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INTRODUCTION



Parmi les facteurs contrflant la régénération du membre 4'Amphi-~
bien, le systéme nerveux a retenu depuis longtemps l'attention des chercheurs.
On sait, en effet, depuis les travaux de TODD (1823) qu'un membre dénervé
au moment de l'amputation est incapable de régénérer ; dans ces conditions
le moignon cicatrise normalement, mais on n'observe pas d'accumulation de
cellules mésenchymateuses derriére l'épiderme cicatriciel alors que les
tissus de la souche subissent une certaine histolyse (WEISS, 1925 ; SCHOTTE,
1926 ; SCHOTTE et BUTLER, 1941). Cependant, la réponse du membre dénerveé
dépend de 1l'dge du régénérat au moment de la dénervation (SINGER et CRAVEN,
1945 ; BUTLER et SCHOTTE, 1949) ; il existe, en effet, au cours de la
régénération une période critique au deld de laquelle le régénérat mani-
feste une certaine indépendance vis-&-vis du systéme nerveux ; si la déner-
vation est réalisée avant cette période, c'est & dire & une époque ou la
différenciation du blastéme n'a pas encore commencs, le blastéme cesse de
croitre et subit méme une régression ("phase dépendante du systéme nerveux") ;
au deld de cette période, la croissance du blastéme dénervé, bien que ralentie,
se poursuit jusqu'a l'édification d'un régénérat normalement constitué, mais
de petite taille ("phase indépendante du systéme nerveux").

En fait, le contrdle des premiéres phases de la régénération par
le systéme nerveux dépend de la quantité de fibres nerveuses (ou d'axoplas-
me) présente au niveau du front de section (SINGER, 1952, 1974 ; RZEHAK et
SINGER, 1966). Ces fibres exercent leur action en libérant un facteur de
nature protéique (facteur trophique ou neurotrophique), dont on a pu montrer
qu'il intervenait sur le métabolisme des acides nucléiques et des protéines
(SINGER, 1978).

Cependant, si l'existence du facteur neurotrophique et ses
modalités d'action sur la régénération font l'unanimité des chercheurs,

il n'en est pas de méme de son mode d'action au niveau cellulaire.



POSITION DU PROBLEME ET METHODOLOGIE



A - POSITION DU PROBLEME.

L'arrét de la régénération par dénervation doit &tre envisagé
au niveau du cycle des cellules de régénération. Le cycle cellulaire
(HOWARD et PELC, 1953) comprend quatre phases (Fig. 1).
% La phase Gj, période post-mitotique ou de présynthése du DNA.
# La phase S, période de synthése de DNA
% La phase Gy, période de post-synthése ou prémitotique.

¥ La phase M, période de division de la cellule ou mitose.

Les phases G; et G, sont caractérisées par une teneur en DNA

respectivement de 2C et 4C.

Lorsque dans une population cellulaire, une cellule cesse tempo-
rairement de se diviser, elle est dite en G, (PATT et QUASTLER, 1963),
cette phase G, étant équivalente en ce qui concerne sa teneur en DNA a
une phase Gy (2C) ou parfois & une phase Gy (4C) . Cette sortie du cycle
peut étre transitoire, dans ce cas les cellules sont mises en réserve, soit
en G (Gp)). soit en Gy (Ggy) (Fig. 1), ces cellules pouvant réintégrer

facilement le cycle en cas de besoin.

La sortie du cycle peut étre définitive ; dans ce cas les cellules
s'engagent dans la différenciation, cette évolution concerne les cellules
ayant une teneur en DNA é&gale & 2C et proviennent donc de G; ; ces cellules
peuvent dans certaines conditions retourner dans le cycle par dédifféren-

ciation notamment au cours de la régénération.

L'arrét de la régénération aprés dénervation peut étre &4 :

- soit 4 un ralentissement du cycle cellulaire qui se traduit
par une diminution de la multiplication cellulaire, ce ralentissement du
cycle peut étre la conséquence d'un allongement d'une ou plusieurs phases
du cycle.

- soit & un arrét du cycle (correspondant & une sortie du cycle),
celui-ci pouvant se faire oit en G; soit en Gj. Ce comportement cellulaire
peut étre accompagné d'une disparition des cellules par lyse dans une phase

du cycle, celle par exemple ol les cellules s'arréteraient.
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La premiére réponse & ce probléme a été apportée par TASSAVA et
coll. (1974, 1975 et 1978). Aprés dénervation du membre (d'Ambystoma
mextcanum ou de Notophthalmus viridescens) soit au moment de 1'amputation
soit 8 jours aprés, ces auteurs ont constaté que les cellules du blastéme
ne se divisent plus alors qu'elles étaient encore capables d'incorporer
la thymidine tritiée ; ce comportement particulier des cellules de régéné-
ration aprés dénervation était interprété comme un blocage du cycle de
ces cellules en Gjy. Toutefois, des études micro-densitométriques de coupes
colorées au Feulgen effectuéespar ces auteurs montraient gue le rapport
du nombre de cellules & 4N (équivalente & 4C) sur le nombre de cellules &
2N (équivalente & 2C) était identique chez les dénervés et les témoins ; &
la lumiére de ces résultats, ces auteurs considéraient donc gque les cellu-
les bloguées en G, étaient éliminédes, cette disparition cellulaire rendant
compte de la résorption du blastéme aprés dénervation.

L'hypothése d'un blocage du cycle en Gy n'a pas rencontré
beaucoup de succés. Seuls quelques auteurs dont CARLONE et FORET (1979)
ont approuvé cette interprétation sur la base de résultats obtenus in vitro.
Ces auteurs, dans le cadre d'études de la restauration de la proclifération
de blastémes dénervés par apport d'extraitsnerveux ou d'AMPc, ont constaté
une augmentation significative de l'indice mitotique dans un délai de 8 h. ;
compte-tenu de la durée de Gy, l'apparition d'un pic de mitoses 8 h. aprés
l'addition d'extraits de cerveau ou d'AMPc ne peut provenir, selon ces

auteurs, que des cellules bloquées en G; par la dénervation.

