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La régénération des Amphibiens a suscité l'intérzt de 

nombreux auteurs et conduit à la réalisation de multiples travaux. 

L'étude des mécanismes impliqués dans le déclenchement et le contrôle 

de la régénération des membres a fait ressortir l'importance primor- 

diale du système nerveux (SINGER, 1954) et des interactions tissu- 

laires entre territoires de qualités différentes (DROIN, 1959 ; 

CARLSON, 1974a; LHEUREUX, 1975). La nécessité de la participation 

d'un troisième facteur a cependant été suggérée par quelques auteurs ; 

il s'agit despotentiels bioélectriques de surface qui existent chez 

la plupart des êtres vivants (voir revue dans LASSALLE, 1977a)mais . 

qui, chez les Amphibiens, sont particulièrement élevés. Ce sont ces 

potentiels de surface relativement peu connus qui ont retenu notre 

attention et que nous proposons d'étudier notamment en raison des 

interprétations confuses et contradictoires de certains travaux 

relatifs 2 l'origine et au rôle de ces potentiels. 



DEFINITION DES POTENTIELS DE SURFACE 



Avant d'aborder l'étude des potentiels de surface et 

afin d'éviter toute confusion dans la terminologie employée, nous 

donnerons une définition précise de ces potentiels bioélectriques 

particuliers. 

Les potentiels de surface (PS) sont des potentiels 

continus, extracellulaires, mesurables entre deux régions non 

lésées de la surface d'un animal ou d'un organe (Fig. 1 a). Ils 

diffèrent en cela des potentiels électriques : 

- variables tels que E.C.G., E.M.G., E.E.G. (Fig. 1 b) ; 

- intracellulaires tel le potentiel transmembranaire 
qui représente le potentiel intracellulaire mesuré à l'aide d'une 

microélectrode par rapport au potentiel extracellulaire (Fig. 1 c) ; 

- de lésion mesuré entre une zone intacte et une zone 
lésée de la surface d'un organe (Fig. 1 d). 

valeur négative variable 

Figure 1 : Techniques de mesure. a) Potentiels de surface (potentiels 
extracellulaires continus) ; b) Potentiels extracellulaires varia- 
bles ; ils représentent l'activité électrique de surface d'un 
organe (électrocardiograme, 6lectromyogramme, électroencéphalo- 
gramme) ; cj Potentiels intracellulâires (potentiels de membrane, 
potentiels d'action) ; d) Potentiels de lési011 ;ils sont le reflet 
des potentiels intracellulaires. 



POSITION DU PROBLEME 



Décrits pour la première fois par MONROY (1941) chez 

un Urodèle (Triturus cristatus), les PS des Amphibiens adultes ont 

été particulièrement étudiés par BECKER dans une série de travaux 

(1960 à 1974) réalisés essentiellement chez Triturus viridescens. 

Cette espèce est caractérisée par l'électronégativitd des extré- 

mités du corps et des membres par rapport à une région de référence 

située au centre de la tête et par la présence de zones (corres- 

pondant aux plexus brachial et lombo-sacré) ayant le même potentiel 

que la référence (Fig. 2 a). Ces PS ont été considérés par BECKER 

comme des facteurs capables de déclencher et de contrôler la régé- 

nération. Les raisons qui ont conduit cet auteur à proposer une 

telle interprétation sont multiples et reposent sur les résultats 

de nombreux travaux ayant trait à l'origine des PS, à l'évolution 

de ces PS au cours de la régénération ou de la cicatrisation de 

membres d'urodèles et d'Anoures et à la stimulation des capacités 

régénératrices par un courant électrique. Compte-tenu de l'importance 

des résultats présentés, nous analyserons successivement chacun de 

ces points. 

- . - . - - - -. - 
Position de 

Hemisphères cerebraux 

M L o b e s  optiques 

1 11 \ '~ lexus brachial 

lombo-sacré 

Figure 2 : potentiel; de surface de Triturus. a) Valeur des 
potentiels ; b) Carte des lignes isopotentielles ; c) Repré-- 

sentation schématique du système nerveux (d'après BECKER, 1960). 



1 - Origine des PS 

Selon BECKER, le tissu générateur des potentiels 

détectables à la surface d'un Amphibien est constitué par le tissu 

nerveux dont on connaît le rôle important dans la régénération. Cette 

hypothèse de l'origine nerveuse des PS a été développée à partir 

d'une expérimeritation consistant à reproduire à l'aide d'un modèle 

le système nerveux de Triturus(B~~KER, 1960). Ce modèle est constitué 

d'un réseau de fils de cuivre soudés en différents points corres- 

pondant' au cerveau, au plexus brachial et au plexus lombo-sacré. 

Les extrémités libres et non isolées des fils de cuivre correspondent 

aux extrémités de membres (Fig. 3). Enfermé dans une éponge façonnée 

en forme de Triton et imbibée d'électrolyte, cet analogue du système 

nerveux développe des potentiels positifs au niveau des soudures et 

Soudures Extrélrnités d & n n r d i n = r  

isolé 

Figure 3 : Modèle expérimental reproduisant le champ électrique 
normal de Triturus (d'après BECKER, 1960). 

des potentiels négatifs au niveau des extrémités dénudées. La 

carte des lignes isopotentielles relevée dans ces conditions est 

identique à celle observée sur l'animal (Fig. 2 b). Cette similitude 



conduit BECKER à proposer le système nerveux comme le support 

tissulaire des PS. D'autres observations rapportées par cet 

auteur viennent appuyer cette hypothèse : 

- l'anesthésie profonde que l'on sait agir sur le 
système nerveux provoque une inversion complète des PS (BECKER, 

1 
1960) ; 

- la section des nerfs brachiaux abolit la négati- 
vité distale des membres (BECKER, 1960, 1961 a) ; 

* - l'effet HALL mis en évidence au niveau des membres 

antérieurs prouve l'existence d'une migration électronique longi- 

tudinale qui s'interrompt lorsque les nerfs sont sectionnés (BECKER, 

1961 b) ; 

- des mesures de PS effectuées chez divers animaux 
(Planaire , Ver de terre, Poisson, Home) montrent que leszones 
riches en cellules nerveuses (ganglions) sont électropositives 

(BECKER, 1963) ; 

- les PS mesurés sur la peau du membre de Grenouille 
sont retrouvés bien que de valeur inférieure, à la surface des 

nerfsmis à nu (BECKER et coll., 1962 a). Selon l'auteur, les nerfs 

se comportent comme de véritables semi-conducteurs, les électrons 

migrant dans le sens proximo-distal dans les fibres motrices et 

dans le sens disto-proximal dans les fibres sensitives (Fig. 4) 

(BECKER et coll., 1962 b). 

Enfin en 1974, BECKER précise que le tissu responsable 

des PS n'est pas le tissu nerveux proprement dit mais serait plutôt 

constitué par les cellules de SCHWANN. 

* L'effet HALL permet de détecter la présence d'un flux électronique dans 
une direction donnée par l'apparition d'un gradient de potentiel 
dans une direction perpendiculaire à celle du flux sous l'influence 
d'un champ magnétique non variable lui-même placé à 90' par rapport 
au flux électronique et au gradient de potentiel. 
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Figure 4 : Circuit composé de deux neurones. L'orientation de chaque 
neurone détermine la direction du courant. Un neurone sensitif 
et un neurone moteur constituerit donc non seulement un arc 
réflexe simple mais aussi un circuit électrique complet. Le 
circuit électrique analogue illustre l'hypothèse selon laquelle 
la source de courant est concentrée dans le corps cellulaire ; 
la résistance de la synapse centrale (CD) aurait une résistance 
plus faible que la résistance périphérique (AB) (d'après BECKER, 
1962 b) . 

2 - Evolution des PS au cours de la régénération ou la cicatrisation 

de membres 

La comparaison de l'évolution des PS au cours de la 

régénération d'un membre de Triton ou de la cicatrisation d'un 

membre de Grenouille (espèce qui ne régénère pas à l'état adulte) 

montre des différences notables (BECKER, 1961 a). Chez les Urodèles 



(Pig. 5), la section d'un membre provoque l'inversion de la 

polarité initiale conduisant à l'apparition d'une forte positivité. 

Celle-ci décroît rapidement et à partir du 6e jour suivant l'am- 

putation, le moignon devient fortement négatif pendant environ 

10 jours. Finalement, la polarité initiale se rétablit progressivement. 

POTENTIEL  DE 

L' E x T R E M I T E  

E N  mV 

O 5 10 15 20 25 30 35 40 

JOURS SUIVANT L'AMPUTATIO?J 

Figure 5 : Evolution des potentiels de surface au cours de la 
régénération d'un menbre amputé de Salamandre. Le premier pic 
positif de valeur élevée correspond au moment de l'amputation. 
Le second pic positif est observé vers le 5e jour, et le 
maximum de négativité vers le 8e jour. La ligne discontinue 
correspond au potentiel du membre normal. Les schémas repré- 
sentent les différentes étapes de la régénération (d'après 
BECKER, 1961 a). 

Chez les Anoures (Fig. 6) si la section du membre 

est également suivie de l'apparition d'une forte positivité distale, 

par contre, aucun2 phase négative n'apparaît et les PS reprennent 

lentement leur valeur initiale au fur et à mesure que progresse la 

cicatrisation. Selon BECKER, l'inversion de polarité qui se produit 



POTEMTIEL OE 

L ' E X T R E Y I T E  
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JOURS SUIVANT L'AMPUTATION 

Figure 6 : Evolution des potentiels de surface au cours de la 
cicatrisation d'un membre antérieur amputé de Grenouille 
(animal qui ne régénère pas). Le pic positif correspond à 
l'amputation. Contrairement à la Salamandre (Fig. 5 ) cette 
polarité positive se maintient pendant une longue période 
et diminue progressivement jusqu'à la valeur mesurée avant 
l'amputation (ligne discontinue) ; la cicatrisation est alors 
complète (d'après BECKER, 1961 a). 

immédiatement après la section est due à un arrêt du flux 

d'électrons circulant dans le nerf brachial, la phase positive 

des cinq jours suivants correspond à la dédifférenciation cellulaire 

et la phase négative à la différenciation et à la croissance axiale 

du blastème (BECKER, 1961 a). 

3 - Stimulation des ca~acités régénératrices Dar le courant électriaue 

L'utilisation du courant électrique a été envisagée 

par BECKER pour apprécier les conséquences de l'augmentation de 

l'amplitude des PS naturellement présents à la surface des membres 

de Triton en régénération (BECKER, 1961 a). L'application, quelques 

minutes par jour, d'un courant électrique de même polarité que le 

moignon (positif pendant les cinq premiers jours, négatif pendant 

les dix suivants) induit une croissance plushrte du régénérat. 

Par contre, si les animaux dont les membres ont été sectionnés se 

déplacent au hasard à l'intérieur d'une cuve où circule en permanence 



un courant électrique aucune stimulation n'est enregistrée (BECKER, 

1961 a). 

Ces expérimentztions ont amené un certain nombre 

d'auteurs à utiliser le courant électrique pour tenter de contrôler 

la régénération (voir revue dans LASSALLE, 1978) ou d'augmenter les 

faibles capacités régénératrices des membres d'Anoures. Dans ce 

dernier cas, les techniques de stimulation sont diverses : excitation 

répétitive du nerf brachial (BODEEIER, 1964), implantation d'un couple 

bimétallique argent-platine au niveau du moignon (SMITH, 1967), 

utilisation de piles au mercure glissées sous la peau (SMITH, 1974 ; 

BORGENS et coll., 19774. Les meilleurs résultats sont obtenus lorsque 

le moignon est polarisé négativement. Dans ce cas apparaît un petit 

régénérat dans lequel se différencient quelques lobules cartilagineux. 

Ces résultats semblent confirmer l'interprétation de BECKER selon 

laquelle les PS d'origine nerveuse constituent un signal qui déclenche 

et contrôle les mécanismes impliqués dans la régénération qu'il 

s'agisse d'organes ou de membres (BECKER et coll., 1967, 1970 ; BECKER, , 
1972 a, 1972 b, 1974). 

Cependant un certain nombre de travaux et d'observations 

sont difficilement inteprétables dans le cadre de cette théorie. Ils 

concernent non seulement l'origine des PS mais aussi le rôle qui 

leur a été attribué dans la régénération. En effet, l'origine ner- 

veuse des PS n'est pas compatible avec la persistance de ces poten- 

tiels observée après destruction de l'axe cérébro-spinal (EIONROY, 

1941). De même et bien que BECKER n'ait pas interprété cette obser- 

vation, on peut s'interroger sur la signification de la diminution 

du gradient de PS lorsque celui-ci est mesuré directement à la surface 

des nerfs (BECKER et coll., 1962 a). De plus, il faut souligner que 

les enregistrements de BECKER obtenus chez diverses espèces (Planaire , 
Ver de terre) lui permettant d'affirmer que les ganglions correspondent 

à des zones électropositives sont tout à fait contraires aux enregis- 

trements d'autres auteurs (HYMAN et BELLAMY, 1922 ; FLICKIIJGER et 

BLOUNT, 1957 pour les Planaires ; MOMENT, 1949-1950 ; KURTZ et 



SHRANK, 1955 ; LASSALLE et BOILLY, 1973 pour les Oligochètes). 

D'autre part, la nécessité de l'intervention des PS dans le 

déclenchement et le contrôle de la régénération souffre d'exception 

non négligeable puisque leur absence chez 1'P.xolotl (SEURALEFF, 1968) 

or1 leur augmentation à l'aide d'un champ électrostatique chez le 

Triton (SMITH, 1976) n'altèrent en rien les potentialités régéné- 

ratrices de ces animaux. 

Compte-tenu de ces résultats contradictoires et des 

restrictions que nous avons formulées mais aussi de l'intérêt 

fondamental et pratique que peuvent présenter les PS, il nous a 

paru opportun de reprendre l'étude des PS d'Amphibiens afin de 

déterminer non seulement leur origine mais aussi leur implication 

éventuelle dans la morphogenèse régénératrice. 

La première partie de ce travail sera consacrée à 

l'étude de l'origine des PS. Après avoir déterminé les caractéris- 

tiques des PS de divers Amphibiens (Chapitre 1), nous reprendrons 

l'étude du support tissulaire de ces PS (Chapitre II). L'origine 

des PS sera ensuite abordée par l'analyse des modifications de leur 

amplitude et de leur polarité induites par des facteurs comme les 

blessures ou la pression osmotique (Chapitre III) et les modifications 

de la composition ionique du milieu baignant l'animal (Chapitre IV). 

Enfin, dans le Chapitre V nous déterminerons le mécanisme qui préside 

à l'expression des PS. 

Dans la deuxième partie de ce travail, nous suivrons 

l'évolution des PS au cours de divers évènements biologiques tels 

que la métamorphose, la mue (Chapitre VI) et la régénération 

(Chapitre VII). 



MATER1 EL ET TECHNIQUES 



1 - MATERIEL 

A - MQHIBIENS URODELES 

Ces animaux sont capables de régénérer leurs membres 

même à l'état adulte. 

1 - Fleurodeles w a l t l i i  Wichah. 

Les Pleurodèles proviennent d'un élevage réalisé au 

laboratoire. 

2 - Triturus a lpes tr i s ,  Laur., Triturus vuZgaris Laur. 

Ces Tritons ont été récoltés dans les mares de la 

région. * 
3 - Arnbystoma mexicanum Shaw. (Axolotl) 

Ces Amphibiens néoténiques sont élevés au laboratoire. 

B - AMPHIBIENS ANOURES 

Ces animaux perdent leurs capacités de régénération 

au moment de la métamorphose. 

Rana temporaria, Linné, Rana esculenta Linné. 

Ces @enouilles proviennent de récoltes effectuées 

dans les mares de la région. 

- TECHNIQUES 

A - TECHNIQUES D'ELEVAGE 

1 - Amphibiens Urodèles 
Les animaux sont élevés en groupe ou isolément dans 

* 
Je remercie Monsieur le Professeur HOUILLON et Monsieur le Professeur 

SIGNORET pour nous avoir aimablement fourni les oeufs et les 
jeunes larves d'Axolotl la mise en route d'un élevage 
au laboratoire. 



des récipients remplis d'eau de ville renouvelée deux à trois fois 

par semaine après la prise de nourriture. Les larves et les jeunes 

adultes sont nourris de larves de Chironome, les adultes de foie 

et de rate de B O ~ U ~  hachés. 

2 - Amphibiens Anoures 
Les Grenouilles sont maintenues dans des terrariums. 

Ces animaux refusent la plupart du temps toute nourriture mais sont 

capables de jeûner plusieurs mois. 

B - TECHNIQUES HISTOLOGIQUES 

1 - Microscopie photonique 
Les lambeaux de peau sont fixés au Bouin Hollande. Les 

membres et les régénérats sont fixés de la même manière avec ou sans 

traitement décalcifiant selon l'âge de l'individu. Après inclusion 

dans la paraffine, ils sont débités en coupes sériées de 6 à 7 1i m 

d'épaisseur. Les coupes sont colorées à l'azan (variante à froid 

de Gabe). 

2 - Microscopie électronique 
Les lambeaux de peau sont fixés pendant une heure à 

la température du laboratoire au glutaraldéhyde à 2,5 % soit dans 

un tampon cacodylate 0,06 M pH 7,4,soit dans un tampon phosphate 

0,l M pH 7,4. Après lavage dans le tampon, les pièces sont post- 

fixées pendant une heure à 4' C dans le tétroxyde d'osmium à 1 % 

dans le même tampon. L'inclusion est réalisée dans l'araldite 

après déshydratation à l'acétone. Les coupes semi-fines sont colo- 

rées au Bleu azur. Les coupes ultra-fines réalisées au couteau de 

verre ou de diamant sont contrastées par l'acétate d'uranyle en 

solution alcoolique et par les sels de plomb (REYNOLDS, 1963). Les 

observations sont effectuées au microscope électronique SIEMENS 

Elmiskop 1. 



C - TECHNIQUES ELECTROPHYSIOLOGIQUES 

Les PS sont recueillis à l'aide d'électrodes impo- 

larisables du type argent-argent chloruré. La construction de 

ces électrodes a été conçue de manière à les rendre extrêmement 

stables et à limiter la différence de potentiel (ddp) interélectrode 

à une valeur inférieure ou égale à 200 yV. Pour cela, les fils 

d'argent chlorurés d'un diamètre de 2 mm et d'une longueur de 10 cm 

plongent dans un tube en U rempli d'une solution de NaCl 7 O/oo. La 

partie du tube contenant le fil d'argent est rendu opaque à la 

lumière pour éviter la détérioration de la couche de chlorure 

d'argent. La liaison électrique entre ces électrodes et la surface 

de l'animal est assuré par des ponts constitués de tubes cathéter 

souples remplis de Nacl 7 "/oo et dans lesquels est glissé un fil 

de coton (Fig. 7). C'est ce dernier qui assure conjointement avec 

Compartiment 
opaque 

Fil d'argent 

Figure 7 : Système d'électrodes utilisé pour l'enregistrement des PS. 
A. Electrode de référence fixe. 
B. Electrode d'enregistrement déplacée le long de l'axe proximo- 

distal du membre dans le sens de la flèche. 



la solution saline qui l'imbibe constamment,le contact avec le 

tégument de l'animal. La souplesse de ce système évite toute 

irritation mécanique au niveau de la peau. La solution de NaCl 7 O/oo 

a été choisie en raison de ses caractéristiques physiologiques : les 
+ 

ions Na et CI- ne provoquent aucune réaction néfaste au niveau 

cellulaire dans les limites des concentrations utilisées et la 

pression osmotique de ce liquide (220 mosM) est voisine de celle 

du milieu intérieur de l'animal. Les électrodes sont reliées à un 

oscillographe cathodique à mémoire (Textronix 5031) par l'intermé- 

diaire d'un changeur d'impédance. Les enregistrements sont photo- 

graphiés sur Polaroïd. 

Les PS sont mesurés sur des animaux anesthésiés et 

soustraits de leur milieu liquide. Nous avons analysé les facteurs 

qui pouvaient influencer la qualité des réponses obtenues dans 

ces conditions particulières : l'anesthésie, le degré d'humidité 

de la peau et les contacts mécaniques. Ni la nature de l'anesthésique 

(MS 222 ou chlorétone), ni la durée de l'anesthésie (10 à 30 m), 

ni le moment de la mesure par rapport au réveil de l'animal n'ont 

d'influence notable sur l'amplitude et la polarité des PS. Par 

contre, le degré d'humidité de la peau peut être source d'artéfacts : 

une peau trop sèche engendre l'apparition au moment de la mesure 

d'effets capacitifs gênants, une peau trop humide provoque la 

formation de court-circuits dérivant une partie du courant enregistré. 

De plus, nous avons pu constater que des étirements mécaniques des 

membres pouvaient entraîner des modifications de la valeur des PS. 

Compte-tenu de ces observations, les conditions expérimentales 

suivantes ont été retenues : l'animal est anesthésié 15 mn dans une 

solution de MS 222 à 1°/oo dans l'eau de ville ; après un court 

rinçage,la peau est humectée avec la solution de NaCl 7 "/oo pendant 

quelques minutes. L'animal est ensuite épongé sur un papier filtre, 

posé sur une plaque de verre, le membre soumis à la mesure étant 

lui-même isolé de cette plaque par un support en matière plastique. 

