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INTRODUCTION 



Parmi l e s  f ac teur s  con t ro lan t  l a  régénérat ion du membre dlAmphi- 

bien,  l e  système nerveux a re tenu depuis  longtemps l ' a t t e n t i o n  des chercheurs. 

On s a i t ,  en e f f e t ,  depuis l e s  travaux de TODD (1823) qu'un membre dénervé 

au moment de l 'amputat ion e s t  incapable de  régénérer  ; dans ces  condi t ions  

l e  moignon c i c a t r i s e  normalement, mais on n'observe pas d'accumulation de 

c e l l u l e s  mésenchymateuses d e r r i è r e  l 'épiderme c i c a t r i c i e l  a l o r s  que l e s  

t i s s u s  de l a  souche subissent  une c e r t a i n e  h i s to lyse  (WEISS, 1925 ; SCHOTTE, 

1926 ; SCHOTTE e t  BUTLER, 1941). Cependant, l a  repense du membre dénervé 

dépend de l ' â g e  du régénérat  au moment de l a  dénervation (SINGER e t  CRAVEN, 

1945 ; BUTLER e t  SCHOTTE, 1949) ; il e x i s t e ,  en e f f e t ,  au cours  de l a  

régénérat ion une période c r i t i q u e  au d e l à  de l aque l l e  l e  régénéra t  mani- 

f e s t e  une c e r t a i n e  indépendance vis-à-vis du système nerveux ; s i  l a  déner- 

vat ion e s t  r é a l i s é e  avant c e t t e  pér iode ,  c ' e s t  à d i r e  à une époque où l a  

d i f f é r e n c i a t i o n  du blastème n ' a  pas encore cornmencé,le blastème cesse  de 

c r o î t r e  e t  s u b i t  m ê m e  une régress ion  ("phase dépendante du système nerveux") ; 

au de là  de c e t t e  période,  l a  croissance du blastème dénervé, bien que r a l e n t i e ,  

se  poursu i t  jusqu'à  l ' é d i f i c a t i o n  d 'un  régénéra t  normalement cons t i tué ,  mais 

de p e t i t e  t a i l l e  ("phase indépendante du système nerveux"). 

En f a i t ,  l e  cont rô le  des premières phases de l a  régénéra t ion  par 

l e  système nerveux dépend de l a  quan t i t é  de f i b r e s  nerveuses (ou d'axoplas- 

m e )  p résente  au niveau dü f r o n t  de sec t ion  (SINGER, 1952, 1974 ; RZEHAK e t  

SINGER, 1966). C e s  f i b r e s  exercent  l e u r  ac t ion  en l i b é r a n t  un fac teur  de 

nature proté ique  ( fac teur  trophique ou neurotrophique), dont  on a pu montrer 

q u ' i l  i n t e r v e n a i t  s u r  l e  métabolisme des  acides nucléiques e t  des p ro té ines  

(SINGER, 1978). 

Cependant, s i  l ' e x i s t e n c e  du fac teur  neurotrophique e t  ses 

modalités d ' a c t i o n  sur  l a  régénérat ion f o n t  l 'unanimité des  chercheurs, 

il n'en e s t  pas  de même de son mode d ' a c t i o n  au niveau c e l l u l a i r e .  



POSITION DU PROBLÈME ET MÉTHODOLOGI E 



A - pOSITION DU PROBLEME. 

L ' a r r ê t  de l a  régénérat ion par  dénervation d o i t  ê t r e  envisagé 

au niveau du cycle  des  c e l l u l e s  de régénérat ion.  Le cycle c e l l u l a i r e  

(HOWARD e t  PELC, 1953) comprend quat re  phases (Fig. 1 ) .  

n La phase G1, période post-mitotique ou de présynthèse du DNA. 

k La phase S I  période de synthèse de DNA 

s La phase G 2 ,  période de post-synthèse ou prémitotique. 

x La phase M I  période de d i v i s i o n  de l a  c e l l u l e  ou mitose. 

Les phases G1 e t  G 2  son t  c a r a c t é r i s é e s  par  une teneur en DNA 

respectivement de 2C e t  4C. 

Lorsque dans une population c e l l u l a i r e ,  une c e l l u l e  cesse  tempo- 

rairement de se d i v i s e r ,  e l l e  e s t  d i t e  en Go (PATT e t  QUASTLER, 1963), 

c e t t e  phase Go é t a n t  équivalente en ce  q u i  concerne sa  teneur en DNA à 

une phase G1 (2C) ou p a r f o i s  à une phase G2 (4C). Ce t t e  s o r t i e  du cycle  

peut  ê t r e  t r a n s i t o i r e ,  dans ce c a s  l e s  c e l l u l e s  son t  mises en réserve ,  s o i t  

en G1 (Gel), s o i t  en G 2  (Go2) (Fig. 11, ces  c e l l u l e s  pouvant r é i n t é g r e r  

faci lement l e  cycle en cas  de besoin. 

La s o r t i e  du cycle peut  ê t r e  d é f i n i t i v e  ; dans ce  cas  l e s  c e l l u l e s  

s 'engagent  dans l a  d i f f é r e n c i a t i o n ,  c e t t e  évolut ion concerne les c e l l u l e s  

ayant  une teneur en DNA égale à SC e t  proviennent donc de G1 ; ces  c e l l u l e s  

peuvent dans c e r t a i n e s  condit ions re tourner  dans l e  cycle par  dédifféren- 

c i a t i o n  notamment au cours de l a  régénérat ion.  

L ' a r r ê t  de l a  régénérat ion après  dénervation peut  ê t r e  dû : 

- s o i t  à un ralentissement du cycle  c e l l u l a i r e  qu i  s e  t r a d u i t  

par  une diminution de l a  mul t ip l i ca t ion  c e l l u l a i r e ,  ce ra lent i ssement  du 

cycle peut  ê t r e  l a  conséquence d 'un  allongement d 'une ou p lus ieu r s  phases 

du cycle.  

- s o i t  à un a r r ê t  du cycle  (correspondant à une s o r t i e  du c y c l e ) ,  

ce lu i -c i  pouvant s e  f a i r e  o i t  en G2 s o i t  en G1. Ce comportement c e l l u l a i r e  

peut  ê t r e  accompagné d'une d i s p a r i t i o n  des  c e l l u l e s  par  lyse  dans une phase 

du cycle ,  c e l l e  par exemple où l e s  c e l l u l e s  s ' a r r ê t e r a i e n t .  



MORT 

Figure 1 : Représentation schématique du cycle ce l lu la ire  i d r q - è s  G Z O D D ,  
1982) .  

RESERVE 



La première réponse à ce problème a é t é  apportée par  TASSAVA e t  

c o l l .  (1974, 1975 e t  1978). Après dénervation du membre (d'Ambystoma 

mexicanwn ou de NotophthaZmus vi r idescens)  s o i t  au moment de 1 ' amputation 

s o i t  8 jours a p r è ~ ,  c e s  au teurs  on t  cons ta té  que l e s  c e l l u l e s  du blastème 

ne s e  d i v i s e n t  p lus  a l o r s  q u ' e l l e s  é t a i e n t  encore capablesd'incorporer 

l a  thymidine t r i t i é e  ; ce  comportement p a r t i c u l i e r  des  c e l l u l e s  de régéné- 

r a t i o n  après  dénervation é t a i t  i n t e r p r é t é  comme un blocage du cycle de 

ces  c e l l u l e s  en G 2 .  Toutefois ,  des  études micro-densitométriques de coupes 

colorées au Feulgen ef fec tu&spar  ces  au teurs  montraient que l e  rappor t  

du nombre de c e l l u l e s  à 4N (&quivalente à 4C) su r  l e  nombre de c e l l u l e s  à 

2N (équivalente à 2C) é t a i t  identique chez l e s  dénervés e t  l e s  témoins ; à 

l a  lumière de ces r é s u l t a t s ,  ces  auteurs  cons idéra ient  donc que l e s  ce l lu -  

l e s  bloquées en G2 é t a i e n t  él iminées,  c e t t e  d i s p a r i t i o n  c e l l u l a i r e  rendant  

compte de l a  r é so rp t ion  du blastème après  dénervation. 

L'hypothèse d 'un blocage du cycle  en G2 n ' a  pas rencontré 

beaucoup de succès. Seuls  quelques auteurs  dont  CARLONE e t  FORET (1979) 

on t  approuvé c e t t e  i n t e r p r é t a t i o n  su r  l a  base de r é s u l t a t s  obtenus i n  v i t r o .  

Ces auteurs ,  dans l e  cadre d 'é tudes  de l a  r e s t au ra t ion  de l a  p r o l i f é r a t i o n  

de blastèmes dénervés par  apport  d 'ext ra i t snerveux ou d'AMPc, on t  cons ta té  

une augmentation s i g n i f i c a t i v e  de l ' i nd icemi to t ique  dans un d é l a i  de 8 h. ; 

compte-tenu de l a  durée de G 2 ,  l ' a p p a r i t i o n  d'un p i c  de mitoses 8 h. ap rès  

l ' a d d i t i o n  d ' e x t r a i t s d e  cerveau ou ~ ' A M P C  ne peut  provenir ,  selon ces 

auteurs ,  que des c e l l u l e s  bloquées en Ge par  l a  dénervation. 

Des études de même nature  e f fec tuées  c e t t e  f o i s  i n  vivo par  

JABAILY e t  SINGER (1977) peuvent ê t r e  i n t e r p r é t é e s  de l a  même façon. Ces 

auteurs  on t  cons ta té  que l ' i n f u s i o n  d ' e x t r a i t ç d e  cerveau dans des blastèmes 

dénervés 12 à 13 jours  après  l 'amputation e n t r a l n a i t  une augmentation 

importante de 1' incorpora t ion  de l a  thymidine 3~ après  24 h. de t ra i tement  ; 

dans l 'hypothèse d 'un  blocage en G 2 ,  ce  d é l a i  correspondrai t  à l a  durée 

des  phases M I  G1 e t  d'une p a r t i e  de S , ce  q u i  semble compatible avec l a  

duré* du cycle  t e l l e  q u ' e l l e  a é t é  é t a b l i e  pa r  MADEN (1976) ; par  cont re ,  

ce de rn ie r  (MADEN, 1978) re je te  l 'hypothèse de TASSAVA après  avoi r  cons- 

t a t é  q u ' i l  e x i s t a i t  des  mitoses dans l e s  blastèmes dénervés e t  que dans ces  

de rn ie r s ,  l ' indice  mitot ique évo lua i t  pratiquement comme l e  pourcentage de 



c e l l u l e s  i nco rporan t  l a  thymidine 3 ~ .  

D ' au t r e  p a r t ,  c e t  au teur  a  c o n s t a t é  que des  c e l l u l e s  bloquées 

en G2 (par  une i r r a d i a t i o n  aux rayons X) ne s o n t  pas  é l iminées  a i n s i  que 

l e  supposa i t  TASSAVA (dans l e  ca s  d ' u n e  déne rva t ion ) .  

Enf i n  TASSAVA (1978) a  t e n t é  d ' a p p o r t e r  de nouveaux éléments à 

l a  s o l u t i o n  d e  ce  problème en ana lysan t  l e  c y c l e  des  c e l l u l e s  de  blastèmes 

dénervés e t  innervés.  Malheureusement, c e t  a u t e u r  n ' a  pas  c o n s t a t é  de  d i f f é -  

rences s i g n i f i c a t i v e s  dans l a  durée du cyc le  c e l l u l a i r e  de  c e s  deux types  

de blastèmes ; il es t ime que s e s  mesures de  durée  de cyc l e ,  méthode d e  

(QUASTLER ' e t  SHERMAN , 19.591, s o n t  rendues imprécises  a p r è s  un temps d e  

dénervat ion supé r i eu r  à 3 jours  en r a i s o n  du peu de  mitoses  r encon t r ées  dans 

ces  cond i t i ons  e t  d e s  phénomènes de  r é s o r p t i o n  consécu t i f s  à l a  dénervat ion.  

TASSAVA e t  c o l l .  o n t  é t a b l i  récemment (1983) le  cyc le  c e l l u l a i r e  de  blastèmes 

dénervés p a r t i e l l e m e n t  e t  dont  l a  r égéné ra t ion  n ' é t a i t  donc pas  bloquée 

mais simplement r e t a r d é e  ; l à  encore,  les r é s u l t a t s  obtenus p a r  c e s  auteurs  

n ' o n t  p a s  montré d e  d i f f é r e n c e s  s i g n i f i c a t i v e s  e n t r e  dénervés e t  innervés  

pour l e s  durées  de  (G2 + 1/2M) d'une p a r t  e t  d e  S d ' a u t r e  p a r t .  

Ains i ,  à l a  lumière de c e s  r é s u l t a t s ,  il a p p a r a l t  que l a  mesure 

de l ' i n d i c e  mi to t ique  e t  du pourcentage de  c e l l u l e s  incorporant  l a  thymi- 
3 d ine  H à l ' e x c l u s i o n  de  l a  mesure d e s  paramètres  du cyc le  c e l l u l a i r e  o n t  

permis d 'aborder  l e  problème du comportement des  c e l l u l e s  de  r égéné ra t ion  

après  dénervat ion s a n s  t o u t e f o i s  l e  résoudre  ; en  e f f e t ,  i l s  permet ten t  

l e s  uns de  cons idé re r  que l a  dénerva t ion  bloque l e s  c e l l u l e s  en G 2  (TASSAVA 

e t  c o l l . ,  1974, 1975, 1978' ;  CARLONE e t  FORET, 1979) ,  l e s  a u t r e s  de  r e j e t e r  

c e t t e  hypothèse (MADEN, 1978).  

Cependant, un a u t r e  type d ' é t u d e  r é a l i s é  par  MADEN (1979) d 'une  

p a r t  e t  LOYD e t  CONNELLY(1981) d ' a u t r e  p a r t  a  appor té  d ' au t r e s  éléments de  

réponse ; c e t t e  é t u d e  basée su r  l a  cytophotométr ie  de c e l l u l e s  squashées 

e t  co lo rées  au Feulgen a  montré qu ' ap rè s  dénervat ion d ' un  blastème d e  

régénéra t ion  au s t a d e  cône, l e s  c e l l u l e s  s 'accumulent en G1 ; se lon  MADEN, 

c e t t e  accumulation de  c e l l u l e s  en G1 s e r a i t  dûe s o i t  à un allongement de  

G 1 ,  s o i t  à une mise hors  cyc le  d'un c e r t a i n  nombre de c e l l u l e s .  Pour LOYD 

e t  CONNELLY, c e t t e  accumulation en G l  ne conce rne ra i t  que l e s  blastèmes 

"nerf-indépendant" ; dans ce ca s ,  une r e d i f f é r e n c i a t i o n  précoce des  blastèmes 



dénervés r e n d r a i t  compte de c e t t e  évolut ion ; par  cont re ,  l e s  blastèmes 

"nerf-dépendant" ne présentent  pas de d i f fé rence  p a r t i c u l i è r e  après déner- 

va t ion  au niveau du cycle ... 
Compte tenu du ca rac tè re  hétérogène des  r é su l t a t s -ob tenus ,  il 

nous a semblé opportun de répondre à ce  problème s u r  des bases nouvelles. 

B - METHODOLOGIE. 

Nous avons u t i l i s é  des  blastèmes de régénérat ion au s tade  cône; 

ce s t ade ,  dépendant du système nerveux, présente p lus ieu r s  avantages : 

- Il e s t  faci lement i d e n t i f i a b l e  su r  l e  plan morphologique e t  

permet donc une p lus  grande homogénéité dans l e s  régénéra ts  u t i l i s é s .  

- I l  présente une t a i l l e  s u f f i s a n t e  pour ë t r e  c u l t i v é  i n  v i t r o .  

- Il  correspond à une phase d ' i n t e n s e  p r o l i f é r a t i o n  c e l l u l a i r e  

e t  permet donc d 'apprécier  p lus  faci lement l ' i n f luence  du système nerveux 

su r  ce phénomène. 

- Le grand nombre de c e l l u l e s  q u ' i l  con t i en t  donne l a  p o s s i b i l i t é  

d 'ob ten i r  des  r é s u l t a t s  s ta t i s t iquement  s i g n i f i c a t i f s .  

Toutefois ,  ces avantages son t  entachés d 'un inconvénient,  dû à 

l a  proximité de l a  phase de d i f f é r e n c i a t i o n  qu i  appara î t  au s tade  suivant  

( p a l e t t e )  . 
Une étude du cycle des  c e l l u l e s  de régénérat ion après  dénervation 

à é t é  mené i n  vivo e t  i n  v i t r o ,  à l a  f o i s  sur  l e s  deux types de c e l l u l e s  

mésodermiques e t  épidermiques composant l e s  blastèmes. Deux types d'approche 

méthodologiques ont  é t é  u t i l i s é e s  : 

Dans l e  premier type,un c e r t a i n  nombre de techniques c lass iques  

permettant de p réc i se r  l e  comportement des c e l l u l e s  au cours  du cycle  ont  

é t é  u t i l i s é e s  à l ' exc lus ion  de l a  mesure d i r e c t e  des  d i f f é r e n t e s  phases 

du cycle c e l l u l a i r e  par  l a  méthode des  pourcentages de mitoses marquées, 

technique q u i  s ' e s t  avérée imprécise en ra ison du peu de mitoses rencontrées 

dans l e s  hlastGmes 4énervds. Dans un premier t e ~ p s ,  nous avons mesuré La 

synthèse de DNA e t  l ' i nd icemi to t ique  des c e l l u l e s  de régénérat ion a f i n  de 



d é t e c t e r  éventuellementunblocage dans une phase du cycle. Dans un deuxième 

temps, nous avons u t i l i s é  l a  cytophotométrie a f i n  de p r é c i s e r  l e  comporte- 

ment des  c e l l u l e s  dans l e  cycle.  Dans un troisième temps, grâce à l ' a u t o r a -  

diographie,  nous avons évalué l e  pourcentage de c e l l u l e s  hors  cycle. 

Dans l e  deuxième type d'approche méthodologique, nous avons 

é tudié  l a  c iné t ique  c e l l u l a i r e  des blastèmes par  analyse automatique des  

images microscopiques de noyaux de c e l l u l e s  de régénéra t ion  à l ' a i d e  d u  

système d'analyse microphotométrique à balayage automatique. 





A - MATERIEL. 

Les animaux u t i l i s é s ,  Pleurodeles waZtZii Michah (Amphibien, 

Urodèle) proviennent d'un élevage r é a l i s é  au l a b o r a t o i r e ;  i l s  s o n t  âgés 

de 6 mois à 1 an e t  demi e t  l eu r  t a i l l e  e s t  comprise e n t r e  4 e t  9 cm. 

Les animaux maintenus dans l ' e a u  de rob ine t  à l a  température 

de 23 5 I'c son t  nour r i s  de la rves  de chironomes e t  de f o i e  de boeuf haché, 

deux f o i s  par  semaine; l ' e a u  d 'élevage e s t  changée après chaque repas .  

B - TECHNIQUES. 

1) Techniques opéra to i res .  