Des études de méme nature effectuées cette fois ¢n vivo par
JABAILY et SINGER (1977) peuvent étre interprétées de la méme fagon. Ces
auteurs ont constaté que l'infusion d'extraitsde cerveau dans des blastémes
dénervés 12 & 13 jours aprés l'amputation entrainait une augmentation
importante de l'incorporation de la thymidine 3 aprés 24 h. de traitement ;
dans l'hypothése d'un blocage en G2, ce délai correspondrait & la durée
des phases M, G; et d'une partie de S , ce qui semble compatible avec la
durée du cycle telle qu’elle a été établie par MADEN (1976) ; par contre,
ce dernier (MADEN, 1978) rejete 1l'hypothése de TASSAVA aprés avoir cons-

taté qu'il existait des mitoses dans les blastémes dénervés et que dans ces

derniers, l'indice mitotique évcluait pratiquement comme le pourcentage de



cellules incorporant la thymidine 3y,

D'autre part, cet auteur a constaté que des cellules bloquées
en Gy (par une irradiation aux rayons X) ne sont pas éliminées ainsi que

le supposait TASSAVA (dans le cas d'une dénervation),

=

Enfin TASSAVA (1978) a tenté d'apporter de nouveaux éléments a
la solution de ce probléme en analysant le cycle des cellules de blastémes
dénervés et innervés. Malheureusement, cet auteur n'a pas constaté de diffé-
rences significatives dans la durée du cycle cellulaire de ces deux types
de blastémes ; il estime que ses mesures de durée de cycle, méthode de
(QUASTLER ‘et SHERMAN , 1959), sont rendues imprécises aprés un temps de
dénervation supérieur & 3 jours en raison du peu de mitoses rencontrées dans
ces conditions et des phénoménes de résorption consécutifs & la dénervation.
TASSAVA et coll. ont é&tabli récemment (1983) le cycle cellulaire de blastémes
dénervés partiellement et dont la régénération n'était donc pas blogquée
mais simplement retardée ; 1la encore, les résultats obtenus par ces auteurs
n'ont pas montré de différences significatives entre dénervés et innervés

pour les durées de (G, + 1/2M) d'une part et de S d'autre part.

Ainsi, & la lumiére de ces résultats, il apparait que la mesure
de l'indice mitotique et du pourcentage de cellules incorporant la thymi-

dine 3

H & l'exclusion de la mesure des paramétres du cycle cellulaire ont
permis d‘'aborder le probléme du comportement des cellules de régénération
aprés dénervation sans toutefois le résoudre ; en effet, ils permettent

les uns de considérer que la dénervation bloque les cellules en G; (TASSAVA
et coll., 1974, 1975, 1978 ; CARLONE et FORET, 1979), les autres de rejeter

cette hypothése (MADEN, 1978).

Cependant, un autre type d'étude réalisé par MADEN (1979) d'une
part et LOYD et CONNELLY(1981) d'autre part a apporté d'autres éléments de
réponse ; cette étude basée sur la cytophotométrie de cellules sguashées
et colorées au Feulgen a montré qu'aprés dénervation d'un bléstéme de
régénération au stade cSne, les cellules s'accumulent en G; ; selon MADEN,
cette accumulation de cellules en G serait dde soit & un allongement de
Gi1, soit & une mise hors cycle d'un certain nombre de cellules, Pour LOYD
et CONNELLY, cette accumulation en Gi ne concernerait gue les blastémes

"nerf-indépendant” ; dans ce cas, une rediffeérenciation précoce des blastémes



dénervés rendrait compte de cette évolution ; par contre, les blastémes
"nerf-dépendant” ne présentent pas de différence particuliére aprés déner-

vation au niveau du cycle...

Compte tenu du caractére hétérogéne des résultats obtenus, il

nous a semblé opportun de répondre & ce probléme sur des bases nouvelles.

B - METHODOLOGIE.

Nous avons utilisé des blastémes de régénération au stade cdne;
ce stade, dépendant du systéme nerveux, présente plusieurs avantages ;

- Il est facilement identifiable sur le plan morphologique et
permet donc une plus grande homogénéité dans les régénérats utilisés.

- Il présente une taille suffisante pour &tre cultivé in vitro.

- Il correspond & une phase d'intense prolifération cellulaire
et permet donc d'apprécier plus facilement l'influence du systéme nerveux
sur ce phénoméne.

- Le grand nombre de cellules qu'il contient donne la possibilité

d'obtenir des résultats statistiquement significatifs.

Toutefois, ces avantages sont entachés d'un inconvénient, dd a
la proximité de la phase de différenciation qui apparait au stade suivant

(palette).

Une étude du cycle des cellules de régénération aprés dénervaticn
4 été mené In vivo et in vVIitro, a la fois sur les deux types de cellules
méscdermiques et épidermiques composant les blastémes, Deux types d'approche
méthodologiques ont été utilisées :

Dans le premier type,un certain nombre de techniques classiques
permettant de préciser le comportement des cellules au cours du cycle ont
été utilisées 3 l'exclusion de la mesure directe des différentes phases
du cycle cellulaire par la méthode des pourcentages de mitoses marquées,
technique qui s'est avérée imprécise en raison du peu de mitoses rencontrées
dans les blastémes dénervés. Dans un premier temps, nous avons mesuré la

synthése de DNA et l'indicemitotique des cellules de régénération afin de



détecter éventuellement un blocage dans une phase du cycle. Dans un deuxiéme
temps, nous avons utilisé la cytophotométrie afin de préciser le comporte-
ment des cellules dans le cycle. Dans un troisiéme temps, grdce i l'autora-
diographie, nous avons évalué le pourcentage de cellules hors cycle.

Dans le deuxiéme type d'approche méthodologique, nous avons
étudié la cinétique cellulaire des blastémes par analyse automatique des
images microscopiques de noyaux de cellules de régénération a l'aide du

systéme d‘'analyse microphotométrique & balayage automatique.



MATERIEL ET TECHNIQUES

= 6 o



A - MATERIEL.

Les animaux utilisés, Pleurodeles waltlii Michah (Amphibien,
Urodéle) proviennent d'un élevage réalisé au laboratoire; ils sont agés

de 6 mois 8 1 an et demi et leur taille est comprise entre 4 et 9 cm.

Les animaux maintenus dans l'eau de robinet & la température
de 23 = 1°C sont ncourris de larves de chironomes et de foie de boeuf haché,

deux fois par semaine; l'eau d'élevage est changée aprés chaque repas.

B - TECHNIQUES.

1) Techniques opératoires.

Les blastémes de régénération sont obtenus par section des
membres antérieurs au niveau du stylopode & proximité du coude. Avant
l'opération, les animaux sont anesthésiés au MS 222 (Tricaine méthane

sulfonate Sandoz) a 1 %-
L'effet de la dénervation est &tudié im viveo et im vitro :

- In vivo : La dénervation est effectuée au moment ou le
régénérat a atteint le stade cdne (PL. I ) environ 15 & 20 jours aprés
l'amputation. Elle est obtenue par section des nerfs spinaux 3,4 et 5 au
niveau du plexus brachial du membre droit, le membre gauche dont 1l'inner-
vation est conservée sert alors de témoin. Cette opération est répétée
tous les 2 jours afin d'éviter la réinnervation du blastéme par les fibres

nerveuses régénérées.

~ In vitro : La culture in vitro permet de rendre les
blastémes excisés (au stade cdne) strictement aneurogéniques ; les effets
du systéme nerveux sont étudiés par association de ces blastémes avec des
ganglions provenant de la racine dorsale des nerfs spinaux 3 et 4 brachiaux

et 16 et 17 cruraux d'un Pleurodéle donneur.