Durant toutes ces manipulations, l'animal est saisi à l'aide d'une 

paire de pinces par la région proximale de la queue s'il s'agit 

d'un Urodèle ou par la partie centrale du corps s'il s'agit d'un Anoure. 



D - TECHNIQUES BIOCHIMIQUES 

1 - Milieux d'incubation 
Les tissus épidermiques sont incubés dans des milieux 

dont la composition ionique est la suivante : 

- Milieu A pour la mesure de l'activité ATPasique 
totale (Na-K-Mg) 

Nacl 100 mM 

KC 1 5 mM 

Mgc12 2 mM 

Tris/~Cl 40 mM pH 7 , 4  

ATP, sel disodique 5 mM 

E~-~H] ATP (29 ci/mM) 5 pCi 

- Milieu B pour la mesure de l'activité ATPasique liée 
au Mg2+ milieu A + 5 . 1 0 ~ ~  d'ouabaïne. 

La différence des résultats obtenus avec le milieu A 

et le milieu B correspond à la mesure de l'activité ATPasique liée 

au Na/K. La méthode radioactive consiste à mesurer la quantité 
3 3 

de [8- H]ADP formée à partir du [8- H] ATP initialement ajouté au . 

milieu sous l'action de 1'ATPase selon la réaction : 

ATP ADP + Pi 

ATPase 

Cette méthode très sensible a été choisie de préférence 

au dosage calorimétrique des phosphates (Pi) libérés. 

2 - Séparation des métabolites de 1'ATP 
La séparation électrophorétique s'étant révélée peu 

propice à la bonne séparation du mélange ATP-ADP en raison de la 

force ionique élevée du milieu d'incubation, nous avons été amenés 

à adopter la méthode chromatographique. La chromatographie est 

réalisée sur papier Whatman 3 MM (46x57 cm) dans un système solvant 

acide isobutyrique-ammoniaque-eau (6611133 ; V/V/V) pH 3,7 



La Figure 8 donne un exemple de séparation 

obtenue à partir d'un mélange ATP-ADP-AMP dans le milieu d'incu- 

bation après une migration de 7 H. Les de l'ATP, ADP, AMP sont 

respectivement de 0,23 ; 0,32 et 0,48. 

3 - Détermination de l'activité enzymatique 
Les lambeaux épidermiques sont incubés à la température 

du laboratoire sous agitation constante dans 20.0 pl de la solution 

tamponnée radioactive. Au bout d'une heure de contact, 10 pl du 

milieu sont déposés sur papier. Après migration chromatographique, 

les composés témoins sont repérés sous une lampe ultraviolette et 

le papier est découpé en bandes de 5 x 1 cm le long du trajet de 

migration (Fig. 8). Chaque bande est placée dans 5 cm3 de liquide 

Figure 8 : Migration chromatographique de 1'ATP et de ses dérivés 
dans les conditions décr-ites dans le texte. 



scintillant (Lipoluma) et la détermination de la radioactivité 

est effectuée dans un compteur à scintillation (Intertechnique 

SL 30). Les résultats sont exprimés en coups par minute (cpm). 

Le pourcentage d ' D P  formé est calculé en faisant le rapport du 

nombre de cpm correspondant à 1'ADP sur le nombre total de cpm 

(ATP + ADP). Sachant que dans 200 ~1 du milieu d'incubation, la 

quantité initiale dlATP est de 1 PM, il est alors possible de 

transformer le nombre de cpm en FM dlADP formé par heure et par 

lambeau. 

4 - Dosage des protéines 
Le dosage des protéines est effectuée par la méthode 

de LOWRY (1951) pour protéines insolubles après broyage des 

lambeaux épidermiques dans un microbroyeur de tissus (Duall). 



PREMIERE PARTIE 

CARACERISTIQUES ET ORIGIîiE DES PûTEîSTIFi DE SURFACE 



CHAPITRE 1 

CAR4CTERLSTIMIES DES POTENTIELS DE SURFACE 



Avant d'aborder l'étude de l'origine des PS, il 

importe de préciser leurs caractéristiques. Ceux-ci ont été 

mesurés uniquement au niveau des membres en raison de l'intérêt 

expérimental qu'a suscité et qu'offre cette région du corps. C'est 

sur le Triton, Pleurodeles waZtZii Michah. qu'a porté l'essentiel 

de notre travail, cependant, dans le cadre d'une étude comparative 

d'autres -4mphibiens (Urodèles et Anoures) ont également été 

analysés. 

1 - METHODOLOGIE 

Chez tous les animaux utilisés, les PS ont été mesurés 

le long de l'axe proximo-distal du membre antérieur en posant une 

électrode de référence au niveau de l'épaule et en déplaçant la 

seconde électrode vers l'extrémité de la patte d'un mouvement 

continu (Fig. 7). Dans quelques cas, des mesures de ddp antéro- 

postérieures et dorso-ventrales ont été effectuées en trois points 

différents de la patte, le milieu de l'avant-bras, le coude et le 

milieu du bras, les deux électrodes étant alors placées en regard 

l'une de l'autre (Fig. 9). 

Figure 9 : Position des électrodes lors de la mesure des PS 
des axes antéro-postérieur (a) et dorso-ventral (b). 



Les PS de Pleurodèle ont été mesurés chez les adultes 

et chez les larves. Chez les adultes, deux groupes d'animaux ont 

été constitués : le premier est composé d'individus d'âge identique 

conservés dans le même bac, nourris de la même façon et chez lesquels 

les mesures ont été effectuées le même jour ; le second groupe 

diffère du premier essentiellement par l'âge (différent d'un individu 

à l'autre) et par le fait que les mesures sont réalisées sur une 

période de temps d'un mois environ. Les autres espèces d'Amphibiens 

étudiées sont d'âge varié. 

a - Potentiels de surface de Pleurodèle 

a Premier groupe d'animaux adultes (36 mesures) 

- ddp proximo-distales - - - - - - - - - - -  * 
La Figure loamontre les enregistrements oscillogra- 

phiques les plus fréquemment obtenus lors de la mesure des PS 

le long de l'axe proximo-distal. Ces potentiels se répartissent 

selon un profil caractéristique et sont distribués très généralement 

de façon non monotone tant sur la face dorsale que sur la face 

ventrale, la ddp augmente régulièrement de la base du membre jus- 

qu'au poignet puis décroît lentement jusqu'à l'extrémité des 

doigts. L'étude statistique et la schématisation graphique (Fig. 10, 

b, c) des enregistrement nous a amené à considérer les trois points 

les plus représentatifs de ce profil de répartition des PS : le 

point A constitue le potentiel de référence (potentiel O quand les 

deux électrodes sont court-circuitées) et correspond à la base du 

membre, le point B, point le plus positif, correspond à la zone 

comprise entre le milieu de l'avant-bras et le poignet et le point 

C caractéristique de l'extrémité distale du membre. Les moyennes 

des valeurs obtenues pour ces différents points sur les faces dorsale 

et ventrale ont été reportées dans le tableau 1 et sur la Figure 10. 

Les légères différences existant entre les valeurs de faces dorsale 

et ventrale ne sont pas significativement différentes ; par contre, 

les points B et C d'une même face ont des valeurs qui diffèrent de 

manière significative. 



Figure 10 : Valeurs des PS le long de l'axe proximo-distal du membre 
de Pleurodèle (ler groupe d'animaux). 
a - enregistrements obtenus sur deux membres différents (deux 
mesures successives par membre) ; 
b - profil moyen des PS de la face dorsale ; 
c - profil moyen des PS de la face ventrale. 

Bien que nous n'?en ayons pas tenu compte dans le 

calcul de nos moyennes, il faut cependant signaler que des PS à 

profil complexe peuvent être occasionnellement enregistrés (Fig. 11). 

Ils sont caractérisés par l'alternance irrégulière de phases positives 

et de phases négatives. 



Figure 11 : Exemples de PS à profil complt sxe de Pleurodèle. 
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t t t 

.- 

Taleau 1 : ~ifférence de potentiel le long de l'axe proximo- 
distal du membre de Pleurodèle (premier groupe d'animaux). 

- ddp transversales --------- 
Les mesures révèlent une ddp de faible amplitude ainsi 

qu'une grande dispersion des valeurs obtenues (Tableau 2). 

. ddp antéro-postérieures. La face antérieure 
du membre est en moyenne négative de quelques millivolts par rapport 

à la face postérieure aussi bien au niveau du bras (-3,3mV) que de 

l'avant-bras (-3,6 mV), la zone du coude étant légèrement plus 



négative (-4,8 mV) que les zones adjacentes. 

. ddp dorso-ventrales. Par rapport à la face 

dorsale, la face ventrale du membre est très légèrement négative 

(-0,2 mV) ail niveau du bras, légèrement positive (+1,5 mV) dans la 

zone du coude et, au niveau de l'avant-bras, de même valeur qu'au 

niveau du segment proximal (-0,2 mV). 

: MILIEU DU BRAS : COUDE : MILIEU DE 

x t Z L 'AVANT-BRAS 

-- - -  2 - -  ---- ---- 
DDP ANTÉRO-POSTÉRIEURE : t 

(RÉF:FACE POSTÉRIEURE). . : - 3.3 +_ 2 . 4  MV : - 4 . 8  _f 3.8 MV : - 3 . 6 1  3.7 WV 
------- :- - : -  -- : -- 
DDP DORSO-VENTRALE t t 

(RÉF. :FACEDORSALE) .... : - 0 . 2 f  3 . 2 ~ V  : + f , 5 $ 4 , O M V  t , 0 , 2 $ _ 4 . 7 F * I V  
t t t 

Tableau 2 : Différences de potentiel transversales du membre 
de Pleurodèle (ler groupe d'animaux). 

B Deuxième groupe d'animaux adultes (97 mesures) 
Chez ces animaux, seuls les PS de l'axe proximo-distal 

de la face dorsale du membre ont été mesurés. Les résultats 

(Fig. 11 et Tableau 3) montrent que dans 86 % des cas (Fig. 12, a), ' 

les valeurs de PS sont semblables à' celles obtenues dans le groupe 

précédent, la très légère différence observée entre les deux groupes 

n'étant pas statistiquement significative. Par contre, dans 14 % 

des cas, le profil de potentiel est complètement inversé (Fig. 12, 

b). Toutefois, cette inversion de potentiel est temporaire, en effet, 

lors d'une seconde mesure effectuée quelques jours après, on constate 

que la positivité.distale est rétablie. 

Tableau 3 : Différenc.es de potentiel le long de l'axe proximo- 
distal de la face dorsale du membre de Pleurodèle (2ème 
groupe d'animaux). 

1 

A :  B t C 
---------- 3 --- : d a-- 

DDP DE LA FACE DORSALE : Z 

(86 % DES MESURES). . . . . . . : O : + 1 3 . 6 f  5. 3 MV : 4- 1 0 . 5  $7.3 MV 
-------. : --- - 1 - - - -  
DDP DE L A  FACE DORSALE t S .  t 

(14 % DES MESURES). . . . . . . t O r-10. 4 t 4 .  8 MV t - 7 . 3 ' 5 . 1  MV 
t t L - - 



Figure 12 : Valeurs des PS 
le long de l'axe proximo-distal 
du membre de Pleurodèle (2ème 
groupe d'animaux). 
a - 86 % des mesures 
b - 14 % des mesures. 

y Larves de Pleurodèles 

Les membres des larves de Pleurodèles ne présentent 

pas de PS. 

b - Potentiels de surface d'autres Amphibiens - 

Seuls les PS le long de l'axe proximo-distal ont été 

enregistrés. 

Les membres de Triturus a lpes t r i s  et Triturus vuZgaris 

présentent des PS dont le profil est tout à fait semblable à celui 

du Pleurodèle, l'amplitude étant cependant plus élevée (Tableau 4). 

Des inversions de gradient ont également été constatées. 



Tableau 4 : Différences de potentiel des régions A, B, C de la 
face dorsale du membre de Triturus. 

f 

Chez Rana temporaria, si les PS peuvent présenter un 

profil identique à celui de Triturus, la plupart du temps, ce 

profil est plus complexe (Fig. 13), un pic positif (région du 

coude) étant intercalé entre deux pics négatifs (région du bras et 

du poignet). 

Enfin, les membres d'Axolotl ne présentent pas de PS. 

: A :  B I C 
- - - - -  - . - - - - - -  : - - - - -  

DDP DE LA FACE DORSALE.. . . : O : + 2 9 $ 9 , 9 ~ V  t + 2 0 & 6 . 7 5 ~ V  
: 

Figure 13 : Valeurs des PS le long de l'axe proximo-distal du 
membre de Rana temporaria. 

3 - DISCUSSION 

En dépit d'une variabilité interindividuelle importante 

comme en témoignent les écarts-types relativement grands et même 

des variations individuelles pouvant aller dans certains cas jusqu'à 



l'inversion complète de la polarité électrique du membre, les 

résultats obtenus montrent cependant clairement que la surface des 

membres antérieurs des Amphibiens sont caractérisés par la présence 

de potentiels électriques répartis en gradient le long de l'axe 

proximo-distal. Des ddp sont également décelables sur les axes 

antéro-postérieur et dorso-ventral ; la faible valeur de ces poten- 

tiels et surtout leur grande variabilité nous a conduit à ne 

considérer dans notre étude que les potentiels de l'axe proximo- 

distal en raison de leur grande amplitude et de leur bonne repro- 

ductibilité. De plus, c'est la ddp entre les points A et B qui sera 

le plus souvent l'objet de notre analyse, le point C correspondant 

à une zone (l'extrémité des doigts) se prétant relativement mal à 

une intervention expérimentale. 

Dans la plupart de nos enregistrements et dans toutes 

leiirs représentations graphiques, la valeur des PS croît de manière 

continue de la région proximale (potentiel O) à la région distale 
* 

(+13 mV en moyenne pour le point B). Le caractère régulier de ce 

gradient de potentiel pourrait suggérer que le membre se comporte 

comme un véritable dipôle dont les sources de potentiel seraient 

localisées au niveau de l'épaule et au niveau du poignet. En fait 

cette interprétation semble beaucoup trop schématique et ne peut 

rendre compte des potentiels complexes que l'on peut rencontrer 

dans certains cas (Fig. 11). Ces PS doivent plutôt être interprétés 

en terme de gradient continu de potentiels, chaque région ayant son 

propre potentiel, différent de celui de la région voisine ; il n'y 

aurait pas un seul dipôle mais tout un ensemble de dipôles placés 

en série. 

Nos résultats confirment et précisent ceux obtenus 

chez Triturus cristatus par PfONROY (1941) et sont en accord avec 

ceux présentés récemment par FONTAS et MAMBRINI (1977 a) chez 

Rana esculenta et par CARLSON (communication personnelle, 1977) 

chez Triturus viridescens. Par conËre, ils diffèrent de ceux de 

BECKER (1960, 1962 a) puisque cet auteur signale la présence d'un 

gradient continu mais négatif et d'amplitude élevée au niveau des 

membres de Triturus v'iridescens (Fig. 2 ) .  



Chez les larves d'Amphibiens, nos résultats confirment 

les observations de SHURALEFF (1968) chez l'Axolotl mais aussi 

précisent que les larves normales (non néoténiques) d'Amphibiens 

Urodèles sont également dépourvues de PS. 

CONCLUSION 

Les membres des Amphibiens adultes sont caractérisés 

par la présence de PS répartis en gradient le long de l'axe proximo- 

distal. Dans la plupart des cas (86 %), l'extrémité du membre est 

positive par rapport à sa base. Des PS existent également au niveau 

des axes antéro-postérieur et dorso-ventral mais leur amplitude est 

faible et leur polarité variable. 

Les membres des larves de Pleurodèle et d'Axolotl 
- 

sont dépourvus de PS. 



CHAPITRE I I  

SUPPORT TISSULAIRE DES POTENTIELS DE StlRFACE 



L'origine des PS des Amphibiens ayant conduit à des 

interprétations contradictoires (MONROY, 1941 ; BECKER, 19605 il 

convenait de reprendre cette étude afin de déterminer la nature 

exacte du tissu responsable de l'expression des PS. 

L'origine tissulaire des PS de Pleurodèle a été 

recherchée en procédant à l'élimination successive des tissus suscep- 

tibles d'intervenir dans l'expression des PS. 11 s'agit : 

- du système nerveux que BECKER (1960) estime être 
la source des PS ; 

- du squelette, des PS ayant été détectés à la surface 

des os longs de mammifères (FRIEDENBERG et coll., 1971) ; 

- de la peau et de l'épiderme sur lesquels ces 
potentiels sont finalement mesurés. 

Nous avons aussi effectué des isolements de membre 

afin de soustraire celui-ci à toute influence systémique. 

Les modes opératoires sont les suivants : 

- dénervation : elle est réalisée par la section des 
nerfs formant le plexus brachial (FRANCIS, 1934) au niveau de l'épaule, 

la circulation sanguine étant respectée ou non. Nous avons vérifié 

que cette dénervation entraîne bien la perte des capacités régéné- 

ratrices du membre. 

- ablation de l'os : elle est obtenue par extirpation 

totale ou partielle de l'humérus après incision longitudinale de la 

peau et des muscles de la face dorsale, l'intégrité du nerf étant 

respectée. 

- ablation de peau : l'ablation de peau est effectuée 
chirurgicalement sur une partie quelconque du membre et concerne des 

surfaces de taille différente. 

- ablation de l'épiderme : elle est réalisée de deux 
façons différentes, premier type d'ablation : elle est effectuée 

sur des membres irradiés* ou régénérant une plaie ; dans ce cas, 

* 
Les rayons X (2000 K) ne provoquent aucune modification signifi- 
cative des PS. 



l'épiderme se détache facilement du tissu sous-jacent. Second type 

d'ablation : elle est réalisée sur des membres sains isolés placés 

pendant 15 mn à 37" C dans une solution à 1 O/oo d'EDTA dans le 

liquide de Steinberg sans Ca ni Mg. 

- isolement de membre, les membres sont isolés par 
section, le plus près possible de l'épaule. 

2 - RESULTATS 

La plupart de ces résultats ont fait l'objet d'une 

note (LASSALLE, 1974). 

a - Dénervation - 

La dénervation a pour effet immédiat d'inverser le 

gradient de potentiel proximo-distal (Tableau 5 et Fig .  14, b). 

On constate que la valeur moyenne obtenue pour le point B se 

situe vers - 4 mV. Cette moyenne est cependant affectée d'écarts- 
types très importants traduisant une grande variabilité des résultats ; 

Figure 14 : Influence de la 
dénervation sur la valeur 
des PS le long de l'axe 
proximo-distal du membre de 
Pleurodèle (13 cas). 
a - avant la dénervation 
b - quelques minutes après 

l'opération 
c - 48 H après l'opération. 



en effet, l'inversion de potentiel peut être beaucoup plus prononcée 

(-15 à -20 mV) mais parfois cetteinversion ne se produit pas et 

seule une diminution de la valeur initiale du gradient positif est 

simplement observée. Ces effets de la dénervation sur les PS sont 

tout à fait temporaires : 24 à 48 heures après la dénervation le 

gradient normal est rétabli (Fig. 14 et 15). Ces modifications 

Figure 15 : Evolution des PS de la région B du membre de 
Pleurodèle après dénervation(&)+ 

temporaires se produisent Ggalement chez les animaux témoins 

non dénervés ayant subi l'incision de peau et de muscle nécessaire 

au dégagement du nerf brachial (Tableau 5). 



Tableau 5 : Influence de la dénervation sur les'PS de l'axe 
proximo-distal du membre de Pleurodèle (les valeurs sont 
exprimés en mV) . 

b - Extirpation d'os 

L'humérectomie totale ou partielle entraîne des 

perturbations du gradient de potentiel se traduisant par l'appa- 

rition d'une déflexion négative correspondant à la zone désossée 

(Fig. 16, b). Un mois après l'opération, le gradient de potentiel 

est complètement rétabli (Fig. 16, c) alors que l'os n'a pas 

régénéré. Les témoins ayant subi uniquement une incision longitu- 

dinale intéressant la peau et les muscles du bras présentent une 

évolution identique des PS. 

Figure 16 : Influence de l'humérectomie. a - avant l'opération ; 
b - quelques minutes après l'opération ; c - un mois après 
l'opération. 



c - Ablation de peau et d'épiderme 

L'ablation de la peau ou uniquement de l'épiderme 

entraîne dans 100 Z des cas une disparition complète du gradient 

de potentiel dans la zone opérée c'est-à-dire au niveau où le 

muscle ou le derme est mis à nu. Cette région dépourvue de gradient 

de potentiel est cependant nettement positive par rapport au 

tégument (Fig. 17). 

Des tentatives de mesure de PS réalisées sur des 

lambeaux de peau ou d'épiderme isolés du membre de Pleurodèle ont 

toujours donné des résultats décevants, la valeur des PS étant très 

faible dans ces conditions. Par contre, quelques essais réalisés 

sur des lambeaux de grande taille prélevés sur les membres antérieurs 

de Grenouille ont montré que le gradient de potentiel se conserve 

sur la peau isolée. 