Les blastèmes de régénérat ion sont  obtenus par  sec t ion  des  

membres a n t é r i e u r s  au niveau du stylopode à proximité du coude. Avant 

l ' o p é r a t i o n ,  l e s  animaux sont  anes thés iés  au M S  222 (Tricaine méthane 

sul fonate  Sandoz) à 1 % a  

L ' e f f e t  de l a  dénervation e s t  é t u d i é  i n  vivo e t  i n  v i t r o  : 

- In  v ivo  : La dénervation e s t  e f fec tuée  au moment ou l e  

régénéra t  a a t t e i n t  l e  s t ade  cône ( P l .  1 ) environ 15 à 2 0  jours après  

l 'amputation. E l l e  e s t  obtenue par  sec t ion  des  ne r f s  spinaux 3 , 4  e t  5 au 

niveau du plexus b rach ia l  du membre d r o i t ,  l e  membre gauche dont l ' i n n e r -  

va t ion  e s t  conservée s e r t  a l o r s  de témoin. Ce t t e  opérat ion e s t  r épé tée  

tous  l e s  2 jours a f i n  d ' é v i t e r  l a  ré innervat ion  du blastème par l e s  f i b r e s  

nerveuses régénérées. 

- In  v i t r o  : La c u l t u r e  i n  v i t r o  permet de rendre l e s  

blastèmes excisés  (au s t ade  cône) s t r i c t ement  aneurogéniques ; l e s  e f f e t s  

du système nerveux sont  é tud iés  par  a s soc ia t ion  de ces  blastèmes avec des  

ganglions provenant de l a  rac ine  dorsa le  des n e r f s  spinaux 3 e t  4 brachiaux 

e t  16 e t  17 cruraux d'un Pleurodèle donneur. 

Lorsque 1 ' é tude  séparée des  2 t i s s u s  (épiderme e t  mésoderme) 

cons t i tuan t  l e  blastème s ' avè re  nécessa i re ,  l e s  régénéra ts  sont  plongés 

dans une solu t ion  ~ 'E.D.T.A.  (éthylène diamine t i t r a a c é t i q u e )  à 1 p. 1000 



dans l e  l iqu ide  de Steinberg sans calcium n i  magnésium à 35OC pendant 

15 minutes. L'épiderme e s t  a l o r s  séparé mécaniquement du mésoderme. 

2 )  Technique.de cul ture .  

La c u l t u r e  de blastème e s t  r é a l i s é e  se lon l a  technique de 

LASSALLE (1983). Les blastèmes exc i sés  sont  s t é r i l i s é s  pendant 10 mn 

dans une solu t ion  de Ringer contenant de l a  p é n i c i l l i n e  (500 U / m l ) ,  de 

l a  streptomycine (500 ug/ml) e t  de l a  mycostatine (500 ~ / m l )  . Après un 

passage rapide d 'environ 1 mn dans une solu t ion  de chloramine à 1 % pour 

p a r f a i r e  l a  s t é r i l i s a t i o n ,  l e s  blastèmes son t  r i n c é s  dans l a  so lu t ion  

s a l i n e  s t é r i l e .  Les ganglions spinaux subissent  le  même trai tement.  

Les explants  son t  c u l t i v é s  individuellement à l ' i n t e r f a c e  

air-mil ieu.  Ils s o n t  posés s u r  des f i l t r e s  mi l l ipore  (diamètre des po-es : 

8 u m ) ,  eux-mêmes p lacés  s u r  des  g r i l l e s  en a c i e r  en forme de t répied  

(Fig. 2 )  reposant sur  l e  fond d'une b o i t e  de p é t r i  en matière p las t ique  

de 4 c m  de diamètre (modèle Corning). 

Figure 2 : Schéma du d i spos i t i f  de culture ; C B  : couvercle de Za boite de 
pétr i  ; M : mil ieu de culture ; B : boi te  de pé t r i  ; F : f i l t r e  
miZZipore ; G : g r i l l e  en forme de trépied.  

Le mi l ieu  de c u l t u r e  e s t  cons t i tué  de Leibowitz L15 (GIBCO) d i l u é  

à 70  O auquei son t  a jou tés  la0 ü / m i  de p é n i c l l i i n e  ec  100 ug/ml de s t r ep to -  

mycine a i n s i  que de l ' i n s u l i n e  (CHOLAY) à ra ison de 0,035 u / m l .  Les c u l t u r e s  

sont  maintenues à 2S°C dans une atmosphère normale. 



3 )  Mesure de l a  svnthèse de DNA. 

- I n  vivo. 

La synthèse de DNA e s t  appréciée par  l ' i ncorpora t ion  de 

thymidine t r i t i é e  ( a c t i v i t é  spécif ique : 1 Ci /mM,  CEA) ; l e  précurseur 

e s t  i n j e c t é  intrapéri ton6alement 8  h. (Fig. 3) avant  l e  prélévement du 

blastème à r a i son  de 40 u C i  par animal. 

Les blastèmes son t  a l o r s  homogénéisés individuellement dans 1  m l  

d 'eau d i s t i l l é e  à l ' a i d e  d 'un homogénéiseur de POTTER e t  ELVEHJE'M. Chaque 

homogénat e s t  t r a n s f é r é  dans un tube à e s s a i  p lacé  dans l a  glace fondante 

auquel e s t  a jou té  t m l  d 'eau  d i s t i l l é e  provenant du r inçage de l'homogéné- 

i seur .  Un échan t i l lon  de 0 ,4  m l  e s t  prélevé s o i t  pour l a  détermination 

de l a  quan t i t é  de p ro té ines  par  l a  méthode de LOWRY e t  c o l l .  (1951) modifiée 

(MARKWELL e t  @ o l l . ,  1978) ; s o i t  l a  détermination de l a  q u a n t i t é  de DNA p a r  

l a  méthode de CLIFFORD e t  c o l l .  (1979). 

Le volume r e s t a n t  (1,6 m l )  e s t  p r é c i p i t é  par  l ' a c i d e  t r i ch lo ro -  

acé t ique  (ATCA) (0,2 m l )  pendant 15 mn à O°C. Le p r é c i p i t é  e s t  r e c u e i l l i  

su r  un f i l t r e  en f i b r e  de ve r re  (WHATMAN GF/C) . Ce dern ie r  e s t  placé dans 

un tube contenant 6 m l  de liqUide s c i n t i l l a n t  (Lipoluma) e t  l a  r a d i o a c t i v i t é  

e s t  mesurée dans un compteur à s c i n t i l l a t i o n  (LKB, WALLAC 1215). 

- I n  v i t r o .  

Pour mesurer l a  synthèse de DNA i n  v i t ro ,  chaque blastème 

e s t  c u l t i v é  pendant 24 h. (Fig. 4 )  en présence de 3 u ~ i / m l  de thymidine 3~ 

( a c t i v i t é  spéci f ique  : 1 ~ i / r n ~ ,  CEA) 48  h. après  l ' exp lan ta t ion .  Les explants  

son t  a l o r s  r i n c é s  dans un mil ieu dépourvu de p récurseur . r ad ioac t i f  p u i s  

sub i s sen t  l e  même t ra i tement  q u ' i n  vivo. 

4 )  Techniques h is to logiques .  

- Microscopie photonique. 

Les blastèmes de régénérat ion d e s t i n é s  à l ' é t u d e  h is to logique  

son t  f i x é s  au l i q u i d e  de BOUIN HOLLANDE sans ac ide  acé t ique  pendant 48 h. 

Après lavage, l e s  échan t i l lons  son t  inc lus  dans l a  pa ra f f ine  e t  d é b i t é s  

en coupes s é r i é e s  de 5  à 7 um d 'épaisseur .  



Figure 3 : Evolution de l ' incorporation de l a  thymidine 'H i n  v ivo  en fonction 
du temps d ' incubation. 

iuo orotiines 

temps d.lncorparatton 
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Figure 4 : Evolution de l ' incorporation de l a  thymidine 3~ i n  v i t r o  en fonction 
du temps d'inc-bation. En*re parenthBses : nombre d 'échunt i l  tons 
u t i l i s é s .  $5 
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Les coupes sont  colorées  au Rouge Nucléaire/Picroindigo Carmin 

ou par  l a  r éac t ion  de Feulgen Rossenbeck e t  montées au Aam. 

Les régénéra ts  des t inés  à l ' ana lyse  du contenu nucléa i re  son t  . 

t r a i t é s  par  l a  méthode des  "squashs" selon l e  protocole suivant  : 
- - 

Après sépara t ion  du mésoderme de l 'épiderme, les 2 t i s s u s  son t  

t r a i t é s  pendant 20 minutes dans une solu t ion  de t ryps ine  à 2 p. 100 dans 

l e  l iqu ide  de STEINBERG dépourvu de calcium e t  magnésium à l a  température 

de 35OC, pu i s  f i x é s  dans l a  so lu t ion  de SMITH pendant 18 h. à 4OC. Après 

lavage à l ' e a u  courante pendant 24 h. ,  l e s  échan t i l lons  son t  s tockés 

dans l ' a l c o o l  70. Au moment de l a  colora t ion ,  l e s  échant i l lons  sont  écrasés  

e n t r e  deux lames dans une gout te  d ' ac ide  acé t ique  à 45 p. 100. L'ensemble 

des deux lames e s t  e n s u i t e  r e f r o i d i e  à - 40' C su r  une g a l e t t e  de carboglace ; 

chacune des  2 lames, après  sépara t ion  mécanique e s t  collodionnée e t  hydratée ; 

l e s  prépara t ions  son t  'ensuite  hydrolysées dans l ' a c i d e  chlorydrique SN à 

26OC pendant 1 h. La colora t ion  de DNA e s t  obtenue par  l a  " réact ion  nucléale" 

de FEULGEN e t  ROSSENBECK (1924) ; l e s  prépara t ions  son t  colorées  dans l e  

r é a c t i f  de SCHIFF (MERCK) pendant 1 h. à 26OC. 

- Mesure de l ' i n d i c e  mitotique. 

Toutes l e s  c e l l u l e s  présentant  une phase de mitose a l l a n t  

de l a  prophase à l a  télophase sont  dénombrées tou tes  l e s  deux coupes, tandis  

que l e  nombre t o t a l  de c e l l u l e s  blastémales e s t  dénombré tou tes  l e s  4 coupes. 

L ' indice  mitot ique e s t  évalué en f a i s a n t  l e  rappor t  du nombre 

de c e l l u l e s  en mitose s u r  un nombre de c e l l u l e s  supérieur ou égal  à 10.000. 

- Microscopie électronique.  

Les blastèmes sont  f i x é s  sendant  4 h. à 4' C dans une solu t ion  

de glutaraldéhyde à 2,5 % dans l e  tampon cacodylate de sodium 0 , l  M (pH 7 , 4 ) .  

Les p ièces  sont  ensu i t e  lavées  pendant 1 n u i t  dans l a  même solu t ion  tampon 

e t  post-f ixées au tétroxyde d'osmium à 1 % dans l e  même tampon à l a  tempéra- 

t u r e  ambiante. Les échan t i l lons  enrobés dans l ' a r a l d i t e  son t  d é b i t é s  en 

coupes semi-fines e t  u l t r a f i n e s  à l ' a i d e  d 'un ultramicrotome. Les coupes 

semi-fines sont  colorées  au bleu Azur à 0 , l  % ou au bleu de Toluidine à 

0 , 2  % ; l e s  coupes u l t r a f i n e s  sont  con t ras t ées  par  l ' a c é t a t e  d 'uranyle  à 

2 % pu i s  par  l e  c i t r a t e  de Plomb selon l a  technique de REYNOLDS (1963).  

Les coupes r e c u e i l l i e s  sur  g r i l l e s  nues sont  observées au 

microscope électronique JEOL.JEM 120 CX. 



5) Techniques d 'autoradiographie.  

L'autoradiographie a é t é  menée à l ' a i d e  de l a  thymidine 3 ~ .  

Cet te  technique a é t é  u t i l i g e  à l a  f o i s  in  vivo e t  i n  v i t r o  a f i n  de 

mesurer l ' i n d i c e  de marquage (IL = 
nombre de c e l l u l e  marquée 
nombre de c e l l u l e  t o t a l  

x 100) ; 

ce de rn ie r  e s t  é t a b l i  au microscope photonique s u r  un nombre de c e l l u l e  

supér ieur  ou é g a l  à 5.000. 

- In vivo.  

Les autoradiographies on t  é t é  r é a l i s é e s  d 'une  p a r t  après  

un temps d ' incubation c o u r t  ( l h . ) ,  d ' a u t r e  p a r t ,  après  un temps d ' incu- 

ba t ion  long (48h. e t  96h.) : dans ce dernier  cas  l e s  i n j e c t i o n s  de pré-  

curseur sont  répétées  t o u t e s  l e s  6 h. Le précurseur e s t  i n j e c t é  i n t r a -  

péritonéalement à ra ison de 2 0  uCi/animal ( a c t i v i t é  spéci f ique  : l C i / m M  

CEA) 4 jours ap rès  l a  dénervation. 

- In vitro. 
Les blastèmes excisés  son t  m i s  en présence de thymidine 3~ s o i t  

3 u C i / m l  ( a c t i v i t é  spéci f ique  : l C i / m M .  CEA) 48h. après  l e  début de l a  

cu l tu re .  Les échan t i l lons  son t  ensu i t e  t r a i t é s  pour l a  microscopie photo- 

nique 

- Microscopie photonique. 

Après montage des coupes sur  des lames gé la t inées  e t  ap rès  

déparaff inage,  les iames s o n t  déshydratées, séchées puis  recouvertes 

d'émulsion nucléa i re  NTB*III 5 0 / 5 0  dans l ' e a u  d i s t i l l é e ,  à 40°C. Les 

lames émulsionnées sont  conservées à l ' o b s c u r i t é  en atmosphère sèche 

pendant 12 jours puis  révélées  durant  2 minutes e t  demi dans l e  révéla-  

t eu r  KODAK D19B à 20°C. Les lames son t  ensui te  colorées  au Rouge nucléa i re-  

p i c r o  indigo carmin e t  montées dans l e  Xam. 

- Microscopie électronique.  

Les coupes s o n t  déposées sur des lames préalablement plongées 

dans une so lu t ion  de c e l l o ï d i n e  à 2 % dans l ' a c é t a t e  d'isoarnyle. Les coupes 

por tées  par  l e s  lames s o n t  con t ras t ées ,  par trempage des  lames dans une 

so lu t ion  d ' a c é t a t e  d 'uranyle  à 2 , 5 %  pu i s  l e  c i t r a t e  de plomb selon l a  

technique indicpéeprécédemment. Après r inçage , l e s  lames s o n t  séchées e t  

recouvertes d 'un  f i lm de carbone. E l l e s  sont  e n s u i t e  émulsionnées à 



l'aide de 1'~mulsion ILFORD L4 (1 volume pour 4 volumes d'eau distillée, à 

40' C), puis conservées à l'obscurité en atmosphère sèche pendant 5 semaines. 

Après révélation, le film de celloidine portant les coupes est séparé de la 

lame par immersion de celle-ci dans l'eau : les coupes sont alors récupérées 

sur des grilles et observées au microscope éiectronique. 

6) Cytophotométrie . 
Elle a été réalisée à l'aide d'un microphotomètre LEITZ MPVI 

sur des préparations de cellules de régénération squashées et colorées par 

la réaction de FEULGEN et ROSSENBECK. La quantité de DNA contenue dans les 

noyaux de ces cellules a été mesurée par la méthode des 2 longueurs d'onde 

(PATAU, 1952) respectivement à 570 et 498 nm, en utilisant les tables de 

MENDELSOHN (1958) ; elle est exprimée en unité arbitraire. L'étude a porté 

sur un minimum de 100 noyaux par tissu de blastème. Chaque population analysée 

est représentée sous forme d'histogramme de fréquence. Sur chaque histogramme, 

nous avons estimé la valeur moyenne 2C de la quantité de DNA des cellules 

quiescentes, puis calculé les valeurs correspondant à 3C (synthèse partielle 

du DNA) et 4C (synthèse complète du DNA) . 

7) Analyse automatique d'images microscopiques. 

a - Description de l'appareil. 
Elle est réalisée à l'aide du SAMBA 200 (Thomsoil-TITN), système 

d'analyse microscopique à balayage automatique dont le hardware et le software 

ont été décrits par BRUGAL et coll. (1979). Ce système en intégrant les para- 

mètres densitométriques et morphométriques permet de classer automatiquement 

les cellules dans les différentes phases du cycle cellulaire (GIROUD, 1982 ; 

MOUSTAFA et BRUGAL , 198 3)  . 
Le système se compose (Fig. 5) d'organes d'analyse, de commande, 

de traitement et des périphériques. 

Les organes d'analyse comprennent : 

- Un microscope disposant d'une platine porte lame motorisée dans 
les trois directions (X, Y, 2 )  . 

- Un module de balayage XI Y à miroirs croisés (Scanners). 

- Un capteur d'analyse ripide à barette de photodiodes. 
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Figure 5 : Schéma fonctionnel du Samba 2CO. 



- Un capteur d'analyse fine à photomultiplicateur 

- Un barillet porte-filtre à quatre positions(rouge, vert, 

bleu, et une quatrième longueur d'onde au choix de l'opérateur). 

Des organes de commande et de traitement : 

- Une électronique de commande des platines, des scanners X, Y 
du barillet porte-filtre et des obturateurs. 

- Une électronique d'acquisition des signaux délivrés par les 
capteurs photodiodes et photomultiplicateur. 

- Les interfaces avec le système informatique. 
- Un processeur de commande et de contrôle exécutant toutes 

les fonctions logicielles liées au matériel. 

- Un processeur detraitement supportant les logiciels d'appli- 
cation. 

- Une mémoire commune de 112 Koctets. 
- Une mémoire image de 256 X 256 x 19 bits, dont 1 bit d'overlay. 

Les périphériques. 

- Un écran couleur pour l'affichage des images de toutes 
les indications nécessaires à l'opérateur. 

- Un lecteur enregistreur de cassettes pour le chargement 
des programmes spécifiques de l'application ("Floppy disks"). 

- Un pupitre de commande. 

Processus d'acquisition des images de cellules. 

a) Acquisition. 

L'acquisition se fait en deux étapes. La première, à 

basse résolution, permet de repérer sur la lame les celluies isolées destinées 

à être analysées et classées ; la deuxième, à haute résolution, donne de la 

cellule centrée dans le champ du microscope une ou plusieurs images. Cette 

décomposition de l'acquisition permetd'accéXrerconsidérablement la cadence 

d'acquisition des cellules. 

 acquisition à basse résolution se fait par l'intermédiaire 

de la barette et du déplacement automatique de la lame devant l'objectif : en 

sommant quatre photodiodes consécutives de la barette, on obtient une image 

formée de 64 lignes de 64 points à la résolution maximale de 25 Dm. 



Les images de por t ions  de lames a i n s i  acquises sont  p lacées  

par  l e  processeur de commande dans l a  mémoire commune. E l l e s  son t  analysées 

ensu i t e  pa r  l e  deuxième processeur q u i  ca lcu le  pour chaque o b j e t ,  i s o l é  p a r  

un s e u i l ,  l e s  paramètres de surface  e t  de périmètre a i n s i  qu'un fac teur  de 

forme ( rappor t  périmètre2/surf ace ou p2/s)  e t  l a  dens i t é  optique in tégrée .  