Lorsque l'étude séparée des 2 tissus (épiderme et mésoderme)
constituant le blastéme s'avére nécessaire, les régénérats sont plongés

dans une solution 4d'E.D.T.A. (éthyléne diamine tétraacétique) a1l p. 1000
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dans le liquide de Steinberg sans calcium ni magnésium & 35°C pendant

15 minutes. L'épiderme est alors séparé mécaniquement du mésoderme.

2) Technigue-de culture.

La culture de blastéme est réalisée selon la technique de
LASSALLE (1983). Les blastémes excisés sont stérilisés pendant 10 mn
dans une solution de Ringer contenant de la pénicilline (500 U/ml), de
la streptomycine (500 ug/ml) et de la mycostatine (500 U/ml). Aprés un
passage rapide d'environ 1 mn dans une solution de chloramine & 1 % pour
parfaire la stérilisation, les blastémes sont rincés dans la solution

saline stérile. Les ganglions spinaux subissent le méme traitement.

Les explants sont cultivés individuellement & l'interface
air-milieu. Ils sont posés sur des filtres millipore (diamétre des pores :
8 um), eux-mémes placés sur des grilles en acier en forme de trépied
(Fig. 2) reposant sur le fond d'une boite de pétri en matiére plastique

de 4 cm de diamétre (modéle Corning).

CB

EHBDENERBLEDEREERES S

Figure 2 : Schéma du dispositif de culture ; CB : couvercle de la botte de
pétri ; M : milieu de culture ; B : boite de pétri ; F : filtre
millipore ; G : grille en forme de trépied.

Le milieu de culture est constitué de Leibowitz L15 (GIBCO) dilué

4 70 % auquel sont ajoutés 100 U/ml de pénicilline et 100 ug/ml de strepto-

mycine ainsi que de l'insuline (CHOLAY) & raison de 0,035 U/ml. Les cultures

sont maintenues & 25°C dans une atmosphére normale.
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3) Mesure de la synthése de DNA.

- In vivo.

La synthése de DNA est appréciée par l'incorporation de
thymidine tritiée (activité spécifique : 1 Ci/mM, CEA) ; le précurseur
est injecté intrapéritonéalement 8 h. (Fig. 3) avant le prélévement du

blastéme & raison de 40 uCi par animal.

Les blastémes sont alors homogénéisés individuellement dans 1 ml
d'eau distillée & l'aide d'un homogénéiseur de POTTER et ELVEHJEM. Chaque
homogénat est transféré dans un tube & essai placé dans la glace fondante
auquel est ajouté 1 ml d'eau distillée provenant du ringage de 1'homogéné-~
iseur. Un échantillon de 0,4 ml est prélevé soit pour la détermination
de la quantité de protéines par la méthode de LOWRY et coll. (1951) modifiée
(MARKWELL et toll., 1978) ; soit la détermination de la quantité de DNA par
la méthode de CLIFFORD et coll. (1979).

Le volﬁme restant (1,6 ml) est précipité par l'acide trichloro-
acétique (ATCA) (0,2 ml) pendant 15 mn & O°C. Le précipité est recueilli
sur un filtre en fibre de verre (WHATMAN GF/C). Ce dernier est placé dans
un tube contenant 6 ml de liquide scintillant (Lipoluma) et la radicactivité

est mesurée dans un compteur a scintillation (LKB, WALLAC 1215).

- In vitro.

Pour mesurer la synthése de DNA in vitro, chaque blastéme
est cultivé pendant 24 h. (Fig. 4) en présence de 3 uCi/ml de thymidine 3y
(activité spécifique : 1 Ci/mM, CEA) 48 h. aprés l'explantation. Les explants
sont alors rincés dans un milieu dépourvu de précurseur: radioactif puis

subissent le méme traitement qu'inm vivo.

4) Techniques histologigues.

- Microscopie photonique.

Les blastémes de régénération destinés & l'étude histologique
sont fixés au liquide de BOUIN HOLLANDE sans acide acétique pendant 48 h.
Aprés lavage, les échantillons sont inclus dans la paraffine et débités

en coupes sérides de 5 & 7 um d'épaisseur.



c.p.m,
g protéines
150} .
*
1001
»
.
so|. ¢ .
L]
.
.
L]
.
.
.
M i L L >
o 1 3 6 9 18 temps d'incorporation

(heures) .

Figure 3 : Evolution de l'incorporation de la thymidine 3H in vivo em fonction
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du temps d'incubation. Entre parenthéses : nombre d'échantillons

utilisés.
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Les coupes sont colorées au Rouge Nucléaire/Picroindigo Carmin

ou par la réaction de Feulgen Rossenbeck et montées au Xam.

Les régénérats destinés & l'analyse du contenu nucléaire sont
traités par la méthode des "squashg" selon le protocole suivant :

Aprés séparation du mésoderme de l'épiderme, les 2 tissus sont
traités pendant 20 minutes dans une solution de trypsine & 2 p. 100 dans
le liquide de STEINBERG dépourvu de calcium et magnésium & la température
de 35°C, puis fixés dans la solution de SMITH pendant 18 h. & 4°C. Aprés
lavage a3 l'eau courante pendant 24 h., les échantillons sont stockés
dans l'alcool 70. Au moment de la coloration, les échantillons sont écrasés
entre deux lames dans une goutte d'acide acétique & 45 p. 100. L'ensemble

des deux lames est ensuite refroidie & — 40° C sur une galette de carboglace ;

chacune des 2 lames, aprés séparation mécanique est collodionnée et hydratée

-

les préparations sont ;nsuite hydrolysées dans l'acide chlorydrique 5N &
26°C pendant 1 h. La coloration de DNA est obtenue par la "réaction nucléale”
de FEULGEN et ROSSENBECK (1924) ; les préparations sont colorées dans le
réactif de SCHIFF (MERCK) pendant 1 h. & 26°C.

- Mesure de l'indice mitotique.

Toutes les cellules présentant une phase de mitose allant
de la prophase a la télophase sont dénombrées toutes les deux coupes, tandis

que le nombre total de cellules blastémales est dénombré toutes les 4 coupes.

L'indice mitotique est évalué en faisant le rapport du nombre

de cellules en mitose sur un nombre de cellules supérieur ou égal & 10.000.

- Microscopie électronique.

Les blastémes sont fixés pendant 4 h. & 4° C dans une solution
de glutaraldéhyde & 2,5 % dans le tampon cacocdylate de sodium 0,1 M (pH 7,4).
Les piéces sont ensuite lavées pendant 1 nuit dans la méme solution tampon
et post-fixées au tétroxyde d'Osmium & 1 % dans le méme tampon & la tempéra-
ture ambiante. Les échantillons enrobés dans l'araldite sont débités en

coupes semi~-fines et ultrafines & l'aide d'un ultramicrotome. Les coupes

semi-fines sont colorées au bleu Azur a 0,1 % ou au bleu de Toluidine a

0,2 % ; les coupes ultrafines sont contrastées par l'acétate d'Uranyle a

2 % puis par le citrate de Plomb selon la technigque de REYNOLDS (1963).