Figure 17 : Influence de 
l'excision d'un lambeau 
de peau intéressant la 
quasi-totalité de la face 
dorsale du membre de 
Pleurodèle. 



d - Isolement de membre 

L'isolement de membre provoque une inversion complète 

du gradient de potentiel pour dix membres sur onze possédant avant 

isolement un gradient positif (Fig. 18). Un seul membre a gardé 

inchangé son gradient de potentiel aprss isolement ; toutefois, il 

convient de signaler que dans ce cas la section passait à travers 

une zone de peau régénérée occupant la face dorsale de l'avant- 

bras. Les membres possédant avant isolement un gradient de potentiel 

négatif ont gardé le même profil (Fig. 19) après isolement bien que 

de valeur plus élevée (Tableau 6). 

Fig. 18 Fig. 19 

Figure 18 : Influence de l'isolement complet de membres présentant 
un gradient de potentiel à pente positive avant isolement. 
a - avant isolement 
b - quelques minutes après l'isolement. 

Figure 19 : Influence de l'isolement complet de membres présentant 
un gradient de potentiel à pente négative avant isolement. 
a - avant isolement 
b - quelques minutes après l'isolement. 



--- 
GRADIENT POSIT IF  1 f /13 : GRADIENT NÉGATIF 2/13 --- I -- 

: : 2 

AVANT ISOLEMENT ....... : + 1 1 . 4 & 4 . 4 :  + 8 . 7 $ 6 . 7  : - 12.5 : - 6.0 

Tableau 6 : Modifications des PS à la suite de l'isolement du 
membre de Pleurodèle (les valeurs sont exprimées en mV). 

3 - DISCUSSION 

Les diverses expériences d'ablation montrent que 

seule l'absence de peau ou d'épiderme entraîne une abolition com- 

plète et durable du gradient de potentiel proximo-distal. Ce 

gradient existe aussi à la surface des lambeaux de peau isolés à 

condition que ceux-ci soient de taille suffisante. Il est vraisem- 

blable que la petite taille de certains lainbeaux entraîne l'appari- 

tion d'artefacts de mesure (potentiels de lésion, court-circuits ...) 
qui rendent celle-ci difficilement interprétable. La dénervation et 

l'extirpation d'os par contre ne provoquent que des perturbations 

temporaires du gradient. Des résultats semblables obtenus chez les 

témoins suggèrent que ces modifications temporaires résultent de 

lésions épidermiques occasionnées au cours des expériences de déner- 

vation et d'humérectomie. L'état du tissu épidermique au moment de 

la mesure apparaît en effet jouer un grand rôle dans l'expression des 

PS puisque lors de l'isolement de membre, le seul cas de non inversion 

de gradient de potentiel concernait une patte dont la peau était 

engagée dans un processus de régénération. 

Nos résultats sont donc contraires à ceux de BECKER 

(1960, 1961 a, 1961 b, 1962) qui estime que chez Triturus viridescens 

et Rana catesbiana, seul le'nerf brachial est à l'origine des PS. 

Cependant, l'analyse des travaux de cet auteur montre que l'ablation 



de la peau de la patte postérieure de Rana entraîne une diminution 

des PS. Cette observation nous incite à penser que chez les espèces 

étudiées par cet auteur la peau exerce aussi un rôle important dans 

l'expression des PS. Nos résultats ont d'ailleurs été confirmés par 

ROSE et ROSE (1974) qui ont montré que la dénervation de Triturus 

viridescens n'affecte pas les PS et récemment par FONTAS et PIAMBRIN1 

(1977 b) qui situent le générateur responsable des PS de Rana escu- 

Zenta dans le tégument à l'exclusion des tissus musculaire et nerveux 

sous-jacents. 

CONCLUSION 

Le support tissulaire des PS du Pleurodèle est constitué 

par l'épiderme. Il correspond au seul tissu dont l'abscence entraîne 

l'abolition des PS. Ce résultat remet en cause l'origine nerveuse 

des PS préalablement admise par BECKER. 



CHAPITRE III 

FACTEüRS SüSCEmIBLLS DE MlDIFIER 

LES PûTElfl1Ei-S DE SURFACE 



Nous avons démontré que l'épiderme constitue le 

support tissulaire des PS ; nous envisagerons maintenant l'étude 

de leur origine au sein de ce tissu par l'analyse des modifications 

de PS induites par divers agents altérant la structure du tégument. 

Pression osmotique et blessures sont les deux facteurs qui ont été 

retenus en raison de l'importance qu'ils présentent dans le fonc- 

tionnement normal du tégument ; l'un modifie l'intégrité fonctionnelle 

de la peau (pression osmotique), l'autre son intégrité structurale 

(blessures). 

- PRESSION OSMOTIQUE 

1 - METHODOLOGIE 

Nous avons appliqué des solutions hypo et hypertoniques 

soit sur tout le membre, soit sur une partie seulement de celui-ci 

(région proximale ou région distale). 

Les milieux hypotoniques sont constitués par l'eau 

d'élevage ou une solution de Nacl à 2 O/oo. 

Les milieux hypertoniques sont tous équilibrés à 

720 mosM. Ils contiennent soit du Nacl à 21 O/oo, soit du N C l  à 

7 "/oo additionné d'une autre substance douée de propriétés parti- 

culières telles que : 

- le chlorhydrate de cholinê, substance permettant - 
d'augmenter sélectivement la concentration en ions Cl , l'ion 
choline étant considéré comme très peu pénétrant ; 

- le propionate de sodium ; dans ce cas-seule la 
+ P 

concentration de l'ion Na est augmentée, l'ion propionate étant 

imperméant ; 

- le saccharose, disaccharide non ionisable, non 
pénétrant ; 

- l'urée, petite molécule non ionisable, très soluble 
et pénétrante. 



2 - RESULTATS 

a - Solutions appliquées sur tout le membre - 
a Milieux hypotoniques : ces milieux ne modifient 

pas le gradient de potentiel quel que soit le temps d'application. 

B Milieux hypertoniques 
. NaCl 21 O/oo : l'application de cette solution 

entraîne la disparition du gradient de potentiel au bout de cinq à 

dix minutes. 

. NaCl 7 O/oo + propionate de sodium ou chlorhydrate 

de choline : l'augmentation sélective de la concentration en ions 
f 

Na ou en iors~l- entraîne une forte diminution de la valeur du 

gradient de potentiel sans toutefois l'annuler même après vingt 

minutes de contact. 

. NaCl 7 O/oo + saccharose : on obtient une diminu- 

tion d'environ 30 à 50 % de la valeurs du gradient de potentiel 

sans que le sens en soit modifié et ceci au bout d'un temps relati- 

vement long (vingt minutes). 

. NaCl 7 O/oo + urée : l'utilisation de cette solution 

provoque au bout d'un tenips très bref (deux à trois minutes) une 

disparition totale du gradient de potentiel. 

Tous ces phénomènes sont réversibles au bout de 

soixante minutes ou plus. 

b - Solutions appliquées sur une partie du membre 
- NaCl 21 %,sur la partie proximale (Fig. 20) : deux 

cas sont à envisager selon le sens du gradient de potentiel mesuré 

avant l'application de la solution hypertonique : 

. gradient de potentiel positif : dans ce cas, 
il se produit une inversion complète du gradient, la partie distale 

du membre devenant négative par rapport à la partie proximale 

(Fig. 20, a') c'est-à-dire que la partie traitée devient positive 

par rapport à la partie distale non traitée. 

. gradient de potentiel négatif : dans ce cas, 
la polarité est inchangée mais l'amplitude augmente. La région 



distale devient donc plus négative (Pig. 20, b') ce qui correspond 

à une augmentation de la positivité proximale. 

Figure 20 : Influence du NaCl 21 O/oo placé sur la partie proximale 
du membre (*) de Pleurodèle. 
a, a' : cas d'un gradient de potentiel positif 

a : avant l'application de la solution 
a': après 

b, b' : cas d'un gradient de potentiel négatif 
b : avant l'application de la solution 
b' : après. 

Figure 21 : Influence du NaCl 21 O/oo placé sur la partie distale 
du membre (*). 
al, all : cas d'un gradient de potentiel positif de faible ampli- 
tude. 

: avant l'application de la solution i;ll : après 
aZ, al2 : cas d'un gradient de potentiel positif de forte ampli- 
tude. 

"3 
: avant l'application de la solution 

a : après 
b, b' : cas d'un gradient négatif. 

b : avant l'application de la solution 
b' : après. 



- Nacl 21 o/oo sur la partie distale (Fig. 21) : 

selon le sens et la valeur du gradient de potentiel avant l'appli- 

cation de la solution hypertonique, les modifications obtenues sont 

différentes : 

. gradient de potentiel positif de faible 
amplitude : la valeur du gradient augmente nettement (Fig. 21, al) ; 

. gradient de potentiel positif de forte ampli- 
tude : le gradient reste positif mais s'annule dans la zone traitée 

(Fig. 21, a2) ; 

. gradient de potentiel négatif : le gradient 
s'inverse et devient positif (Fig. 21, b'). 

3 - DISCUSSION 

L'application de diverses solutions hypertoniques de 

même osmolarité sur la peau des membres de Pleurodèle provoque 

réversiblement soit une disparition complète, soit une diminution 

plus ou moins forte du gradient de potentiel selon la substance uti- 

lisée. Il semble donc que l'augmentation de la pression osmotique 

à elle seule ne soit pas suffisante pour provoquer dans tous les cas 

la disparition du gradient de potentiel et qu'il est nécessaire de 

tenir compte de la nature chimique Qu soluté utilisé. Le fait que 

la molécule soit ionisable ou non n'est cependant pas le facteur 

déterminant puisque l'urée j o w  le même rôle que le NaCl et même 

agit plus rapidement que celui-ci. Ce serait donc plutôt le caractère 

perdant de la molécule qui rend la solution hyperosmotique active 

puisque seuls l'urée et le NaCl sont capables d'abolir complètement 

et dans un temps très court, le gradient de potentiel. Il est inté- 

ressant de souligner la relation qui existe entre nos observations 

et celles concernant lesparamètres électriques mesurés de part et 

d'autre de la peau de Grenouille isolée ou de la vessie de crapaud. 

En effet, les résultats obtenus dans ces deux cas après application 

de solutions hypertoniques du côté externe de la peau (USSING, 1965) 

ou sur la face muqueuse de la vessie (WADE et coll., 1973) montrent 

un parallélisme étroit avec.les nôtres, tant en ce qui concerne 

l'intensité que la vitesse des réactions obtenues. C'est ainsi 



qu'avec l'urée par exemple, la résistance électrique et la différence 

de potentiel chutent brutalement alors que l'utilisation d'un trisa- 

ccharide, le raffinose, provoque des modifications mineures. Ces 

perturbations des caractéristiques de la peau isolée et de l'épi- 

thélium vésical sont expliquées (WADE et coll., 1973 ; ERLIJ et 

MARTINEZ-PALOMO, 1972 ; WADE et KARNOVSKY, 1974) par l'ouverture 

de jonctions cellulaires ("tight-junctions") sous l'effet combiné 

de la pression osmotique et de la présence dans le milieu de molécules 

perméantes ; cette ouverture permet alors un passage passif important 

desions du milieu extérieur vers lemilieu intérieur. Dans ces condi- 

tions, la disparition du gradient de potentiel du membre s'expliquerait 

par l'ouverture de telles jonctions, le milieu extérieur venant alors 

en contact avec le milieu intérieur c'est-à-dire avec un milieu 

chargé positivement par rapport au milieu externe (Fig. 22). La possi- 

bilité d'obtenir des inversions de gradient après application localisée 

milieu externe 

peu perméable 

junctions -lis! 

milieu interne 

Figure 22 : Schéma résumant l'influence d'un milieu externe 
hyperosmotique sur la perméabilité passive du tégument. Seule 
la première couche de cellules vivantes a été représentée. 



de solutions hypertoniques confirme cette hypothèse ; les zones 

où le milieu extérieur est rendu hyperosmotique deviennent posi- 

tives par rapport aux zones où la pression osmotique est normale. 

L'étude des effets des milieux hyperosmotiques permet 

donc de conclure qu'une augmentation locale de la perméabilité 

passive du tégument et donc de la diminution de la ddp existant de 

part et d'autre de ce tégument (entre milieux externe et interne) 

provoque une modification corrélative des PS par augmentation de 

la positivité de la zone traitée. 

INFLUENCE DES BLESSURES 

1 - METHODOLOGIE 

Différents types de blessures ont Gté réalisés soit 

au niveau du membre, soit sur toute autre partie du corps : 

- incisions de peau ou d'épiderme seul : dans ce 
dernier cas, sont utilisés des Pleurodèles dont les membres ont 

été irradiés ; 

- ablation d'un lambeau ou d'un manchon de peau 
d'étendue variée en divers endroits du membre ; 

- amputation du membre par section dans la région 
distale de l'avant-bras. 

Les mesures sont effectuées immédiatement après l ' opé-  

ration et quelques heures plus tard. 

2 - RESULTATS 

a - Blessures provoquées au niveau du membre -- 

Les incisions de peau, les ablations de peau sur une 

zone plus ou moins étendue ou les amputations de membres modifient 

dans tous les cas le gradient de potentiel de la surface du membre 

(Fig. 23 à 26). Cette modification se traduit toujours, au niveau 

de la zone blessée, par l'apparition d'une valeur de potentiel posi- 

tive ; cette positivité est.encore décelable sur les trois à quatre 

mm de peau qui bordent la blessure. Les valeurs de potentiel obtenues 



immédiatement après l'opération se situent généralement entre 

15 et 20 mV ; elles atteignent souvent 35 à 4 0  mV après quelques 

heures. 

Les incisions ou les ablations d'épiderme seul 

entraînent les mêmes effets c'est-&dire l'apparition d'une posi- 

tivité au niveau de la zone blessée. Les valeurs mesurées immédia- 

tement après l'opération sont plus élevées (+ 40 mV) que celles 

obtenues après l'ablation de la peau complète et restent stables 

au cours du temps. 

Les incisions de peau pratiquées au voisinage de 

l'électrode de référence provoquent l'apparition de gradients de 

potentiel plus ou moins complexes (Fig. 2 3 ,  a, b, c). Des incisions 

pratiquées à un autre endroit du membre (Fig. 24) entraînent une 

Fig. 23  Fig. 2 4  

Figure 23 : Gradients de potentiel obtenus après incision de la 
peau près de l'électrode de référence : 
--: avant 1 ' incision ---. . après l'incision. 

Figure 24 : Gradient de potentiel obtenu après incision de la 
peau dans la région moyenne du membre-: - .  . avant l'incision . 
--- : après l'incision. 



déformation du gradient de potentiel par apparition d'un pic positif 

au niveaii cnrrer,pondant à ln hl-rsure. Un phénomène similaire se 

produit lorsqu'une ablation de peau est pratiquée soit sous forme 

de manchon, soit sous forme de lambeau longitudinal (Fig. 25) ; 

le pic positif se prolonge Blors en un plateau isopotentiel corres- 

pondant à l'étendue de la blessure. Par contre, le gradient de 

potentiel des moignons obtenus après amputation présente un profil 

régulier dont la valeur est souvent égale ou même supérieure à celle 

du membre complet (Fig. 26). 

Fig. 25 Fig.26 

Figure 25 : Gradient de potentiel obtenu après ablation d'un lambeau 
de peau sur la face dorsale du membre. 
- .  . avant l'ablation 
--- : après l'ablation 

Figure 26 : Gradient de potentiel obtenu après section du membre. 
- .  . avant section 
--- : après section. 

b - Ablation de peau dans une zone éloignée du membre 
Une ablation de peau pratiquée sur le dos de l'animal 

n'affecte pas le gradient de potentiel du membre, que l'électrode 

soit posée sur la peau intacte (Fig. 27, point A) ou sur la plaie 



(Fig. 27, point B). Dans ce dernier cas, la valeur du potentiel de 

référence étant modifiée , la courbe se trouve décalée d'autant 
(Fig. 27, b). Ce décalage représente la négativité de la peau de 

la région proximale du membre par rapport à la nouvelle référence 

(ou la positivité de la zone de référence par rapport à la peau). 

Figure 27 : Gradient de potentiel positif d'amplitude moyenne 
obtenu après déplacement de l'électrode de référence de la 
région A (zone de peau intacte) à la région B (zone où la 
peau est excisée). Les profils a et b sont identiques : la 
zone en grisé représente la valeur du potentiel transépithélial. 

Il est important de souligner que la valeur du 

gradient de potentiel n'est jamais supérieure à celle de la ddp 

existant entre la peau et la référence musculaire. Ainsi lorsque 

cette ddp est de valeur élevée, le gradient de potentiel est 

toujours à pente positive et de forte amplitude (Fig. 27) ; par 

contre, lorsque la ddp entre la référence musculaire et la peau 

de la partie proximale du membre est faible, le gradient de 

potentiel longitudinal est Egalement de faible amplitude (Fig. 28) ; 



lorsque le gradient possède une valeur importante, il présente une 

pente négative (Fig. 29).  

Fig. 28 Fig. 2 9  

Figure 28 : Influence du déplacement de l'électrode de référence 
de A en B (voir Fig. 27) lorsque le gradient de potentiel 
est positif mais de faible amplitude. 

Figure 29  : Influence du déplacement de l'électrode de référence 
de A en B (voir Fig. 27) lorsque le gradient de potentiel 
est négatif. 

3 - DISCUSSION 

Ces résultats montrent qu'une positivité apparaît 

chaque fois que l'intégrité de la peau ou même de l'épiderme seul 

est atteinte. Dans nos conditions d'enregistrement, cela signifie 

que chaque fois que l'une des électrodes vient en contact avec le 

derme ou le tissu musculaire, c'est-à-dire avec les liquides internes 

extracellulaires de l'animal, elle enregistre un potentiel positif 

par rapport à l'autre électrode posée sur la face externe de la 

peau intacte (Fig. 30) .  Cette ddp ne peut que refléter la ddp 



milieu externe 

milieu interne 

Epiderme normal Epiderme lésé 

Figure 30 : Schéma résumant l'influence des blessures sur la 
perméabilité passive du tégument. Seule la première couche 
de cellules vivantes a été représentée. 

transépithéliale de la peau. Ce type d'enregistrement est d'ailleurs, 

dans son principe, similaire à celui employé par quelques auteurs 

pour mesurer in vivo les ddp transépirhéliales de la peau de divers 

Amphibiens .hnoures et Urodèles (BROWN, 1962 ; BENTLEY, 1975) par 

l'introduction d'une électrode sous la peau, une deuxième électrode 

faisant face à celle-ci sur la partie externe de la peau. Dans 

notre cas, le milieu i n m e  est atteint par excision d'un lambeau de 

peau ; cette opération provoque inévitablement des lésions plus ou 

moins importantes des tissus sous-jacents créant des potentiels de 

lésion qui diminuent ainsi la valeur du potentiel enregistré à la 

surface du muscle. Ceci explique la différence existant entre les 

valeurs de potentiel des références musculaires lorsque la mesure 

est effectuée à quelques heures d'intervalle c'est-à-dire avant 

et après que les processus de cicatrisakion aient été mis en jeu. 

Il est fort probable que de-tels phénomènes n'interviennent pas ou 

très peu lors de l'ablation de l'épiderme seul puisque la positivité 



obtenue dans ce cas est élevée et stable. Le fait que l'on retrouve 

le gradient de potentiel 3e long de la surface du membre lorsque 

l'électrode de référence est placée sur une plaie située loin du 

membre implique donc qu'il doit exister une régionalisation des ddp 

transépithéliales mesurées le long de l'axe proximo-distal : au 

niveau proximal, la ddp transépithéliale serait forte alors qu'au 

niveau distal elle serait plus faible (Fig. 27, zone hachurée). 

CONCLUSION 

L'application de solutions hyperosmotiques sur 

l'ensemble du membre ou la création de lésions épidermiques inté- 

ressant la totalité du membre entraînent l'abolition des PS. Lorsque 

l'action de ces facteurs est limitée à une petite région du membre, 

la zone traitée devient positive par rapport à la zone non traitée. 

Ces effets traduisent une diminution de la ddp transépithéliale 

consécutive à une augmentation de la perméabilité passive extra- 

cellulaire de l'épiderme. Ces résultats permettent d'interpréter 

les PS corne le reflet d'une régionalisation des ddp transépithéliales 

le long de l'axe proximo-distal. 



CHAPITRE IV 

RELATIONS ENJRE LES FûTEliTIELS DE SURFACE 

D LES PDTENTIELS TRANSEPITHELIAUX 



Les expériences d'ablation de peau suggèrent que les 

PS auraient pour origine une régionalisation des ddp transépithéliales 

le long de l'axe proximo-distal du membre. L'extrémité distale, 

positive par rapport à l'épaule, correspondrait à une région où la 

ddp transépithéliale serait plus faible que celle de la région 

M e  P ' . ~ ~ ; ~ ~ i . r  . 
La démonstration du bien-fondé de cette hypothèse 

peut être envisagée : 

1 - par la modification de l'amplitude des PS i n  s i t u  

obtenue en changeant expérimentalement la valeur des potentiels 

transépithéliaux (soit au niveau proximal, soit au niveau distal) à 

l'aide de substances que l'on sait agir sur ce paramëtre ; 

2 - par la mesure à la fois i n  vivo et i n  v i t r o  de 

la valeur de ces potentiels transépithéliaux aux niveaux proximal 

et distal. 