Le processeur de t ra i tement  conserve ensu i t e  dans une t a b l e  

l e s  adresses  des o b j e t s  dont l e s  va leur s  des paramètres s o n t  ceux d'une c e l l u l e  

i so lée .  Les amas de c e l l u l e s  o n t  en e f f e t ,  s o i t  une surface  e t  un fac teur  de 

forme é levés  dans l e  cas  de c e l l u l e s  s e  touchant,  s o i t  un fac teur  de forme 

élevé mais une su r face  moyenne dans l e  cas  de c e l l u l e s  s e  chevauchant. 

Lorsque l e  nombre requ i s  de c e l l u l e s  repérées e s t  a t t e i n t ,  

l e  processeur de t r a i t ement  commande l e  positionnement e t  l ' a c q u i s i t i o n  en  

une ou p lus ieu r s  images spectralement d i f f é r e n t e s  des  o b j e t s  dont il a mémorisé 

l a  pos i t ion .  Cette  phase s e  f a i t  également en bascule e n t r e  l e s  deux processeurs,  

l e  premier acquérant l e s  images e t  l e  deuxième les t r a i t a n t .  

6) Traitement. 

Le schéma global  du t ra i tement  des images haute r é so lu t ion  

e s t  l e  su ivant  : 

- segmentation de l ' image pour c l a s s e r  chaque p o i n t  dans 

l ' u n e  des  c l a s se  : fond, noyau, cytoplasme.; 

- él iminat ion  des  po in t s  a r t e f a c t u e l s  : point  d ' o b j e t  ou 

de fond i s o l é s  ; 

- paramétr isa t ion  des  o b j e t s  su r  l a  base de 2 t ra i tements  : 

. étude de l a  connexité pour évaluer  l e s  paramètres de 

t ex tu re  e t  de couleur : luminance, sa tu ra t ion ,  t e i n t e  moyenne e t  in t ég rée ,  

histogrammes, paramètres e x t r a i t s  des matrices de cooccurence e t  des matr ices  

de longueurs de sec t ions . ;  

. étude du contour pour évaluer  les paramètres de forme : 

énergie de courbure, nombre de lobes , e t c  ... 

Dix h u i t  paramètres son t  analysés : 

- Les paramètres densitométriques 

. La dens i t é  optique in tég rée  ( D . O . 1 )  : mesure l a  

quan t i t é  de DNA nucléa i re  exprimée en un i t é s  a r b i t r a i r e s .  

. La dens i t é  optique moyenne (D.O.Mï.; rapport  e n t r e  

l a  D . O . 1  e t  l a  surface  du noyau : l a  D.O.M. augmente avec l a  concentrat ion du 

DNA nucléa i re .  



. La variance de l a  d e n s i t é  optique 4D.O.V) : mesure 

l ' hé té rogéné i t é  densi tométrique du noyau. 

- Les paramètres de t e x t u r e  : Ces paramètres mesurent l a  

d i s t r i b u t i o n  des niveaux de g r i s  dans l ' o b j e t  pa r  référence  au degré d 'hé té-  

rogénéité  e t  au c a r a c t è r e  de l a  r é p a r t i t i o n  de l a  chromatine. Les paramètres 

sont  dédu i t s  des matr ices  de cooccurence e t  des  longueurs de sec t ion  se lon 

l e s  méthodes d é c r i t e s  pa r  PRESSMAN (1976) e t  DURIE e t  c o l l .  (1978) e t  adaptées 

pour l e  sofware du SAMBA 200 par  CHASSERY (1980) ; l a  matrice de cooccurence re- 

présente l a  fréquence des  couples de po in t s  (séparés  drune d i s t ance  donnée dans 

une d i r e c t i o n  donnée) a s soc ian t  deux niveaux de g r i s  ; l e s  250 niveaux originaux 

sont  regroupés en 8 ou 16 c l a s s e s  pour é t a b l i r  l a  matr ice de cooccurence ; 

l a  matr ice des longueurs de  sec t ion  qu i  représente  l e  nombre de segments de 

l ' image de  longueur donnée e t  dont tous l e s  p o i n t s  appart iennent  à l a  c l a s s e  

de niveau donné. 

. Contraste : mesure l e  nombre de pointsde jonction e n t r e  

l e s  régions  nucléa i res  de va leurs  d ' e x t i n c t i o n  d i f f é r e n t e s ,  e l l e  augmente avec l e  

nombre d ' î l o t s  de chromatine denses e t  bien séparés. 

. Moyenne loca le  : mesure l e  degré global  de condensation 

de chromatine p u i s q u ' i l  e s t  en co r ré la t ion  avec l a  DOM. 

. Dist r ibut ion  des niveaux de g r i s  : mesure l ' un i fo rmi té  

de l a  d i s t r i b u t i o n  de l a  d e n s i t é  optique. 

. Dist r ibut ion  des cour tes  e t  longues sec t ions  : mesure 

l a  fréquence de f a i b l e s e t  f o r t e s  condensations de  chromatine. 

- Les paramètres morphométriques : 

. Surface (SI 

. Périmètre (Pl 
2 . Facteur forme P /A  

Energie de courbure. 

y) C lass i f i ca t ion .  

Le bu t  e s t  de reconnaï t re  automatiquement l a  c e l l u l e  au vu 

des paramètres qu i  l u i  son t  a s soc iés  . Deux méthodes de c l a s s i f i c a t i o n  s t a t i s -  

t iques  son t  u t i l i s é e s  pour l a  reconnaissance automatique des phases du cycle  

c e l l u l a i r e  : l ' une  nécess i t e  un apprentissage p réa lab le  du SAMBA 2 0 0  (analyse 

l i n é a i r e  discriminante)  l ' a u t r e  permet une reconnaissance automatique non 

supervisée.  



- Méthode de reconnaissancenon supervisée. 
C'est une méthode de reconnaissance d'une variable continue 

au moyen d'un processus d'interrogation séquentiel selon EMPTOZ et coll. (1978) 

et TERRENOIRE ~ ~ T O U N I S S O U X ( ~ ~ ~ ~ ) .  Elle a été adaptée aux problèmes de recon- 

naissance des phases du cycle cellulaire par MOUSTAFA et BRUGAL (1983). 

. Princi~e. 
Etant donné une population X, on considère une applica- 

tion w de X dans [0,1] définissant la variable dite "à expliquer". Pour un 

individu x de XI w(x) représente la variable de comportement ou privilégiée 

(dans notre cas, c'est la densité optique). On dispose d'un ensemble de varia- 

bles explicatives : QI .  . . . Qm chacune de ces variables est supposée ne 

posséder qu'un nombre fini d'états et ainsi peut-être identifiée à une parti- 

tion de X: 

Nous dirons que QJ est une question d' issues Q j j . Pour un individu 
j * - * . Q a j  xe X, on note Q (XI l'élément de la partition auquel appartient x , et on 

j j dit que Q (x) est la réponse de x à la question Q . 
j A chaque pas la population X est soumise à la question Q ; les 

variances des 2 sous populations sont calculées et la question qui permet 

d'avoir la somme des variances la plus minimale est retenue. Elle permet donc 

la bipartition de Q1 et correspond au caractère le plus discriminant explicatif. 

Cette méthode est une méthode séquentielle à structure arborescente. 

Ces auteurs ont mis au point une nouvelle méthode à structure 

non arborescente en utilisant les tests de Student et Fischer-Snedecor pour 

comparer les moyennes des sous-populations classées; ainsi les erreurs sont 

reparées par des fusions à chaque pas. 

- Analyse discriminante et analyse canonique. 
Cette analyse que GIROUD (1982) a adaptéeaux problèmes 

de reconnaissance des phases du cycle cellulaire correspond à un programme 

d'analyse discriminante (programme 7 X) de la bibliothèque du CICG. 



. Principe  

X c e l l u l e s  cho i s i e s  ( d é f i n i e s  selon n paramètres) sont  

i n t r o d u i t e s  en t ê t e  d 'analyse  pour chacune des  k c l a s s e s  à discr iminer  ( c ' e s t  

à d i r e  pour chacune des  phases du cycle c e l l u l a i r e ) .  Ces " c e l l u l e s  chois ies"  

s e r v i r o n t  de base de ca lcu l .  

Le but  de l ' ana lyse  discriminante q u i  f a i t  s u i t e  e s t  de chercher 

parmi l 'ensemble des  n paramètres qui  c a r a c t é r i s e  une c e l l u l e ,  ceux q u i  condui- 

s e n t  à l a  meil leure d iscr iminat ion  des c e l l u l e s  dans l e s  d i f f é r e n t e s  phases du 

cycle c e l l u l a i r e .  

Le programme opère pas  à pas en n é t apes  successives,  il y a au tan t  

d ' é t ape  q u ' i l  y  a  de paramètre ; il cherche à chaque é tape  quel  paramètre d o i t  

ê t r e  p o i n t  aux paramètres l e s  p lus  d iscr iminants ,  d é j à  sélect ionnés au cours 

des  précédentes é t apes  ou b ien  quel  paramètre d o i t  ê t r e  é c a r t é  de l ' a n a l y s e  

c a r  "non discriminant",  a f i n  de maximiser l e  pourcentage d 'observations bien 

c la s sées  : l e  paramètre l e  p l u s  discriminant  é t a n t  c e l u i  qu i  demeure l e  p lus  

cons tant  pour l e s  d i f f é r e n t s  éléments d'une même c lasse .  

A chaque étape,  l e  programme c a l c u l e  a u t a n t  de fonctions discrimi-  

nantes q u ' i l  y a  de c l a s ses :  c e s  fonctions d iscr iminantes  sont  d é f i n i e s  comme 

des  fonct ions  l i n é a i r e s  de y va r i ab les  ou paramètres ( 1 < y < n) : à chaque 

nouvelle étape,  ces  fonct ions  discriminantes inc luen t  ou non une nouvelle va- 

r i a b l e  mr un nouveau paramètre e s t  p r i s  en considérat ion.  

Quand l e  processus prend f i n ,  k fonct ions  l i n é a i r e s  de n paramètres 

au p lus  ( fonct ions  de vraisemblance ) son t  d é f i n i e s ; à  chacune des k c l a s s e s  

envisagées e s t  a f f e c t é e  une fonction de vraisemblance ; l e s  k fonct ions  a i n s i  

d é f i n i e s ,  d i f f é r e n t  l e s  unes des a u t r e s  pa r  l e s  c o e f f i c i e n t s  a t t r i b u é s  à 

chacun des  n paramètres. Le programme indiquera quels  sont  l e s  c o e f f i c i e n t s  

des  d i f f é r e n t s  paramètres pour chacune des  fonct ions  de vraisemblance. 

Lorsque l e s  fonct ions  de vraisemblance sont  a i n s i  déterminées, on 

ca lcu le  l e  pourcentage de c e l l u l e s  bien rec lassées  : l e s  va leurs  des  n paramè- 

t r e s ,  de chaque 'be l lu le  cho i s i e"  i n t r o d u i t e  en t ê t e  d 'analyse permettent  de 

ca lcu le r  l a  valeur p r i s e  par  chacune des k fonct ions  de vraisemblance caracté-  

r i s t i q u e  de l a  c l a s s e  qu i  correspond à l a  fonct ion  de vraisemblance ayant  l a  

p lus  f o r t e  valeur.  

Enfin, l e  problème d ' i d e n t i f i c a t i o n  a postsrior/i d'une nouvelle 

c e l l u l e  s e  résume de l a  façon suivante : 

- On suppose que l a  nouvelle c e i l u l e  appar t i en t  sûrement à l ' u n e  

des c l a s s e s  considérées in i t i a l ement  ; 





- On c a l c u l e  l e s  p robab i l i t é s ,  a postePioPi, pour une c e l l u l e  

d ' appar ten i r  à l 'une  des  c l a s s e s  e t  on décide d ' a f f e c t e r  l a  c e l l u l e  à l a  c l a s se  

correspondant à l a  p l u s  f o r t e  p r o b a b i l i t é  : l e s  p r o b a b i l i t é s  a posteriori de 

classement d'une c e l l u l e  dans une c l a s s e  sont  des  fonctions c ro i s san tes  des  

fonctions de vraisemblance. 

Selon l a  présenta t ion  f a i t e  ci-dessus de l ' a n a l y s e  discriminante 

mise en oeuvre, chaque c l a s s e  discriminée au s e i n  de l a  population considérée 
n 

est ca rac té r i sée  por  une fonct ion  l i n é a i a e  d é f i n i e  dans R (n  é t a n t  l e  nombre 

de paramètres) ; chaque élément de l a  population e s t  un p o i n t  dont l e s  coordon- 

nées l e  s i t u e n t  dans un espace à n dimensions : c e t  espace e s t  appelé " l ' espace  

des  individus".  

. Analyse canonique. 

Le b u t  de c e t t e  analyse canonique e s t  de d é f i n i r  l e  

plan de "projection" (plan f a c t o r i e l )  s u r  l eque l  l 'ensemble des po in t s  de l a  

populat ion présentera  l a  meil leure d ispers ion  a f i n  de favor i se r  l a  l e c t u r e  

du nuage a i n s i  obtenu. Le p lan ,  d é f i n i  s u r  R2, présente  un repère orthogonal ; 

su r  chacun des axes est  por tée  une va r i ab le  canonique d é f i n i e  comme une fonc- 

t i o n  l i n é a i r e  de n paramètres con6idérés a f f e c t é s  d'un c o e f f i c i e n t  p a r t i c u l i e r .  

Au terme d'une analyse canonique f a i s a n t  in te rven i r  n paramètres, 

n va r i ab les  canoniques sont  calculées.  Alors que l e  ca lcu l  des fonct ions  de 

vraisemblance é t a i t  basé su r  l a  valeur du pouvoir discriminant  d'un paramètre 

donné, l e  ca lcul  d e s  va r i ab les  canoniques e s t  basé su r  l a  détermination du 

paramètre q u i  exprime l e  p lus  l a  d ispers ion  de l a  population étudiée.  

Lorsque l e s  n va r i ab les  canoniqies son t  déterminées, l a  matr ice 

de covariance correspondante e s t  é t a b l i e  puis  diagonalisée : l e s  v a r i a b l e s  

canoniques sont a l o r s  décorre lées .  La va r i ab le  canonique a l o r s  a f f e c t é e  de 

l a  qaleur l a  plus é levée  su r  l a  diagonale de l a  matr ice,  s e r a  considérée 

comme "premier axe" d é f i n i s s a n t  l e  p lan  f a c t o r i e l  optimal . Le second axe 

sera  c h o i s i  perpendiculairement au premier e t  de façon à ce  que l a  d ispers ion  

des c e l l u l e s  de l a  populat ion s o i t  également maximale. Dans ce nouveau repère 

orthogonal,  chaque élément e s t  donc d é f i n i  par  un simple couple de coordonnées. 

La v a l i d i t é  de l a  c l a s s i f i c a t i o n  de TERRENOIRE e s t  t e s t é e  par  

l ' a n a l y s e  discriminante,  l e s  e r reur s  son t  analysées au moyen d'une matrice 

de confusion. 



CHAPITRE 1 

ÉVOLUTION DE LA SYNTHÈSE DE DNA ET DE L' INDICE 
MITOTIQUE APRÈS DÉNERVATION 

1 - EVOLUTION DE LA SYNTHESE DE DNA APRES DENERVATION. 

A - RESULTATS. 

L'évolut ion de l a  synthèse du DNA après  dénervation a é t é  appré- 

c i é e  par  l ' i ncorpora t ion  de thymidine 3~ ; l ' é t u d e  a é t é  r é a l i s é e  i n  v ivo  

e t  i n  v i t ro .  

1 )  In vivo.  

Deux s é r i e s  expérimentales o n t  é t é  ef fec tuées  : dans l a  première, 

l a  synthèse de DNA e s t  é tud iée  dans l e  blastème e n t i e r  e t  l a  r a d i o a c t i v i t é  e s t  

ramenée aux p ro té ines  du blastème mesurées par  l a  méthode de LOWRYmodifiée ; dans 

la  deuxième, l a  synthèse de DNA e s t  é tud iée  dans l 'épiderme e t  l e  mésoderme 

séparément e t  l a  r a d i o a c t i v i t é  e s t  ramenée à l a  quant i té  de DNA mesurée pa r  

l a  méthode de CLIFFORD. 

a )  Synthèse de DNA dans l e s  blastèmes e n t i e r s .  

Les r é s u l t a t s  sont  consignés dans l e  tableau 1 su r  l a  f i g u r e  6.  

l T  I D. I Te. 1 D/Te. l 

Tableau 1 : Incorporazion de thymidine t r i t i g e  en cpm/ug des protéines dons 
des blastèmes de pattes déneruées (D) e t  témoins (Te) en fonction 



du terrips de post-dénervation (Tl .  Le rapport (D/Te) a été caZcuZé 
à partir du témoin 24 h. Les astér-isques indiquent que Za d i f f é -  
rence entre les  blastèmes dénerués e t  témoins e s t  s igni f icat ive 
avec m risque inférieur ou égal à 5 % ; entre parenthèses Ze nom- 
bre de b Zastèmes u t i l i s é s .  

INCORPORATION DE 'H THYMIDINE 

O,! 

I 
O 24 48  72 96 168 heures d e  

p o s  t-dénervation 

Figure 6 : Rapport des incorporations de thymidine 3~ des bZastèmes dénervés (DI 
e t  témoins (Te) en fonction du temps de post dénervation . 

Ces r é s i i l t a t s  ar>r.tzerit p e  l a  synthPse de DNA diminue à mesure que 

l e  temps de dénervation s ' a c c r o î t  pour a t t e i n d r e  30 % de l a  valeur des blastèmes 

innervés après  4 jours de dénervation, va leur  qu i  s e  maint ient  jusqu'à 168 h. 



Synthèse de DNA dans l'épiderme et le mésoderme du blastème. 

Les résultats sont consignés dans le tableau 2 et sur la 

figure 7. 

incorporation de thymidine 3~ 
(% du témoin) 

épiderme 

l!ki!i mésoderme 

96 temps de post-dénervation 
(heures) 

Figure 7 : Influence de la durée de dénervation sur l e s  synthèses de DNA du 
mésoderme e t  de l'épiderme ; les rectangles indiquent la mgyenne 
e t  l e s  t r a i t s  verticaux 1 / 2  écart-type. 

Tableau 2 : Pourcentage des incorporations de thymidine 3~ des b lastèmes dénervés 
(D) e t  temoins (Te) en fonction du temps de post-dénervation ( T ) .  

T 

4 8 h .  

96 h. 