Les coupes recueillies sur grilles nues sont observées au

microscope électronique JEOL.JEM 120 CX.
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5) Technigues d'autoradiographie.

L'autoradiographie a été menéed l'aide de la thymidine 3,

Cette technique a été utilisSe & la fois in vivo et in vitro afin de
nombre de cellule margquée
nombre de cellule total

ce dernier est établi au microscope photonique sur un nombre de cellule

mesurer l'indice de marquage (IL = X 100) ;

supérieur ou égal & 5.000.

- In vivo.

Les autoradiographies ont été réalisées d'une part aprés
un temps d'incubation court (1lh.), d'autre part, aprés un temps d'incu~-
bation long (48h. et 96h.) : dans ce dernier cas les injections de pré-
curseur sont répétées toutes les 6 h, Le précurseur est injecté intra -

péritonéalement & raison de 20 uCi/animal (activité spécifique : 1Ci/mM

CEA) 4 jours aprés la dénervation.

- In vitro.

Les blastémes excisés sont mis en présence de thymidine 3H soit
3 uCi/ml (activité spécifique : 1Ci/mM. CEA) 48h, aprés le début de la
culture. Les échantillons sont ensuite traités pour la microscopie photo-

nique

- Microscopie photonique.

Aprés montage des coupes sur des lames gélatinées et aprés
déparaffinage, les lames sont déshydratées, séchées puis recouvertes
d'émulsion nucléaire NTB®III 50/50 dans l'eau distillée, & 40°C. Les
lames émulsionnées sont conservées a4 l'obscurité en atmosphére séche
pendant 12 jours puis révélées durant 2 minutes et demi dans le révéla-

teur KODAK D19B & 20°C. Les lames sont ensuite colorées au Rouge nucléaire-

picro indigo carmin et montées dans le Xam.

- Microscopie électronique.

Les coupes sont déposées sur des lames préalablement plongées
dans une solution de celloidine & 2 % dans l'acétate d'isocamyle. Les coupes
portées par les lames sont contrastées, par trempage des lames dans une
solution d'acétate d'uranyle & 2,5% puis le citrate de plomb selon la
technique indiquée précédemment. Aprés ringage, les lames sont séchées et

recouvertes d'un film de carbone. Elles sont ensuite émulsionnées &

% KODAK



l'aide de 1l'émulsion ILFORD I4 (1 volume pour 4 volumes d'eau distillée, &
40° C), puis conservées & l'obscurité en atmosphére séche pendant 5 semaines.
Aprés 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 électronique.

6) Cytophotométrie,

Elle a été réalisée & l'aide d'un microphotométre 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 & 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 blastéme. Chaque population analysée
est représentée sous forme d'histogramme de fréquence., Sur chague histogramme,
nous avons estimé la valeur moyenne 2C de la quantité de DNA des cellules

quiescentes, puis calculé les valeurs correspondant & 3C (synthése partielle

du DNA) et 4C (synthése compléte du DNA),

7) Analyse automatigue d'images microscopiques.

a - Description de l'appareil.

Elle est réalisée & 1'aide du SAMBA 200 (Thomson~TITN), systéme
d'analyse microscopique & balayage automatique dont le hardware et le software
ont été décrits par BRUGAL et coll. (1979). Ce systéme en intégrant les para-
métres densitométriques et morphométrigues permet de classer automatiguement
les cellules dans les différentes phases du cycle cellulaire (GIROUD, 1982 ;
MOUSTAFA et BRUGAL, 1983).

Le systéme se compose (Fig. 5) dforganes 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, ¥, 2).
- Un module de balayage X, Y & miroirs croisés (Scanners).

- Un capteur d'analyse rapide a barette de photodiodes.
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- Un capteur d'analyse fine & photomultiplicateur
- Un barillet porte-filtre & quatre positions(rouge, vert,

bleu, et une gquatriéme 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 systéme informatique.

- Un processeur de commande et de contrdle exécutant toutes
les fonctions logicielles liées au matériel.

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

- Une mémoire commune de 112 Koetets.

- 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 & l'opérateur.

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

- Un pupitre de commande.

b ~ Processus d'acquisition des images de cellules.

o) Acquisition.

L'acquisition se fait en deux étapes. La premiére, &
basse résolution, permet de repérer sur la lame les cellules isolées destinées
4 8tre analysées et classées ; la deuxiéme, & haute résolution, donne de la
cellule centrée dans le champ du microscope une ou plusieurs images. Cette
décomposition de l'acquisition permet d'accélérer considérablement la cadence

d'acquisition des cellules.

Lfacguisition & 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 & la résolution maximale de 25 um.
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Les images de portions de lames ainsi acquises sont placées
par le processeur de commande dans la mémoire commune. Elles sont analysées
ensuite par le deuxiéme processeur qui calcule pour chaque objet, isolé par
un seuil, les paramétres de surface et de périmétre ainsi gqu'un facteur de

forme (rapport périmétre?/surface ou P2/s) et la densité optique intégrée.

Le processeur de traitement conserve ensuite dans une table
les adresses des objets dont les valeurs des paramétres sont ceux d'une cellule
isolée. Les amas de cellules ont en effet, soit une surface et un facteur de
forme élevés dans le cas de cellules se touchant, soit un facteur de forme

élevé mais une surface moyenne dans le cas de cellules se chevauchant.

Lorsque le nombre requis de cellules repérées est atteint,
le processeur de traitement commande le positionnement et l'acquisition en
une ou plusieurs images spectralement différentes des objets dont il a mémorisé
la position. Cette phase se fait &galement en bascule entre les deux processeurs,

le premier acquérant les images et le deuxiéme les traitant.

B) Traitement.

Le schéma global du traitement des images haute résolution
est le suivant :

- segmentation de l'image pour classer chaque point dans
l'une des classe : fond, noyau, cytoplasme.;

- élimination des points artefactuels : point d'objet cu
de fond isolés ;

- paramétrisation des objets sur la base de 2 traitements

. étude de la connexité pour évaluer les paramétres de
texture et de couleur : luminance, saturation, teinte moyenne et intégrée,
histogrammes, paramétres extraits des matrices de cooccurence et des matrices
de longueurs de sections.;

. étude du contour pour évaluer les paramétres de forme :

énergie de courbure, nombre de lobes,etc...

Dix huit paramétres sont analysés :

- Les paramétres densitométriques

. La densité optique intégrée (D.O.I) : mesure la
quantité de DNA nucléaire exprimée en unités arbitraires.