Nous analyserons successivement les résultats de ces 

différentes expérimentations. 

1 - MODIFICATIOT'4S EXPERIMENTALES DE L'APIPLITUDE DES 
POTENTIELS DE SURFACE I N  V I V O  

Les modifications des ddp transépithéliales ont été 

envisagées compte-tenu du fonctionnement normal du tégument des 

Amphibiens. La Figure 31 résume les connaissances actuelles en ce 

domaine. Ces données ont été obtenues surtout chez les Anoures 

mais aussi chez quelques Urodèles (BENTLEY et coll., 1964). 
+ 

Les ions Na présents dans le milieu externe pénètrent 

dans le cytoplasme de la première couche de cellules vivantes en 

traversant passivement la couche de cellules kératinisées et la 

membrane externe des cellules sous-jacentes (première couche de 

cellules vivantes) (USSING et coll., 1974). Ces ions diffusent alors 

dans toutes les cellules épidermiques (&OREL et LEBLA'i'iC, 1975 ; 

NAGEL, 1976) par l'intermédiaire de jonctions de faible résistance, 

probablement de t y p e * g a p V ( ~ ~ ~ ~ ~ ~ l l  et PALADE, 1965) conférant à 

l'épiderme le rôle d'un véritable syncytium physiologique (NAGEL, 
+ 

1977). Les ions Na sont ensuite expulsés dans le milieu extracel- 

lulaire par la pompe Na/K (USSLNG et ZERHAN, 1951) dont le 



fonctionnement qui requiert de l'énergie est dépendant du métabolisme. 

Ce courant actif de cations enrichit sélectivement le milieu interne 

N ~ +  e x 7  intra 
cellulaire cellulaire Milieu externe 

Couche 
kératinisée 

lere couche 

" de ce//u/es 
- ' .  vivantes' 

zeme couchc 
de ce//u/es 

- vivantes- 

Na+ C/ -  Milieu interne - 
'NaCl 

Figure 31 : Schéma des principaux transports ioniques du milieu 
externe vers le milieu interne de la peau de Batracien. 
Explications'données dans le texte @.47 à 4 9 ) .  

en ions chargés positivement et crée ainsi une ddp entre les milieux 

interne et externe. Toutefois, l'électroneutralité de ce milieu 

interne est maintenue grâce à l'établissement d'un courant d'anions 



(essentiellement les ions CI-) du milieu externe vers le milieu 

interne. Il a été montré qu'une toute petite partie de ce courant 

d'ions Cl- est actif (KRISTENSEN, 1972 ; LOTE, 1976) mais que la 

majorité de ces ions se distribue passivement selon le gradient 

électrochimique créé par le courant sodique (KOEFOED-JOHNSEN et 

coll., 1952). Les chemins de migrations passives des ions Cl- 

sont à la fois trans et extracellulaires (USSING et coll., 1974). 

Les "tight-junctions" présentes seulement au niveau des cellules 

situées sous la couche kératinisée seraient un passage extracel- 

lulaire privilégié (USSING et WINDHAGER, 1964 ; KRISTENSEN, 1972 ; 

MANDEL et CURRAN, 1972 a, b). 

Ce fonctionnement complexe de la peau d'Amphibiens 

a conduit à l'établissement de schémas électriques équivalents. La 

finalité de tels schémas n'est pas seulement de traduire en termes 

purement physiques le comportement physiologique d'une structure 

vivante mais aussi de faire progresser les connaissances sur le 

fonctionnement de cette structure par la vérification expérimentale 

des considérations théoriques que le schéma permet d'élaborer. 

Divers schémas ont été proposés pour la peau dlAmphibien ; le plus 

récent rend compte de toutes les caractéristiques connues de cet 

épithélium (SCHULTZ et coll., 1977). En ce qui nous concerne, 1.0~s 

retiendrons le schéma simplifié de USSING et ZERHAN (1951) la 
/ 

somme d'information qu'il comporte étant suffisante pour l'inter- 

prétation de nos résultats (Fig. 32). Dans ce schéma, E représente 

la valeur de la ddp créée par le flux sodique, Rt la résistance 
+ 

associée au transport actif d'ions Na et Rs symbolise la résistance 

des shunts électriques (matérialisés essentiellement par les "tight- 

junctions"). La valeur u représente la ddp transépithéliale mesurable 
entre les milieux interne et externe ; elle correspond à la valeur 

E modulée par la présence de la résistance Rs placé en parallèle. 

Ce schéma permet de prévoir : 

1 - qu'une diminution de la valeur de la ddp trans- 
épithéliale u sera obtenue soit en diminuant E, soit en diminuant Rs ; 

2 - qu'une augmentation de la valeur de la ddp trans- 
épithélialeu' sera obtenue soit en augmentant E, soit en augmentant 

Rs . 



milieu externe 

Figure 32 : Equivalent 
électrique de la peau de 
Batracien. 
U = ddp transépithéliale. 
E = ddp créée par le trans- 

-k 
port actif d'ions Na . 
Rt = résistance associée 
au transport actif. 
RS = résistance des shunts 
(d'après USSING et ZERHAN, 
1951). 

milieu interne 

En postulant que la peau de Pleurodèle obéit à ces 

lois nous nous proposons de modifier la valeur de la ddp transépi- 
1 

théliale et de suivre les variations éventuelles de l'amplitude des 

PS. 

1 - METHODOLOGIE 

Les expérimentations ayant lieu in v ivo ,  seules les 

modifications du milieu externe pouvaient être envisagées pour 

obtenir les variations souhaitées du potentiel transépithélial. 

a - Diminution de la ddp transépithélialeU' 
Elle a été obtenue en annulant E c'est-à-dire en suppri- 

+ 
mant le flux sodique entrant,par substitution des ions Na du milieu 

externe par des ions choline non pénétrants. L'annulation de E peut 

être également obtenue en diminuant Rs c'est-à-dire en aggmentant 

le flux passif d ' ions par 1 'ouverture desa tight-junctions" ; nous 
rappellerons que l'augmentation de'l'osmolarité du milieu externe 

provoque un tel phénomène (voir chapitre 3). 

b - Augmentation de la ddp transépithélialex 
Elle a été obtenue en augmentant Rs c'est-à-dire en 



- 
diminuant le flux passif d'ions ; pour cela, les ions Cl du 

milieu externe sont remplacés par des ions propionate non pénétrants. 

Ces différents milieux ont été appliqués soit sur 

le membre complet soit sur une partie de celui-ci (région proximale 

ou distale). 

2 - RESULTATS 

+ 
a - Milieu externe dépourvu d'ions Na appliqué sur tout 

le membre 
+ 

La suppression des ions Na du milieu externe provoque 

une très forte diminution du gradient de PS (Fig. 33). Cette diminution 

qui peut aller jusqu'à l'abolition totale des PS est obtenue au bout 

de vingt à trente minutes. La réversibilité est complète et rapide 

(quelques minutes). 

Figure 33 : Influence de 
la+suppression des ions 
Na du milieu externe sur 
la valeur des PS du membre 
de Pleurodèle. 
a, avant la suppression 
b, après. 

+ 
b - Milieu externe dépourvu d'ions Na appliqué sur une 

partie du membre 

Appliqués sur la région proximale du membre, les 



+ 
milieux sans Na provoquent généralement une légère inversion du 

gradient de potentiel (Fig. 34 A, b). Appliqués sur la région dis- 

tale, ces mêmes milieux augmentent légèrement l'amplitude des PS 

(Fig. 34 B, b). 

Figure 34 : Modification des PS du membre de.Pleurodèle sous + 
l'influence d'un milieu externe dépourvu d'ions Na appliqué soit 
sur la régionproximale(A) soit sur la région distale (B). 
a, PS initial ; b, PS modifié. 

c - Milieu externe dépourvu d'ions Cl- appliqué sur tout 
le membre 

La suppression des ions CI- du milieu externe se 

traduit en moyenne par une diminution de la positivité distale du 

membre lorsque le gradient est de type positif CFig. 3 5 ,  Ct) et 

par une augmentation de la négativité distale lorsque le gradient 

est de type négatif (Fig. 35, g) . Cependant, dans certains cas, le 
gradient n'est pas modifié ou même augmente légèrement d'amplitude. 

Les grands écarts-types rendent compte de ces diverses variations. 



Figure 35 : Influence de 
la-suppression des ions 
Cl du milieu externe sur 
la valeur des PS du membre 
de Pleurodèle. 
a et b, gradients positifs 
a' et b', gradients négatifs 
a et a', avant la suppressio 
b et b', après. 

d - Milieu externe dépourvu d'ions cl- appliqué sur une 

partie du membre 

Les résultats obtenus ont été consignés dans le tableau 

7. Les milieux sans CI- appliqués sur la région proximale du membre 

provoque une augmentation importante de l'amplitude du gradient de 

PS (+ 217 2 ) .  Par contre, si ces mêmes milieux sont appliqués sur 
r 1 

: AVANT ACTION : APRÈS ACTION : VARIATIONS : TAUX 
RÉGION DU :. DES MILIEUX : DES MILIEUX : OBSERVÉES : DE 

MEMBRE : SANS CL- : ,SANS CI..- t $ VARIA., IONS 

----- - _ _ _ _ _ _ _ _  _---_ ------- ---- 
PROXIMALE ... r + 15,3 $4 .8  MV :f 48.6 +_ 13.0 MV: 33.3 f 14.6 MV* 217 % 

------------- - 
DISTAL.E ..... :+20.71:8.2~V:-28,3'11.7~V: 4 9 . 0 $ 1 4 . 1 ~ V :  2 3 6 %  

Tableau 7 : Modifications de l'amplitude et de la polarité des PS 
du membre de Pleurodèle sous l'influence d'un milieu externe 
dépourvus d'ions cl- appliqué soit sur la région proximale soit 
sur la région distale du membre. 



l'extrémité distale, le gradient de potentiel s'inverse, la région 

distale du membre devenant três négative par rapport à la région 

proximale. La variation de potentiel observée dans ce dernier cas 

est significativement plus élevée (236 %) que celle constatée 

précédemment. 

3 - DISCUSSION 

Les résultats démontrent qu'une modification de la 

valeur des potentiels transépithéliaux entraîne une variation corré- 

lative de l'amplitude des PS. L'interprétation de ces résultats est 

relativement aisée si l'on suppose que les PS représentent tout ou 

partie de la différence existant entre les valeurs de potentiels 

transépithéliaux proximal et distal. En admettant que A (Fig. 36 a) 

représente la valeur de la ddp transépithéliale de la région proxi- 

male et B celle de la région distale, on peut concevoir que les PS 

correspondent à la différence A-B. Dans ces conditions, toute alté- 

ration de A et /ou de B sera suivie ou non d'une modification des 

PS si la variation imposée affecte de manière respectivement inégale 

ou identique A et B. 

La forte diminution de A et B aura pour conséquence 

de réduire ou d'annuler leur différence et par conséquent d'annuler 
+ 

les PS (Fig. 36, b). La suppression des ions Na (bloquant le 

courant actif d'ions) ou l'auginentation de la pression osmotique du 

milieu externe (augmentant la perméabilité passive) conduisent à un 

tel résultat. Si la diminution n'intéresse que A ou B (cas des milieux 
+ 

sans Na appliqués localement) les résultats obtenus seront opposés : 

quand A diminue seul (A'), le gradient de PS s'inverse (Fig. 36, c) ; 

quand B diminue seul (B'), le gradient de PS augmente (Fig. 36, d). 

Par contre, l'augmentation simultanée de A et B aura des conséquences 

multiples selon que la variation de A (AA) sera égale ou non à la 

variation de B (AB). Si A% = A A ,  les PS seront inchangés (Fig. 36, 

e,trait continu), si AB (AA, les PS augmenteront légèrement (Fig. 36, 

e, trait pointillé) si A B > A A ,  les PS diminueront (Fig. 36; 

e, trait discontinu). Ces différents cas de figures sont observés 

lorsque les ddp transépithéliales des régions proximale et distale 

sont augmentées simultanément par la suppression des ions cl- du 

milieu externe. Une fréquence plus élevée pour le troisième cas de 



figure révèle une réactivité plus grande de la région distale à 

l'absence d'ions cl-. 

Proximal Distal 

PS initial . 
PS obtenu 

Figure 36 : Schémas résumant les variations de PS obtenues après 
modifications des potentiels transépithéliaux. 
A = ddp transépithéliale de la région proximale 
B = ddp transépithéliale de la région distale 
A', B' = ddp transépithéliales proximale et distale obtenues 
après diminution de leur valeur. 

A A , A B  correspondent à l'augmentation des ddp transépithéliales 
des régions proximale et distale. 



Suite de la légende (Fig. 36). 

a : PS dans les conditions normales + 
b : PS obtenus après suppression des ions Na du milieu externe 
c : PS obtenus après applization sur la région proximale d'un 

milieu externe sans Na 
d : PS obtenus après applization sur la région distale d'un 

milieu externe sans Na - 
e : PS obtenus après suppression des ions Cl du milieu externe 
f : PS obtenus après application sur la région proximale d'un 

milieu externe dépourvu de CI- 
g : PS obtenus après application sur la région distale d'un 

milieu externe dépourvu de Cl . 

Enfin, l'augmentation préférentielle de A ou B se 

traduira par des modifications très importantes des PS. SiAA>>>AB 

(Fig. 36, f), les PS augmenteront considérablement d'amplitude. - 
L'application d'un milieu externe sans Cl localisée au niveau 

proximal provoque un tel résultat puisque la valeur des PS augmente 

de 21 7 %. Si AB>>> AA (Fig. 36, g) , les PS conserveront une grande 
anplitude mais le gradient sera complèteme~~t inversé. C'est ce que 

- 
l'on constate lorsque les milieux sans Cl sont appliqués localement 

sur la région distale. La variation de potentiel observée est très 

importante et même plus forte que celle obtenue au niveau proximal, 

ce qui confirme la plus grande sensibilité de cette région à l'ab- 

sence d'ions CI-. Puisque l'on sait que ces ions se distribuent pas- 

sivement de part et d'autre de la peau, on peut supposer que la plus 

grande sensibilité de la région distale à l'absence de CI- traduit 

une perméabilité aux migrations ioniques passives plus élevée. 

- MESURE DES POTEFiTIELS TRANSEPITHELIAUX .JN V I V O  

Les variations concomitantes des potentiels trans- 

épithéliaux et des PS obtenus dans les expérimentations précédentes 

ont été interprétés en supposant qu'un lien très étroit unit ces 

phénomènes bioélectriques ; toutefois, l'approche expérimentale 

utilisée ne permettait pas de quantifier les rapports précis existant 

entre ces deux paramètres. Les PS représentent-ils tout ou partie 

de la différence de valeur existant entre les potentiels transépithé- 

liaux proximal et distal ? Dans le but d'élucider ce point, nous nous 



proposons de mesurer simultanément i n  vivo les PS et les potentiels 

transépithéliaux des niveaux proximal et distal du membre de 

Pleurodèle. 

1 - METHODOLOGIE 

La mesure des ddp transépithéliales proximale et 

distale est effectuée i n  vivo en enfonçant sous la peau une élec- 

trode dite interne (Fig. 37, 1 et 4) par une incision pratiquée 

dans le tégument aux deux extrémités du membre. Chaque électrode 

est constituée d'un fin tube de verre rempli d'une solution physio- 

logique gélifiée par de l'agar. Ces électrodes parfaitement isoélec- 

triques sont enfoncées sous la peau suffisamment loin de la plaie 

Figure 37 : Technique d'enregistrement simultané i n  vivo des 
potentiels transépithéliaux et des PS des régions proximale 
(A) et distale (B) d'un membre d'hphibien. 
1 et 4 : électrodes internes 
2 et3 : électrodes externes. 



pour éviter tout artefact de mesure. Les électrodes externes 

(Fig. 37, 2 et 3) sont posées sur la face muqueuse du tégument en 

regard des électrodes internes. Cette technique permet de mesurer 

simultanément le potentiel transépithélial de la région proximale 

(Fig. 37, point A) du membre entre les électrodes 1 et 2, le 

potentiel transépithélial de la région distale (Fig. 37, point B) 

entre les électrodes 3 et 4 et la ddp de surface existant entre 

ces mêmes régions grâce aux électrodes 2 et 3. 

Ces mesures ont d'abord été effectuées dans les 

conditions normales puis en modifiant soit au niveau proximal soit 

au niveau distal le milieu externe par des solutions dont les ions 

CI- ont été remplacés par des ions propionate. 

2 - RESULTATS 

a - Mesure simultanée des potentiels transépithéliaux et 
des potentiels de surface dans les conditions normales 

a Chez les Pleurodèles adultes 

Les résultats obtenus sont reportés dans le tableau 8. 

Dans le cas d'un gradient positif (cas no 1 à 11),la région proxi- 

male (A) du membre possède une ddp transépithéliale supérieure à 

celle de la région distale (B) ; par contre, dans le cas d'un 

gradient de PS négatif (cas no 12 et 13) c'est la région distale 
f 

qui possède la ddp transépithéliale la plus élevée. Dans les deux 

cas, la valeur du gradient de.PS est exactement égale à la différence 

des valeurs des ddp transépithéliales des régions A et B (colonne 4 

et 5). 

Les milieux internes ont été considérés comme iso- 

électriques (colonne 6& les ddp enregistrées entre les électrodes 

1 et 4 étant toujours inférieures ou au plus égales à 0.5 mV. 

B Chez l'Axolotl 
Les mesures révèlent l'absence presque totale 

(O à + 2 mV) de potentiels transépithéliaux quelle que soit la 

région du membre analysée. 



:bop PROXIMALE : DDP DISTALE : DIFFERENCE : PS r DDP 

Ne 1 CA) 1 (B) 1 CALCULÉE :(DIFFERENCE : INTERNE 

: : i t --- --- MESURÉE) : - 
1 1  - 1 4  - 6 1 8 + 8 I 

- 
2 1  - 3 0  : - 7 1 23 I + 23 I 

-- 
3 1  - 3 3  1 - 21 : 12 t + 12 : 

-- 
4 I - 11 : - 6 t 5 I + 5 I - - 
5 1 - 2 0  I - 10 : 10 : + 10 t 

------ 
6 :  - 8  I - 3 I 5 : + 5 t 

- --- O 
7 I - 2 0  : - 5 i 15 : + 15 : 

8 :  - 1 7  : - 8 : 9 I + 9 I 

---- --------- 
9 : - 2 5  I - 9 I 16 : + 16 : 

--- ---- 
10 r i  - 15 I - 6 : 9 t + 9 : 

------ -- 
II I - 2 0  : - 6 : 14 : + 14 : 

- --- 
1 2 1  - 5  : - 15 I 10 : - 10 I - 
1 3 :  - 8  : - 19 : 11 t - 11 : 

Tableau 8 : Mesure simultanée i n  v ivo des ddp transépithéliales 
proximale et distale et des PS. 

b - Mesure simultanée des potentiels transépithéliaux et 
des potentiels de surface en l'absence d'ions~l- dans 

le milieu externe 

Après dix minutes d'action d'un milieu externe 

dépourvu d'ions CI-, les valeurs du potentiel transépithélial de 

la région traitée (proximale ou distale) est considérablement 

augmentée (Tableau 9, colonne' 4 et 5). Cette variation de potentiel 

est accompagnée d'une variation identique de la valeur des PS 

(colonnes 6 et 9). 



Tableau 9 : Variations simultanées des ddp transépithéliales et 
des PS sous l'influence d'un milieu externe dépourvu d'ions 
Cl- . Ce milieu est appliqué localement soit au niveau 
proximal (no 1 à 6), soit au niveau distal (no 7 à 10). Les 
valeurs sont exprimées en mV. 

3 - DISCUSSION 

CAS 

La mesure simultanée des potentiels transépithéliaux 

et des PS dans les conditions normales ou sous l'influence de 

milieux externes dépourvus d'ions Cl- démontre que les PS corres- 

pondent à la différence de valeur existant entre les potentiels 

transépithéliaux de deux régions distinctes du tégument recouvrant 

le membre de Pleurodèle. En outre, la mesure i n  vivo des potentiels 

transépithéliaux permet d'affirmer que l'absence de PS chez l'Axolotl 

correspond à une absence de potentiels transépithéliaux et non à 

une valeur uniforme de ces potentiels le long de l'axe proximo- 

distal du membre. 

1  r - 3 3  r - 1 3  : - 63 r : 30 r + 2 0  : + 5 0  r 30 

2  r - 2 1  r - 5  : - 50 t r 29 : + 1 6  : 4-45 r 29 - ---A---- 

3  r - 1 4  : -  6  r ----- -- r - 34 s 20 1 + 8  r + 2 8  r 20 -- 
4  : - 3 4  1 - 2 0  t ------- r - 63 -- t 29 : + 1 4  : 4-43 r 29 ---- 
5  3  r - 3  : - 24 t 21 s O : + 2 1  r 21 ---------------------- ---- 
6  : - 8  : - 3 3  : - 43 r r 35 : - 2 5  : + I O  r 35 -------------------------------- 
7  r - 1 8  1 -  4  r r - 4 0  r ,  36 : + 1 4  r - 2 2  r 36 ----- - 
8 1 - 9  1 - 6  1 r - 2 6  z 20 r $ 3  : - 1 7  r 20 

9  3 - 2 0  1 - 7  r : - 5 2  r 45 r + 1 3  r - 3 2  r 45 
-------------------------A-- 

10 : - 3 4  1 - 5 4  r r - 7 2  r 18 r - 2 0  8 - 3 8  r 18 
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Lors de l'étude du support tissulaire des PS, nous 

avions précisé que les tentatives de mesure de ces potentiels sur 

des lambeaux de peau isolés avaient toujours donné des résultats 

décevants. Nous avions alors incriminé la petite taille des lambeaux 
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source d'artefacts de mesure (lésion~,court-circuits, etc...). 