Epiderme (D/T~ ) 

x ( 3 )  5 2 , 4 0 + 3 6 , 7 5  

x(4 )  25,72 r 12,59 

Mésoderme (D/T~) 

x ( 3 )  21,80 f. 9,02 

x ( 4 )  14,75 + 8,67 



Comme dans l e s  blastèmes en t i e r s ,  l a  synthèse de DNA de l ' ép i -  

derme e t  du mésoderme chute après dénervation e t  ce ,  d 'autant  plus  que l e  

temps de dénervation e s t  plus long. D'autre pa r t ,  on constate que l a  diminu- 

t ion de synthèse de DNA e s t  pour un même temps de dénervation plus importante 

dans l e  mésoderme que dans l'épiderme. 

Nous avons v é r i f i é  ces r é s u l t a t s  par l ' é tude  autoradiographique 

de blastèmes de Pleurodèle ayant reçu une dose int rapér i tonéale  de thymidine' 3~ 

pendant 1 heure avant l a  f ixa t ion  (marquage bref)  e t  ce  pour des blastèmes 

dénervés depuis 96 h. Le pourcentage de ce l l u l e s  marquées ( indice  de marquage) 

a é t é  mesuré à l a  f o i s  pour l'épiderme e t  l e  mésoderme de l a  pa r t i e  d i s t a l e  

du blastème ( s o i t  sur  une longueur de 200 vm) ( f i g .  8 e t  P l .  II, f ig .  a r br c 

e t  d ) 

indice de marquage 
(% du témoin) 

'O0 t --I-II)...I~--.I-I<I~I.L-~---I)-iII-.I (témoin) 

épiderme 

E#fl mésoderme 

9 6 temps de post-dénervation 
(heures) 

Figure 8 : Influence de Za dénervation sur les  indices de marquage de 
Z 'dpidemze i 3 C  + 9 9 0 ; .  e t  da in~sodsnne (46 f :O %! . Paur c7zccwb 
de ces deux t issus,  Za différence avec Le témoin e s t  significative 
avec un risque inférieur ou égal à 5 %. 



Ces r é s u l t a t s  montrent que l e s  indices  de  marquage de l 'épiderme 

e t  du mésoderme sont s igni f ica t ivement  a f f e c t é s  p a r  l a  dénervation. L e s  dimi- 

nutions s o n t  respectivement pour l 'épiderme e t  l e  mésoderme de 70 % e t  54 %. 

2Y In v i t ro .  

Comme i n  Vivo, i a  mesure de l a  synthèse de DNA a é t é  e f fec tuée  

s u r  l e  blastème complet pu i s  s u r  l e s  deux t i s s u s  composant ce lu i -c i .  

a )  Synthèse du DNA dans l e s  blastèmes e n t i e r s .  

E l l e  a é t é  r é a l i s é e  par  LASSALLE (1983) .  Deux l o t s  de b l a s -  

tèmes on t  été m i s  en c u l t u r e  s e u l s  ou en présence d e  ganglions spinaux s u r  

l e  mil ieu de Leibowitz L 15 pendant 48 h . ,  l a  thymidine 3~ e s t  ensui te  a j o u t é e  

aux deux l o t s  pendant 24 h. e t  l a  r a d i o a c t i v i t é  e s t  ramenée à l a  quan t i t é  de 

p ro té ines  des  blastèmes (Fig. 9) . 

, incorporation de thymidine 3~ 

(%  du témoin) 

- ~ - 1 - œ - - 1 - - - - - - 1 - - 1 - - I œ œ I I I I - -  A 
(témoin) 

blastèmes entiers 

Figure 9 : I n ~ ~ r p o r a t i o n  de Za thymidine 3~ des blastèmes explantés e t  
cu l t i vés  pendant 3 jours; A : en présence d'un ganglion nerveux ; 

B : en l'absence drwz ganglion nervem.  (D'après LASSALLE, 1 9 8 3 ) .  



Les résultats obtenus montrent que les capacités de synthèse 

du DNA des blastèmes cultivés en l'absence de tissu nerveux, correspondent 

à 62 % de celles mesurées sur les blastèmes cultivés en présence de ganglions 

nerveux. 

b) Synthèse des DNA dans l'épiderme et le mésoderme du blastème. 

Deux lots de blastèmes ont été utilisés et la thymidine 3~ 

est ajoutée après 48 h. et 72 h. de culture, l'épiderme et le mésoderme sont 

séparés avant la mesure de la radioactivité qui est ramenée à la quantité de 

DNA des blastèmes (Fig. 10 et tableau 3 )  . 

incorporation de thymidine 3~ 
( %  du témoin) 

6 

épiderme 

mésoderme 

96 temps de culture 
(heures) 

Figure 10 : Incorp,ration de Za thymidine 3~ dans l e s  deux t i s s u s  formant l e  
blastème après 3 e t  4 jours de cultixre. 



Tableau 3 : Pourcentage des incorporations de thymidine 3~ par rapport au 
témoin (blastème avec ganglion nerveux) en fonction du temps 

T. 

72 h. 

96 h. 

- - 
de culture ( T l .  

Ces r é s u l t a t s  montrent que la synthèse du DNA dans l 'épiderme e s t  

s igni f ica t ivement  a f f e c t é e  par  l a  c u l t u r e  en l ' absence  de ganglions nerveux 

seulement après  q u a t r e  jours de c u l t u r e ;  par  cont re  l e  mésoderme s u b i t  une 

diminution de synthèse de DNA d 'environ 50 % dans l e s  deux temps de cu l tu re  

é tudiés .  

Epiderme 

( %  du témoin) 

(10) 102,45 i 3 ~ ~ 7 3  

~ ( 9 )  74,80 i 33,58 

B - DISCUSSION. 

Mésoderme 

(% du témoin) 

~ ( 1 0 )  47138 +40,85 

~ ( 9 )  48,20 t32 ,42 

L ' incorporat ion de l a  thymidine 3~ t r adu i san t  essent ie l lement  

une synthèse de DNA (JABAILY e t  SINGER, 1977),nos r é s u l t a t s  o n t  montré des chan- 

gements s i g n i f i c a t i f s  dans la synthèse de DNA ap rès  dénervation i n  v ivo ,  chan- 

gements q u i  se  t r a d u i s e n t  par  une chute rapide  de ces  synthèses durant  l e s  2 

premiers jours su ivan t  l a  dénervation , p lus  l e n t e  pour l e s  2 jours q u i  su ivent  ; 

au bout du quatrième jour l e  niveau de synthèse a t t e i n t  un p la teau  q u i  se  

maintient  au moins jusqu'au septième jour de post-dénervation. 

Ces r é s u l t a t s  son t  globalement en accord avec ceux obtenus précé- 

demment p a r  d ' a u t r e s  auteurs  (DRESDEN, 1969, ; SINGER e t  CASTON, 1972) sur  une 

a u t r e  espèce de t r i t o n  l'riturus vir?:descens (TablAau 4) ; il convient  de noter  

que c e t t e  diminution des capac i t é s  de synthèse de DNA des  blastèmes dénervés 

t r a d u i t  une chute générale de l ' a c t i v i t é  métabolique des blastèmes après  déner- 

va t ion  puisque l e s  synthèses de RNA e t  de proté ines  sont  a f f e c t é e s  dans des 



propor t ions  s i m i l a i r e s  (DRESDEN, 1969 ; SINGER e t  CASTON, 1972). 

Tableau 4 : Rés& des travaux r e l a t i f s  à la  mesure de Za synthèse de DNA 
des biiastèmes dénervés (Dl e t  innervés (Te) .  

Lorsque des  mesures de synthèse de DNA son t  e f fec tuées  non p lus  

su r  l e  régénéra t  complet mais su r  l e s  deux t i s s u s  q u i  l e  cons t i tuen t ,  on 

cons ta te  que l e  mésoderme e s t  préférent ie l lement  a f f e c t é  par  l a  dénervation. 

En e f f e t ,  l e s  capaci tés  de synthèse de ce lu i -c i  son t  r é d u i t e s  au quar t  de 

l e u r  va leur  i n i t i a l e  a l o r s  que c e l l e s  de l 'épiderme ne l e  son t  que de moi t ié  

pour une dénervation de  48 h. e t  à une valeur légérement supérieure pour une 

dénervation de 96 h. Les va leurs  que nous avons obtenues chez l e  ~ l e u r o d è l e  

son t  d ' a i l l e u r s  s i m i l a i r e s  à c e l l e s  avancées. par  GERAUDIE e t  SINGER (1978) 

dans un t r a v a i l  semblable e f fec tué  s u r  une a u t r e  espèce. C e s  au teurs  o n t  

cons ta té ,  en e f f e t ,  que des  blastèmes de lirotophthalmus viridescens dénervés 

au s t ade  cône présentent  après  48 heures de dénervation une synthèse de DNA 

p l u s  importante dans l 'épiderme (57 % du témoin) que dans l e  mésoderme (28 % 

du tér,loin) ; t ou te fo i s ,  GEBAUDIE e t  SINGER n 'ont  pas  mesuré l a  synthèse de DNA 

au d e l à  de 48 h. de dénervation.  

Durée de  

dénervation 

- 21 h. 

- 52 h. 

- 100 h. 

- 24 h. 

- 51 h. 

Stade e t  

température 

p a l e t t e  

23 + 1°c 

cane 

25 O 

Auteurs e t  

année 

DRESDEN 

(1969) 

SINGER e t  

CASTON 

(1972) 

Synthèse de 

DNA 

D / T ~ .  

0,  66 

0,34 

O124 

0172 

0,53 

Matér ie l  

DiemictyZus 

viridescens 

T ~ - ~ ~ u . P u s  

viridescens 



Cependant, l e s  r é s u l t a t s  que nous avons obtenus par  l a  mesure 

de  l ' i n d i c e  de marquage, s ' i l s  confirment que l e s  deux t i s s u s  du blastème 

épiderme e t  mésoderme s o n t  a f f e c t é s  par  l a  dénervation appara issent  en con- 
1 

t r a d i c t i o n  avec l e s  observations concernant l a  moins grande s e n s i b i l i t é  de  

l 'épiderme à l a  dénervation. En e f f e t ,  on consta te  que l a  diminution de c e t  

ind ice  consécutive à l a  dénervation e s t  p lus  importante pour l'épiderme (70 % 

pour 4 jours  de dénervation) que pour l e  mésoderme (54 %) t i s s u  pour l eque l  

d ' a i l l e u r s  d ' a u t r e s  au teurs  ( tableau 5)  on t  obtenu des  r é s u l t a t s  s i m i l a i r e s  

aux n6tres.  

Tableau 5 : Résumé des travaux r e l a t i f s  à la mesure de Z 'indice de marquage 
des ce Z ZuZes mésoderm~~aues de b Zastèmes dénervés (DI ei: innervés 
(Te) . Astérisques : valeur estimée d 'après une représentation 
graphique. 

Auteurs e t  

année 

TASSAVA e t  

c o l l .  (1974) 

MESHER e t  

TASSAVA ( 1975) 

MADEN 

( 1978) 

TASSAVA e t  

Mc CULLOUGH 

( 1978) 

Durée de 

dénervation 

7 jours 

- - - 

14 jours 

4 jours 

6 jours 

O jour 

8 jours 

Matériel 

Arnb yst0ma 

mexicanwn 

NotophthaZmu:: 

viridescens 

Amb y S ~ O ~ U  

rnexicmwn 

Amb ystoma 

mex-icanwn 

Stade 

Dédifféren- 

t i o n  

-- 

Dédif f éren- 

t i o n  

Dédifféren- 

t i o n  

C6ne 

précoce 

Indice 
de marquage 

D 

1 0 %  

-- - - 

18,25% 

30 % 

1 5 %  

x 8 0 % x 8 0 %  

X 30 % 

Te. 

2 0 %  

- 

33,83% 

42 % 

6 0 %  

x 60 % 



Sans doute f a u t - i l  t e n i r  compte de l a  façon dont  l a  synthèse de 

DNA e s t  appréciée pour i n t e r p r é t e r  ces  r é s u l t a t s  ; en e f f e t ,  l a  mesure de l ' i n -  

corporat ion de thymidine 3~ e s t  r é a l i s é e  dans un c a s  par  sc in t ig raph ie  à 

p a r t i r  de blastèmes m i s  en présence des  précurseurs  pendant 8 h. a l o r s  que 

dans l f a u t r e  cas ,  e l l e  e s t  e f fec tuée  pa r  autoradiographie par  mesure des  indi-  

ces  de marquage après  un temps d ' incubat ion  bref  (1  h . ) .  Dans ces  condi t ions  

on d o i t  considérer  que l a  f a i b l e s s e  de l ' i n d i c e  de marquage de l 'épiderme 

comparativement au mésoderme (Tableau 6) r é s u l t e  de ca rac té r i s t iques  pa r t i cu -  

l i è r e s  du cycle  c e l l u l a i r e  des  c e l l u l e s  épidermiques compte-tenu du f a i t  que 

ces  c e l l u l e s  sont  sous l e  cont rô le  de f a c t e u r s  hormonaux l i é s  à l a  mue. En 

e f f e t ,  à l a  p r o l i f é r a t i o n  normale de l 'épiderme en r e l a t i o n  avec l a  régénéra- 

t i o n  s e  superpose l ' a c t i v i t é  cyclique de  ces  c e l l u l e s  en r e l a t i o n  avec des  

décharges périodiques de thyroxine qu i  déterminent un c e r t a i n  synchronisme 

dans ce  t i s s u  (comparativement à . l 'asynchronisme des  c e l l u l e s  mésodermiques) . 
Cette s i t u a t i o n  se t r a d u i r a i t  donc par  une augmentation r e l a t i v e  de l a  durée 

de l eu r  cycle  e t  e x p l i q u e r a i t  donc l e  f a i b l e  ind ice  de marquage de ces  c e l l u l e s .  

En conséquence, l a  méthode du marquage bref  n ' appara î t  pas f i a b l e  pour comparer 

deux t i s s u s  a u s s i  d i f f e r e n t s  ; nous nous abst iendrons donc d ' u t i l i s e r  l e s  

r é s u l t a t s  de c e t t e  méthode dans l a  d iscuss ion de ce  chapi t re .  

Tableau 6 : Indices de marquages des ceZZuZes épidermiques e t  mésodermiques de 
blastèmes dénervés (D) e t  innervés (Te) après 96 h. de post déner- 
vation. 

T 

96 h. 

Epiderme Mésoderme 

D 

( 3 )  3,97 k 1,17 

D 

(3)  22,53 2 4,83 

Te. 

(3 )  13,17 t 2,04 

Te. 

(3)  48,83 t 7,37 



I n  v i t r o ,  l 'absence du t i s s u  nerveux associé  au  blastème empèche 

l e s  explants  d ' a t t e i n d r e  l e  niveau de synthèse en DNA des  blastèmes assoc iés  

à un ganglion s p i n a l  (D/Te = 62 % ) .  Cette d i f f é rence  de niveau métabolique e s t  

due essent ie l lement  à l a  diminution des capaci tés  de synthèse du mésoderme, 

puisque dans nos condi t ions  expérimentalesIl tépiderme n ' e s t  s igni f ica t ivement  

a f f e c t é  pa r  l ' absence  de t i s s u  nerveux qu'après 4 jours de cu l tu re .  
- 

Des r é s u l t a t s  comparables ont  é t é  obtenuspar VETHAMANY-GLOBUS 

e t  c o l l .  (1978) chez NotophthaZmus vir idescens.  Ces aiiteurs on t ,  en e f f e t ,  

observé une diminution de l a  synthèse de DNA de 27 % pour l 'ensemble du 

blastème après  36 h. de cu l tu re  dans un mil ieu contenant quat re  f o i s  p l u s  

d ' i n s u l i n e  que l e  n a t r e  ; t o u t e f o i s ,  ces  auteurs  n 'on t  pas  recherché q u e l l e  

é t a i t  l a  p a r t  de chacun des  t i s s u s  du blastème dans c e t t e  diminution de 

synthèse. 

L ' incorporat ion de thymidine 3~ r e f l è t e  essentiel lement l e s  synthè- 

s e s  de DNA q u i  précèdent  l a  d iv i s ion  c e l l u l a i r e .  La mesure de c e t t e  incorporat ion 

peu t  cons t i tue r  un moyen d 'évaluat ion  de l a  p r o l i f é r a t i o n  c e l l u l a i r e ,  dans l a  

mesure où l e s  c e l l u l e s  ayant  syn thé t i sé  l eu r  DNA poursuivent l eu r  cyc le  e t  

e n t r e n t  en mitose. 11 convenait donc pour p r é c i s e r  l e s  e f f e t s  de l a  dénerva- 

t i o n  su r  l e s  t i s s u s  du blastème de mesurer l ' i n d i c e  mitot ique du mésoderme e t  

de  l 'épiderme en présence e t  en l 'absence de t i s s u  nerveux. 

EVOLUT I O N  DE L'INDICE MITOTIQUE APRES DENERVAT ION.  

A - RESULTATS. 

L ' e f f e t  de l a  dénervation sur  l ' i n d i c e  mitot ique a é t é  é t u d i é  

i n  vivo e t  i n  v i t r o ,  

1) I n  vivo. 

L'étude a por té  sur  l e s  deux t i s s u s  cons t i tuan t  l e  blastème 

(Planche II, f igures  e e t  f), l e  mésoderme a été étudiée  après  24 h . ,  48 h . ,  

72 h., 96 h. e t  168 h. de temps de post-dénervation e t  l 'épiderme aprPs 96 h. 

de dénervation. Les r é s u l t a t s  son t  consignés dans l e s  tableaux ? e t  8 e t  s u r  

l a  f igure  11 



T a b l e a u  7 : Evolution de l ' indice mitotique exprimé en ( % I  dans le  mésoderme 
des blastèmes de pattes déneruées (Dl e t  témoins (Te) en fonc- 
t ion  du temps de post-déneruation (T) .  Les astérisques indiquent 
que la  différence entre l e s  b t~s t èmes  dénerués e t  témoins e s t  
s igni f icat ive avec un Asque ,< 5 % ( t e s t  de t ) .  Entre 
parenthèses le nombre de blastèmes u t i  l i sés .  

T 

24 h. 

48  h. 

72 h. 

96 h. 

168 h. 

T a b l e a u  8 : Indice mitotique exprimé en (%) dans l 'épiderme des blastèmes 
de pattes dénervées (DI e t  témoins (Te) en fonction du 

D. 

(3)  1 ,O5 I 0,13 

(3) 0,74 I 0,12 

(3)  0,47 I 0,13 

(3)  0,29 I 0,09 

( 3 )  0,28 + 0,23 

te@s de post-dénervation (Tl .  

D / T ~ .  

x 0,39 

T e .  

(3F 1,85 I 0,43 

(3) 1,13 + 0,63 

(3)  l ,68 + 0,12 

(3)  l,O6 i 0,61 

(3) 1,05 I 0,46 

Te.  

(3)  0.96 $ 0 ~ 2 4  

T 

9 6  h. 

D/Te . 

x 0,57 

x 0,62 

x 0,28 

x 0,27 

x 0,27 

D. 

(3) 0.37 &0,04 



dénervé 
innervé * 

INDICE MITOTIQUE 

I 
O 24 48 72 96 heures de 

post-dénervatioi 

Figure 11 :  ution ion du rapport des indices mitotique des ceZZuZes mésoder- 
miques des blastèmes de pattes déneruées (D) e t  témoins (Te) en 
fonction du terps de post-dénemation. 