. La densité optique moyenne (D.0.MJ).; rapport entre
la D.O.I et la surface du noyau : la D.0.M. augmente avec la concentration du

DNA nucléaire.



- 21 -

. La variance de la densité optique {D.0.V) : mesure

l'hétérogénéité densitométrique du noyau.

- Les paramétres de texture : Ces paramétres mesurent la

distribution des niveaux de gris dans l'objet par référence au degré d'hété-

rogénéité et au caractére de la répartition de la chromatine. Les paramétres
sont déduits des matrices de cooccurence et des longueurs de section selon

les méthodes décrites par PRESSMAN (1976) et DURIE et coll. (1978) et adaptées
pour le sofware du SAMBA 200 par CHASSERY (1980) ; la matrice de cooccurence re-
présente la fréquence des couples de points (séparés d‘une distance donnée dans
une direction donnée) associant deux niveaux de gris ; les 250 niveaux originaux
sont regroupés en 8 ou 16 classes pour établir la matrice de cooccurence ;

la matrice des longueurs de section qui représente le nombre de segments de
1l'image de longueur donnée et dont tous les points appartiennent & la classe

de niveau donné.

. Contraste : mesure le nombre de pointsde jonction entre
les régions nucléaires de valeurs d'extinction différentes, elle augmente avec le
nombre d'ilots de chromatine denses et bien séparés.

. Moyenne locale : mesure le degré global de condensation
de chromatine puisqu'il est en corrélation avec la DOM.

. Distribution des niveaux de gris : mesure l'uniformité
de la distribution de la densité optique.

. Distribution des courtes et longues sectiocns : mesure

la fréquence de faibleset fortes condensations de chromatine.

- Les paramétres morphométriques :

. Surface (8)
. Périmétre (P)
. Facteur forme PZ/A

. Energie de courbure.

Y) Classification.

Le but est de reconnaitre automatiquement la cellule au vu
des paramétres qui lui sont associés . Deux méthodes de classification statis-
tiques sont utilisées pour la reconnaissance automatigue des phases du cycle
cellulaire : l'unc nécessite un apprentissage préalable du SAMBA 200 (analyse
linéaire discriminante) l'autre permet une reconnaissance automatique non

supervisée.
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- Méthode de reconnaissancenon supervisée.

C'est une méthode de reconnaissance d'une variable continue
au moyen d'un processus d'interrogation ségquentiel selon EMPTOZ et coll. (1978)
et TERRENOIRE et TOUNISSOUX (1979). Elle a été adaptée aux problémes de recon-
naissance des phases du cycle cellulaire par MOUSTAFA et BRUGAL (1983).

. Principe.

Etant donné une population X, on considére une applica-
tion w de X dans [0,1] définissant la variable dite "& expligquer". Pour un
individu x de X, 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 : Ql.... Qm’ , chacune de ces variables Qj est supposée ne
posséder qu'un nombre fini d'états et ainsi peut-&tre identifiée & une parti-

tion de X:

] 3
( Q1 Qaj )

]
o]
auquel appartient x , et on

Nous dirons que Q:J est une question d'issues Q ceesQ . Pour un individu

X€ X, on note Q (x) 1l'élément de la partition QJ

dit que Q (x) est la réponse de x & la question Q

A chaque pas la population X est soumise a la question Qj; les
variances des 2 sous populations sont calculées et la question gqui permet
d'avoir la somme des variances la plus minimale est retenue . Elle permet donc
la bipartition de Q1 et correspond au caractére le plus discriminant explicatif.

Cette méthode est une méthode séquentielle & structure arborescente.

Ces auteurs ont mis au point une nouvelle méthode a 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 & chaque pas.

~ Analyse discriminante et analyse canonique.

Cette analyse que GIROUD (1982) a adaptée aux problémes
de reconnaissance des phases du cycle cellulaire correspond & un programme

d'analyse discriminante {(programme 7 M) de la bibliothéque du CICG.
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. Principe

X cellules choisies (définies selon n paramétres) sont
introduites en téte d'analyse pour chacune des k classes & discriminer (c'est
4 dire pour chacune des phases du cycle cellulaire). Ces "cellules choisies"

serviront de base de calcul.

Le but de l'analyse discriminante qui fait suite est de chercher
parmi l'ensemble des n paramétres qui caractérise une cellule, ceux qui condui-
sent & la meilleure discrimination des cellules dans les différentes phases du

cycle cellulaire.

Le programme opére pas & pas en n étapes successives, il y a autant
d'étape qu'il y a de paramétre ; il cherche & chaque étape quel paramétre doit
étre point aux paramétres les plus discriminants, déja sélectionnés au cours
des précédentes étapes ou bien quel paramétre doit &tre écarté de l'analyse
car "non discriminant", afin de maximiser le pourcentage d'observations bien
classées : le paramétre le plus discriminant étant celui qui demeure le plus

constant pour les différents éléments d'une méme classe.

A chaque étape, le programme calcule autant de fonctions discrimi-
nantes qu'il y a de classes: ces fonctions discriminantes sont définies comme
des fonctions linéaires de y variables ou paramétres ( 1 <y < n) : & chagque
nouvelle étape, ces fonctions discriminantes incluent ou non une nouvelle va-

riable car un nouveau paramétre est pris en considération.

Quand le processus prend fin, k fonctions linéaires de n paramétres
au plus (fonctions de vraisemblance ) sont définies ;& chacune des k classes
envisagées est affectée une fonction de vraisemblance ; les k fonctions ainsi
définies, différent les unes des autres par les coefficients attribués &
chacun des n paramétres. Le programme indiquera quels sont les coefficients

des différents paramétres pour chacune des fonctions de vraisemblance.

Lorsque les fonctions de vraisemblance sont ainsi déterminées, on
calcule le pourcentage de cellules bien reclassées : les valeurs des n paramé-
tres, de chaque 'tellule choisie" introduite en téte d'analyse permettent de
calculer la valeur prise par chacune des k fonctions de vraisemblance caracté-
ristique de la classe qui corxrrespond & la fonction de vraisemblance ayant la

plus forte valeur.

Enfin, le probléme d'identification a posteriori d'une nouvelle
cellule se résume de la fagon suivante :
- On suppose que la nouvelle cellule appartient surement & l'une

des classes considérées initialement ;
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- On calcule les probabilités, g posteriori, pour une cellule
d'appartenir 4 l'une des classes et on décide d'affecter la cellule a la classe
correspondant & la plus forte probabilité : les probabilités a posteriori de
classement d'une cellule dans une classe sont des fonctions croissantes des

fonctions de vraisemblance.

Selon la présentation faite ci-dessus de l'analyse discriminante
mise en oeuvre, chaque classe discriminée au sein de la population considérée
est caractérisée par une fonction linéaire définie dans Rn (n étant le nombre
de paramétres) ; chaque élément de la population est un point dont les coordon-
nées le situent dans un espace & n dimensions : cet espace est appelé "l'espace
des individus".