Connaissant l'origine des Psi1 convenait alors de reprendre 

cette étude en mesurant in vitro à l'aide d'une technique appro- 

priée les PS et les ddp transépithéliales des régions extrêmes 

d'un lambeau isolé. 

1 - METHODOLOGIE 

L'étude des ddp transépithéliales de lambeaux de 

peau isolés a été classiquement réalisée à l'aide de la technique 

de USSING et ZERAHN.(1951). Cette technique a d'abord été adaptée 

à l'étude des ddp transépithéliales d'un lanbeau de peau dont la 
2 surface découverte (1,8 mm ) est comparable à celle de la peau 

située sous les électrodes lors des mesures de potentiel de surface. 

Pour éviter les lésions périphériques qui constituent très souvent 

une source d'erreur non négligeable dans la mesure des ddp trans- 

épithéliales, l'isolement électrique et l'étanchéité entre les 

compartiments interne et externe sont assurés par de la vaseline et 

un serrage modéré des plaques de ''plexiglas" l'une contre l'autre 

(Fig. 38). Ce dispositif s'étant révélé satisfaisant, un second 

Ringer 

Lambeau de peau 

H. , 17 Vaseline 

Ringer 

Figure 38 : Cuve d'ex- 
périmentation permettant 
l'étude de ia ddp trans- 
épithéliale au niveau 
d'une seule région d'un 
lambeau de peau. 
El1 : électrode du com- 
partiment externe. 
El2 : électrode du com- 
parti ment interne. 



dispositif utilisant les mêmes principes a été mis au point 

(Fig. 39)  pour permettre l'étude simultanée des ddp transépithéliales 

de deux zones de peau de même surface, séparées par une distance 

de 9 mm, et provenant d'un lambeau de peau prélevé sur la face 

dorsale, le long de l'axe proximodistal du membre antérieur de 

Pleurodèle. 

Figure 39 : Cuve d'expérimentation permettant l'étude de la ddp 
transépithéliale au niveau de deux régions identiques d'un 
lambeau de peau. 
El1 et El : électrodes des compartiments externes 

3 
El et El4 : électrodes des compartiments internes. 
b 

Dans un cas comme dans l'autre, les faces découvertes 

externe et interne de la peau sont baignées par du liquide de Ringer 

aéré de façon continue. 

2 - RESULTATS 
Ces résultats ont fait l'objet d'une note (LASSALLE, 1977b). 

a - Premier dispositif expérimental 
Les valeurs de ~otentiel transépithélial obtenue sur 

des lambeaux de peau de Pleurodèle sont comprises entre -4 et -66 mV 

(moyenne -33  mV) le milieu externe étant négatif par rapport au 



milieu interne. Les lambeaux de peau prélevés chez l'Axolotl 

ont toujours présentés des valeurs de potentiel très faible 

(O à - 2 mV). 

b - Second dispositif expérimental 

Les valeurs obtenues avec le second dispositif 

expérimental sont reportées dans le Tableau 10 ; elles ont été 

enregistrées sur des lambeaux de peau semblables prélevés unique- 

ment chez les Pleurodèles (17 animaux différents). 

t DDP I N  VITRO r 
I N  V IVO 

TRANSÉATHÉLIALES : ENTRE LES 2 CO'MPARTIMENTS r 

N o  : - r r POTENTIELS 
3 DISTALES : PROXIMALES : E X T ~ R N E S  : INTE~RNES r DE SURFACE 

------------ ---- ------------ - ---------- 
1 r - 13 r - 18 : + 5  r O r + 8  * 

2 r - 12 : - 24 r + 12 r O r f 10 

3 r - 10 r - 19 r + 7  t O r + 10 

4 r - 1 0  r - 11 r + 1  r O r O 

5  t - 4 t - 9 r + 5  r O t + 4 

6 t - 33 r - 43 r + 10 r O r + 10 

7 r - 3 6  t - 42 t 4 - 6  t O r t 8 

8 r - 5 0  I - 62 8 + 12 r O t + 10 

9 r - 32 r - 48 r + 16 r O t f 18 

10 r - 5 7  2 - 8 0  r + 23 r O : + 25 

11 r - 39 r - 680 r + 29 r O r + 28 

12 r - 62 r - 68 r + 6  O r + 8 

13 : - 1 4  r - 22 r + 8  r O r + 8 

14 r - 2 5  r - 38 r + 13 r O r + 16 

15 r - 5  r - 20 r + 15 r O r + 14 

16 r - 9 r - 25 : + 16 r O r + 14 

17 8 - 21 t - 33 r + 12 t O r + 10 

Tableau 10 : Valeurs,en millivolts des différences de potentiel en- 
registrées sur des lambeaux de peau de membre antérieur de 
Pleurodèle (17 individus). Colonnes 2 et 3 : le signe - indique 
la polarité de la face externe par rapport à la face interne. 
Colonnes 4 et 6 : le signe + indique la polarité de la région 
distale par rapport à la région proximale. Colonne 5 : les valeurs 
inférieures à 0,2 mV ont été considérées comme nulles. 



On constate que : 

1. Les valeurs de potentiel transépithélial sont 

comprises entre - 4 mV (région distale du lambeau no 5) et - 80 mV 
(région proximale du lambeau no 10); 

2. Les régions distale et proximale d'un même lambeau 

de peau ne possèdent pas les mêmes valeurs de potentiel transépithé- 

lial, la région proximale présentant la valeur absolue la plus 

élevée (colonne 3) ; 

3. Les compartiments correspondants à la face interne 

des régions proximale et distale du lambeau sont isoélectriques 

(colonne 5) ; 

4. Les compartiments externes ne sont pas au même 

potentiel, le compartiment correspondant à la région distale du 

lambeau étant positif par rapport au compartiment de la région 

proximale (colonne 4) ; 

Les potentiels de surface mesurés in vivo sur le membre ., 
avant l'excision du lambeau de peau ont été reportés également dans 

le tableau (colonne 6). L'extrémité distale est positive par rapport 

à la partie proximale. 

3 - DISCUSSION 

Les valeurs de potentiel transépithélial obtenues avec 

la première cuve d'expérimentation montrent qu'une toute petite 

surface de peau peut être analysée à condition d'éviter la création 

des shunts électriques qui se produisent habituellement dans ce type 

d'étude (HELMAN et coll., 1973). Récemment, SVELTO et coll. (1975) 

ont obtenu des résultats similaires sur de plus grandes surfaces 

de peau (20 à 209 mm2) en réduisant également les zones de compression 

à la périphérie des lambeaux de peau étudiés. Les potentiels trans- 

épithéliaux de la peau de Pleurodèle mesurés dans ces conditions 

présentent des valeurs semblables à celles obtenues chez divers 

Tritons par BENTLEY et HELLER (1964). Si l'absence de potentiels 

transépithéliaux chez les larves d'Amphibiens n'est pas un cas 

général, elle a cependant été signalé chez Necturus et chez Ambys- 

toma tigrinwn (BENTLEY et HELLER, 1964) et chez les larves d'Anoures 

(Rana cat~sbiana) par TAYLOR et BARKER (1965). 



La seconde cuve d'expérimentation permet de montrer 

que la différence existant entre les valeurs de potentiel trans- 

épithélial des régions proximale et distale d'un lambeau de peau, 

différence que l'on peut calculer (colonne 3-colonne 2) s'exprime . 

entièrement à la surface externe de la peau (colonne 4) puisque le 

milieu interne est isoélectrique vraisemblablement en raison de la 

libre circulation du liquide interstitiel dans le milieu extracel- 

lulaire. 

Les valeurs de ces potentiels de surface mesurés ainsi 

in vitro (colonne 4) sont très semblables à celles des potentiels de 

surface mesurés préalablement in situ (colonne 6). L'analyse statis- 

tique (Fig. 40) montre d'ailleurs qu'il existe une très bonne corré- 

lation (r = 0,97) entre ces deux séries de valeurs ; les légères 

variations observées ont probablement pour origine les difficultés 

de faire coïncider avec précision les zones de peau situées sous 

les électrodes lors des mesures effectuées in situ avec celles 
C 

dont le potentiel transépithélial est mesuré in vitro. 

Figure 40 : Droite de 
régression des valeurs 
de PS obtenues in vivo 
puis in vitro après 
isolement du lambeau 
de peau(r = 0,97). 



Ces derniers résultats ont été confirmés par 

FONTAS et MAMBRINI,(I~~~~) sur des lambeaux de peau isolés de 

Grenouille placés dans une cuve expérimentale permettant la mesure 

simultanée des ddp transépithéliales de diverses régions du même 

lambeau. 

CONCLUSION 

L'ensemble de nos résultats obtenus in vivo et en vitro 

démontrent clairement que les PS ont pour origine une régionalisation 

des ddp transépithéliales au niveau d'un même lambeau de peau. Cette 

hétérogénéité physiologique du tégument peut se traduire sous la 

forme d'un schéma électrique équivalent (Fig. 41) résumant les 

Figure 41 : Schéma électrique équivalent de l'épiderme du membre de 
Pleurodèle. 
Up et Ud : ddp transépithéliales des régions proximale+et distale 
Ep et Ed : ddp créées par le transport actif d'ions Na au niveau 
proximal et au niveau distal 
Rt : résistance associée au transport actif 
Rsp et Rsd : résis.tance des shunts des niveaux proximal et distal 
Rint : résistance interne très faible 
Rext : résistance externe très élevée 
PS : potentiels de surface. 



caractéristiques électriques de l'épiderme. 

Les r6uinns nrnximale et distale sont caractérisées 

par la valeur de leur potentiel transépithélial Up et Ud. Cette 
+ 

ddp résulte des flux d'ions Na et cl- du milieu externe vers le 

milieu interne. Ces régions proximale et distale sont en outre 

reliées électriquement entre elles par une résistance interne (Rint) 

de faible valeur puisque le milieu interne est isoélectrique. Par 

contre, la résistance externe (Rext) est de forte valeur tout au 

moins dans nos conditions de mesure c'est-à-dire lorsque l'animal 

est placé hors de l'eau. Les PS représentent la différence entre 

up et Cd. 



ROLE DES PEWVEABILITES TRANSEPITHELIALES 

WS L1EXPRESSI@4 DES POl€iKIELS DE SURFACE 



Nous avons montré que les PS représentent la mani- 

festation externe d'une hétérogénéité physiologique du tégument 

qui s'exprime par des valeurs inégales de potentiel transépithélial 

au niveau proximal et au niveau distal du membre dlAmphibien adulte. 

On peut supposer que cette différenciation électrophysiologique 

dépend des mécanismes qui déterminent l'amplitude des potentiels 

transépithéliaux c'est-à-dire du transport actif (E) et des flux 

passifs d'ions (Rs) du milieu externe vers le milieu interne 

(Fig. 41,8-66). La différence de potentiel existant entre les régions 

proximale et distale (PS = Up-Ud) peut être attribuée soit à des 

valeurs inégales des courants actifs proximal et distal (Ep différent 

de Ed) soit à des valeurs inégales des flux passifs proximal et 

distal (Rsp différent de Rsd). 

Dans ce chapitre, nous déterminerons la participation 

respective de ces deux facteurs. 

1 - ROLE DE LA PERMEABILITE ACTIVE 

La mesure de la perméabilité active a été abordée 
+ 

par des techniques biochimiques* . Les ions Na qui proviennent du 

milieu externe transitent dans les cellules avant d'être expulsés 

dans le milieu extracellulaire par la pompe sodium-potassium 

(Na/K) dont le fonctionnement requiert de l'énergie. Celle-ci, 

présente au niveau cellulaire sous forme d'adénosine triphosphate 

(ATP), est libérée par une enzyme spécifique, la Na/K ATPase 

localisée dans les membranes basolatérales des cellules de l'épiderme 

(FARQUHAR et PALADE, 1964 ; MILLS et coll., 1977 a et b). La mesure 

de cette activité enzymatique traduit l'intensité du flux d 'ions 
+ 

Na vers le milieu interne, générateur de la ddp E (FERREIRA et 

coll. , 1976). 

1 - METHODOLOGIE 
La méthode utilisée pour séparer l'épiderme des tissus 

* 
Je remercie Messieurs VERBERT et CACAN du Laboratoire de Chimie 
Biologique de l'université de Lille 1 sans lesquels ce travail 
n'aurait pu être mené à bien. 



sous-jacents a l'avantage de ne recourir à aucune substance 

chimique. Elle consiste après avoir mesuré les PS, à découper 

à l'emporte-pièce l'épiderme de cicatrisation de plaies pratiquées 

deux à trois semaines auparavant au niveau distal et au niveau 

proximal du membre. Les lambeaux épidermiques ont une surface iden- 

tique (6,15 mm2) ; la quantité de tissus représentant chaque échan- 

tillon a été appréciée par le dosage des protéines totales par la 

méthode de LOWRY (1951). L'activité ATPasique est ensuite évaluée 

par la mesure de la dégradation dlATP radioactif (voir Techniques, 

Po16 ) *  

2 - RESULTATS 

a - Dosage des protéines 
Le dosage de dix lambeaux épidermiques proximaux et 

distaux révèlent qu'à 5 % près, la quantité de protéines est équi- 

valente dans chaque lambeau (moyenne 125 pg). ., 

b - Réaction témoin 
La détermination de la quantité de [8-3~) ADP 

présente au temps O (Fig. 42) montre que celle-ci représente 5 % 

de la radioactivité totale. Cette valeur est retranchée de celles 

obtenues après soixante minutes d'incubation. 

3 
Figure 42 : Détermination de la quantité de [84] ADP présente 

au temps 0. cpm = coups par minute ; cm = centimètres. 



c - Cinétique de la réaction enzymatique 
La vitesse de la réaction enzymatique est constante 

jusqu'à soixante minutes d'incubation (Fig. 4 3 ) .  Ce temps a été 

choisi pour toutes les expérimentations ; il correspond au moment 

où 15 à 25 % de 1'ATP a été dégradé en ADP. 

Figure 4 3  : Cinétique de la réaction enzymatique. 

d - Activité ATPasique des lambeaux épidermiques 
a Chez le Pleurodèle 

La Figure 44 montre un exemple de dégradation de 

1'ATP en ADP sous l'influence de l'activité enzymatique de lambeaux 

épidermiques proximal et distal prélevés sur le même animal. 

Les résultats obtenus sur les divers lambeaux étudiés 

Fig~re 44 : Chromatogrammes et pics de radioactivité correspondant 
aux composés obtenus après 60 mn d'incubation de lambeaux 
épidermiques des régions proximale et distale du membre de 
Pleurodèle.cpm = coups par minute ; cm = centimètres. 



ont été reportés dans le tableau (on constate que l'activité 

ATPasique totale (cas no 1 à 5) du niveau proximal (moyenne 

148 - + 36 nM/h/l) est équivalente à celle du niveau distal 

(moyenne 148 - + 31 nM/h/l) quelle que soit la valeur des PS 

préalablement mesurés. En présence d'oliabaïne (cas no 6 et 7), 
24- 

1'ATP formé provient du fonctionnement de 1'ATPase liée au Mg, ; 

elle correspond à 56 % de l'activité enzymatique totale. Ramenée 

au mg de protéines, la production d'ADP liée au fonctionnement de 

la Na/K ATPase est égale à 0,67 pM/h/mg. Le rapport Na/K ATPaselPlg ATPase 

est égal à 1,3. 

Chez l'Axolotl (cas no 8 et 9) 

Les mesures révèlent une activité ATPasique très 

faible, dix à vingt fois moins élevée que chez le Pleurodèle. 

Tableau 11 : Mesure de l'activité ATPasique de lambeaux d'épiderme 
proximal et distal prélevés chez le Pleurodèle et chez l'Axolotl. 
Les résultats sont exprimés en nanomoles/heure/lambeau. Les 
lambeaux ont une surface de 6,15 mm2 et une teneur moyenne en 
protéines de 125 pg. 



3 - DISCUSSION 

L'évaluation de l'activité ATPasique que nous avons 

effectuée est relativement proche de celle obtenue par des techniques 

différentes chez d'autres Amphibiens ; UWADA et coll. (1969) 

signalent en effet chez Rana catesbiana et chez Rana pipiens un 

rapport Na/K ATPaseIMgATPase respectivement égal à 0,56 et 1,51 et 

une production d'ADP égale chez les deux espèces à 1 pM/h/mg de 

protéines. 

Nos résultats montrent que les PS ne sont pas liés 
+ 

à une différence de transport actif d'ions Na du milieu externe 

vers le milieu interne puisque l'activité ATPasique liée au Na/K 

est identique au niveau proximal et au niveau distal. 

L'absence de PS chez les Axolotls, correspondant à 

l'absence de potentiel transépithélial, peut être attribuée à la 

faible activité ATPasique décelée chez ces animaux. Cette inter- 
C 

~rétation rejoint celle de KAWADA et coll. (1969) qui expliquent 

également l'absence de ddp transépithéliales chez les têtards de 

Grenouille par la faible activité ATPasique présente dans l'épi- 

derme larvaire. 

II - ROLE DE LA PERMEABILITE PASSIVE 

11 a été montré par de nombreux auteurs que la 

perméabilité passive extracellulaire des épithéliums est localisée 

au.-niveau des "tight-junctions" qui séparent le milieu externe 

du milieu interne. La technique la plus couramment utilisée fait 

appel à un traceur visible au microscope électronique, le lanthane. 

Ajoutés sous forme ionique dans les solutions en contact avec la 

face externe des épithéliums non fixés, les sels de lanthane 

pénètrent dans lesatight-junctions" et envahissent les espaces 

intercellulaires lorsque le tissu-présente une perméabilité passive 

élevée comme le tubule rénal proximal de Crapaud (WHITTEMBURY et 

RAWLINS, 1971) ou la vésicule biliaire et l'iléon de Lapin (MACHEN 

et coll., 1972). Par,contre, si les tissus présentent une perméabilité 



passive faible, le lanthane est arrêté par les "tight-junctions" 

(cas de la peau de Grenouille, MARTINEZ-PALOMO et coll., 1971). 

Si les PS de la peau de Pleurodèle résultent d'une 

perméabilité passive inégale des niveaux proximal et distal comme 

le suggèrent les résultats obtenus après modification de la compo- 

sition ionique du milieu externe (Chapitre IV), les sels de lanthane 

constituent alors un marqueur de choix pour visualiser cette perméa- 

bilité différentielle si celle-ci est liée aux "tight-junctions". 

Nous analyserons ce phénomène sur les teguments de 

membres placés dans des conditions normales et également sur ceux 

dont la perméabilité passive a été artificiellement augmentée par 

élévation de la pression osmotique du milieu externe (Chapitre III). 

Les membres de Pleurodèle dont les PS ont été préala- 
C 

blement mesurés sont immergés soit dans une solution physiologique 

isotonique soit dans une solution physiologique rendue hyperosmotique 

(720 mosM) par addition de NaCl ou d'urée. Dans chaque solution sont 

ajoutées 1 à 20 mM/1 de LaCl (pH 7,O). Au bout d'une heure d'immer- 3 
sion, les PS sont mesurés à nouveau et les lambeaux de peau sont 

prélevés au niveau proximal et au niveau distal du membre. Ils sont 

ensuite préparés pour la m5croscopie électronique par les techniques 

habituelles. Les coupes sont ou non contrastées. 

2 - RE SULTATS 

  va nt d'exposer les résultats obtenus sur les lambeaux 
soumis aux sels de lanthane, nous décrirons rapidement la structure 

de l'épiderme de Pleurodèle telle qu'elle apparaît au microscope 

électronique. 

a - Ultrastructure de l'épiderme de Pleurodèle adulte 
L'épiderme est constitué de quatre à cinq couches 

de cellules présentant des modifications morphologiques en relation 



avec le processus de kératinisation (Pl. 1, Fig. 1). La couche 

la plus interne de cellules (assise génératrice) repose sur la 

lame basale qui marque la limite entre le derme et l'épiderme. Les 

cellules de cette assise génératrice présentent une forme cuboïde 

et possèdent un noyau qui occupe la plus grande partie du cytoplasme. 

Celui-ci contient de nombreuses mitochondries, des ribosomes isolés 

ou associés au reticulum endoplasmique et quelques granules denses 

aux électrons. La membrane plasmique adjacente à la lame basale 

développe de nombreuses vésicules de pinocytose (Pl. 1, Fig. 2). 

Au fur et à mesure que la différenciation épidermique progresse, 

les cellules s'aplatissent et se chargent de granules denses aux 

électrons et de filaments cytoplasmiques. Ces derniers sont réunis 

en faisceaux particulièrement nombreux dans la couche de cellules 

située sous la couche kératinisée (Pl. II, Fig. 1 et Pl. III, Fig. 1). 

