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ENDOCRINOLOGIE. — Localisation immunocytochimique de I'alphamelanotropine
dans le placenta bovin. Note de John Verstegen, Dominique Fellmann et Jean-Francois
Beckers, présentée par Alfred Jost.

L’étude immunocytochimique du placenta bovin a permis de démontrer la présence dans I'épithélium
décidual, dés le 4° mois de la gestation, de cellules contenant de Phormone alphamélanotrope. Les nombre et
intensité de marquage de ces cellules augmentent avec I'avancement de la gestation. A partir du 6° mois, nous
observons de plus la présence de cellules réactionnelles dans I'épithélium chorionique feetal.

ENDOCRINOLOGY. — Bovine placental alphamelanotropine.

The immunocytochemical study of the bovine placenta has demonstrated the presence of cells containing
alphamelanotropic hormones, in the decidual epithelium, since the 4th month of pregnancy. The number and the
staining intensity of those cells grow up with the placental development. Since the 6th month, we observed the
immunoreactional presence of cells in the fatal chorionic epithelium.

INTRODUCTION. — L’existence dans le placenta de substances hormonales semblables a
celles rencontrées dans 'hypophyse a été établie par différents auteurs et ce notamment
pour les hormones glycoprotéiques ([1], [2], [3]). Plusieurs groupes, d’autre part, ont
démontré, le plus souvent par des techniques de type radioimmunologique, la présence
des peptides dérivés de la proopiomélanocortine (POMC) dans des extraits placentaires
ou dans des milieux de cultures de tissu placentaire ([4] & [7]). Certains auteurs ont méme
conclu a la synthése de ces hormones par les cellules placentaires ([8] & [13]). Cette
opinion, cependant, a été contredite par Julliard et coll. [14] suggérant la possibilité d’une
confusion entre une béta-endorphine de haut poid moléculaire extraite de placentas
humains et un fragment d’immunoglobuline G.

Il nous a donc paru intéressant d’essayer de déterminer s’il existe dans le placenta
bovin des sites détectables immunoenzymatiquement, de production ou d’accumulation
locale de ’hormone alphamélanotrope.

Dans cette optique, nous avons étudié, par la technique immunocytochimique, la
localisation dans le placenta bovin de cette hormone dérivée de la proopiomélanocortine
(POMC). Nous avons choisi le placenta bovin parce qu’étant donné sa structure
épithélio-choriale ([15], [16)), il constitue un modéle de choix pour I'¢tude des processus du
développement embryonnaire, de synthése hormonale et des relations feeto-placentaires.

MATERIEL ET METHODES. — 38 placentas [rais ont été récoltés a I'abattoir local. Ils ont été prélevés sur des
bovins de race Blanc-Bleu-Belge (BBB) dés le sacrifice. L'age des faetus (tableau I) a été estimé d'aprés la
formule du « crown-rump lenghts » [17] adaptée dans notre laboratoire & la race BBB. Les placentas ont été
immédiatement disséqués. Nous avons prélevé des fragments de cotylédons (0,5 x0,5x 0,5 mm) ainsi que des
membranes amniotiques et allantoidiennes. Les piéces ont été immédiatement immergée dans le liquide de
Gérard. Les cotyléedons de moins de 2 win ont été coupé en tranches de 2 mm d'épaisseur et fixés en entier.

Le liquide de Gérard est préparé en dissolvant 2,5 g d'acétate neutre de cuivre dans 100 ml d’eau distillée et
additionnée de 4 g d’acide picrique. Aprés solubilisation et filtration du mélange, 10 ml de formol a 409, et
1 ml d’acide acétique sont ajouté. Au moment de l'utilisation, 100 m! de la solution sont additionnés d’une
solution aqueuse saturée de chlorure de mercure [18).

Aprés 10 jours & température ambiante, les fragments sont enrobés dans de la paraffine (Paraplast) et des
coupes sériées de 5 pm sont réalisées.

L’immunodétection de Fhormone alphamélanotrope a été realisée sur des coupes déparaffinges au 1-1-1-
trichloroéthane (3 x 20 mn) suivant la technique de Sternberger {19] modifiée comme ci-dessous :

1. Les sites de fixations aspécifiques du second anticorps ont été saturés par la préincubations des coupes
avec du sérum de Mouton normal (SMN) dilué 4 5% dans du tampon phosphate [20].

2. L'anticorps antialphamélanotropine a été utilisé & la dilution de 1/2000 dans du tampon phosphate
(pH 7.6) contenant 0,1%, de sérum albumine bovine (BSA) et 0,019, d’azide de sodium. L'incubation du
premier anticorps est de une nuit 4 4°C. Les coupes sont ensuite lavees (3 x 20 mn) dans ce méme tampon
additionné de 1%, de SMN.
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TABLEAU 1

Nombre de placenta étudiés en fonction de I'age de la gestation.
Number.of studied placenta in relation to the gestational age.

