir une calcémie normale. Il serait aussi possible que

l'accumulation de fragments puisse influencer la synthèse rénale de l,25(011)2D et

contribuer à l'hyperparathyroidie secondaire via la diminution de la 1,25(OH)2D.

Finalement, dans la "Trade-off" hypothèse de la pathogénèse de

l'hyperparathyroidie secondaire, l'hyperphosphatémie qui cause une hypocalcémie est un

phénomène central mais tardif. On peut se demander si l'accumulation précose des

fragments carboxyl-terminaux n'est pas responsable de l'hypocalcémie et des

augmentations progressive de PTH, ce qui irait beaucoup mieux avec l'hypophosphatémie

de l'insuffisance rénale modérée. A cet effet, il serait intéressant de démontrer que

l'infusion de la hPTH(7-84) chez l'animal s'accompagne d'une élévation de la PTH(1-84)

endogène de façon compensatoire. Malheureusement ceci est difficile à réaliser dans l'état

actuel des dosages de PTH de rat qui réagissent avec la hPTH(7-84) et qui ne sont pas

spécifique pour la rPTH(l-84).

u
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Certains aspects de l'ostéodystrophie de l'insuffisance rénale pourraient aussi être

en relation avec les fragments carboxyl-terminaux et l'accumulation de non-(l-84)PTH.

La maladie osseuse adynamique semble associée à des niveaux de PTH supprimés ou bas

et à des ratios fragments carboxyl-terminaux /hPTH élevé (Coen G 1993, Cohen-Solal ME

1991). Un résumé récent suggère que l'infusion de hPTH(7-84) chez le rat

parathyroidectomisé avec insuffisance rénale amène une diminution de l'activité

ostéoblastique induite par la PTH(1-84) (Faugère MC 2001). Des études expérimentales

chez l'homme demeurent à faire pour expliquer la relation entre les différentes atteintes

osseuses de l'insuffisance rénale et non seulement les niveaux de PTH mais surtout la

proportion relative de fragments carboxyl-terminaux et d'hormone intacte.

D'autres champs d'action demeurent plus spéculatifs. Il est cependant logique de

penser que les variations observées d'un patient à l'autre entre la calcémie et les niveaux

de PTH dans l'hyperparathyroidie primaire puisse s'expliquer par des quantités variables

de fragments carboxyl-terminaux en circulation. Serait-il possible que ce ratio influence

aussi le tableau clinique de ces patients ?

u

Finallement, même si les niveaux de PTH ne semblent pas impliqués dans

l'ostéoporose, il serait intéressant d'évaluer le rôle possible du ratio fragments carboxyl-

terminaux / hPTH(l-84) dans cette condition, particulièrement dans l'ostéroporose à bas

niveau de remodelage. Comme on peut le voir, il reste beaucoup de pain sur la planche.
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Nos travaux ont donc ouvert un champ d'intérêt nouveau pour les fragments

carboxyl-terminaux de la PTH et leurs effets biologiques aussi bien en physiologie qu'en

pathologie.

u
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