L'épiderme est limité extérieurement par une couche de cellules 

mortes entièrement kératinisée, très dense aux électrons et dans ., 
laquelle plus aucun organite n'est visible (Pl. III, Fig. 1). La 

membrane plasmique de toutes les cellules vivantes émet de nombreuses 

digitations dans les espaces intercellulaires. Lorsque les prolon- 

gements cytoplasmiques de deux cellules voisines se rencontrent, une 

structure de type desmosome les unit (Pl. 1, Fig. 1 ; Pl. II, Fig. 1 ,  

2). Ces jonctions cellulôires qui apparaissent en très grand nombre 

lorsque la coupe traverse tangentiellement un espace intercellulaire 

(Pl. II, Fig. 2) assurent la cohésion des cellules. Un autre type de 

jonctions cellulaires, les "tight-junctions" existent uniquement à 

l'apex de la première couche de cellules vivantes située immédia- 

tement sous la couche kératinisée (Pl. III, Fig. 1). Ces jonctions 

sont formés par la fusion des feuillets externes des membranes plas- 

miques de deux cellules contigües (Pl. III, Fig. 2). Ce sont ces 

jonctions qui assurent l'isolement des milieux externe et interne. 

On peut donc considérer que le milieu externe correspond aux liquides 

en contact avec la face externe de.la peau, à la couche de cellules 

kératinisées et à l'espace intercellulaire situé entre ces cellules 

mortes et la première couche de cellules vivantes alors que le milieu 

interne correspond à tous les espaces intercellulaires situés en 

deça des" tight-junctionsf 



b - Perméabilité passive de l'épiderme de Pleurodèle en 
présence d'un milieu externe hyperosmotique 

L'action des milieux hyperosmotiques se traduit par 

une dilatation des cellules situées sous la couche kératinisée et 

l'apparition de grandes vacuoles limitées par une membrane dans la 

deuxième couche de cellules vivantes (Pl. IV, Fig. 1). L'espace 

intercellulaire située entre ces deux couches est également dilaté ; 

il est limité par les membranes plasmiques dont les digitations 

sont presque totalement disparues. Les zones de jonctions cellulaires 

apparaissent alors nettement ; elles sont constituées par les des- 

mosomes et par des contacts qui ne présentent pas de différenciation 

particulière (Pl IV, Fig. 2). Ces derniers correspondent probablement 

aux jonctions de type "gap" qui assurent les échanges entre cellules. 

Les milieux hyperosmotiques tendent également à modifier la structure 

des "tight-junctions" ; en effet, la plupart d'entre elles présentent 

des dilatations qui semblent désunir les feuillets membranaires - 
normalement associés (Pl. IV, Fig. 3). 

Ajoutés au liquide hyperosmotique, les sels de lanthane 

se déposent dans les espaces intercellulaires (Pl. V, Fig. l ) ,  au 

niveau des jonctions qu'elles soient du type "tight" ou du type 

desmosome (Pl. V, Fig. 3) et à l'intérieur de la couche kératinisée 

(Pl. V, Fig. 2). 

c - Perméabilité passive de l'épiderme de Pleurodèle en 
présence d'un milieu externe isotonique 

L'observation de très nombreuses coupes de lambeaux 

de peau prélevés sur des membres de Pleurodèle équilibrés avec une 

solution physiologique isotonique contenant du chlorure de lanthane 

a permis de constater la présence de ce traceur dans les espaces 

intercellulaires de la couche kératinisée (Pl. VI, Fig. 4),sous 

cette couche kératinisée (Pl. VI, Fig. 2 et 3) mais également dans 

certaines "tight-junctions" (Pl. VI, Fig. 2 et 5) et les espaces 

intercellulaires profonds (Pl. VI, Fig. 1, 2, 3). L'analyse des 

"tight-junctions" envahies par le lanthane a été effectuée systé- 

matiquement sur des coupes non contrastées de lambeaux de peau 

proximaux et distaux. Les résultats ont été reportés dans le 



Tableau 12. On constate qu'il existe une assez bonne corrélation 

entre le nombre de "tight-junctions" perméables au lanthane et la 

valeur des PS : les régions à potentiel positif sont celles qui 

possèdent le plus grand nombre de jonctions où des précipités de 

sels de lanthane sont visibles. 

Tableau 12 : Comparaison entre la valeur des PS et le nombre 
de "tight-junctionsl' envahies par le lanthane au niveau 
proximal et distal d'un même membre de Pleurodèle. La valeur 
des PS correspond à celle mesurée après une heure de contact 
avec la solution physiologique contenant le lanthane. 
Les symboles indiquent le nombre de "tight-junctions" envahies 
par le lanthane par rapport à celle qui ne le sont pas. 
O = nombre de tight-junctions inférieur à 10 % 
+ =  1 0 à 3 0 Z  
++ = 50 à 60 %. 

3 - DISCUSSION 

L'utilisation d'un traceur visible au microscope 

électronique nous a permis de montrer que la perméabilité passive 

extracellulaire de l'épiderme de Pleurodèle est localisée comme 

dans d'autres épithéliums au niveau des "tight-junctions" puisque 

les sels de lanthane se déposent uniquement dans les espaces in- 

tercellulaires et jamais dans les cellules, mises à part celles 

de la couche kératinisée. Cette dernière observation confirme 

d'ailleurs que ces cellules jouent un rôle tout à fait passif et 



peuvent être considérées comme appartenant au milieu externe. Nos 

résultats semblent en outre confirmer qu'il existe une relation 

entre les PS et la perméabilité de ces jonctions. En effet, dans 

les conditions normales (isotonicité), c'est la région du membre 

la plus positive qui possède globalement la perméabilité extracel- 

lulaire la plus élevée. Par contre, lorsque l'on abolit expéri- 

mentalement les PS par augmentation de la pression osmotique du 

milieu externe, la perméabilité passive devient très élevée et 

uniforme quelle que soit la région du membre analysée. 

Ces résultats montrent un certain nombre de points 

communs mais aussi de divergences avec ceux obtenus par d'autres 

auteurs. En ce qui concerne l'action des milieux hyperosmotiques, 

nos observations sont tout à fait similaires à celles de ERLIJ 

et coll., (1972) sur la peau de Grenouille isolée et à celles de 

WADE et coll. (1973-1974) sur la vessie de Crapaud. Quel que soit 

le moyen d'étude utilisé (coupes de microscopie électronique avec ., 
ou sans traceur, cryodécapage), tous les auteurs s'accordent à 

penser que les milieux hyper~oniques augmentent la perméabilité 

passive en provoquant l'ouverture des "tight-junctions" par 

augmentation de la pression hydrostatique due à l'efflux d'eau 

cellulaire (WADE et coll., 1973). Par contre, en ce qui concerne 

la perméabilité des "tight-junctions" dans les conditions isoto- 

niques, nos résultats sont en contradiction avec ceux de MARTINEZ- 

PALOMO et coll. (1971). Ces auteurs montrent que les "tight-junctions" 

de la peau de Grenouille sont imperméables au lanthane, les précipités 

de ce sel étant visibles uniquement dans la couche kératini.de et 

dans l'espace intercellulaire sous-jacent mais jamais dans ceux 

situés entre les couches de cellules vivantes. Cette différence de 

résultats peut être expliquée selon nous par le fait que ces auteurs 

utilisent des lambeaux de peau isolés dont la ddp transépithéliale 

est très élevée (80 à 90 mV) ; or, il a été montré que ces ddp de 

peau isolée sont très supérieures.à celles mesurées in v i vo  chez le 

même animal et que cette différence est due en grande partie à la 

diminution de la perméabilité passive de la peau placée dans des 

conditions artificielles (BROWN, 1962). Cette faible perméabilité 

passive de la peau isolée pourrait expliquer la différence de 



comportement des téguments de Grenouille in vitro et celui du 

Pleurodèle in vivo.D1ailleurs, les mesures que nous avons réalisées 

in vivo chez le Pleurodèle (Tableau 8, p. 59)avaient révélé des 

valeurs assez faibles traduisant fort probablement une perméabilité 

passive élevée. Les résultats obtenus avec les sels de lanthane 

semblent donc confirmer cette hypothèse. 

Nos observations peuvent être rapprochées de celles 

réalisées électrophysiologiquement sur le tubule rénal d'Amphibiens 

et de Mammifères (BOULPAEP et coll., 1971 ; WRIGHT, 1971). Dans 

ce tissu, la région proximale possède une faible ddp transépithéliale 

associée à une forte conductance alors que la région distale possède 

une ddp transépithéliale élevée et une conductance faible. Les 

études de la perméabilité extracellulaire de ce tissu font apparaître 

que les "tight-junctionsl' de la région proximale mais aussi de la 

région distale sont perméables au lanthane (IJHITTENBURY et RAWLINS, 

1971 ; RAWLINS et coll., 1975). Ces derniers résultats sont quelque 

peu différents des nôtres, cependant il faut préciser que la structure 

des "tight-junctions" des deux régions analysées est très différente : 

celles de la région proximale apparaissent très ouvertes et très peu 

hautes alors que celles de la région distale sont étroites et très 

hautes (MARTINEZ-PALOMO et coll., 1973). 

CONCLUSION 

La mesure de l'activité ATPasique des régions proximale 

et distale du membre de Pleurodèle révèle que ces régions possèdent 

une perméabilité active identique. Par contre, l'utilisation du 

chlorure de lanthane comme marqueur extracellulaire montre que ces 

mêmes régions présentent une perméabilité passive différente, les 

'ltight-junctions" de la région positive (habituellement la région 

distale du membre) étant globalement plus perméables que celles de 

la région négative. Cette perméabilité différentielle des "tight- 

junctions" peut rendre compte de la différenciation proximo-distale 

des potentiels transépithéliaux qui donne naissance aux PS. 



CONCLUSION DE LA PREMIERE PARTIE 

Les membres de Pleurodèle sont caractérisés par la 
présence de PS répartis en gradient le long de l'axe proximo- 
distal. Lorsque les mesures sont effectuées sur une population 
d'âge varié,dans 86 % des cas, la région distale du membre 
(région du poignet) est positive (+ 13 mV) par rapport à la 
région proximale (épaule) ; dans le reste des cas, la polarité 
est complètement inversée (- 10 mV). Des PS ont également été 
détectés sur les axes antéro-postérieur et dorso-ventral mais 
leur amplitude est faible et leur polarité variable. Les PS 
sont caractéristiques des adultes, les larves (de Pleurodèle) 
et les Axolotls (larve néoténique dlAmbystome) en étant dépourvus. 

Le tissu responsable de l'expression de ces PS est 
l'épiderme ; son ablation entraîne l'abolition complète des PS. 
La dénervation, l'extirpation d'os ou llarrSt de la circulation 
sanguine ne provoquent que des modifications temporaires des PS 
dues aux incisions de peau nécessaire à la réalisation de telles 
opérations. 

Les modifications de l'intégrité structurale (par les 
blessures) ou fonctionnelle (par l'augmentation de la pression 
osmotique du milieu externe) de l'épiderme se traduisent par des 
modifications de l'amplitude et de la polarité des PS. Lorsque - 
l'action de ces facteurs est limitée soit à la partie distale, 
soit à la partie proximale du membre, la région traitée devient 
positive par rapport à la région non traitée. Eans les deux cas, 
l'apparition de la positivité correspond à l'augmentation de la 
perméabilité passive de l'épiderme, le milieu externe venant en 
contact avec le milieu interne directement au niveau d'une 
blessure, par l'ouverture des "tight-junctions" sous l'effet d'un 
milieu externe hyperosmotique. 

La relation existant entre les PS et la perméabilité 
épidermique nous a conduit à considérer les PS comme le résultat 
d'une régionalisation le long de l'axe proximo-distal des ddp 
transépithéliales existant de part et d'autre du tégument. Cette 
hypothèse a été vérifiée : 

1 - par les modifications de l'amplitude et de la pola- 
rité des PS consécutives aux changements de la composition ionique 
du milieu externe. qui altèrent la valeur des potentiels transépi- 
théliaux ; 

2 - par la mesure simultanée in vivo et in vitro des 
potentiels transépithéliaux et des PS. 

Les PS correspondent à la mesure sur la face externe 
de la peau des Amphibiens à la différence de valeur existant entre 
le potentiel transépithélial de la région proximale et le potentiel 
transépithélial de la région distale. Dans le cas d'un gradient 



positif de potentiel de surface (86 % des cas), la région proxi- 
male est celle qui possède le potentiel transépithélial le plus 
élevé. di absence de potentiel transépithélial chez les larves 
explique l'absence de PS. 

L'origine de cette différenciation proximo-distale 
des ddp transépithéliales a été recherchée dans les facteurs qui 
contrôlent l'amplitude de ces potentiels transépithéliaux ; il 
s'agit d'une part, de l'activité ATPasique liée au Na/K qui tra- 
duit l'intensité du flux sodique générateur de la ddp transépi- 
théliale et d'autre part, de la perméabilité passive extracellu- 
laire qui module l'amplitude de cette ddp transépithéliale. 

La mesure de la dégradation de 1'ATP sous l'influence 
de 1'ATPase des lambeaux épidermiques proximalet distal montre que 
l'activité enzymatique est identique aux deux niveaux du membre. 
Par contre, la visualisation de la perméabilité passive extra- 
cellulaire (localisée au niveau des "tight-junctions") par un 
marqueur visible au microscope électronique, le lanthane, révèle 
que la région la plus positive (habituellement la région distale) 
est globalement plus perméable que la région négative (région 
proximale). 

L'absence de potentiel transépithélial chez les larves 
(entraînant l'absence de PS) est due à l'activité A'ïPasique très 
faible de l'épiderme larvaire. 

Les PS présents le long de l'axe proximo-distal du 
membre des Amphibiens adulte correspondent donc à une hétérogénéité 
physiologique du tégument qui s'exprime par une perméabilité extra- 
cellulaire plus élevée de la région distale par rapport à la région 
proximale. 



DEUX1 EME PARTIE 

W I O ( 4  DES KITEMIELS DE SURIACE W UWRS 



Dans la première partie de ce travail, nous avons 

montre que les PS détectés le long des membres d'Amphibiens adultes 

résultent d'une hétérogénéité fonctionnelle de l'épiderme liée à 

la perméabilité différentielle des "tight-junctions". Or, cet épi- 

derme subit de profondes modifications au cours d'évènements biolo- 

giques tels que la métamorphose, la mueala régénération. Ainsi, 

à la métamorphose, l'épiderme est le siège d'importants remaniements 

aboutissant à une différenciation morphologique et fonctionnelle 

nouvelle ; au moment de la mue, l'élimination de la couche de 

cellules épidermiques kératinisées est l'aboutissement d'un processus 

permanent de multiplication et de différenciation cellulaire ; au 

cours de la régénération interviennent des phénomènes complexes de 

migration et de réorganisation des cellules épidermiques. A la lu- 

mière des résultats que nous avons apportés sur l'origine des PS, 

nous nous proposons dans cette deuxième partie, d'étudier les rela- 

tions qui s'établissent entre ces divers états anatomo-physiologiques 

et les PS. 



CHAPITRE V I  

LES PûTENrIELS DE SURFACE AU COURS 

DE LA VIE DES AP'PHIBIEIVS 



Les PS ont été examinés au moment de leur apparition 

c'est-à-dire lors du passage de l'état larvaire à l'état adulte et 

au cours des mues et des intermues qui caractérisent la vie adulte. 

- LES POTENTIELS DE SURFACE ET LA METAMORPHOSE 

Le développement des Amphibiens est marqué par une 

étape importante, la métamorphose, qui transforme la larve en adulte. 

Toutefois, chez certains Amphibiens qualifiés de néoténiques (cas 

de l'Axolotl) cette étape n'a pas lieu et ces animaux conservent 

toute leur vie leurs caractères larvaires (nageoires dorsale et 

caudale, branchies externes, épiderme non kératinisé, etc...). Cette 

persistance des caractères larvaires due à un hypofonctionnement 

thyroïdien, se manifeste également au niveau des PS, ces animaux 

comme les larves normales en étant totalement dépourvus (voir Cha- 

pitre 1). Les PS qui sont typiques des adultes apparaissent donc 

selon toute vraisemblance au moment de la métamorphose. Il était 

donc intéressant de suivre l'apparition des PS en relation avec 

les transformations morphologiques qui affectent l'épiderme au cours 

de l'induction expérimentale de la métamorphose chez ces Amphibiens 

néoténiques. 

1 - METHODOLOGIE 

La métamorphose a été induite chez l'Axolotl (Arnbystoma 

mexicanwn), Amphibien néoténique facultatif c'est-à-dire capable de 

se transformer en adulte sous l'effet de la thyroxine. L'étude de 

la métamorphose provoquée chez ces animaux présente un double avan- 

tage par rapport à la métamorphose naturelle des larves de Pleuro- 

dèles : la grande taille des Axolotls (vingt centimètres en moyenne) 

favorise la mesure des PS ; en outre, le début de la transformation 

imposée par l'expérimentabur est strictement contrôlé et ne dépend 

plus comme chez les larves de Pleurodèle de facteurs hormonaux 

internes peu accessibles à l'expérimentation. L'induction de la 



métamorphose chez l'Axolotl est obtenue par l'adjonction de 100 pg/l 

de thyroxine synthétique dans l'eau d'élevage, celle-ci étant renou- 

velée quotidiennement. La mesure des PS et les prélèvements d'épi- 

derme destiné à l'étude ultrastructurale sont effectués tous les 

deux jours à partir du début de l'expérimentation (premier bain de 

thyroxine) jusqu'à la métamorphose complète (vingt à trente jours 

plus tard) caractérisée par la disparition des nageoires dorsale et 

caudale, l'exorbitation et la cyclisation de la mue. 

2 - RESULTATS 

Jusqu'au dix ou douxième jour suivant le premier bain 

de thyroxine, aucun PS n'est décelable à la surface des membres 

d'Axolotl bien que pendant cette période l'épiderme subit de profondes 

modifications. 

L'épiderme larvaire d'Axolotl (Pl. VII) est constitué 

de deux types cellulaires : d'une part, les cellules de Leydig 

(Pl. VII, Fig. l), volumineuses à noyau central et cytoplasme clair 

contenant de nombreuses vacuoles et des granules denses aux électrons 

et d'autre part, les cellules épidermiques proprement dites d'aspect 

sombre réparties dans toute l'épaisseur de l'épiderme entre les 

cellules de Leydig (Pl. VII, Fig. 1). A la périphérie de l'épiderme, 

ces cellules épithéliales banales s'aplatissent et leur région api- 

cale est occupée par de nombreuses vacuoles (Pl. VII, Fig. 2 et 3) 

contenant un matériel filamenteux semblable au "ce11 coat" nettement 

visible à la périphérie des digitations de la surface cellulaire 

(Pl. VII, Fig. 4). 

Après six jours de contact avec la thyroxine,la 

structure de l'épiderme commence à se modifier à partir de sa 

surface (Pl. VIII, Fig. 1). Les cellules de la couche externe per- 

dent leurs vacuoles et le cytoplasme devient très dense aux élec- 

trons (Pl. VIII, Fig. 2) signe apparent de la kératinisation. Les 

cellules de Leydig sont encore nombreuses dans la couche profonde 

de l'épiderme. 

Après dix jours, à l'exception de quelques rares 

cellules de Leydig, l'épiderme n'est plus constitué que de cellules 



dont le cytoplasme contient de nombreuses fibrilles caractéristiques 

de cellules engagées dans un processus de kératinisation (Pl. VIII, 

Fig. 3). Les animaux parvenus à ce stade présentent les premiers 

signes de mue, la couche superficielle de l'épiderme se détachant 

par petits lambeaux (Pl. VIII, Fig. 4). 

Après douze jours de contact avec la thyroxine, 

l'épiderme a acquis une structure adulte (Pl. IX, Fig. 1). Le 

nombre de couches cellulaires est plus élevé que chez le Pleurodèle 

mais la structure générale est identique : les cellules basales 

ovoïdes possèdent un noyau qui occupe une grande partie du cyto- 

plasme puis les cellules s'aplatissent et se chargent de fibrilles 

(Pl. IX, Fig. 2) ; enfin, l'épiderme est recouvert d'une couche 

continue de cellules keratinisées très denses aux électrons. C'est 

à ce stade de différenciation épidermique que les PS apparaissent 

(Pl. X, Fig. 1). Ces PS évoluent de jour en jour mais ne présentent 

pas de profil tipique (Pl. X, Fig. 1 ,  2, 3, 4). C'est au bout d'un 

mois environ qu'un profil stable apparaît (Pl. X, Fig. 5) identique 

en amplitude et en polarité à celui présent chez le Pleurodèle. 