. Analyse canonique.

Le but de cette analyse canonique est de définir le
plan de "projection" (plan factoriel) sur lequel l'ensemble des points de la
population présentera la meilleure dispersion afin de favoriser la lecture
du nuage ainsi obtenu. Le plan, défini sur R2, présente un repére orthogonal ;
sur chacun des axes est portée une variable canonique définie comme une fonc-

tion linéaire de n paramétres conéidérés affectés d'un coefficient particulier.

Au terme d'une analyse canonique faisant intervenir n paramétres,
n variables canoniques sont calculées. Alors que le calcul des fonctions de
vraisemblance était basé sur la valeur du pouvoir discriminant d'un paramétre
donné, le calcul des variables canonigques est basé sur la détermination du

paramétre qui exprime le plus la dispersion de la population étudiée.

Lorsque les n variables canoniques sont déterminées, la matrice
de covariance correspondante est établie puils diagonalisée : les variables
canoniques sont alors décorrelées. La variable canonique alors affectée de
la valeur la plus élevée sur la diagonale de la matrice, sera considérée
comme "premier axe" définissant le plan factoriel optimal . Le second axe
sera choisi perpendiculairement au premier et de fagon a4 ce que la dispersion
des cellules de la population soit également maximale. Dans ce nouveau repére

orthogonal, chaque élément est donc défini par un simple couple de coordonnées.

La validité de la classification de TERRENQOIRE est testée par
l'analyse discriminante, les erreurs sont analysées au moyen d'une matrice

de confusion.
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CHAPITRE 1

EVOLUTION DE LA SYNTHESE DE DNA ET DE L'INDICE
MITOTIQUE APRES DENERVATION

I - EVOLUTION DE LA SYNTHESE DE DNA APRES DENERVATION.

A - RESULTATS.

L'évolution de la synthése du DNA aprés dénervation a été appré-
ciée par 1'incorporation de thymidine 3H ; 1l'étude a été réalisée in vUivo

et in vitro.

1)y In vivo.

Deux séries expérimentales ont été effectuées : dans la premiére,
la synthése de DNA est étudiée dans le blastéme entier et la radicactivité est
ramenée aux protéines du blastéme mesurées par la méthode de LOWRY modifiée ; dans
la deuxiéme, la synthése de DNA est étudiée dans l'épiderme et le mésoderme
séparément et la radiocactivité est ramenée & la quantité de DNA mesurée par

la méthode de CLIFFORD.

a) Synthése de DNA dans les blastémes entiers.

Les résultats sont consignés dans le tableau ! sur la figure 6.

24 h. | = (8) 252

I+

24| = (7) 337 £ 41 0,74

48 h. (6) 208 t 41 - 0,61
72 h. (7) 150 31 - 0,46
96 h. | % (4) 112 £ 35| = (2) 219 + 6 0,33

168 h. | = (8) 102 * 16| % (6) 177 = 18 0,30

Tableau 1 : Incorporaiion de thymidine tritide en cpm/ug des protéines dans
des blastémes de pattes dénervées (D) et témoins (Te) en fonction
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du temps de post—dénervation (T). Le r'appo.rt‘(D/Te) a été cqlezflé
a partir du témoin 24 h. Les astérisques indiquent que la dsze-
rence entre les blastémes dénervés et témoins est significative
avee un risque inférieur ou égal 4 5 % ; entre parenthéses le nom-
bre de blastémes utilisés.

dénervé
innerve

INCORPORATION DE 3H THYMIDINE

051

48 72 96 168 heures de
° * post-dénervation

Figure 6 : Rapport des incorporations de thymidine 3H des blastémes dénervés (D)
et témoins (Te) en fonction du temps de post dénervation .

b

Ces résnltats montrent gue la synthése de DNA diminue a mesure que

q
le temps de dénervation s'accroit pour atteindre 30 % de la valeur des blastémes

innervés aprés 4 jours de dénervation, valeur gqui se maintient jusqu'a 168 h.
o
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b) Synthése de DNA dans l'épiderme et le mésoderme du blastéme.

Les résultats sont consignés dans le tableau 2 et sur la

figure 7.

incorporation de thymidine °H
(% du témoin)

épiderme

mésoderme

(3)

501

@)
3 ‘
(L))

48 96 temps de post-dénervation
(heures)

Figure 7 : Influence de la durée de dénervation sur les synthéses de DNA du
mésoderme et de l'épiderme ; les rectangles indiquent la moyenne
et les traits verticaux 1/2 écart-type.

T Epiderme (D/Te) Mésoderme (D/Te)

+

48 h.| =(3) 52,40 + 36,75| =(3) 21,80 t 9,02

96 h.| =(4) 25,72 + 12,59| =(4) 14,75 + 8,67

-+
+

Tableau 2 : Pourcentage des incorporationsde thymidine 3H des blastémes dénervés
(D) et témoins (Te) en fonction du temps de post-dénervation (T).
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Comme dans les blastémes entiers, la synthése de DNA de l'épi-
derme et du mésoderme chute aprés dénervation et ce, d'autant plus que le
temps de dénervation est plus long. D'autre part, on constate que la diminu-
tion de synthése de DNA est pour un méme temps de dénervation plus importante

dans le mésoderme que dans l'épiderme.

Nous avons vérifié ces résultats par 1l'étude autoradiographique
de blastémes de Pleurodéle ayant regu une dose intrapéritonéale de thymidine‘3H
pendant 1 heure avant la fixation (marquage bref) et ce pour des blastémes
dénervés depuis 96 h. Le pourcentage de cellules marquées (indice de marquage)
a été mesuré 3 la fois pour l'épiderme et le mésocderme de la partie distale
du blastéme (soit sur une longueur de 200 um) (fig. 8 et PL. II, fig. a, b, C
et d )

indice de marquage
(% du témoin)

épiderme

mésoderme

501 3

3)

Q6 temps de post-dénervation
(heures)

Figure 8 : Influence de la dénervation sur les indices de marquage de
L'épiderme (30 £ 9 %} et du mésoderme (46 + 10 %). Pour chacun
de ces deux tissus, la différence avec le témoin est significative
avee wn risque inférieur ou égal d 5 %.



Ces résultats montrent que les indices de marquage de l'épiderme
et du mésoderme sont significativement affectés par la dénervation. Les dimi-

nutions sont respectivement pour l'épiderme et le mésoderme de 70 % et 54 %.

2y In vitro.

Comme 7n vivo, la mesure de la synthése de DNA a été effectuée

sur le blastéme complet puis sur les deux tissus composant celui-ci.

a) Synthése du DNA dans les blastémes entiers.