Age Taille du feetus
(mois) Nombre de placenta (cm)
3< <4...... 3 12< <20
4< <5...... 8 20< <30
5< <6...... 7 30< <42
6< <7...... 11 2< <56
T< <8...... 9 56 < <72
8< <9...... 1 <72

L'age de la gestation a été déterminé suivant la formule du « crown rump length ».

TABLEAU I

Spécificite des antisérums utilisés. Les réactions croisées des difféerents peptides dérivés de la POMC sont
éprouvées avec les antisérums produits contre I'alphamélanotropine. La fixation de I'alphamélanotropine est
considérée comme 100 %.

Antisera specificity. The antisera cross reactions against the peptides derivated from the POMC are studied. The
alphamelanotropin fixation is taken as 100%,.

AS 100 [5] 1/40 000 AS 98 [6] 1/40000
Peptide Réactions croiséesfaMSH Peptide Reéactions croisées/aMSH

alpha-MSH. . . ... 100 alpha-MSH. . . ... 100
beta MSH ...... <0,001 beta MSH ... ... <0,001
ACTH 1-24. . . . .. <0,001 ACTH 4-10...... <0,001
ACTH 4-10.. .. .. < 0,001 ACTH 5-10. . .. .. < 0,001
ACTH 5-10. . . ... <0,001 ACTH 1-24, . .. .. <0,001
beta LPH....... 0,008 a 0,01 bet~. LPH....... 0,2

La dilution de 1/40000 de I'antiserum est celle qui correspond a une fixation de 409, du traceur sur
Ianticorps lors d’une incubation de 24 h 3 4°C. La séparation est réalisée au charbon Norit A-Dextran T70.

3. Le deuxiéme anticorps (antigammaglobulines de Lapin produit sur Mouton —UCB Bioproducts —) de
méme que le complexe péroxidase-antipéroxydase (PAP — U.C.B. Bioproducts —) est dilué (1/100) dans ce
méme tampon dépourvu de BSA et de SMN. Dans I'étape d’application du complexe PAP, le tampon est
dépourvu d’azide de soude qui est un inhibiteur de la réaction enzymatique. Les incubations sont de 1 h a
température ambiante. Entre chaque étape, les sections sont lavées 3 x 20 mn dans le tampon.

4. L’activité péroxydasique fixée est révélée par la réaction a la diaminobenzidine — 12,5 mg (Sigma) dans
10 ml de tampon phosphate pH 7,6 et 50 pl d'une solution & 3% d'eau oxygénée (1 pastille de Perhydrit
« Merckx » dans 10 ml d'eau distillée). La révélation est arrétée aprés 2 2 5 mn par I'immersion des sections
dans de 'eau distillée. )

Les immunsérums antialpha-MSH (AS 100,5 et 98,6) ont été produits dans notre laboratoire en immunisant
des Lapins donneurs de sérums avec un complexe immunogéne alphamélanotropine-BSA. Le couplage de
I'hapténe synthétique a la BSA a é&té réalisé suivant la technique déja rapportée [21] a la carbodiimide (ECDI).

L’étude de la specificité des anticorps produits a été décrite par ailleurs ([21], [22]). Elle a fait appel d’une
part a4 deux techniques d’étude directe des réactions croisées (a savoir la technique d’immunoabsorbtion en
présence de BSA avec contréle immunocytochimique et la technique de chromatographie d’affinité) et d’autre
part & une technique indirecte basée sur la réaction de compétition (4 savoir la technique radio-
immunologique {21]).

EXPLICATIONS DE LA PLANCHE

Microphotographie 1. — Cellules marquées par ’antiserum antialpha-MSH au niveau de I'épithélium maternelle
d’un placenta de 4 mois.

Microphotography 1. — Cells stained by the antiserum antialpha-MSH in the maternal epithelium. 4th month
placenta.

Microphotographie 2. — Cellules réagissant lors d'un marquage par 'antialpha-MSH dans 'epithélium maternel
ct dans |'¢pithélium feetal d’un cotylédon de 7 mois.

Microphatogra_phy 2. — Stained cells in the maternal and fetal epithelium. 7Tth month placenta.

Microphotographie 3. — Cellules de I'epithélium amniotique marquée par un antisérum antialpha-MSH dans
un placenta de fin de gestation.

Microphotography 3. — Amniotic cells stained by the antialpha-MSH in a ninth month placenta.
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Les différents peptides ou fragments de peptides dérivés de la POMC testé pour leur possible réaction croisée
ont été: I'hormone adrénocorticotrope (ACTH), la bétamélanotropine (B-MSH), I'hormone bétalipotrope
(B-LPH]), la bétaendorphine, les fragments 4-10, 5-10, 1-24 et 17-39 de 'ACTH.

Le tableau II résume les caractéristiques de spécificité des antisérums obtenus lors de I'étude radioimmunologi-
que. La faible réaction croisée observée vis-d-vis de la béta-LPH porcine est probablement due 4 la présence
dans ce produit de purification d’une trace d’alpha-MSH contaminante. Les résultats obtenus en immunocytochi-
mie aprés chromatographie d’affinité ou immunoabsorbtion confirme ces résultats.