Les résultats montrent que l'indice mitotique diminue de la même 

façon que la synthèse de DNA après dénervation ; cet indice diminue jusqu'à 

3 à 4 jours de post-dénervation où il se situe à 30 % de la valeur du témoin ; 

à la même époque l'indice mitotique de l'épiderme du blastème dénervé se situe 

à 40 % de la valeur du témoin. 

2)  In v i t ro .  

L'étude de l'influence du système nerveux sur la prolifération 

des cellules mésodermiques dehlastèmes cultivés a été abordée après 4 

jours de culture. Ce travail réalisé par LASSALLE (1983) comporte deux séries 



expérimentales. Dans la première, les blastèmes sont cultivés en association 

avec des ganglions nerveux (Pl. II, fig. g) ; dans la deuxième série, les 

blastèmes sont cultivés seuls (Pl. II, fig. h l .  Les résultats sont consignés 

sur la figure 12. 

indice mitotique 
(%du témoin) 

(témoin) 

épiderme 

mésoderme 

Figure 12 : Pourcentage des indices  rdtotiques de Z 'épideme e t  du mésoderme des 
bZastèmes cu l t i v é s  en pm'sence de ganglions nerveux (Témoin : A )  
e t  en  l'absence de gangzions nerveux (BI  après 4 jours de cul ture .  

L s s  résultats abtenus macixent que seul l'inaice mit~tiq~e ex 

mésoderme diminue significativement dans les blastèmes cultivés en l'absence 

de ganglions nerveux par rapport aux blastèmes cultivés en présence de ganglions 

nerveux ; la diminution est de l'ordre de 40 8 .  



B - DISCUSSION. 

In vivo, l ' i n d i c e  mitot ique des  c e l l u l e s  de régénérat ion mésoder- 

miques évolue après  dénervation se lon un schéma pratiquement ident ique  à 

c e l u i  de l a  synthèse de  DNA mesurée pa r  incorporat ion de l a  thymidine 3~ ; 

pour ces deux paramètres, on observe, en e f f e t ,  une diminution d 'environ 70 % 

après  96 h. de dénervation,  pu i s  un p la teau  jusqu'à 168 h. Cependant, l ' é p i -  

derme semble moins a f f e c t é  que l e s  c e l l u l e s  mésodermiques puisque l a  diminution 

de l ' i n d i c e  mitot ique n ' e s t  que de 60 % après  96 heures de dénervation. 

Tableau 9 : Réswné des travauz r e l a t i f s  à Za mesure de l 'indice mitotique des 
ce Zlules mésodermiques de blastèmes ddnervés (D) e t  innervés (Te).  
Astérisques .- valeur ~ s t i m é e  d 'après une représentation graphique. 

Stade 

~ é d i f  feren- 

c i a t i o n  

Durée 

de 

dénervation 

- 7 jours 

- 14 jours 

- 4 jours 

- 6 jours 

- O jours 

- 8 jours 

I 

i 
1 1 Auteurs 
I e t  1 

1 année 

TASSAVA e t  

j c o l l .  

1 (1974) 

Matér ie l  

Amb y s toma 

rnexicanwn 

llESsER e t  

TASSAVA 

(1975) 
I 

MADEN 

( 1978) 

TAçSAVA et 

Mc CULLOUGH 
1 
i (1978) 

Indice  
mitot ique 

D 

O % 

0 % 

x 3 % 
a 2 ,6  % 

x 2 % 

x O % 

I I 

Te 

1 % 

0,37 % 

x 12 % 
x 12 

x 2 sj 

x 4 % 

iiotophthatmus I &if fSren- 

viyyidescens 

Amby stoma 

mexicanwn 

Arnbystoma 

mevricmwn 

c i a t i o n  

~ d d i f  f eren- 

c i a t i o n  

Cône précoce 



Nos résultats confirment et complètent ceux obtenus par d'autres 

auteurs (tableau 9) qui avaient constaté une diminution significatLue de l'in- 

dice mitotique des cellules mésodermiques après dénervation. 

In vi tro,  nous avons observé une diminution parallèle de l'indice 

mitotique des cellules mésodermiques des blastèmes non-ganglionnés et de 

leur synthèse de DNA, cette diminution se situerait à environ 40 % après 

96 heures de culture. Par contre, l'épiderme n'apparait pas affecté par 

l'absence de ganglion en ce qui concerne l'indice mitotique et ce, bien 

que la synthèse de DNA diminue de façon significative de 30 % dans les mêmes 

conditions. 

GLOBUS et VETHAMANY-GLOBUS (1977) ont observé une chute de 70 % 

de cet indice après 96 h. de culture dans un milieu contenant 0,144 unité 

d'insuline par ml ; toutefois ces auteurs n'ont pas préciser l'évolution de 

l'indice mitotique de l'épiderme dans ces conditions. 

Ainsi,ia chute de la synthèse de DNA après dénervation mesurée par 

l'incorporation de la thymidine 3~ se traduit bien par une chute de l'indice 

mitotique. 

III - DISCUSSION GENERALE 

L'ensemble des résultats obtenus montrent que l'absence de tissu 

nerveux provoque tant in vivo qu'in vitro, une diminution significative de la 

prolifération cellulaire des blastèmes que celle-ci soit évaluée - par les modifi- 

cations des capacités de synthèse de DNA que par l'évolution de l'indice mito- 

tique au cours du temps de post-dénervation. Cependant, l'étude détaillée du 

comportement de chacun des deux composants cellulaires du blastème a permis 

de constater que la dénervation retentit préférentiellement sur les éléments 

mésodermiques de celui-ci, l'épiderme étant moins affecté par la dénervation. 

Le mésoderme apparaît, en effet, très sensible à la dénervation 

puisque celle-ci provoque une diminution de la synthèse de DNA et de l'indice 

mitotique ae l'ordre de 70  3 in v ivo  ap~ès 4 jours de dénervation alors qu'elle 

n'atteint que 60 % pour l'épiderme dans les mêmes conditions. On observe d'ail- 

leurs le même phénomène in vitro bien que la diminution soit moins importante 



en raison vraisemblablement de la présence de facteurs de croissance (insuline) 

dans le milieu. La diminution de synthèse de DNA et d'indice mitotique atteint, 

en effet, 50 % environ pour le mésoderme alors que la diminution de synthèse 

de DNA de l'épiderme n'atteint que 30 % et seulement après 4 jours de culture, 

l'indice mitotique de ce tissu n'étant pas affecté par la dénervation en 

raison vraisemblablement de la faible diminution du taux de synthèse de DNA. 

Le comportement des cellules mésodermiques et de l'épiderme des 

blastèmes dénervés (diminution parallèle de la synthèse de DNA et de l'indice 

mitotique) doit être interprété en terme de cinétique cellulaire. La chute 

de la prolifération cellulaire après dénervation peut résulter, en effet, 

soit d'un ralentissement du cycle cellulaire (c'est à dire un allongement 

d'une ou de plusieurs de ses phases) soit d'un arrêt du cycle. Le ralentisse- 

ment ou le blocage des cellules dans une phase du cycle devraient conduire 

à une accumulation de celles-ci.dans la phase ralentie ou bloquée ; afin 

de vérifier ce point, nous avons entrepris une étude cytophotométrique de la 

teneur en DNA des cellules de blastëme dénervé, technique qui permet d'évaluer 

la proportion de cellules dont la teneur en DNA correspond à des cellules 

ayant synthétisé ou non cette molécule. 



CHAPITRE II 

INFLUENCE DE L A  DENERVATION SUR L'ÉVOLUTION DES * 

CELLULES DE RÉGÉNÉRATION DANS L E  CYCLE CELLULAIRE,  

RÉSULTATS CYTOPHOTOMETRIQUES, 

Les résultats du chapitre précédent montrent clairement que la 

dénervation provoque une diminution significative de la prolifération cellulai- 

re des blastèmes de régénération. Afin de vérifier si ce comportement particu- 

lier des cellules après dénervation correspond a un ralentissement ou a un blo- 

cage de celles-ci dans une phase du cycle, nous avons, dans un premier temps 

évalué la proportion de cellules dans les phases correspondant à une teneur en 

DNA de 4C d'une part et de 2C d'autre part par cytophotométrie. Dans cette 

approcher nous avons limité notre étude aux cellules mésodermiques de blastè- 

mes dénervés évoluant in vivo en raison de la plus grande sensibilité de ces 

cellules à la dénervation aussi bien i n  v ivo qu'in v i t ro .  

Les mesures, conduites sur cellules squashées, colorées par le 

Feulgen et analysées au cytophotomètre Leitz MPV ont été effectuées à partir 1 
de blastèmes ayant évolué, en l'absence de neifs pendant 2 4  h. 48 h., 72 h. 

96 h. et 168 h. et des blastèmes innervés correspondants. 

Les résultats sont présentés sous forme d'histogrammes de 

fréquence Cfig. 13r 14, 15, 16, 17). Sur ces derniers, nous avons estimé la 

valeur moyenne (2C) de la quantité de DNA des cellules mésodermiques au re- 

pos, puis calculé les valeurs correspondant à une synthèse partielle de DNA 

(3C) et une synthèse complète (4C) . 
Pour chaque temps de dénervation, nous avons presenté quatre 

histogrammes, deux pour les blastèmstémoins et deux autres correspondant aux 

deux blastèmes dénervés. 

Comme il est difficile de déterminer avec précision le début de 

la synthèse de DNA, nous avons considéré que les cellules sont en synthèse 

à partir du moment ou leur contenu en DNA est au moins égal à 3C . 
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exprimée en u n i t j s  arb i t ra i res .  

'3 ON' Figure 13 : Teneur en DIJA nucléaire des ce ZZuZes mésodermiques de blasvèmes 
témoins (Te) e t  dénerués (2 )  après 24 h. de dénervation. 
En ordonnée pourcentage de noyauz, en abscisse teneur en DlliA 
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Figure 14 : Teneur en DNA nucléaire des cel lules  mésodermiques de blastèmes 
témoins (Tel e t  dénerués ( D )  après 48 h. de dénemation. 
En ordonnée pourcentage de noyaux, en abscisse teneur en DNA 
exprimée en m i t é s  arbitraires.  



Figure 15 : Teneur en DNA nucléaire des ce ZZules mésodermiques de blastèmes 
témoins (l'el e t  dénervés ( D I  après 72 h. de dénervation. 
En ordonnée pourcentage de noyaux, en abscisse teneur en DNA 
exprimée en uni tés  arbitraires. 
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Figure 16 ; Teneur en DIA nuclhaire des oel tules  mésodemiques de biastèmes 
témoins (Te) e t  dénemés (D) après 96 h. de dénervation. 
En ordonzée pourcentage de noyaux, en abscisse teneur en DNA 
exprimée en unités arbitraires.  
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Figure 17 : Teneur en DNA nucléaire des celZules mésodemiques de bZastèmes 
témoins (Te) e t  dénerués ( D )  après 168 h. de dénervation. 
En ordonnée pourcentage de noyaux, en abscisse teneur en DNA 
exprimée en unités arbitraires.  



Les résultats obtenus montrent que le pourcentage de cellules 

ayant une teneur en DNA comprise entre 3C et 4C diminue régulièrement à la 

fois dans les blastèmes dénervés et témoins mais qu'il est toujours inférieur 

chez les dénervés (10 % à 24 h. chez les dénervés contre 30 % chez les témoins, 

3 % à 4 jours chez les dénervés contre 10 % chez les témoins. Le rapport 

des pourcentages correspondants (pourcentage de cellules 3C/4C de blastèmes 

dénervés sur le pourcentage de cellules 3C/4C de blastèmes innervés) 

(fig. 20) diminue, en fait, rapidement jusqu'à 96 heures de post-dénervation 

pour se stabiliser à partir de cette période à une valeur d'environ 10 %. 

De faqon inverse, le pourcentage de cellules ayant une teneur en 

DNA égale à 2C augmente au cours du temps, cette augmentation étant plus forte 

chez les dénervés (fig. 191, le rapport des pourcentagescorrespondants pour 

chaque temps de post-dénervation augmentant jus'qu'à 72 h. environ après la 

dénervation, époque à partir de laquelle il se maintient à une valeur de 60 % 

environ (fig. 20). 

II - DISCUSSION. 

La diminution du pourcentage de cellules 3C/4C et l'augmentation 

corrélative du pourcentage de cellules 2C correspond, pour les blastèmes 

innervés, aux processus de différenciation qui commence à se manifester à 

partir du stade cône avancé pour se traduire par l'apparition du stade palette 

entre 4 et 7 jours après le stade cône moyen utilisé dans nos expériences. 

Dans les blastèmes dénervés, l'évolution du pourcentage de cellules 

3C/4C et 2C se fait dans le même sens que pour les blastèmes témoins mais est 

plus accentuée. En particulier, la diminution importante du pourcentage de cel- 

lules 3C/4~ est conforme au résultats que nous avons obtenus par incorporation 

de thymidine 311 et mesure de l'indice mitotique. Nos résultats sont, par contre, 

en contradiction totale avec ceux de TASSAVA et coll. (1974) et CARLONE et 

FORET (1979) qui admettent que la dénervation bloque les cellules en G, ; TASSAVA 

et coll. (1983) ont d'ailleurs récement rejeté leur propre hypothèse après avoir 

mesuré les durées de S et G + 1/2 M par la méthode de QUASTLER 
2 
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Figure 18 : Représentation graphique du pourcentage de noyaux dont la teneur 
en DNA e s t  de X/4C dans Zes btastèmes dénervés f--) e t  témoins 
(-j en fonction du temps de post-dénervation. 
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Figure 19 : Représentation graphique du rapport des paurcentage de noyaux dont 
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p a r  rapport aux temoins en fonction du temps de post dénervation. 



et SHERMAN dans des blastèmes dénervés partiellement. Compte-tenu de l'évo- 

lution du pourcentage de cellules après dénervation, nos résultats nous 

conduisent à considérer que la dénervation provoque ou accentue l'accumula- 

tion des cellules de régénération dans une phase du cycle correspondant à 

une teneur en DNA égale à 2C. Nos résultats sont en accord avec l'hypothèse 

émise par MADEN (1978) selon laquelle le facteur neurotrophique contrôle 

soit la proportion des cellules dans la phase G 1  soit la vitesse de progres- 

sion des cellules à travers cette phase. Plus récemment d'ailleurs, LOYD et 

CONNELLY (1981) ont observé aussi par microdensitométrie à l'aide d'un 

analyseur d'images (Quantimet 720) que les cellules de régénération mésoder- 

miques s'accumulent dans une phase correspondant à une teneur en DNA égale 

à 2C (qualifiée arbitrairement de G1) et ce, quand la dénervation est réalisée 

pendant la période d'indépendance nerveuse ; par contre ces auteurs n'ont 

pas observé d'accumulation de cellules dans cette phase lorsque la dénervation 

est effectuée pendant la période de dépendance nerveuse. LOYD etCONNELLYestime 

d'ailleurs que l'accumulation des cellufes en 2C rendrait compte de la redif- 

ferenciation précoce des blastèmes dénervés pendant la phase d'indépendance 

nerveuse ; une telle situation n'est guère surprenante puisqu'elle concerne 

aussi l'évolution des blastèmes non dénervés (témoins) que nous avons utilisés 

pour nos mesures densitométriques ; ces blastèmes se différenciant normalement 

présentent évidemment une augmentation significative du pourcentage de cellules 

2C au cours de la différenciation. Les blastèmes étudiés par LOYD et CONNELLY 

après dénervation au cours de la phase d'indépendance nerveuse correspondent en 

fait, pratiquement à nos blastèmes témoins puisque ces blastèmes s'engagent aussi 

dans la différenciation. Par contre, le fait que ces auteurs n'aient pas obser- 

vé d'accumulation de cellules en 2C après dénervation pendant la phase de dé- 

pendance nerveuse (ce qui représente notre situation expérimentale) est contrai- 

re à nos résultats et pose un problème de fond : comment expliquer l'arrêt de 

la régénération pour des blastèmes (dénervés) dont le profil densitométrique 

des noyaux est identique à celui des blastèmes non dénervés, qui eux régénèrent 

normalement ? ... 

L'augmentation après dénervarion, du pourcentage de cellules méso- 

dermiquesdont la teneur en DNA est égale à 2C peut résulter de l'un ou des 

processus suivants : 

. ou la durée de la phase G 1  est allongée, 

. ou les cellules sortent du cycle en G1. 

Afin de répondre à ce problème, nous avons effectué une étude 

autoradiographique des blastèmes après marquage continu de thymidine 3 ~ .  



CHAPITRE I I I  

INFLUENCE DE LA DÉNERVATION SUR L'ÉVGLUTION DES 

CELLULES DE REGÉNÉRATION DANS LE CYCLE CELLULAIRE, 

RÉSULTATS AUTORADIOGRAPHIQUES 

Nous venons de montrer par  cytophotométrie que l e s  c e l l u l e s  méso- 

dermiques de blastèmes dénervés s'accumulent dans une phase du cycle corres-  

pondant à une teneur en DNA égale à 2C ; Comme ce comportement peut  r é s u l t e r  

s o i t  d 'une  s o r t i e  de cycle ,  s o i t  d 'un allongement de l a  phase G1 de ces  

c e l l u l e s ,  nous avons soumis l e s  blastèmes à un marquage continu,  par  incuba- 

t ion  prolongée en présence de thymidine 3EI,technique q u i  permet de r epé re r  l e s  

c e l l u l e s  hors cycle  (n ' incorporant  pas l e  p récurseur ) .  Ce procédé a é t é  u t i -  

l i s é  sur des blastèmes parvenus au s tade  cône, innervés ou dénervés pendant 

4 jours à l a  f o i s  i n  vivo e t  i n  v i t ro .  Dans ces  condi t ions ,  l e  blastème e s t  

m i s  en présence (pa r  i n j e c t i o n  i n  vivo, ou add i t ion  au mil ieu i n  v i t r o )  

de thymidine t r i t i é e  (renouvelée tou tes  l e s  6 h. i n  vivo e t  toutes  l e s  24 h. 

i n  v i t r o )  pendant 48 h. ou 96 h. ,  ces durées correspondent à environ 1 à 2 

f o i s  l a  durée du cyc le  c e l l u l a i r e  des c e l l u l e s  de blastème de membre innervé 

(Tableau 10) e t  permettent  donc à t ou tes  l e s  c e l l u l e s  en cycle de t r a v e r s e r  

l a  phase S en présence de thymidine 3 ~ .  

Toutes l e s  mesures de l ' i n d i c e  de marquage ont  é t é  e f fec tuées  su r  

l ' e x t r é m i t é  ap ica le  des blastèmes ( s o i t  su r  une longueur de 200 ~ m ) .  



Tableau 10 : Durée en heures des phases du cycle ceZZuZaire chez Ze Tri ton 
adulte LY. viridescens e t  Z 'AxoZotZ au stade Zarvaire A. rnexi- 
cmwn. id 'après WALLACE, 1 9 8 1 ) .  