Elle a été réalisée par LASSALLE (1983). Deux lots de blas-
témes ont été mis en culture seuls ou en présence de ganglions spinaux sur
le milieu de Leibowitz L 15 pendant 48 h., la thymidine 34 est ensuite ajoutée
aux deux lots pendant 24 h. et la radiocactivité est ramenée & la quantité de

protéines des blastémes (Fig. 9).

incorporation de thymidine *H
(% du témoin)

100

-----------------—------------ A

(témoin)

blastémes entiers

(1)} 0

501

B

Figure g : Incorporation de la thymidine 3H des blastémes explantés et
cultivés pendant 3 jours; A : en présence d'un ganglion nerveux ;
Z : en L'absence d'un ganglion nerveux. (D'aprés LASSALLE, 1983).



- 31 -

Les résultats obtenus montrent que les capacités de synthése
du DNA des blastémes cultivés en l'absence de tissu nerveux, correspondent
& 62 % de celles mesurées sur les blastémes cultivés en présence de ganglions

nerveux.

b) Synthése des DNA dans l'épiderme et le mésoderme du blastéme.

Deux lots de blastémes ont été utilisés et la thymidine 3y
est ajoutée aprés 48 h. et 72 h. de culture, l'épiderme et le mésoderme sont
séparés avant la mesure de la radiocactivité qui est ramenée a la quantité de

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

incorporation de thymidine *H
(% du témoin)
1

r

(10)

(@ " épiderme

% meésoderme

501 (10) (9

72 96 temps de cuiture
(heures)

Figure 10 : Incorp-ration de la thymidine 3H dans les deux tissus formant le
blastéme aprés 3 et 4 jours de culture.
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Epiderme Mésoderme

(¢ du témoin) (% du témoin)

72 h. (10) 102,45 35,73 | =(10) 47,38 £40,85
96 h. | =(9) 74,80%33,58 | %(9) 48,20%32,42

Tableau 3 : Pourcentage des incorporations de thymidine 3H par rapport au
témoin (blastéme avec ganglion nervewx) en fonction du temps
de culture (T).

Ces résultats montrent que la synthése du DNA dans l'épiderme est
 significativement affectée par la culture en l'absence de ganglions nerveux
seulement aprés quatre jours de culture; par contre le mésoderme subit une
diminution de synthése de DNA d'environ 50 % dans les deux temps de culture

étudiés.

B - DISCUSSION.

L'incorporation de la thymidine 34 traduisant essentiellement
une synthése de DNA (JABRILY. et SINGER, 1977) nos résultats ont montré des chan-
gements significatifs dans la synthése de DNA aprés dénervation in vivo, chan-
gements qui se traduisent par une chute rapide de ces synthéses durant les 2
premiers jours suivant la dénervation , plus lente pour les 2 jours gui suivent ;
au bout du quatriéme jour le niveau de synthése atteint un plateau qui se

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

Ces résultats sont globalement en accord avec ceux obtenus précé-
demment par d'autres auteurs (DRESDEN, 1969,; SINGER et CASTON, 1972) sur une
autre espéce de triton Triturus viridescens (Tabléau 4) ; il convient de noter
que cette diminution des capacités de synthése de DNA des blastémes dénervés
traduit une chute générale de l'activité métabolique des blastémes aprés déner-

vation puisque les synthéses de RNA et de protéines sont affectées dans des



proportions similaires (DRESDEN,

1969 ; SINGER et CASTON,

1972).
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Auteurs et . Stade et Durée de Synthése de
Matériel
année température dénervation DNA
D/Te.
DRESDEN Diemictylus palette -~ 21 h. 0,66
(1969) viridescens 23 t.1°C - 52 h. 0,34
- 100 h. 0,24
SINGER et Triturus céne - 24 h. 0,72
CASTON viridescens 25° - 51 h. 0,53
(1972)

Tableau 4 : Résumé des travaux relatifs d la mesure de la synthése de DNA
des blastémes dénervés (D) et innervés (Te).

sur le régénérat complet mais sur les deux tissus qui le

constate que le mésoderme est préférentiellement affecté

Lorsque des mesures de synthése de bNA sont

constituent, on

En effet, les capacités de synthése de celui-ci sont réduites au quart de

effectuées non plus

par la dénervation.

leur valeur initiale alors que celles de 1l'épiderme ne le sont que de moitié

pour une dénervation de 48 h. et 3 une valeur légérement supérieure pour une

dénervation de 96 h. Les valeurs que nous avons obtenues chez le Pleurodéle

sont d'ailleurs similaires & celles avancées ' par GERAUDIE et SINGER (1978)

dans un travail semblable effectué sur une autre espéce. Ces auteurs ont

constaté, en effet, que des blastémes de Notophthalmus viridescens dénervés

au stade cOne présentent aprés 48 heures de dénervation une synthése de DNA

plus importante dans l'épiderme (57 ¢ du témoin} que dans le mésoderme (28 %

du témoin) ; toutefois, GERAUDIE et SINGER n'ont pas mesuré la synthése de DNA

au dela de 48 h. de dénervation.



Cependant, les résultats gque nous avons obtenus par la mesure

de 1lt'indice de marquage, s'ils confirment que les deux tissus du blastéme

34

épiderme et mésoderme sont affectés par la dénervation}apparaissent en con-

tradiction avec les observations concernant la moins grande sensibilité de

l'épiderme 3 la dénervation. En effet, on constate que la diminution de cet

=

indice consécutive & la dénervation est plus importante pour l'épiderme (70

pour 4 jours de dénervation) que pour le mésoderme (54 %) tissu pour lequel

d'ailleurs d'autres auteurs (tableau 5) ont obtenu des résultats similaires

aux nétres.

(1978)

Indice
Auteurs et Durée de de marquage
Matériel Stade
année dénervation D Te.
TASSAVA et Ambystoma Dédifféren~ 7 jours 10 3] 20 %
coll. (1974) mexteanum tion
MESHER et Notophthalmug sdifféren-
p mig  Dédifféren 14 jours |18,25%[33,83%
TASSAVA (1975) viritdescens tion
MADEN Ambystoma Dédifféren— 4 jours 30 3| 42 3
(1978) mextcanum tion 6 jours 15 31 60 %
TA
SSAVA et Ambystoma Céne 0 jour # 80 %% 80 %
M LOUGH . : .
¢ CULLOUG mexleanum précoce 8 jours = 30 3% 60 %

Tableau 5 : Résumé des travaux relatifs d la mesure
des cellules mésodermiques de blastémes
(Te).