Ces différents tests ont permis de localiser le site antigénique du complexe immunisant comme étant la
séquence 9-13 de I'alphamélanotropine (GLY-LYS-PRO-VAL-NH,).

Les contrdles immunocytochimiques réalisés comprennent : 'omission d’une des différentes étapes de la
procédure, le remplacement de I'antisérum antialpha-MSH par du SMN et du sérum de Lapin préimmun
(dilution de 1/100 a 1/10000) et la saturation de I'anticorps avec de I'alpha-MSH synthétique.’

REsuLTATS. — Dans la partie intercotylédonnaire du placenta bovin, les épitheliums
maternel et feetal sont simplement apposés. Dés le 4° mois de gestation, nous observons
un marquage sélectif de I'épithélium maternel sans réaction du tissu conjonctivovasculaire
sous-jacent. Les cotyledons feetaux, I’épithélium feetal et les cellules trophoblastiques
binuclées ne réagissent pas a antisérum.

Les cellules déciduales marquées sont ovoides, irréguliérement polyhédriques, de taille
variable et le plus souvent uninuclées (microphotographie 1).

Avec 'avancement de la gestation, le nombre de ces cellules épithéliales positives au
marquage augmente du c6té maternel, pour constituer chez certains animaux des anneaux
péricotylédonnaires complets.

Vers le 6° mois, apparaissent dans I’épithélium feetal des cellules réagissant a I'antialpha-
MSH. Ce marquage est faible au début mais par la suite gagne en intensité. Le nombre
de cellules s’accroit. Ce sont des cellules irréguliérement cylindriques ou ovoides. Les
zones de marquage paraissent soit uniquement périphériques, soit occupent tout le
cytoplasme (microphotographie 2).

Ces cellules feetales sont parfois bi ou plurinuclées mais cependant nettement distinctes
des cellules chorioniques bi- ou plurinuciées telles que les cellules 4 somatomammotro-
phine placentaire [22] qui ne réagissent jamais.

En fin de gestation, le rapport cellules marquées maternelles sur fcetales a tendance a
s’inverser et ce sont les cellules feetales qui sont proportionnellement les plus nombreuses.
Quelques cellules d’Hoffbauer s’observent & ce moment, également marquées, dans 'axe
de la villosité; un marquage de I’épithélium amniotique s’observe chez certains animaux
mais de fagon plus irréguliére, (microphotographie 3). Les autres composantes des mem-
branes ne présentent jamais de trace d’immunoréactivité pour 'alpha-MSH.

Dans tous les cas de contrdle de la spécificité de la réaction décrits précédemment
{omission ou modification d’une des étapes de la procédure), le marquage était compléte-
ment absent. La réaction n’est dans aucun cas modifiée ou abolie lors des essais d’'immu-
noabsorbtion de I'anticorps par les autres peptides éprouves; seule 'incubation avec de
Palpha-MSH ou 'omission d’une des étapes de la réaction éteint le marquage.

DiscussioN. — L’application d’une technique immunoenzymatique, nous a permis de -
mettre en évidence I'hormone alphamélanotrope et de la localiser microscopiquement
dans le placenta bovin.

L’alpha-MSH st observée a partir du 4° mois de la gestation dans I'épithélium du
placenta maternel et en fin de gestation du coté feetal. Chez la mére, il peut s’agir soit
d’une production locale soit d’une fixation du peptide d'origine hypophysaire. Chez le
feetus, il peut également s’agir d’une synthése locale ou d’un passage transplacentaire du
peptide. Le marquage .des phagocytes villositaires et de I’épithélium amniotique en fin de
gestation pourrait étre ’expression d’une part, d’un transfert de I'alpha-MSH en profon-
deur vers le feetus et, d’autre part, pour I'épithélium amniotique I’expression d’une teneur
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¢levée du liquide en peptide, comme cela a été démontré pour la betaendorphine dans le
placenta humain [23]. Mais dans le cas de I'alpha-MSH cela reste encore a démontrer.
Les résultats préliminaires présentés ici devront étre confrontés a I'étude des autres dérivés
de la POMC. Enfin, la microscopie €lectronique devrait permettre de déterminer s’il
s’agit d’une production locale.

Quoiqu’il en soit la présence de ces hormones dans le placenta pose la question de la
relation et de la régulation physiologique des hormones corticotropes placentaires et
des hormones hypophysaires. Le role et le lieu d’action de ces peptides placentaires
immunologiquement identiques ou apparentés aux hormones hypophysaires reste a éluci-
der. Iis sont probablement 4 mettre en relation avec la croissance fcetale, le maintien de
la gestation et le déclenchement de la parturition.

Travail réalisé sous les auspices de PlInstitut pour I'Encouragement de la Recherche scientifique dans
I'Industrie et I'Agriculture (ILR.S.I.A.), 6, rue de Crayer, 1050 Bruxelles.
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