3 - DISCUSSION 

Nos résultats montrent que les PS apparaissent au 

cours de la métamorphose lorsque la transformation de l'épiderme de 

type larvaire en type adulte est achevée ; l'obtention d'un profil 

de PS stable en amplitude et en polarité n'est cependant obtenu 

que quelques semaines plus tard. Etant donné que les PS résultent 

d'une régionalisation des ddp transépithéliales il apparaît donc que 

la métamorphose a pour effet d'induire d'une part, l'apparition des 

ddp transépithéliales qui sont très faibles chez les larves (Chapi- 

tre IV) en raison de la faible activité ATPasique de l'épiderme 

(Chapitre V) et d'autre part, la mise en place d'un gradient de 

perméabilité différentielle des "tight-junctions" indispensable à 

la régionalisation de ces ddp transépithéliales. Nos résultats 

semblent indiquer que ces phénomènes apparaissent successivement au 

cours de la métamorphose. On peut en effet supposer que lorsque la 



différenciation morphologique de l'épiderme est acquise c'est-à- 

dire après dix à douze jours de contact avec la thyroxine, les 

cellules sont alors toutes équipées des enzymes nécessaires au 

transport actif d'ions (Na/K ATPase) c'est-à-dire à la création 

d'une ddp transépithéliale. Bien qu'une étude biochimique soit indis- 

pensable pour vérifier cette hypothèse, l'apparition des PS 

au douxième jour témoigne de l'acquisition au moins partielle de 

cette activité. Le délai de vingt jours environ nécessaire à l'é- 

tablissement d'un profil typique de PS correspond vraisemblablement 

à la mise en place du synchronisme des divisions cellulaires condui- 

sant à la mue ; en effet, pendant cette période l'animal perd 

continuellement de petits lambeaux de couche kératinisée. Après un 

mois environ, la mue devient cyclique et la couche kératinisée se 

détache en bloc de l'animal ; or, c'est à ce moment que les PS se 

stabilisent en amplitude et en polarité. 

- LES POTENTIELS DE SURFACE ET LA MUE 

Chez les Amphibiens adultes, les cellules épidermiques 

de l'assise génératrice migrent vers la région externe du tégument 

et se différencient progressivement en une couche de cellules kéra- 

tinisées qui finalement se détache au moment de la mue. Cette 

dynamique cellulaire nécessite la formation périodique de nouvelles 

"tignt-junctions" au niveau des cellules situées sous la nouvelle 

couche kératinisée (ancienne première couche de cellules vivantes). 

Compte-tenu du rôle que jouent ces jonctions dans l'expression des 

PS, il convenait d'apprécier les conséquences de cette différencia- 

tion cellulaire sur les PS. 

1 - METHODOLOGIE 

Les PS sont mesurés chaque jour entre les régions 

proximale et distale (régions A et B précédemment définies) des 

membres antérieurs de Pleurodèles adultes. Le jour de la mue est 

aisément repérable ~uisque da couche kératinisée se détache en 

bloc et flotte autour de l'animal pendant 48 H avant que celui-ci 

s'en débarasse. Avant d'effectuer la mesure des PS, l'animal est 

dépouillé de sa mue. 



2 - RESULTATS 

La Figure 45 représente les résultats des mesures de 

PS obtenus pendant trois semaines sur des animaux différents. Ces 

graphiques montrent très clairement que pendant les phases d'in- 

termues, l'amplitude des PS varie notablement mais que leur pola- 

rité reste identique ; la région distale du membre est positive 

par rapport à la partie proximale. Par contre, le jour de la mue 

et seulement pendant ce jour deux cas ont été observés : ou le 
1 

gradient de PS s'inverse et la région distale du membre devient 

négative de 10 mV environ ou les PS disparaissent et le membre est 

alors isopotentiel (Fig. 45, cas no 2). A chaque fois que ce dernier 

cas s'est présenté, nous avons pu constater que la valeur des ddp 

transépithéliales mesurées in vivo était très faible voire nulle. 

3 - DISCUSSION 

Les graphiques de la Figure 45 montrent que la mue 

survient environ tous les sept jours et qu'à ce moment le gradient 

de PS s'inverse. Cette inversion de la polarité du membre avait 

été constatée également lors des mesures réalisées sur un groupe 

hétérogène de Pleurodèle (Chapitre 1) avec une fréquence d'appari- 

tion de 14 %. Or, si l'on considère une population d'individus suffi- 

samment grande dont chaque membre mue tous les septs jours de 

manière asynchrone, on peut en déduire que chaque jour 1/7 

soit 14 % de la population va.muer ; au bout de sept jours tous 

les animaux auront donc mué. La similitude entre cette fréquence 

calculée et celle observée nous amène à considérer les gradients 

de PS négatifs comme ceux résultant d'animaux en cours de mue. 

L'inversion ou l'annulation des PS s'explique par le fait qu'au 

moment de la mue, les "tight-junctions" n'assurent plus pendant 

un certain temps (plusieurs heures) leur fonction d'isolement vis- 

à-vis du milieu externe. Cette explication repose sur l'interpréta- 

tion des résultats obtenus par divers auteurs sur la peau de 

Grenouille isolée. En effet, l'induction in vitro de la mue sous 

l'action de l'aldostérone (NIELSEN, 1969 ; VOUTE et coll., 1969 ; 
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Figure 45 : Evolution des PS des membres de trois Pleurodèles 
di£ férents en fonction du temps. Chaque point représente 
la valeur de la ddp mesurée chaque jour entre la région 
proximale et la région distale du membre (régions A et B 
précédemment définies). tjour de la mue. t 



LARSEN, 1970 ; SMITH, 1975) provoque une diminution très importante 

de la résistance et de la ddp transépithéliales. Cette diminution 

qui se prolonge pendant plusieurs heures résulte, selon ces auteurs, 

de la mise en place des "tight-junctions" au niveau de la couche 

cellulaire située sous la nouvelle couche kératinisée ; au cours 

de cette période, les feuillets externes des membranes de ces 

futures "tight-junctions" n'apparaissent pas encore fusionnés 

(BUDTZ et coll. , 1975). 

CONCLUSION 

Les PS apparaissent au moment de la métamorphose 
I 

quelle soit naturelle (Pleurodèle) ou induite par la thyroxine 

(Axolotl). Ils subissent au cours de la vie de ces animaux des 

modifications en rapport avec les transformations épidermiques 

périodiques (mue) qui caractérisent la vie des Amphibiens adultes. 

En effet, au moment de la mue, les membres deviennent isopotentiels 

(les PS s'annulent) ou leur polarité s'inverse (l'extrémité des 

membres devient négative par rapport à leur région proximale). 

Ces modifications temporaires des PS correspondent vraisemblablement 

à la formation des "tight-junctions" nouvelles qui s'établissent 

à l'apex de la deuxième couche de cellules vivantes. 
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La régénération complète d'un membre dlAmphibien 

Urodèle représente le terme ultime d'une suite de transformations 

qui se succèdent dans le temps et dont le déroulement est condi- 

tionné par l'intervention de divers facteurs (nerveux, hormonaux...). 

Immédiatement après l'amputation d'un membre, les cellules épider- 

miques qui bordent le moignon migrent sur le front de section et 

assurent la fermeture rapide de la plaie. Les cellules de la 

partie distale des tissus de la souche subissent de profondes modi- 

fications qui conduisent à la perte de leur caractéristiques mor- 

phologiques et ultrastructurales. Cette dédifférenciation cellulaire 

aboutit à la formation d'une masse de cellules indifférenciées qui 

s'accumulent sous l'épiderme de cicatrisation et forment ainsi un 

blastème. C'est la croissance et la différenciation de ce blastème 

qui assurera la régénération des parties manquantes du membre. Il 

a été montré (TASSAVA et coll., 1977) que la lésion et la migration 

des cellules épidermiques sont indispensables à l'initiation des 

processus de morphogenèse régénératrice même si tous les autres 

facteurs sont réunis. Compte-tenu de l'origine des PS que nous 

avons établie, ces modifications impliquent une altération profonde 

des PS. Ce sont ces modifications de PS en relation avec les pro- 

cessus de cicatrisation et de régénération que naus nous proposons 

d'analyser maintenant. 

1 - METHODOLOGIE 

La régénération a été étudiée chez les Pleurodèles 

dont les membres ont été sectionnés au milieu de l'avant-bras. 

Les expérimentations témoins ont consisté à mesurer 

les PS sur des animaux cicatrisant une plaie. Deux groupes d'ani- 

maux ont été analysés. Le premier groupe est constitué de Pleuro- 

dèles ayant subi l'excision d'un lambeau de peau sur une partie 

quelconque de la face dorsale du membre. Le deuxième groupe est 

constitué de Pleurodèles chez lesquels la régénération du membre 

a été bloquée soit par irradiation X soit par dénervation. Les 

membres irradiés sont sectionnés quinze jours après l'irradiation ; 



les membres dénervés dont la circulation sanguine a été respectée 

pour éviter leur régression (REVARDEL et coll., 1975) sont sec- 

tionnés immédiatement après l'opération. 

Dans quelques cas, des mesures ont également été 

effectuées au niveau des moignons d'amputation d'espèces (Rana 

esculenta) ayant naturellement perdu leurs capacités régénéra- 

trices. 

Dans tous ces groupes, les PS sont mesurés tous les 

deux à trois jours. L'électrode d'enregistrement (E ) est posée 1 
sur la région blessée, l'électrode de référence (EZ) étant placée 

proximalement à environ 4 mm de la première (Fig. 46, b et c). 

Avant l'amputation ou l'excision d'un lambeau de peau, la polarité 

de la région du membre qui subira l'opération est relevée (Fig. 46 a). 

Figure 4 6  : Position des électrodes lors de la mesure des PS 
d'une région du membre en régénération. El : électrode 
d'enregistrement ; Eî : électrode de référence. 
a : avant l'amputation ----- = futur front de section 
b : après l'amputation 
c : après l'excision d'un lambeau de peau sur la face 

dorsale du membre. 



2 - RESULTATS 

a - Membres en régénération 
Les enregistrements (douze cas) de PS réalisés chez 

le Pleurodèle (Fig. 4 7 )  montrent que l'amputation est suivie par 

l'apparition d'une forte positivité dont le maximum d'intensité 
- 

( X = +18 mV) est obtenu généralement quatre à six jours après 

l'opération. Cette positivité décroît rapidement et vers le quin- 

zième jour, la polarité du moignon s'inverse ( = - 4 mV) pendant 

environ deux semaines. Enfin, vers le trentième jour suivant l'am- 

putation la polarité de l'extrémité du membre en régénération 

Figure 47 : Evolution des PS au cours de la régénération des 
membres de Pleurodèles (moyenne de 12 enregistrements). 

possède une valeur proche de celle mesurée avant l'amputation. 

La Figure 47 montre en outre que les écarts-types affectés à 

chaque moyenne sont relativement faibles avant l'amputation et 

à partir du trentième jour après l'opération mais sont par 

contre très importants entre ces deux périodes. Les causes de 



cette variabilité apparaissent nettement lorsque les courbes 

d'évolution des PS sont analysées individuellement (Fig. 48). 

Figure 48 : ~xemiles d'évolution des PS au cours de la régénération 
de membres de quatre Pleurodèles différents. 



Il apparaît que l'amplitude et la durée des phases positives et 

négatives sont très variables d'un membre à l'autre ; ainsi, la 

phase positive dont l'amplitude maximale varie entre + 12 mV 

(cas no 2) et + 28 mV (cas no 1) peut être atteinte au bout de 

trois (cas no 3) à six jours (cas no 1, 2, 4) et sa durée totale 

s'échelonne entre huit (cas no 2) à seize jours (cas no 1 ,  3, 4). 

De même, la phase négative présente parfois une amplitude très 

élevée (- 18 mV pour le cas no 2) mais peut être aussi très faible 

(cas no 3) voire même inexistante (cas no 4), sa durée variant 

entre douze (cas no 3) et vingt-deux jours (cas no 2). Aucune rela- 

tion n'a pu être décelée entre l'amplitude de ces diverses phases 

et la vitesse de régénération. 

L'étude parallèle des remaniements histologiques 

révèle que la cicatrisation intervient rapidement ; huit heures 

après l'amputation, la migration épidermique est déjà très avancée 

(Pl. XI, Fig. 1) et vingt-quatre heures plus tard, la plaie est ., 
recouverte de plusieurs couches de cellules (Pl. XII, Fig. 1). 

L'épiderme présente alors un aspect indifférencié (Pl. XI, Fig. 2). 

La différenciation réapparaît très rapidement ; trois à quatre jours 

plus tard, la couche kératinisée se reconstitue (Pl. XI, Fig. 3) 

mais à ce stade l'épiderme présente encore une perméabilité passive 

très élevée (visualisée par le lanthane, Pl. XI, Fig. 4). Sous 

l'épiderme, les premiers signes de dégénérescence tissulaire appa- 

raissent : l'os est considérablement érodé, les tissus mous sont 

envahis par les vaisseaux sanguins et par des languettes épidermiques 

(Pl. XII, Fig. 2), celles-ci contribuant à la phagocytose (SINGER 

et coll., 1961) des cellules lésées. Dix à quatorze jours après 

l'amputation (Pl. XII, Fig. 3 et 4), la phase de dégénérescence 

tissulaire s'achève et les parties distales des tissus sectionnés 

se dédifférencient. Les cellules mésenchymateuses qui résultent de 

cette dédifférenciation s'accumulent sous l'épiderme (Pl. XII, 

Fig. 5) et donnent naissance environ trois semaines après l'ampu- 

tation à une masse de cellules homogènes (Pl. XII, Fig. 6) consti- 

tuant le blastème. Ce dernier s'accroît en volume et en longueur 

jusqu'au quarantième 'jour environ puis commence à se différencier. 



b - Membres cicatrisant une plaie 
a Régénération d'un lambeau de peau sur la face 

dorsale d'un membre de Pleurodèle 

La Figure 49 représentant trois exemples de variations 

jours 
16 

1.c. 

- - -  - 

Figure 49 : Evolution des PS au cours de la cicatrisation de 
lambeaux de peau sur le face dorsale de trois Pleurodèles 
différents. 



de PS au cours de la régénération d'un lambeau de peau de ~leurodèle 

montre que l'évolution des PS est identique à celle observée sur 

l'extrémité d'un membre en régénération. La phase positive initiale 

dure environ dix jours, puis la phase négative d'amplitude variable 

selon les cas (faible pour le cas no 2, plus élevée pour le cas 

no 3) s'installe pour une durée comprise entre Quit (cas no 1) à 

dix huit jours (cas no 3). Si pendant cette phase négative au lieu 

de mesurer uniquement la ddp existant entre la zone de cicatrisation 

et les tissus sains environnants, ou enregistre le profil des PS 

présents le long de l'axe proximo-distal, la zone de cicatrisation 

apparaît nettement (Fig. 50) sous la forme d'une déflexion négative. 

Enfin, au bout de quinze à vingt-cinq jours, la polarité initiale 

de la région lésée se rétablit. 

Figure 50 : Modification 
du gradient de PS obtenue 
au cours de la cicatrisa- 
tion d'une plaie située 
dans la région moyenne 
de la face dorsale d'un 
membre de Pleurodèle. 
a - profil de PS du membr 
normal ; 

b - profil de PS enregist 
10 à 15 jours après l'ex- 
cision du lambeau de peau 
Pendant cette phase, la 
zone de cicatrisation est 
négative par rapport aux 
régions environnantes. El 
se traduit sur le profil 
de PS par l'apparition 
d'une déflexion ( 
négative. 

6 Cicatrisation de membres de Pleurodèles irradiés 

ou dénervés 

Les membres de Pleurodèles dont les capacités régé- 

nératrices ont ét.é bloquées soit par les rayons X soit par la section 

des nerfs brachiaux montrent la même évolution des PS que celle 



décrite précédemment sur les membres normaux amputés (Fig. 51 et 

52).  Sur le plan histologique, la cicatrisation correspond à la 

fermeture de la plaie, à la phagocytose des tissus lésés et à 

l'érosion des parties distales des tissus de la souche. 

Figure 51 : Evolution des PS au cours de la cicatrisation d'un 
membre irradié de Pleurodèle. 

Figure 52 : Evolution des PS au cours de la cicatrisation d'un membre 
dénervé de Pleurodèle. 



y Cicatrisation de membres de Grenouille 

Chez la Grenouille comme chez le Triton, l'amputation 

du membre est également suivi par l'apparition d'une phase positive 

(Fig. 53) dont l'amplitude maximale atteinte vers le cinquième jour 

est cependant plus importante (+ 60 à + 70 mV) que celle observée 

chez le Pleurodèle (+ 12 à + 30 mV). Très rapidement, la positivité 

décroît et à partir du dixième jour après l'amputation, les PS 

reviennent lentement, en subissant quelques fluctuations d'ampli- 

tude, à leur valeur initiale jusqu'à la cicatrisation complète du 

membre. La phase négative n'a pas été observée chez les animaux 

que nous avons utilisés. 

Figure 53 : Evolution des PS au cours de la cicatrisation d'un 
membre de Grenouille (Rana esculenta).  

3 - DISCUSSION 

Nos résultats montrent que : 

1. La régénération de l'extrémité distale de membres 

normaux de Pleurodèle est accompagnée d'une modification des PS. 

L'évolution de ces derniers est caractérisée par l'apparition suc- 

cessive de deux phases de durée équivalente mais de polarité opposée. 



La première phase positive correspond sur le plan histologique 

à la fermeture de ia plaie, à la phagocytose des tissus lésés 

et au début de la dédifférenciation cellulaire. Sa présence a 

été constatée dans tous les cas étudiés. La seconde phase négative 

correspond à la fin de la dédifférenciation, à l'édification et 

à la croissance du blastème. Sa présence n'est pas régulière. 

2. La régénération des animaux témoins qui est en 

fait limitée à la cicatrisation d'une plaie (fermeture de la plaie, 

phagocytose des tissus lésés et début de différenciation) présente 

une évolution identique des PS. 

Ces derniers résultats permettent d'affirmer que les 

modificatirns des PS observses sur les memhres en rPpGn6ration sont 

entièrement attribuables aux processus de réparation épidermique 

consécutifs à l'amputation et non aux mécanismes conduisant à 1'15- 

dification et à la croissance d'un blastème de régénération comme 

le suggérait BECKER (1961 a). Compte-tenu des résultats que nous 

avons obtenus sur l'origine des PS, il est relativement aisé d'éta- 

blir une relation entre l'évolution des PS au cours de la régéné- 

ration et l'état physiologique de l'épiderme. L'augmentation de 

la positivité qui apparaît immédiatement après la section correspond 

à l'enregistrement simultanée de deux types de potentiel : - les 
potentiels transépithéliaux existant entre le milieu externe (néga- 

tif) et le milieu interne (positif) de la peau, ce dernier étant 

rendu accessible à l'électrode d'enregistrement par l'écoulement 

des liquides internes ; - les potentiels de lésion qui apparaissent 
entre la région saine et la région lésée, la partie lésée étant 

négative par rapport à la partie saine ; dans ces conditions l'é- 

lectrode posée sur le front de section du membre enregistre la 

résultante de ces potentiels de polarité opposée. 

Quelques jours plus tard (sixième jour généralement), 

lorsque les processus de cicatrisation ont progressé, les potentiels 

de lésion n'interviennent plus : comme à ce moment l'épiderme de 

cicatrisation est encore très perméable, seul le potentiel transépi- 

thélial (positif) est enregistré. Dans ces conditions, les PS 

atteignent un maximum de pasitivité. Progressivement, l'épiderme 

réacquiert une structure normale, isole le milieu interne du 



milieu externe ; la perméabilité passive et, par conséquent, la 

positivité diminuent et il est vraisemblable que pendant quelques 

jours, la perméabilité devient inférieure à celle de la peau 

bordant la plaie, lorsque les PS de la zone en régénération sont 

négatifs. Finalement, la perméabilité initiale se rétablit lorsque 

la cicatrisation est achevée. 

La comparaison de nos résultats avec ceux décrits dans 

la littérature montre dans l'ensemble de nombreuses similitudes. La 

phase positive initiale en particulier a été signalée par tous les 

auteurs, seule l'interprétation qui en a été donnée varie d'un auteur 

à l'autre. En effet, BECKER (1961 a) attribue la positivité qui suit 

l'amputation à un arrêt du flux d'électrons qui circulerait dans les 

nerfs brachiaux tout en excluant l'intervention des potentiels de 

lésion ; MONROY (1941) donne une interprétation plus proche de la 

nôtre puisque pour cet auteur, la phase positive correspond au 

potentiel de lésion provoqué par l'amputation. Très récemment, BORGENS 

et coll. (1977b)ont proposé une interprétation en tous points iden- 

tique à la nôtre. Quant à la phase négative, sa présence plus ou 

moins constante comme en témoignent les enregistrements obtenus chez 

la Grenouille et chez certains Pleurodèles explique qu'elle soit 

signalée très irrégulièrement par les différents auteurs et qu'elle 

n'ait donné lieu à aucune tentative d'interprétation ; ainsi MONROY 

ne la décrit pas, BORGENS et coll. (1977b)la - signalent comme épiso- 

dique, BECKER (1961 a) la décrit uniquement chez les Tritons ; seuls 

ROSE et ROSE (1974) constatent son existence régulière à la fois 

chez les Tritons en régénération et chez ceux dont la régénération 

a été bloquée par les rayons X ou la dénervation. Cette phase néga- 

tive que BECKER (-1961 a) avait attribué à la croissance et à la 

différenciation du blastème apparaît en définitive comme très aléa- 

toire et indépendante de la présence d'un blastème. 