Matériel  
(Tissu ou organe) 

Tr i ton  

- blastème du 
membre 

Axolo t l  

- blastème d 'avant  
bras  

- blastème d 'avant  
b ras  

- blastème de 
b ras  

- blastème de 
b ras  

- blastème de 
bras  dénervé 

Tempé- 
r a t u r e  
O 

C. 

20 

20  

20  

20  

2 1 , 5  

2 1 , 5  

G1+1/2M 

4 , 5  

10  

1 1 , 5  

13 

2 , 4  

1 6 , 6  

' 

34-41 

3 8 

30 

2 8 

32 

3 0 , 5  
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G 2 + 1 / 2 ~  

3 

5 
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7 
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45 

53  
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4 8  

40 
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1 - ETUDE AUTORADIOGRAPHIQUE IN VIVO 

A - MICROSCOPIE PHOTONIQUE. 

Nous avons mesuré les indices de marquage des cellules épidermi- 

ques et mésodermiques de la partie distale (sur une longueur de 200 um) des 

blastèmes innervés et dénervés (Pl. III, fig. a, b, c, d). Les résultats 

obtenus sont représentés dans les figures 21 et 22 et les tableaux 11 et 12. 

(témoin) 

épiderme 

mésoderme 

6 temps de post-dénervation 
(jours) 

Figure 2 1 : Pourcentage des indices de marquage après 48 h. de marquage 
continu de l 'épiderme e t  du mésoderme des blastèmes dénervés 
pendant 6 jours. Entre parenthèses: nombre de blastèmes u t i l i s é s .  



Tableau 11 : Indices de marquage après 48 h. de marquage continu de 
l'épiderme e t  du mésoderme des blastèmes innervés (Te) 
e t  dénerués (D) ( 6 3 ' 0 ~ s  de dénervation). Entre parenthèses : 
nombre de blastèrnes u t i l i s é s .  

Dénervés 

Innervés 

D/Te . 

épiderme 

mésoderme 

Epiderme 

(3)  14,99 + 4,84 

(3)  25,02 4,20 

x Ot60 

7 

- 
! post-dénervation 

Mésoderme 

(3)  80,22 t 2,42 

(3)  94,40 3,66 

ir 0,85 

Indice de marquage 
(No du témoin) 

Fisure 22 : Pourcentage &a indices de mac;uLLge après 96 h. de mmqttaye 
continu de l'épiderme e t  du mésoderme des blastèmes dénervés 
pendant 8 jours. Eni;re parenthèses : nombre de blastèmes 
u t i  Zisés . 



Tableau 12 : Indices de marquage après 96 h. de marquage continu de 
Z'épideme e t  du mésoderme des bZastèmes innervés (Te) e t  
dénerués (D) (8 jours de dénervation). Entre parenthZses, 
nombre de bZastèmes u t i  Zisés. 

Dénervés 

Innervés 

D/Te . 

Les résultats obtenus permettent de déterminer le pourcentage 

de cellules qui ont traversé la phase S du cycle (indice de marquage) pen- 

dant la période de disponibilité de thymidine 3~ (durée de marquage. . 
Pour un marquage continu de 48 h., ils montrent que l'indice 

de marquage de l'épiderme passe de 25 % pour les blastèmes innervés à 15 %. 

pour les dénervés soit une diminution de 40 % ; l'indice de marquage du mé- 

soderme ne chute par contre que de 15 % (94 % chez les innervés pour 80 % 

chez les dénervés) . 

Epiderme 

(3) 21,87 5 4,11 

(3) 53,26 4,15 

0,41 

 près 96 h.de marquage continu, on ohserve pour l'épiderme un double- 

ment des indices de marquage tant pour l'innervé (53 % )  que pour le dénervé 

(22 % )  soit une diminution de cet indice de 59 % après dénervation. Par 

contre, les indices de marquage du mésoderme sont pratiquement identiques à 

ceux obtenus après 48 h. de marquage continu. 

Mésoderme 

(3) 72,59 I 14,79 

(3) 91,59 4,22 

0,79 

B - MICROSCOPIE ELECTRONIQUE. 

Selon BRYANT et coll. (19711, les blastèmes de régénération de 

membres contiennent, outre les cellules d'origine sanguine (hématies, cellules 

phagocytaires), trois types cellulaires que ces auteurs différencient par 

l'ultrastructure cytoplasmique : des cellules communes ("cornmon cells") carac- 

térisées par un réticulum endoplasmique rugueux bien développé, des cellules 



pâles  ("pale c e l l s " )  à cytoplasme peu dense aux é lec t rons  e t  réticulum 

endoplasmique d i l a t é ,  e t  des c e l l u l e s  vacuola i res  ("vacuolar c e l l s " )  à 

nombreuses vacuoles c l a i r e s .  Après dénervation,ces auteurs  o n t  cons ta té  une 

augmentation s i g n i f i c a t i v e  des c e l l u l e s  pâ les  e t  vacuolaires.  Afin de savoir  

s i  l ' u n  ou l ' a u t r e  de ces types c e l l u l a i r e s  correspond à des  c e l l u l e s  hors 

cycle ( c ' e s t  à d i r e  n ' incorporant  pas  l a  thymidine 3~ après  un marquage 

continu de longue durée (96 h.), nous avons e f fec tué  une é tude  autoradio- 

graphique à haute r é so lu t ion  sur  des  blastèmes dénervés depuis  8 jours.  

Dans ces  blastèmes, nous avons a u s s i  observé les t r o i s  types c e l l u l a i r e s  

d é c r i t s  pa r  BRYANT e t  c o l l .  e t  nous avons pu consta ter  que tou tes  incorpo- 

r e n t  l a  thymidine 3~ (Pl .  I V ,  f i g .  a ,  b, c l  d e t  e l .  

C - DISCUSSION 

Compte-tenu de l a  durée importante de l a  phase S (Tableau 10) e t  

du temps de d i s p o n i b i l i t é  de thymidine 3~ après  in jec t ion  (4 h. d ' ap rès  

CHIBON e t  BRUGAL, 1973),  l a  technique que nous avons u t i l i s é e  ( i n j e c t i o n  toutes 

l e s  6 h.) permet à t o u t e s  l e s  c e l l u l e s  du blastème de d isposer  du précurseur 

pendant l a  durée de l ' expér ience .  

Dans ces c e s  condit ions,  nos r é s u l t a t s  montrent que l e  mésoderme 

des blastèmes dénervés présente 15 à 20 % de c e l l u l e s  de p l u s  que l e s  témoins 

n ' incorporant  pas l e  précurseur (15 % après  6 jours de dénervation e t  48 h. 

de marquage continu,  20 % après  8 jours de dénervation e t  96 h. de marquage 

continu - d i f fé rence  non significative). I l  importe d ' i n t e r p r é t e r  ce r é s u l t a t  

en tenant  compte de ceux des chap i t r e s  précédents ; nous avons, en e f f e t ,  

constaté que l a  dénervation en t ra îne  une diminution de l a  synthèse de DNA 

e t  de l ' i n d i c e  mitot ique de 75 %, une chute de l ' i n d i c e  de marquage après  

marquage bref  de 56 % e t  une accumulation des  c e l l u l e s  dans une phase 

du cycle correspondant à une teneur en DNA égale à 2C. Comme par  r appor t  à 

l ' i nne rvé ,  80 à 85 % des  c e l l u l e s  t r a v e r s e n t  encore l e  cycle après  dénervation, 

on d o i t  considérer ,  compte-tenu de l a  durée du cycle des c e l l u l e s  mésodermi- 

ques de blastèmes innervés (de l ' o r d r e  de 40  à 50 h . ) ,  que c e s  cellul 'es pré- 

sentent  un allongement de l a  phase G1 ; l e s  15 à 20 % de c e l l u l e s  n 'ayant  

pas incorporé de thymidine doivent ,par  cont re ,  ê t r e  considérées comme des  



cellules ayant quitté le cycle avant le début de l'expérience (ou ayant une 

phase G~ particulièrement longue c'est à dire supérieure au temps de marqua- 

ge utilisé - 96 h.). Il semble donc que la majorité des cellules mésoder- 

miques des blastèmes dénervés restent dans le cycle mais avec une phase G1 

allongée. Nos observations ultrastructurales sont d'ailleurs en accord avec 

ce résultat puisque tous les types cellulaires que nous avons observé in- 
3 

corporent la thymidine H. 

Dans l'épiderme, la situation est un peu différente en raison 

du doublement des indices de marquage entre 48 et 96 h. de marquage continu. 

Toutefois, comme pour le mésoderme, le pourcentage de cellules épidermiques 

n'incorporant pas la thymidine augmente après dénervation ; cette augmenta- 

tion est cependant supérieure à celle observée pour le mésoderme puisque 

après 48 h. de marquage continu 40 % des cellules n'incorporent pas le pré- 

curseur (60 % après 96 h. de marquage continu). Comme la durée du cycle des 

cellules épidermiques n'est pas connue et compte-tenu de la faible valeur 

de l'indice de marquage d'une part après marquage bref (13 % pour l'innervé, 

4 % pour le dénervé) et d'autre part après marquage continu (25 % pour l'in- 

nervé, 15 % pour le dénervé après 48 h. de marquage continu), il est difficile 

d'interpréter ces résultats. Néanmoins, comme pour le mésoderme, on peut 

penser que les cellules épidermiques encore engagées dans le cycle (60 % 

de l'innervé après 48 h. de marquage continu, 40 % après 96 h.) ont une 

phase G1 allongée étant donné la diminution, après dénervation,de l'ordre 

de 70 % ,  de la synthèse de DNA, de l'indice mitotique et de l'indice de 

marquage bref. 

11 - ETUDE AUTORADIOGRAPHIQUE Ifl VITRO. 

A - RESULTATS. 

Les impératifs liés. aux conditions de culture ont limi- 

té notre étude à un marquage continu de 48 h. uniquement (Pl. III, f ig. e, 

f, g, h). Les résultats sont indiqués dans la figure 23 et le tableau 13. 



Epiderme 

Tableau 13 : Indices de marquage après 48 h. de marqwtge continu de 
l'épiderme e t  du mésoderme des blastèmes ganglionnés (Te) 
e t  non ganglionnés (Dl après 4 jours de culture. 

Mésoderme 

D 

Te. 

D/Te . 

indice de marquage 
(% du témoin) 

épiderme 

mésoderme 

4 temps de post-dénervation 
(jours) 

( 3 )  2 3 r 4 1  I Gr66 

( 3 )  24,22 I 5 / 6 4  

0 , 9 6  

- 

Figure 23 : Pourcentage des indices de marquage après 48 h. de marquage 
continu de l 'épiderme e t  du mésoderme des blastèmes cultivés 
en l'absence de ganglions nerveux après 4 jours de culture. 
Entre parenthèses: nombre de blastèmes ut i ' I isés .  

( 3 )  6 7 r 3 6  + 1 9 / 8 6  

( 3 )  7 5 / 4 9  I 8 ,48  

0 ,89 



Les r é s u l t a t s  obtenus montrent que l e s  deux t i s s u s  du blastème 

épiderme e t  mésoderme, p résen ten t  une diminution de l eu r  indice  de marquage 

après  dénervation ; t o u t e f o i s ,  l a  d i f férence  e n t r e  ces ind ices  n ' e s t  pas  

s i g n i f i c a t i v e .  

B - DISCUSSION. 

Bien que dans nos condi t ians  expérimentales, on ne décèle pas  de 

d i f fé rence  s i g n i f i c a t i v e  des  indices  de marquage continu des  t i s s u s  de b las t è -  
1 

mes g a n g l i d s  ou non, nos r é s u l t a t s  permettent de considérer  qu i n  v i t r o ,  

l a  dénervation (blastème non gang1ionné)entraîne un allongement de l a  phase 

G1 des c e l l u l e s  épidermiques e t  mésodermiques ; en e f f e t ,  l e  f a i t  q u ' i l  

n ' e x i s t e  pas  ou peu de d i f fé rence  des  indices  de marquage continu e n t r e  des 

blastèmes ganglionnés e t  des  blastèmes c u l t i v é s  s e u l s ,  a l o r s  que l a  p r o l i f é -  

r a t i o n  de c e s  blastèmes diminue en condit ion aneurogénique (chapi t re  1) p la ide  

en c e t t e  faveur.  S i  c e t t e  s i t u a t i o n  correspond à c e l l e  observée i n  Vivo, il 

n ' e n  e s t  p a s  de mgme en ce  q u i  concerne l ' i n t e r v e n t i o n  de l a  dénervation sur  

l a  mise hors cycle des  c e l l u l e s  de régénérat ion ; contrairement à ce  q u i  se  

passe  i n  vivo, l e  pourcentage de c e l l u l e s  hors cycle  n ' appara î t  pas modifié 

i n  v i t r o  en l 'absence de fac teur  nerveux. 

III - CONCLUSION. 

Les r é s u l t a t s  obtenus après  marquage continu i n  vivo e t  i n  v i t r o  

nous permettent de cons idérer  que l a  dénervation en t ra îne  un allongement de 

l a  phase G1 des  c e l l u l e s  de régénérat ion ép ide rmiquse t  mésodermiques. 

D'autre p a r t ,  i l s  mettent  en évidence l e  f a i t  que des blastèmes dénervés pré- 

s e n t e n t  un pourcentage de c e l l u l e s  hors cycle supérieur à c e l u i  des blastèmes 

innervés. Cependant, l a  méthode u t i l i s é e  ne permet pas de s a i s i r  l ' é v o l u t i o n  

de ce  pourcentage en fonc t ion  du temps de dénervation,  c a r  seules  l e s  c e l l u l e s  

hors  cycle au t o u t  début de l ' incubat ion  en présence de thymidine 'H peuvent 

ê t r e  comptabilisées ; en e f f e t ,  l e s  c e l l u l e s  q u i  s o r t i r o n t  du cycle au cours 

de l a  période de d i s p o n i b i l i t é  du précurseur s e r o n t  marquées e t  donc comptées 

comme des c e l l u l e s  en cyc le .  



I l  importe donc d 'analyser  l e s  proport ions des c e l l u l e s  en G1 e t  hor 

cycle à d i f f é r e n t  moments après  l a  dénervation a f i n  de p r é c i s e r  l eu r  évolu- 

t ion .  Nous avons eu recours pour ce la  à un système d 'analyse microphotométri- 

que à balayage automatique q u i  permet de reconnaî t re  l e s  c e l l u l e s  dans l e s  

d i f f é r e n t e s  phases du cycle c e l l u l a i r e .  



CHAPITRE IV 

ÉTUDE DE L'ÉVOLUTION DU CYCLE DES CELLULES DE 

RÉGÉNÉRATION APRÈS DÉNERVATION PAR ANALYSE D' IMAGES 

MICROSCOPIQUES (SAMBA 200) 

La connaissance de la cinétique cellulaire représente une informa- 

tion de première importance chaque fois que l'on s'intéresse aux particularités 

fonctionnelles d'un tissu. Deux méthodes cytochimiques quantitatives ont été 

mises en oeuvre pour l'étude des cycles cellulaires, l'analyse en cytophotomé- 

trie d'absorption ou d'émission et l'analyse en cytophotométrie de flux de 

cellules en suspension. Lors de l'application de ces méthodes à l'étude du 

cycle cellulaire, seul le contenu en DNA de noyaux est généralement pris en 

compte. Ces méthodes conduisent alors à l'établissement d'histogrammes rela- 

tifs à la distribution des noyaux cellulaires en fonction de leur contenu en 

DNA. Dans le cas d'une population asynchrone, on obtient deux modes de distri- 

bution de DNA; le premier mode représente les cellules à faible taux de DNA 

(GO, Gl), le second mode représente les cellules à taux élevé en DNA (G21 M) , 
les valeurs intermédiaires correspondent aux cellules en S. Ces deux modes 

correspondent à des distributions gaussiennes parfaites. 

La distinction entre d'une part les cellules en début de S 

et les cellules en G G1 et d'autre part entre les cellules en fin S etG2 
0 

est arbitraire (DIAMOND et coll., 1981) ; en plus, la distribution entre G 
O 

et G1 est impossible malgré le grand nombre de méthodes qui ont été proposées 

pour une interprétation correcte de tels histogrammes (RûTIRCYi'I et OKADA, ,1975 ; 

KENDALL et c01l.r 1977 ; JOHNSTON et coll., 1978).  

D'autre part, il a été démontré par un certain nombre d'auteurs 

(SAWICKI et coll., 1974 ; BRUGAL, 1976 ; NICOLINI et coll., 1977 et GIROUD, 

1982) que l'analyse d'images microscopiques qui donne une représentation de la 

quantité de DNA nucléaire mais aussi la répartition et la texture de la chro- 

matine, est un moyen très efficace pour l'identification des cellules dans les 

différentes phases du cycle cellulaire. Nous avons utilisé cette méthode à 

l'aide du SAMBA 200 (Thomson TITN) à la fois sur les cellules épidermiques 

(Fig. 24) et mésodermiques (Fig. 25) de blastèmes de régénération innervés et 

dénervés depuis 48 h. et 96 h. ; en raison du manque de disponibilité de 



l ' appare i l ,  seule l 'é tude i n  vivo a é t é  réalisée.  Les ce l lu les  ont é t é  classées 

selon l a  méthode de MOUSTAFA e t  BRUGAL ( 1983) . 

4 
Figure 24 : Squash de cel lules  épidermiques de blastème innervé. 
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Figure 25 : Squash de ceZZuZes mésodwmiques de blastème innervé. 



II - RESULTATS 

La d e n s i t é  optique in tégrée  (D.O.I . )  é t a n t  l a  va r i ab le  continue 

(TERRENOIRE e t  TOUNISSOUX, 1979), dans un premier temps, l e s  r é s u l t a t s  son t  

présentés  sous l a  forme d'histogramme de fréquence de D.O. I .  (Fig. 26, 271 28 

29).  Les c e l l u l e s  s o n t  ensu i t e  c lassées  en  fonct ion  des a u t r e s  paramètres 

selon la  méthode de MOUSTAFA e t  BRUGAL (1983) ; les paramètres l e s  p l u s  

discriminants  sont  dans l ' o r d r e  : 

- La d e n s i t é  optique in tég rée  ( D . O . I . )  

- La su r face  du noyau 

- La var iance  de l a  dens i t é  optique (V.D.O.) 

- La d i s t r i b u t i o n  des niveaux de g r i s  ( é c a r t  type des c o e f f i c i e n t s  

de l a  matrice de coocurrence 

- La d e n s i t é  optique moyenne (D.0 .M)  

Après a v o i r  éliminé de l ' a n a l y s e  l e s  c e l l u l e s  sanguines (hématies 

e t  granulocytes) les c e l l u l e s  pycnotiques e t  l e s  c e l l u l e s  accolées,  il appara î t  

que l e s  c e l l u l e s  du blastème (épidermiques d'une p a r t ,  mésodermiques d ' a u t r e  

p a r t )  s e  r é p a r t i s s e n t  en 5 c l a s ses .  La v a l i d i t é  de c e t t e  c l a s s i f i c a t i o n  e s t  

t e s t é e  par  l ' ana lyse  discriminante à l ' a i d e  d'une matrice de confusion 

(Tableaux 14 e t  15) q u i  permet d ' é t a b l i r  un tableau des c e l l u l e s  bien ou mal 

r ec lassées  dans l e u r  groupe d'appartenance : on consta te  que 90 à 100 % des  

c e l l u l e s  sont  bien r e c l a s s é e s ,  l e  f a i b l e  taux de confusion concernent l e s  

c e l l u l e s  q u i  se  t rouven t  e n t r e  deux phases adjacentes.  

Les 5 c l a s s e s  obtenues correspondent aux d i f f é r e n t e s  phases 

du cycle G r  G1, S. Gz, M). La r é p a r t i t i o n  des c e l l u l e s  dans chacune de ces  

phases e s t  indiquée dans l e s  tableaux 16 e t  17 e t  20 pour l 'épiderme e t  

18, 19 e t  2 1  pour l e  mésoderme. 



Figure 26 : His togrmes  de fréquence de Za distribution du DNA des ce ZZuZes 
épidermiques après 48 h. e t  96 h. de dénervation (Te : ternoin, 
D : dénerué). En ordonnée,pourcentage de ceZZuZes ; en abscisse : 
quantité de DiVA en m i t é s  arbitraires.  

Figure 27 : Même légende que Za figure 26. Les histogrammes sont superposés. 



Figure 28 : His togrmes  de fréquence de l a  distribution du DNA des celtules 
rnésodermiques aprés 48 h. e t  96 h. de dénervation (Te : témoin, 
D : d n e r v é ) .  En ordonnée, pourcentage de ce t lu les  ; en abscisse : 
qumitité de DNA en unités arbitraires. 

Figure 29 : MQme légende que ta  figure 28 .  Les histogrammes sont superposés. 



- 68 - 
E : Epiderme 

Tableaux 14 et 15 : Exemple de matrices de confusion obtenues entre la méthoh 
de reconnaissance automatique non supervisée ( I )des  phases du cycle 
ce l lulaire  e t  2 'analyse discriminante ( I I ) .  Le nombre de ce l lu les  
bien cZassées dans l e s  mgmes phases par les  deux méthodes e s t  s i tué  
s u .  les matrices diagonales, alors que les  autres celZules situées 
de part e t  d'autre correspondent aux ceZZules mal classées. Dans ces 
exemp8es Ze taux de confusion e s t  93 % pour les  cel lules  épidermiques 
(E).  e t  92,3 pour Zes ce Zlules mésodermZques (M) . 



Tableau 16 : Proportion de cel lules  épidermiques de blast2mes innervés (Te) e t  
dénervés (Dl depuis 48 h., dans les  dif fdrentes phases du cycle 
ce Zlutaire ; l e s  pourcentages sont é tabl i s  pour chaque échantiZZon 
(Te e t  D) par rapport à 2 'ensemble de la population ce Zlulaire 
i lère l igne)  e t  par rapport aux celZuZes en cycle (2ème ligne) ; 
entre parenthèse : nombre de btastèmes utiZisés.  

D 

(3)  

Te. 

(3)  

Tableau 17 : Proportion de cel lules  épidermiques de bZastèmes innervés (Te) e t  
dénemés ( D )  depuis 96 h., dans les  dif férentes phases du cycle 
celZulaire ; Zes pourcentages sont é tabl is  pour chaque échantil- 
lon (Te e t  D) par rapport à Z 'ensemble de la population ce ZZulaire 
i lère l igne)  e t  par r q p o r t  aux celZuZes en cycle (2ème Zigne) ; 
entr~e parenthèse : nombre de blastèmes u t i  Zisés . 

S 

19,15+1,57 

32,95+2,35 

25,2713,05 

38,2913,lO 

Go 

41f5618,93 

33,87+8,03 

G 1 

34,86I4,90 

59,72+0,76 

29,75+3,20 

45,12+2,87 

D 

( 3 ) .  

Te. 

(3)  

G2 

2,21+0,60 

3,7510,47 

4,64'2,15 

6,77+2,80 

4 

Total 
cel lules  

1562 

879 

1402 

65 1 

Go 

43,35I9,26 

54,43+10,54 

G2 

1,29+0,19 

2,28+0,13 

3,54I2,87 

6,85+5,35 

G 1 

51,51I10,11 

90,635 3,90 

3 1  I 3,25 

69,10+11 ,O7 

M 

2,20+1,85 

3,58+2,64 

6,44+0,46 

9,82+0,91 

1 
1 

Total 
cel lules  ; 

l 

1 
l 
1 
I 

M 

O 

O 

l r3510,08 

2,58+0,06 

S 

3,88+1,86 

7,09+3,78 

10,60+4,32 

22,34+4,64 

6 76 

381 

806 

532 

l 



Tableau 18 : Proportion de cel lules  mésoderntîques de blastèmes innervés (Te) 
e t  dénervds (Dl depuis 48 h., dans Zes di f férentes  phases du 
cycle ceZZulaire ; l es  pourcentages sont é tabl is  pour chaque 
échantilZon (Te e t  Dl p a r  rapport à Z 'ensemble de Za population 
cel lulaire  ( lère ligne) e t  par rapport a w  celluZes en cycle 
(2ème ligne) ; entre parenthèse : nombre de blastèmes u t i l i s é s .  

D 

(3)  

Te. 

(3)  

Tableau 19 : Proportion de cel luies  rnésoderwiques de blastèmes inneru& (Tel 
e t  dénervés (D) depuis 96 h., dans les  dif férentes phases du 
cycle cel lulaire  ; Zes pourcentages sont é tabl is  pour chaque 
échantillon (Te e t  D )  par rapport à Z 'ensemble de la  population 
cel lulaire  (Ière ligne) e t  par rapport aux cel lules  en cycle 
(22me l igne)  ; entre parenthèse : nombre de blastèmes u t i l i s é s .  

Go 

42,60228,81 

34,66211,84 

G2 

3,2310183 

7,67+0,67 

10,7213~58 

17,06+4,91 

M 

O 

O 

2 5  0 ,41 

3,4@0,90 

G1 

S 

11,12+2,48 

24,15+9 

26,35+2,81 

42,422 3,17 

D 

(3) 

Te. 

(3) 

Total  
c e l l u l e s  

737 

348 

1152 

7 10 

G2 

10 ,0126 ,81  

1 6 f 0 7 + 6 , 1 0  

9 ,5822 ,89  

14,482 2,66 

26,8129,54 

51,35+14,39 

31,66h14,30 

47,28213,60 

18,46+14,56 

29,46212r73 

20,6026,15 

32,80f12,49 

G 
O 

49,67+11/95 

37,93 2 4,76 

M 

2,11k1,75 

3,13+2f12 

3,49+0,48 

5,43k0,97 

G 1  

35,86+16,75 

70,742 13,46 

22,97+0,19 

37,122 3,01 

1 

Tota l  
c e l l u l e s  

956 

5 24 

99 7 

635 

, 



A - EPIDERME. (Tableaux 16, 17 e t  20 e t  Fig. 30) 

Après 48 h. de dénervation s e u l s  l e s  pourcentages de c e l l u l e s  en 

mitose e t  en phase G1 son t  modifiés de façon s i g n i f i c a t i v e  ; on observe une 

chute de l ' i n d i c e  mitot ique de l ' o r d r e  de 60 % e t  une augmentation de l ' o r d r e  

de 20 % du pourcentage de c e l l u l e s  en G1. Après 96 h. de dénervation,  prat ique- 

ment tou tes  l e s  c l a s s e s  de c e l l u l e s  son t  a f fec tées  s igni f ica t ivement .  Le pour- 

centage de c e l l u l e s  hors-cycle ( G O )  Üiminue de 20 % a l o r s  que l e  pourcentage 

de c e l l u l e s  en G1 augmente de 66 % (Fig. 30 e t  tableau 2 0 ) .  Les pourcentages 

de c e l l u l e s  en S r  G2 e t  M diminuent respectivement de 73 %,  74 % e t  100 % 

s o i t  par  r appor t  aux c e l l u l e s  en cycle une diminution des pourcentages de 

- 68 % pour S, - 6 7  % pour G2 e t  - 100 % pour M ; l e  pourcentage de c e l l u l e s  

en G1 augmente au dét r iment  de t o u t e s  l e s  phases du cycle (+ 31 % par  rappor t  

aux c e l l u l e s  en c y c l e ) .  

pourcentage de noyaux 
(% du témoin) 

150 - 

G1 

--------- (témoin) . 

50 .. 

9 6 temps de post-dénervation 
(heures) 

Figure 30 : Pourcentage de ce l l u l e s  épidermiques dans l e s  phases GO e t  Gl 
des blastèmes dénervés par rapport aux témoins, après 96 h. 
de post-dénervation. Entre parenthèses : nombre de blastèmes 
u t i l i s é s .  



Tableau 20 : Pourcentage des cel lules  épidermiques dans les  phases Go e t  
G l  des blastèmes innervés (Te) e t  dénervés (D) après 96 h. de 

T 

D (3) 

Te. (3) 

D/Te . 

post-dénermation ( T )  . Entre parenthèses : nombre- de blastèmes 
u t i l i s é s .  Astérisques : différence s igni f icat ive avec un risque 
inférieur ou égal à 5 %. 

B - MESODERME (Tableaux 18, 19 et 21 et fig. 31) 

Les résultats obtenus montrent que l'effet de la dénervation sur 

3 

Epiderme 

l'évolution des cellules de régénération mésodermiques ne se manifeste signi- 

Go 

x 43,35 +9,26 

n 54,432 10,54 

0.,79 

ficativement après 48 h. de dénervation que sur le pourcentage de cellules en 

G 1 

x 51r51 2 10,ll 

x 31 + 3,25 

G6 

mitose qui diminue d'environ 40 %, valeur proche d'ailleurs de celle obtenue 

précédemment (chapitre 1). Par contre, après 96 h. de dénervation, toutes 

les classes de cellules apparaissent significativement affectées, on observe 

une augmentation d'environ 30 % du nombre de cellules hors cycle et du nombre 

de cellules en G1 de l'ordre de 56 % (Fig. 31 et tableau 21) . Les pourcentages 
de cellules en SI G2 et M diminuent respectivement de 58 % ,  70 % et 100 % .  

Lorsqu'on considère les cellules en cycle, on constate une augmentation de 

l'ordre de 90 % des cellules en G1 au détriment de toutes les autres phases; 
(- 75 % pour SI - 72 % pour G2, - 100 % pour M) 



de noyaux 

200 

Go 

=1 

(témoin) 

temps de post-dénervation 
(heures) 

F i g u r e  3 1  : Pourcentage de ceZZuZes mésoderm'iques drms les  phases Go e t  G l  
des bZastèmes dénerués par rapport aux témoins après 96 h. de 
post-&nervation. ~ n t r e -  parenaèses nombre de b~astèmes u t i  Zisés. 

T a b l e a u  21 : Pourcentage des ceZZuZes rnésodernriques dans Zes phases G e t  G i  
des bzastèmes innervés (Te) e t  dénervés ( D I  après 96 h. $ post- 
déneqation ( T I ,  Entre parenthèses : nombre de bZastèmes u t i z i sé s .  
Astémsqws : dzfférence signzficative avec un risque inférieur 
ou égal à 5 %. 

T 

D (3 )  

Te. (3)  

D / T ~ .  

Mésoderme 

0 

x 49,67 i 11,9.5 

x 37,93 I 4,76 

1,3 G 

G 1  

x 35,862 16,75 

x 22,97 +- 0,19 

45 6 



III - DISCUSSION 

Nous considérons d'abord l'évolution des pourcentages de cellules 

dans les phases S I  G , et M puis celle relative aux phases G l  et Go.  
2 

A - EVOLUTION DU POURCENTAGE DE CELLULES DANS LES PHASES S, G7 ET M APRES 
DENERVATION (Tableau 22) . 

Les résultats obtenus par analyse d'images montrent que les 

pourcentages de cellules dans les phases S, G2 et M diminuent significativement 

dans les deux tissus du blastème de régénération après dénervation et confirment 

donc ceux obtenus dans le premier chapître. 

Pour l'épiderme, nous avions constaté après 96 h. de dénervation 

une diminution de 71 % de l'indice de marquage bref, résultat comparable à 

la diminution du pourcentage de cellules en S (73 %) observé après analyse 

d'images. Par contre, la diminution de l'indice mitotique apparaît plus 

importante par analyse d'images (100 % )  que par la méthode classique de dé- 

compte des mitoses sur coupes (61 % )  ; toutefois, cette différence ne peut 

être considérée comme significative compte-tenu du nombre de cellules décomptées 

dans chacune des deux méthodes (1000 pour l'analyse d'images, 10000 pour 

la méthode classique) en égard à la faible valeur de cet indice (de l'ordre 

de 0,30 % après 96 h.de dénervation). 

Pour le mésoderme, nous avons observé les mêmes corrélations entre 

les résultats de l'analyse d'images et ceux obtenus précédemment. Ainsi la 

diminution de l'indice de marquage bref et le pourcentage des cellules en S 

sont de l'ordre de 55 % dans les deux cas ; comme pour l'épiderme, nous avons 

aussi observé une distortion entre la diminution de l'indice mitotique mesuré 

par microscopie 73% et par analyse d'images (100%) vraissemblablement pour les 

mêmes raisons que celles citées ci-dessus. 



B - EVOLUTION DU POURCENTAGE DE CELLULES DANS LES PHASES G1 et G APRES 
0- 

DENERVATION (Tableau 22). 

La cytophotométrie (chapitre II) avait montré, après dénervation 

une accumulation de cellules mésodermiques dans la phase du cycle dont la 

teneur en DNA est égale à 2C (Go + G1) ; ce résultat est confirmé par l'analyse 
d'images qui montre une augmentation du pourcentage de cellules correspondant 

aux phases (G + G1) de l'ordre de 40 % après 96 h. de dénervation (86 % 
O 

chez les dénervés, 61 % chez les témoins). Une évolution semblable, bien que 

moins importante existe aussi dans l'épiderme, tissu dans lequel on observe 

une augmentation du pourcentage de cellules (G + G1) de l'ordre de 10 % 
O 

(94 % chez les dénervés, 85 % chez les témoins). 

Tableau 22 : EvoZution du pourcentage de ceZluZes dans Zes dif férentes phases 
du cycle cel lulaire  après 96 h. de dénervation d'après l e s  m8tho- 
des classiques (chapitre 1, I I  e t  I I I )  e t  l 'analyse d'images 
(chapitre I U .  Les pourcentages sont indiqués par rapport à l 'en- 
semble des ce l lu les .  Entre parenthèses : pourcentage par rapport 
aux ceZZules en cycle. Les t i r e t s  indiquent que Zes mesures ne 
sont pas réalisables (sauf pour (G + G 1 de l 'épiderme). Astéris- 
que : pourcentages obtenus après 1 8 4  h. de dénervation. 

S 

G2 

M 

(G + G1) 
O 

(G1 + G 1 
01 

(G + G  ) x  
0 01 

Go 

Epiderme 

Mé tlode s 
Classiques 

- 71 
- 

- 61 

- 
- 

+ 40 

- 

Mésoderme 

Analyse 
d'images 

- 73 (- 68) 

- 74 (- 67) 

- 100 (-100) 
+ 10 

+ 66 (+ 31) 

- 
- 20 

Méthodes 
Classiques 

- 54 

- 

-73 

+ 60 

- 

+ 15 

- 

Analyse 
d ' images 

- 58 (- 75) 

- 70 (- 72) 

- 100 (- 100) 

+ 40 

+ 56 (+ 90) 

- 

+ 30 



Cependant, l'analyse d'images permet de préciser cette évolution 

puisqu'elle rend possible la distinction entre les phases G et G1. Nous avons 
O 

donc pu constater une augmentation du pourcentage de cellules en G1 à la fois 

pour le mésoderme (+ 56 %) et l'épiderme (+ 66 % )  ; ces résultats démontrent 

donc que la dénervation provoque un allongement de la phase G1 et valident 

ainsi l'interprétation que nous avions proposée après marquage continu 

(chapitre III).   autre part, l'analyse d'images confirme l'augmentation du 

pourcentage de cellules hors cycle que nous avions constaté après marquage 

continu pour le mésoderme (+ 15 % par cette méthode, + 30 % de Go par l'analyse 

d'images) ; par contre, les résultats obtenus par ces deux méthodes pour 

l'épiderme sont contradictoires puisque le marquage continu indiquait une 

augmentation du pourcentage de cellules hors cycle par marquage continu de 

l'crdre de 40 % alors que l'analyse d'images montre une diminution de l'ordre 

de 20 % du pourcentage de Go.  

L'ensemble de ces résultats montrent deux faits essentiels, l'aug- 

mentation du pourcentage de cellules en G1 au détriment des autres phases 

du cycle et dans une moindre mesure une augmentation du pourcentage de cellules 

en G o .  Toutefois, l'augmentation du pourcentage de cellules en G1 de l'épider- 

me (+ 31 % )  apparaît moins importante que celle concernant le mésoderme 

(+ 90 %) . Il convient sur ce point de signaler que l'épiderme contient, dans 
des conditions normales d'innervation, jusqu'à 70 % de cellules en Gl dont 

une partie d'ailleurs doit se trouver en G puisque lknalyse d'images ne 
01 

différencie pas G1 de G (il rassemble ces deux classes en une'seule,qualifiée 
01 

de G1 dans notre exposé) ; comme dans les mêmes conditions le mésoderme ne 

contient au plus que 47 % de cellules en G1 on conçoit aisément que l'effet 

de la dénervation, sous la forme d'un allongement de G1,semblera affecter 

préférentiellement ce tissu. 

L'allongement de la phase G1 peut être le prélude à la différencia- 

tion cellulaire compte-tenu du caractère progressif du cycle cellulaire (Fig. 32) 

(BISCONTE, 1979) ; en effet, les phénomènes nucléaires qui se produisent au 

cours du cycle cellulaire peuvent être résumés de la façon suivante : au 

terme d'une mitose deux noyaux diploïdes s'individualisent et entre en phase 

G1. Au début de la phase Gl, la chromatine se décondense progressivement 

(BRUGAL et CHASSERY, 1977 ; GIROUD, 1982) jusqutau moment où la cellule choisit 



Figure 32 : Représentation canonique sur le  plan factorisZdes points corresp,n- 
dants aux ce l l u l e s  dans l e s  5 phases du cycle c e l l u la i r e .  Les 
d i f f é r en t e s  phases pr6sentent m e  disposi t ion l e s  mespar  rapport 
aux autres qui r e f l è t e  remarquablement le  caractère progressif 
du cycle c e l l u la i r e .  



de r e s t e r  dans l e  cycle  ou d 'en s o r t i r .  