CONCLUSION 

Les modifications de PS qui interviennent au cours de 

la régénération des membres de Pleurodèles apparaissent liéwà la 

cicatrisation épidermique. Bien que recouvrant très rapidement la 

plaie, l'épiderme de cicatrisation présente une perméabilité passive 



très élevée pendant quelques jours ; l'extrémité distale du membre 

est alors positive par rapport à sa région immédiatement proximale. 

Puis la perméabilité revient à sa valeur initiale ou même devient 

pendant quelque temps, un peu inférieure à celle d.e l'épiderme non 

lésé ; l'extrémité du membre est alors négative par rapport à la 

souche. 



CONCLUSION DE LA DEUXIEME PARTIE 

Les PS ont été étudiés au cours des étapes importantes 
qui marquent la vie des Amphibiens, la métamorphose et la mue et 
au cours des processus de morphogenèse régénératrice qui suivent 
l'amputation d'un membre. Tous ces évènements biologiques ont en 
commun la mise en place d'une réorganisation épidermique conduisant 
à une modification de la perméabilité extracellulaire et donc des 
PS. 

Au cours de la métamorphose expérimentale de l'Axolotl, 
les PS apparaissent lorsque l'épiderme a perdu ses caractéristiques 
larvaires et qu'il présente une structure adulte typique (douze jours 
après le début de l'expérimentation). L'apparition d'un profil de 
PS identique à celui observé chez le Pleurodèle coïncide avec la 
cyclisation de la mue. Ces phénomènes s'expliquent par le dévelop- 
pement de l'activité ATPasique nécessaire à la création d'une ddp 
transépithéliale et à la mise en place progressive de la régiona- 
lisation de ces ddp transépithéliales. 

Au cours de la mue, les PS subissent des modifications 
importantes ; alors que l'extrémité distale du membre est positive 
au cours des intermues, le jour de la mue lorsque la couche kéra- 
tinisée est rejetée, la polarité s'inverse brusquement et l'extré- 
mité distale devient négative par rapport à la région proximale. 
La mise en place progressive de nouvelles "tight-junctions" au 
niveau de la couche cellulaire située sous la nouvelle couche kéra- 
tinisée provoque des perturbations temporaires de la perméabilité 
extracellulaire de l'épiderme qui expiiquent les modifications de 
PS. 

Au cours de la régénération des membres, les PS pré- 
sentent une évolution caractérisée par la succession de deux phases, 
l'une positive,llautre négative. La phase positive apparaît immé- 
diatement après l'amputation, atteint un maximum d'amplitude quelques 
jours plus tard, puis décroît rapidement pour s'annuler environ 
quinze jours après l'amputation. Bien que son amplitude soit variable, 

' 

la présence de cette phase est constante. La phase négative qui suit 
la phase positive dure environ quinze jours mais sa présence n'est 
pas régulière et aucun lien apparent n'a pu être décelé entre la 
régénération et cette phase négative. Les modifications de ces PS 
sont en fait attribuables aux processus de réparation épidermique qui 
surviennent après l'amputation, l'évolution des PS étant identique 
lors de la cicatrisation de membre dont la régénération a été bloquée 
par dénervation ou irradiation X ou lors de la cicatrisation de plaies 
concernant la face dorsale du membre. La phase positive correspond 
à une période où l'épiderme de cicatrisation est très perméable au 
milieu externe, la phase négative à celle où l'épiderme devient 
temporairement moins perméable que l'épiderme environnant. 

Les PS représentent donc la manifestation externe des 
changements qui affectent la structure et la physiologie de l'épiderme. 
Ils constituent une approche rapide permettant de localiser les varia- 
tions qui affectent les relations existant entre le milieu interne de 
l'animal et le milieu externe. 



CONCLUSION GENERALE 



CONCLUS I O N  GEiiERALE 

L'étude de l'évolution des potentiels de surface au 

cours de la régénération ou de la cicatrisation de membres amputés 

d'Amphibiens ainsi que l'augmentation des capacités régénératrices 

des membres de Grenouilles par les courants électriques avaient 

conduit un certain nombre d'auteurs à attribuer à ces potentiels 

de surface un rôle important dans la régénération d'autant plus 

que le système nerveux en avait été considéré comme le support 

tissulaire. 

L'ambiguité de certains résultats notamment de ceux ayant 

trait à l'origine des potentiels de surface nous a amené à reprendre 

ces travaux en considérant tout particulièrement la signification 

des potentiels de surface présents le long de l'axe proximo-distal 

du membre antérieur de PZeurodeZes waZtZii.  Nous avons constaté 

que : 

- dans la majorité des cas (86 X )  l'extrémité distale 

du membre d'individus adultes est positive (+ 12,5 - + 6 mV) par 

rapport à sa région proximale mais que les membres de larves de 

Pleurodèles ou d'Axolotl sont complètement dépourvus de potentiels 

de surface ; 

- la dénervation du membre n'entraine pas la disparition 
des potentiels de surface contrairement à ce qui avait été rapporté 

(BECKER, 1961 a); 

- seule l'absence de l'épiderme provoque l'abolition 
totale des potentiels de surface ; 

- la lésion de la peau ou de l'épiderme seul provoque 
l'apparition d'une forte positivité au niveau de la région blessée ; 

- l'augmentation de la pression osmotique du milieu 
externe entraîne l'apparition d'une positivité élevée au niveau de 

la zone traitée ; 



- les modifications de la composition ionique du 
milieu externe qui affectent le fonctionnement et les caractéris- 

tiques bioélectriques du tégument des Amphibiens provoquent des 

modifications corrélatives des potentiels de surface. 

L'analyse des résultats obtenus chez le Pleurodèle, 

nous a permis de considérer que les potentiels de surface résultent 

d'une régionalisation des ddp transépithéliales le long de l'axe 

proximo-distal du membre. Cette hypothèse a été vérifiée en mesurant 

tant in vivo qu'in vitro les potentiels transépithéliaux des régions 

proximale et distale. Ces mesures ont révélé que la région distale 

(dans le cas d'un gradient de potentiel de surface positif) possède 

une ddp transépithéliale plus faible que celle de la région proximale. 

Les mécanismes qui président à l'expression de cette régionalisation 

des ddp transépithéliales ont été analysés d'une partlpar la mesure 

de l'activité ATPasique liée au Na-K qui traduit l'intensité du flux 

actif d'ions du milieu externe vers le milieu interne et d'autre part, 

par l'étude de la perméabilité passive extracellulaire du tégument 

à l'aide d'un traceur visible au roicroscope électronique (le lanthane), 

l'action combinée de ces deux facteurs (perméabilité active liée à 

l'activité ATPasique et perméabilité passive extracellulaire) donnant 

naissance à la ddp transépithéliale. Nous avons ainsi pu montrer que 

les potentiels de surface résultent de la perméabilité différentielle 

des "tight-junctions" le long de l'axe proximo-distal du membre, la 

région distale habituellement positive étant globalement la plus 

perméable. 

L'origine des potentiels de surface n'est donc pas liée 

au système nerveux mais à un gradient de perméabilitg des jonctions 

cellulaires le long de l'axe proximo-distal du membre. 

Compte-tenu de cette origine des potentiels de surface, 

nous avons pu expliquer les modifications de potentiel survenant au 

cours de divers évènements tels que la métamorphose, la mue et la 

régénération. 

La métamorphose correspond au moment où les potentiels 

de surface apparaissent en raison du développement de l'activité 



ATPasique de l'épiderme jusqu'alors faible, celle-ci étant indis- 

pensable à l'établissement des potentiels transépithéliaux dont 

la régionalisation donne naissance aux potentiels de surface. 

La mue qui se traduit par l'élimination périodique de 

la couche kératinisée aboutit à la mise en place progressive de 

nouvelles "tight-junctions" au niveau de la première couche de 

cellules vivantes ; elle entraîne des perturbations importantes de 

la perméabilité extracellulaire et par voie de conséquence des po- 

tentiels de surface (disparition des potentiels de surface ou inver- 

sion de la polarité électrique du membre). 

La régénération provoque des modifications des potentiels 

de surface, celles-ci relevant uniquement des processus de cicatri- 

sation épidermique consécutifs à l'amputation. Les mécanismes de 

cicatrisation entraînent en effet une augmentation passagère de la 

perméabilité extracellulaire de l'épiderme conduisant à l'apparition 

d'une positivité importante au niveau du moignon. Cette positivité 

disparaît lorsque l'épiderme de cicatrisation réacquiert une struc- 

ture identique à celle de l'épiderme environnant. Dans certains cas, 

la région en cours de cicatrisation devient négative immédiatement 

après la disparition de la phase positive lorsque la perméabilité 

de cette région est inférieure à celle de la souche. 

Cette étude qui a permis d'élucider les mécanismes qui 

donnent naissance aux potentiels de surface et d'apprécier les 

interactions existant entre ce paramètre bioélectrique et divers 

états biologiques, posent un certain nombre de problèmes. Ils concer- 

nent : 

- les causes de la différenciation proximo-distale de 
la perméabilité des "tight-junctions" (responsable de l'apparition 

des potentiels de surface) ; 

- la signification de ces potentiels de surface du 
membre normal dans la vie de l'animal ; 

- le rôle éventuel de ces potentiels de surface dans 
la régénération du membre. 



Nous examinerons successivement chacun de ces problèmes 

et tenterons d'apporter des éléments de réponses à chacune des 

questions soulevées. 

1 - Mécanismes à l'origine de la différenciation des "tight-junctions" 

le long de l'axe proximo-discal. 

Bien que les mécanismes qui régissent la perméabilité 

des "tight-junctions" soient encore actuellement inconnus, l'une des 

observations que nous avons rapportées lors de l'étude de la cica- 

trisation de plaies épidermiques nous permet cependant d'envisager 

une explication des processus à l'origine de la perméabilité diffé- 

rentielle des "tight-junctions". Nous av0n.s en effet constaté qu'il 

existe une relation entre la perméabilité des "tight-junctions" et 

l'âge des cellules, le tissu épidermique qui participe à la cica- 

trisation (cellules jeunes) étant souvent pendant deux à trois 

semaines (voir Fig. 50) moins perméable au milieu externe que les 

tissus environnants (cellules plus âgées). Cette observation permet 

de supposer qu'au niveau du membre normal, la région proximale où 

la perméabilité des "tight-junctions" est la plus faible serait 

constituée de cellules plüs jeunes que celles de la région distale 

qui présente une perméabilité plus élevée, les "tight-junctions" 

de cette région étant plus lâches vraisemblablement en raison des 

modifications affectant les caractéristiques des surfaces cellulaires. 

L'hypothèse de l'existence d'un tel gradient de cellules d'âge 

différent le long de l'axe proximo-distal du membre semble corro- 

borée par les résultats de travaux récents (LHEUREUX, communication 

personnelle) concernant le comportement de l'épiderme de Pleurodèle. 

Cet auteur a pu constater en effet, par marquage cellulaire, que 

la nappe cellulaire épidermique des membres glisse apparemment de 

manière continue à la surface du derme de la région proximale vers 

la région distale. L'existence de cette migration longitudinale de 

la nappe épidermique implique que les cellules de la région proximale 

du membre sont plus jeunes que celles de la région distale. Il con- 

viendra cependant d'apprécier cette différenciation cellulaire 

proximo-distale par la mesure des caractéristiques physiques et 



chimiques des surfaces cellulaires épidermiques (étude quantitative 

des charges de surfaces par électrophorèse de cellules, détection 

des groupes portant les charges de surface à l'aide de marqueurs 

tels que les lectines et la ferritine cationisée). 

Ce phénomène de migration cellulaire proximo-distal 

peut être rapproché de celui décrit chez les Hydres. En effet, 

chez ces Coelentérés, la région sous-hypostomale est le siège 

d'une activité mitotique qui permet le renouvellement progressif 

de toutes les cellules du corps, les cellules les plus âgées étant 

éliminées au niveau de la région distale (BRIEN, 1953 ; CORFF, 1973). 

La similitude de dynamique cellulaire existant entre celle constatée 

chez l'Hydre et celle observée chez le Pleurodèle se traduit sur le 

plan bioélectrique par une similitude des gradients de potentiel de 

surface tant du point de vue de leur amplitude que de leur polarité. 

En effet, les Hydres sont les seuls Invertébrés (voir revue dans 

LASSALLE, 1977 a) qui possèdent des potentiels de surface de valeur 

élevée et proche de celle des Amphibiens (MACKLIN, 1971), la région 

distale (base) étant positive (+ 17 + 6 mV) par rapport à la région - 
proximale (région orale). L'origine de cette polarisation électrique 

de l'Hydre n'est pas connue et à cet égard, il sera nécessaire d'é- 

tudier la perméabilité des jonctions septées le long du corps ; 

ces jonctions chez les Invertébrés jouent en effet le même rôle que 

les "tight-junctions" des Vertébrés (STAEHELIN, 1974 ; FILSHIE et 

FLOUER, 1977 ; WOOD, 1977). 

2 - Signification des potentiels de surface du membre normal. 
Les potentiels de surface, correspondent à la différence 

de perméabilité passive existant entre la région proximale et la 

région distale du membre, cette dernière étant la plus perméable. On 

peut envisager que cette différence de perméabilité traduit une adap- 

tation du tégument au mode de vie de ces animaux. Les Tritons et 

les Grenouilles que nous avons utilisés sont tous des Batraciens 

amphibies vivant, la plupart du temps, dans des endroits humides ne 

redevenant entièrement aquatiques qu'à l'époque de la reproduction. 



Pendant leur activité terrestres, ces animaux ont à faire face au 

problème de la déshydratation, leur tégument n'étant pas adapté à ce 

mode de vie. La déshydratation doit donc être compensée par une 

réabsorption hydrique. L'extrémité des membres en contact permanent 

avec le sol humide sur lequel ces animaux vivent habituellement sera 

alors un lieu privilégié de réhydratation en raison de sa perméa- 

bilité élevée. Une telle interprétation peut parfaitement s'intégrer 

dans le cadre de la théorie de "l'adaptation phylogénétique du 

tégument des Amphibiens à leur environnement", théorie développée 

par BENTLEY et coll. (1972, 1976). Ces auteurs ont en effet cons- 

taté qu'il existe des différences de perméabilité passive hydrique 

dorso-ventrale chez divers Amphibiens adaptés à des habitats semi- 

aquatiques ou terrestres (Rana pipiens, Bufo marinus, HyZa morei) : 

la région pelvienne est celle qui présente la perméabilité la plus 

élevée, les régions pectorales et dorsales étant beaucoup moins 

perméables. Cette perméabilité préférentielle de la région pelvienne 

favoriserait la réhydratation des animaux à la suite des contacts 

fréquents de cette zone avec les surfaces humides du sol ; en outre, 

la perméabilité plus faible de la région dorsale limiterait la déshy- 

dratation par évaporation. Par contre, lorsque les Amphibiens ont 

une vie entièrement aquatique (Xenopus Zaeuis), leur tégument ne 
* présente pas de différenciation régionale particulière. 

Dans ces conditions, on peut considérer que les poten- 

tiels de surface correspondraient à une adaptation du tégument des 

Amphibiens à leur environnement. 

3 - Rôle des potentiels de &face dans la régénération du membre 

Un certain nombre d'auteurs tels que BECKER (1961 a), 

BORGENS , VANABLE et NUCCITELLI (1977 b) , JMFE et NUCCITELLI (1977) 
ont proposé une théorie selon laquelle les potentiels de surface 

* 
Nous avons d'ailleurs constaté que chez Xenopus, les membres 
antérieurs sont dépourvus de PS. . 



contrôleraient le développement et la régénération animales. Chez 

les Amphibiens en particulier, cette hypothèse repose sur l'ob- 

servation des modifications des potentiels de surface au cours de 

la régénération et sur la possibilité de contrôler celle-ci par 

l'application de champs électriques. Si ces auteurs s'accordent 

pour admettre la nécessité de la présence d'une ddp, leurs inter- 

prétations divergent cependant quant à la polarité requise pour 

obtenir le déclenchement et le contrôle de la régénération. En 

effet, selon BECKER, la période essentielle est constituée par 

la phase négative qui survient six à dix jours après l'amputation 

puisque cette phase n'est observée que sur les membres de Tritons 

en régénération et jamais sur les membres amputés de Grenouille. 

L'absence de cette phase négative entrainerait l'absence de régé- 

nération. Par contre, BORGENS et coll. considèrent que la phase 

initiale positive est la seule indispensable à la régénération. 

Cette hypothèse repose sur l'interprétation de la stimulation des 

capacités régénératrices obtenues après application de champs élec- 

triques ; ceux-ci agiraient en mimant l'action des potentiels de 

surface qui apparaissent après l'amputation et au cours de la régé- 

nération des membres de Tritons (positifs pendant les dix à quinze 

premiers jours suivant l'amputation). 

Certains des résultats que nous avons obtenus,nous 

conduisent à mettre en doute de telles interprétations. Ces résul- 

tats concernent d'une part,la similitude d'évolution des potentiels 

de surface au cours de la régénération et de la cicatrisation des 

membres de Pleurodèle et de Grenouille et d'autre part,llabsence 

de potentiels de surface chez les larves. 

L 'hypothèse de BECKER (phase négative indispensable) 

ne peut être retenue puisque nous avons montré que cette phase 

est aléatoire et que le déroulement de la régénération n'est abso- 

lument pas altéré (chez le Pleurodèle) lorsque cette phase n'existe 

pas. BORGENS et coll. (1977 b) chez Triturus viridescens ont d'ail- 

leurs abouti aux mêmes conclusions. De plus, cette phase négative, 

quand elle existe, survient également au niveau de plaies ou de 

membres de Pleurodèle en cours de cicatrisation c'est-à-dire 



indépendamment de tout processus morphogénétiques. Dans ces condi- 

tions, nous pouvons conclure que la présence d'une phase négative 

n'apparaît en aucune façon indispensable au déroulement de la 

régénération. 

La seconde interprétation (BORGENS et coll.) ne peut 

être non plus retenue ; en effet, s'il est indéniable que les cou- 

rants électriques comme d'ailleurs d'autres facteurs physiques ou 

chimiques (voir CARI,SON, 1974 b) stimulent la régénération (voir 

LASSALLE, 1978) il n'est cependant pas possible d'utiliser ce 

résultat pour démontrer que les potentiels de surface sont néces- 

saires à la régénération comme le font BORGENS et coll. Ces auteurs 

estiment en effet que la régénération obtenue chez la Grenouille 

est due au fait que le champ électrique créé artificiellement au 

niveau du moignon, induit des courants identiques en amplitude et 

en polarité (+) à ceux mesurés pendant les premiers jours de régé- 

nération des membres de Tritons. Ces courants correspondent à la 

phase où les potentiels de surface du moignon de Pleurodèle sont 

positifs (Fig. 47). Or, nous avons montré que les Grenouilles pré- 

sentent cette même phase positive après section du membre, l'ampli- 

tude étant même supérieure à celle observée chez le Pleurodèle. Dès 

lors, on comprend mal la nécessité de créer artificiellement chez . 
la Grenouille, un courant qui existe déjà naturellement et qui devrait 

si les potentiels de surface jouaient le rôle que leur attribuent 

BORGENS et coll. provoquer la régénération du membre. 

Notre argumentation se trouve en outre renforcée par 

le fait que l'absence de potentiels de surface chez l'hxolotl n'est 

en aucune manière préjudichble à la mise en place des processus 

morphogénétiques conduisant à la régénération harmonieuse d'un 

membre. Cette ambiguité qui avait déjà été relevée par FABER (1971) 

n'est pas un cas unique puisque les larves de Pleurodèles et les 

têtards de Grenouille qui sont dépourvus de gradient de potentiels 

de surface régénèrent également parfaitement. Cette observation 

suggère fortement que les potentiels de surface ne jouent pas de 

rôle dans la régénération des membres d'autant plus que lbpparition 

de ces potentiels au moment de la métamorphose est accompagnée chez 

les Anoures de la perte des capacités régénératrices et chez les 

Urodèles d'une diminution de la vitesse de régénération. 



Les propriétés stimulatrices du courant électrique sur la régéné- 

ration peuvent être interprétés indépendemment de la présence de 

potentiels de surface, en considérant la masse tissulaire soumise 

aux effets du champ électrique. Deux sites d'action possibles 

peuvent être envisagés, le milieu intercellulaire et les membranes 

cellulaires. Les liquides intercellulaires seront le siège, sous 

l'influence du courant électrique, d'une migration électrophorétique 

de leurs composés ionisés modifiant ainsi profondément l'environ- 

nement des cellules. Ces modifications du microenvironnement cellu- 

laire peuvent alors engager les cellules dans une voie métabolique 

différente les conduisant à se multiplier activement. D'autre part, 

la membrane cellulaire que l'on sait être un relai important entre 

le milieu extérieur et le milieu intérieur peut également subir 

directement les effets du courant électrique vraisemblablement par 

la réorganisation spatiale des composés membranaires susceptibles 

de modifier la perméabilité cellulaire. Or, il a été montré que la 

valeur du potentiel transmembranaire qui reflète la perméabilité 

de la membrane contrôle l'activité mitotique (CONE, 1974). 

L'étude des mécanismes qui déclenchent cette activité 

mitotique sous l'influence d'un châmp électrique constitue un 

problème fondamental qu'il importera d'étudier puisqu'ils condi- 

tionnent l'édification du blastème, étape essentielle de la régéné- 

ration du membre dlAmphibien. 
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