Lorsque l a  c e l l u l e  c h o i s i t  de demeurer dans l e  c y c l e . e l l e  poursu i t  
I 

s a  phase G1 ; on observe a l o r s  une augmentation de l a  condensation de l a  

chromatine ( N I C O L I N I  e t  c o l l . ,  1977). A l a  f i n  de l a  phase G 1 ,  l a  synthèse de 

DNA commence ; l a  c e l l u l e  e n t r e  en phase SI  l a  chromatine s e  décondense e t  se 

d isperse  à l ' i n t é r i e u r  du noyau pendant que s e  déroule l a  dupl ica t ion  de DNA 

(PEDERSON e t  ROBBINS, 1972). Cet te  homogénéisation du contenu nucléa i re  

s e  poursui t  jusqu'au moment ou l ' é t a t  t é t r ap lo ïde  é t a n t  a t t e i n t ,  l a  chromatine 

s e  condense à nouveau (NICOLINI e t  c o l l . ,  1977) j l e s  c e l l u l e s  e n t r e n t  en phase 

G2 q u i  prend f i n  avec l a  prophase de l a  mitose inclusivement. 

Par l a  s u i t e ,  l e s  chromosomes s ' i nd iv idua l i sen t  e t  l e  cycle ce l lu -  

l a i r e s  s 'achève par une télophase,  conduisent a i n s i  à deux c e l l u l e s  d ip lo ïdes  

en phase G1. 

Lorsque l a  c e l l u l e  c h o i s i t  de s o r t i r  du cycle ,  on considère qu'e1l.e 

e n t r e  dans l a  phase G (PATT e t  QUASTLER, 1963) ; l a  chromatine continue 
O 

a l o r s  à se décondenser (BRUGAL e t  CHASSERY, 1977). C ' e s t ,  en e f f e t ,  pendant 

l a  phase G que sont  syn thé t i sées  l e s  proté ines  s t r u c t u r a l e s  e t  fonct ionnel ïcç  
O 

spéci f iques  de chaque type c e l l u l a i r e  ( d i f f é r e n c i a t i o n ) .  

L'allongement de G 1  d o i t  ê t r e  considéré comme d i s t i n c t  de l a  s o r t i e  

de cycle (SMETS, 1973 ; BASERGA, 1973 ; YANISHEVSKY e t  STEIN, 1981) même s i  on 

peut  l e  considérer comme l e  prélude de c e t t e  dernière  ; il cons t i tue  l e  p r i n c i p a l  

e f f e t  de l a  dénervation : à ce t i t r e  l e  f ac teur  nerveux appara f t  comme un 

fac teur  de régula t ion  du cycle c e l l u l a i r e  (MADEN, 1979 ; ROTHSTEIN, 1982). 

L ' e f f e t  de l a  dénervation su r  l a  s o r t i e  de cycle, s i  e l l e  e s t  incon- 

t e s t a b l e ,  au moins pour l e  mésodernîe, n'en e s t  pas moins l imi tée  (augmentation 

de 15 à 30 % pour ce t i s s u  après  96 h. de dénervation. tableau 22).  Pour 

l 'épiderme l a  s i t u a t i o n  appara î t  p lus  complexe ( tableau 22) ; en e f f e t ,  nous 

avons cons ta té  après 96 h. de dénervation une augmentation de 40 % des c e l l u l e s  

hors cycle  pa r  l a  méthode du marquage continu,  méthode q u i  permet de décompter 

sans d i s t i n c t i o n  l e s  c e l l u l e s  en G 1  e t  en G ; par  con t re ,  l ' ana lyse  d'images 
01 

indique une diminution de 15 % des  seules  G après 96 h. de dénervation. Sans 
O 

doute ce de rn ie r  r e s u l t a t  s ' expi ique  par  l 'augmentâticn importante Hu poarcen- 

tage  de c e l l u l e s  en G du témoin auquel on s e  r é f è r e e  (33 % à 48 h.,  54 % 
O 

à 96 h.) a l o r s  que pour l e  mésoderme 162s pourcentages de c e l l u l e s  en Go du 



témoin v a r i e n t  peu dans l e s  mêmes condit ions (41 % à 48 % ,  43  % à 96 h.1. 

Cette évolut ion rapide d e  l 'épiderme du témoin ne permet donc pas d 'apprécier  

avec préc is ion  l ' e f f e t  de l a  dénervation su r  l a  s o r t i e  de cyc le  des c e l l u l e s  

épidermiques . 
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CONCLUS ION GÉNÉRAG 

L'ensemble des r é s u l t a t s  obtenus à l a  f o i s  par  l e s  méthodes 

c lass iques  d'analyse du cycle e t  par  l ' analyse  des images nucléa i res  mon- 

t r e n t  que l ' a r r ê t  de l a  régénérat ion après dénervation au s t ade  cône résu l -  

t e  essentiel lement d 'un  allongement de l a  phase G1 e t  dans une moindre mesure 

d'une accéléra t ion  de l a  s o r t i e  de cycle des  c e l l u l e s  de régénérat ion.  

Ces r é s u l t a t s  infirment donc l 'hypothèse de TASSAVA (1974, 1975 

e t  1978) r e l a t i v e  à un blocage des c e l l u l e s  en G2 e t  corroborent t o u t  en l a  

complétant c e l l e  de MADEN (1978, 1979) ; d ' a u t r e  p a r t ,  i l s  montrent que l e s  

deux t i s s u s  du blastème sub i s sen t  l a  dénervation de l a  même façon bien  qu ' à  

un degré moindre pour l 'épiderme ; enf in  i l s  met tent  en évidence l e  f a i t  que 

l a  cu l tu re  i n  v i t ro  de blastème associé ou non à des ganglions nerveux cons- 

t i t u e n t  un système e f f i c a c e  d 'étude du r ô l e  du système nerveux dans l a  régé- 

nérat ion.  

I l  conviendra désormais par  l ' é t u d e  de l ' i n f luence  de l a  dénerva- 

t i o n  s u r  une durée supér ieure  à 4 jours de p r é c i s e r  l e s  r e l a t i o n s  e n t r e  l ' a l l o n -  

gement de l a  phase G1 e t  l a  s o r t i e  du cycle ; e n f i n ,  il importera de p r é c i s e r  

l a  des t inée  des c e l l u i e s  hors cycle t a n t  chez l e s  témoins (d i f fé renc ia t ion)  

que chez l e s  dénervés (d i f fé renc ia t ion  e t / o u  réso rp t ion) .  



L'influence de l a  dénervation sur  l ' évo lu t ion  des  c e l l u l e s  régéné- 

r a t r i c e s d e  blastèmes de membres dénervés a é t é  é tudiée  chez llAmphibien Urodèle 

PZeuro&Zes waZt l i i  M. à l a  f o i s  i n  v ivo  e t  i n  v i t r o  e t  sur  l e s  deux t i s s u s  

composant l e  blastème, l 'épiderme e t  l e  mésoderme. 

Dans un premier temps, nous avons montré par l a  mesure de l a  syn- 

t h è s e  de DNA (par  sc in t ig raph ie  e t  autoradiographie après marquage b r e f ) ,  de 

l ' i n d i c e  mitot ique (par  microscopie) ,  du pourcentage de c e l l u l e s  dont l a  

teneur en DNA e s t  égale à 2C ou comprise e n t r e  3C e t  4C (par  cytophotométrie 

d 'absorption) qu 'après dénervation l e s  c e l l u l e s  de régénérat ion ne son t  pas  

b l o q ë e s e n  G 2 ,  mais q u ' e l l e s  s'accumulent dans une phase du cycle  c e l l u l a i r e  

correspondant à une teneur en DNA de 2C. 

Dans un deuxième temps, nous avons montré par  autoradiographie 

ap rès  marquage continu que l 'augmentation après  dénervation du pourcentage 

de c e l l u l e s  ayan t  une teneur  en DNA éga le  à 2C r é s u l t e  essent ie l lement  d 'un 

allongement de  l a  phase G1 e t  dans une moindre mesure d'une accé lé ra t ion  de 

l a  s a r t i e  de cyc le  (G ) de ces  c e l l u l e s .  Paral lèlement,  nous avons montiré 
O 

par  autoradiographie à haute r é so lu t ion  que tou tes  l e s  ca tégor ies  de c e l l u l e s  

du blastème d é c r i t e s  précédemment son t  capables d ' incorporer  l e  précurseur.  

Dans un t ro is ième e t  de rn ie r  temps, nous avons déterminé l e  

pourcentage.de ce l lu lesdans  l e s  d i f f é r e n t e s  phases du cycle G G1, S ,  G 2 ,  
0 ' 

M) grâce à un analyseur d'images microscopiques (SAMBA 2 0 0  Thomson-TITN) 

e t  ce ,  après d i f f é r e n t s  temps de dénervation. L e s  r é s u l t a t s  obtenus par  

c e t t e  nouvelle technique confirment l e s  r é s u l t a t s  précédents t o u t  en l e s  

préc isant .  

L'ensemble d e s  r é s u l t a t s  obtenus démontrent donc que chez l e  

Pleurodèle, la  dénervation du membre en cours de régénérat ion a r r ê t e  ce l l e -c i  

en modifiant l e  cycle des  c e l l u l e s  r égénéra t r i ces  par  allongement de l a  phase 

el e t  dans une moindre mesure, accé lé ra t ion  de l a  s o r t i e  de cycle ( G o )  de 

c e s  ce l lu les .  



SUMMARY 

- The influence of denervation on the  c e l l s  of the  regenerat ion 

blastema of the  Urodele Amphibian PZeurodeZes waZtZii M. has been s tudied  

both i n  v i v o  and i n  v i t r o  and on both epidermal and mesodermal c e l l s .  

F i r s t l y ,  by measurements of DNA synthes is  using l i q u i d  s c i n t i l l a t i o n  

ccuting and autoradiographic l a b e l l i n g  ind ices ,  by ca lcu la t ions  of mi to t i c  index, 

and by measurements of nuclear content  (2C  and 3 ~ / 4 ~ )  using absorption spectro- 

photometry, we have shown t h a t  following denervation, blastemal c e l l s  a r e  not 

blocked i n  G2 but accumulate i n  a phase of the  c e l l  cycle corresponding t o  a 

3NA content  of 2C. 

Secondly, w e  have shown by continuous l a b e l  autoradiography t h a t  the 

increase i n  the  percentage of c e l l s  containing a 2C DNA content  following dener- 

vat ion r e s u l t s  £rom a lengthening of the  G1 phase and,to a l e s s e r  degree, £rom 

an acce le ra t ion  of the  r a t e  a t  which ce l l s l eave  the  ce11 cycle.  High resolutj-on 

autoradiography has revealed t h a t  a l 1  previously described blastemal ce11 types 

a r e  capable of incorporat ing precursor.  

F inal ly ,  w e  have used the  SAMBA 200 image analyser  (Thomson TITN) 

t o  determine the  percentage of c e l l s  i n  the  d i f f e r e n t  phases of the  ce11 cycle 

(Go ,  G l ,  S I  G a ,   and^) a t  d i f f e r e n t  times following denervation. The r e s u l t s  

obtained wi th  t h i s  new technique confirm the  above r e s u l t s  i n  a more p rec i se  

f ashion. 

On the whole, Our r e s u l t s  show t h a t  i n  PZeurodeZes, the  denervation 

of a regenerat ing limb s tops  regenerat ion by modifying the  ce11 cycle of the  

blastemal c e l l s  i n  two ways : by increas ing the length of G 1  andtto a l e s s e r  

ex ten t ,  by acce le ra t ing  the r a t e  atwhich c e l l s  e x i t  the  ce11 cycle. 
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Planche I : Stades de Za régénération du membre antérieur de PZeurode l e s  
wa Z t  Z i i  . 

Les blastèmes de régénération sont formds de deux t i s s u s ,  l e  mésoderme 
e t  l'épiderme qui l e  recouvre ; Za l imi te  entre l e  régénérat e t  l a  souche 
e s t  soulignée par l e s  barres obliques. 

Figure a : Stade cône précoce, coupe longitudinale. Ce stade e s t  caracté- 
r i sé  par une a c c m Z a t i o n  des ceZZuZes mésoderrrriques sous un 
épiderme épais. Nos eqér i ences  de dénervation sont e f fec tuées  
sur ce stade (X 150). 

Figure b : Stade cône moyen, coupe ZongitudinaZe. (X 150) .  

Figure c : Stade cône cvancé, coupe longitudinale. La t a i l l e  du régénérat 
a augmenté. (X 150) . 

Figure d : Stade pale t te ,  coupe ZongitudinaZe . Le régénérat s ' a p  Zat i t  dorso- 
ventralement ; Zes ceZZuZes qui vont donner naissance au sque Zet- 
te  sont mises en place. Ce stade précède la formation des doigts.  
(X 150) . 





Planche II : Autoradiographie après marquage bref p a r  la thymidine 3~ i n  vivo. 

Figure a : BZastème innervé au stade cône, après marquage bref (coupe Zongitu- 
nale). ( X  300). 

Figure b : BZastème dénervé au stade cône, czprès' marquage bref (coupe Zongitu- 
dina Le) . ( X  3091 . 

Figure c : Agrandissement de Za figure a. Les fZ2ches indiquent Zes ceZZuZes 
marquées. ( X  1200) . 

Figure b : Agrandissement de Za figure b. k s  fZèches indiquent les  ceZZuZes 
marquée S .  ( X  1200) . 

BZastème au stade cône en presence ou en absence de t i ssus  nerveux. 

Figure e : BZastème innervé au stade cône (coupe longitudinale) i n  vivo. Les 
barres obliques marquent Zes limites entre Za souche e t  le  régkné- 
rat. ( X  150j. 

Figure f : BZastème dénervé au stade cône pendant 4 jours, i n  vivo. Les barres 
obliques indiquent Zes l imites  entre Za souche e t  le régénérat. 
Remarquer Za diminution de taiZZe de ce régénérat en Z 'absence ch 
t i s s u  nerveux. (Coupe longitudinale) . ( X  150). 

Figure g : BZastème au stade cône eqZanté e t  cuZtivé i n  v i t ro  (pendant 4 jours) 
en présence d 'un ganglion nerveux (92).  (Coupe ZongitudinaZe) . 
( X  150) . 

Figure h : BZastème au stade cône expZantd e t  cultivé seul pendant 4 jours 
(Coupe ZongitudinaZel . (X 150) . 





Planche I I I  : Autoradiographie aprds marquage continu p a r  Za thymidine 3 ~ .  

In vivo. 

Figure a : BZastème innervé parvenu au stade palette, après un marquage 
continu de 4 jours. Le marquage a é té  effectué alors que Ze 
blastème é t a i t  encore au stade cône. (Coupe Zongitudinale). 
( X  150) . 

Figure  b : Blastème dénervé au stade cône depuis 8 jours, après un marquage 
pendant Zes 4 derniers jours. (Coupe ZongitudinaZel . ( X  3001 . 

Figure c : Agrandissement de la figure a. Remarquer que Za presque t o t a l i t é  
des ce lZu les ont incorporé le précurseur radioactif .  (Coupe 
longitudinaZe). ( X  750). 

Figure  d : Agrandissement de Za figure b. Remarquer que Za presque to ta l i t é  
&s ceZZuZes ont incorporé Ze précurseur radioactif .  (Coupe 
Zongitudinale) . !X 1200). 

In vi tro.  

Figure e : BZastème explanté au stade cône e t  cuZtivé i n  v i t ro  en présence 
drun  ganglion nerveux pendant 4 jours. Un marquage continu a é t é  
effectué pendant Zes 2 derniers jours de cuZture. (Coupe Zongitu- 
dîna21 ; F : f i l t r e ,  g l  : ganglion nerveux. ( X  1501 

Figure f : BZastème au stade cône cultivé seul i n  v i t r o  pendant 4 jours après 
un marquage continu de 2 jours. (Coupe longitudinale) . ( X  150) . 

Figure g : Agrmdissement de la figure e .  La presque to ta l i t é  des ceZZules 
épidermiques (E1 e t  mésoder~ques (M) sont marquées. ( X  1200) . 

Figure h : Agrandissement de Za figure f . ,  de nombreuses cel lules  épiderniques 
(E1 e t  mésodemtiques (M) sont marquées. (X 1200). 





Planche IV : Autoradiographie après marquage continu par Za thymidine 3~ i n  vivo. 

Coupes semi-fines 

Figure a : BZastème innervé au stade cône, après un marquage continu de 4 jours 
Zes ceZZuZes épidermiques ( E l  e t  mésodenniques (M) sont marquées 
(Coupe Zongitudinale) . (X 3000). 

Figure b : BZastdme dénervé au stade cône depuis 8 jours, après un marquage 
pendant les 4 derniers jours. Remarquez Ze marquage des ce ZZuZes 
&sodermiques pâles (1 flèche) e t  communes (2  fZèches) e t  Z 'absence 
de marquage sur certaines ce Z Zules ayant Ze s mêmes caractéristiques. 
( X  30001. __. - .. 

,<; >\q+,; - 
-* 
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Figure c : Ce ZZule m8so@mique ~eormmcne non marqu&e d 'un blastème dénervé 
pendant 8 jo&s<~upqès .mi- marquage pendant les  4 derniers jours 
( X  1 5000) . ." . - 

Figure d e t  c : CeZZuZes mésodermiques c o r n e s  marquées d'un blastème dénerué 
pendant 8 jours, après toz marquage pendant Zes 4 derniers jours 
(X 30000). 





OUDKHIR Mustapha 

1NFLUENCE DE LA DENERVATION SUR 
L'ÉVOLUTION DES CELLULES REGÉNÉRATRICES 
DU MEMBRE D'UN AMPHIBIEN URODELE, 
PLEURODELES WALTLII MICHAH 

1 I THÈSE, 3" Cycle Biologie et Physiologie animale, 
LILLE 1983, No 1065 

Cadre de classement : 

Mots-clefs : Régéneration, dénervation, Amphibia, 
cycle cellulaire, analyse image. 

t 
I 

RÉSUMÉ DE LA THÈSE 

L'influence de la denervation sur l'évolution des cellules régénera- 
trices de blastemes de membres d6niervés a et6 6tudiée chez I'Amphi- 
bien Ur6dble Pleurodeles waltlii M. &.la fois in vivo et in vitro et sur les 
deux tissus composant le blastbme, l'épiderme et le mésoderme. Nous 
avons mesure & diffdrents temps de--dénervation la synthèse de DNA 
(par scintigraphie et autoradiographie après marquage bref), l'indice 

l mitotique (par microscopie), le pourcentage de cellules dont la teneur 
en DNA est egale 2C, comprise entre 3C et 4C (par cytophotometrie 
d'absorption), le pourcentage de cellules hors cycle (Go) (par auto- 
radiographie après marquage continu) et enfin le pourcentage de 
cellules dans les differentes phasqs du cycle (Go, G,, S, Gz,M) (par 
analyseur d'images microscopiques Samba 200 Thomson TITN). 

L'ensemble des résultats obtenus montre que I'arrdt 'de la régéné- 
ration aprbs d6nervation résulte d'une modification du cycle des 
cellules régénératrices par allongement de la phase G1 et dans une 
moindre mesure d'une accélération de la sortie de cycle (Gd de ces 
cellules. 

JURY 

Président : Monsieur A. CAPURON 
Rapporteur : Monsieur B. BOILLY 
Examinateurs : Monsieur P. CHIBON 

Madame M. COLLYN D'HOOGHE 
Monsieur E. LHEUREUX 