Astérisques :

graphique.

de l'indice de marquage
dénervés (D) et innervés
valeur estimée d'aprés une représentation
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Sans doute faut-il tenir compte de la fagon dont la synthése de
DNA est appréciée pour interpréter ces résultats ; en effet, la mesure de l'in-
corporation de thymidine 34 est réalisée dans un cas par scintigraphie a
partir de blastémes mis en présence des précurseurs pendant 8 h. alors que
dans lfautre cas, elle est effectuée par autoradiographie par mesure des indi-
ces de marquage aprés un temps d'incubation bref (1 h.). Dans c=s conditions
on doit considérer que la faiblesse de l'indice de marquage de l'épiderme
comparativement au mésoderme (Tableau €) résulte de caractéristiques particu-
liéres du cycle cellulaire des cellules épidermiques compte-~tenu du fait que
ces cellules sont sous le contrdle de facteurs hormonaux liés & la mue. En
effet, a la prolifération normale de l'épiderme en relation avec la régénéra-
tion se superpose l'activité cyclique de ces cellules en relation avec des
décharges périodiques de thyroxine qui déterminent un certain synchronisme
dans ce tissu {(comparativement & . l'asynchronisme des cellules mésodermiques).
Cette situation se traduirait donc par une augmentation relative de la durée
de leur cycle et expliquerait donc le faible indice de marquage de ces cellules.
En conséquence, la méthode du marquage bref n'apparait pas fiable pour comparer
deux tissus aussi différents ; nous nous abstiendrons donc d'utiliser les

résultats de cette méthode dans la discussion de ce chapitre.

Epiderme Mésoderme

96 h. |(3) 3,97 £ 1,17 (3) 13,17 £ 2,04} (3) 22,53 + 4,83| (3) 48,83 £ 7,37

Tableau 6 : Indices de marquages des cellules épidermiques et mésodermiques de
blastémes dénervés (D) et innervés (Te) aprés 96 h. de post déner-
vation.
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In vitro, l'absence du tissu nerveux associé au blastéme empéche
les explants d'atteindre le niveau de synthése en DNA des blastémes associés
a un ganglion spinal (D/Te = 62 %). Cette différence de niveau métaboligue est
due essentiellement & la diminution des capacités de synthése du mésoderme,
puisque dans nos conditions expérimentales,l'épiderme n'est significativement

affecté par 1l'absence de tissu nerveux qu'aprés 4 jours de culture.

Des résultats comparables ont &té obtenus par VETHAMANY-GLOBUS
et coll. (1978) chez Notophthalmus viridescens. Ces auteurs ont, en effet,
observé une diminution de la synthése de DNA de 27 % pour l'ensemble du
blastéme aprés 36 h. de culture dans un milieu contenant quatre fois plus
d'insuline que le ndtre ; toutefois, ces auteurs n'ont pas recherché quelle
était la part de chacun des tissus du blastéme dans cette diminution de

synthése.

L'incorporation de thymidine 34 refléte essentiellement les synthé-
ses de DNA qui précédent la division cellulaire. La mesure de cette incorporation
peut constituer un moyen d'évaluation de la prolifération cellulaire, dans la
mesure ol les cellules ayant synthétisé .= leur DNA poursuivent leur cycle et
entrent en mitose. Il convenait donc pour préciser les effets de la dénerva-
tion sur les tissus du blastéme de mesurer l'indice mitotique du mésoderme et

de l'épiderme en présence et en l'absence de tissu nerveux.

ITI - EVOLUTION DE L'INDICE MITOTIQUE APRES DENERVATION.

A - RESULTATS.

L'effet de la dénervation sur l'indice mitotique a été étudié

in vivo et im Vitro.

1) In vivo.

L'étude a porté sur les deux tissus constituant le blastéme
(Planche II, figures e et £), le mésoderme a été &tudiée aprés 24 h., 48 h.,
72 h., 96 h. et 168 h. de temps de post-dénervation et l'épiderme apréds 96 h.
de dénerxvation. Les résultats sont consignés dans les tableaux 7 et 8 et sur

la figure 11
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T D. Te. D/Te.
24 h.} (3) 1,05 * 0,13 (3y 1,85 * 0,43 *® 0,57
48 h.| (3) 0,74 £ 0,12 (3) 1,12 £ 0,63 * 0,62
72 h.} (3) 0,47 £ 0,13 (3) 1,68 £ 0,12 ® 0,28
96 h.{ (3) 0,29 * 0,09 (3) 1,06 £ 0,61 ® 0,27

168 h.| (3) 0,28 * 0,23 (3) 1,05 £ 0,46 * 0,27

Tableau 7 : Evolution de Ll'indice mitotique exprimé en (%) dans le mésoderme
des blastémes de pattes dénervées (D) et témoins (Te) en fone-
tion du temps de post-dénervation (T). Les astérisques indiquent
que la différence entre les blastémes dénervés et témoins est
stgnificative auec un risque < 5 % (test de t). Entre
parenthéses le nombre de blastémes utilisés.

T D. Te. D/Te.

96 h.| (3) 0,37 %0,04 (3) 0,9 *0,24 x 0,39

Tableau 8 : Indice mitotique exprimé en (%) dans l'épiderme des blastémes
de pattes dénervées (D) et témoins (Te) en fometion du
temps de post—dénervation (T).
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dénervé

innerveé .

1 INDICE MITOTIQUE

0 24 48 72 96 168 heures de
post-dénervatior

Figure 11 : Evolution du rapport des indices mitotique des cellules mésoder—
————————  miques des blastémes de pattes dénervées (D) et témoins (Te) en
fonction du temps de post—dénervation.

Les résultats montrent que l'indice mitotique diminue de la méme
fagon que la synthése de DNA aprés dénervation ; cet indice diminue jusqu'a
3 4 4 jours de post-dénervation oll il se situe & 30 % de la valeur du témoin ;
4 la méme époque l'indice mitotique de l'épiderme du blastéme dénervé se situe

4 40 % de la valeur du témoin.

2) In vitro.

L'étude de l'influence du systéme nerveux sur la prolifération
des cellules mésodermiques de blastémes cultivés a été abordée aprés 4

jours de culture. Ce travail réalisé par LASSALLE (1983) comporte deux séries
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expérimentales. Dans la premiére, les blastémes sont cultivés en association
avec des ganglions nerveux (Pl. II, fig. g); dans la deuxiéme série, les
blastémes sont cultivés seuls (Pl. II, fig. h). Les résultats sont consignés

sur la figure 12.

indice mitotique
(% du témoin)

(témoin)

@ ) j épiderme

)
///A mésoderme

50

B

Figure 12 : Pourcentage des indices mitotiques de 1'épiderme et du mésoderme des
blastémes cultivés en présence de ganglions nerveux (Témoin : A)
et en l'absence de ganglions nervewux (B) aprés 4 jours de culture.

Les résultats obtenus montrent que seul l'indice mitotigque du
mésoderme diminue significativement dans les blastémes cultivés en l'absence
de ganglions nerveux par rapport aux blastémes cultivés en présence de ganglions

nerveux ; la diminution est de l'ordre de 40 %.
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B - DISCUSSION.

In vivo, l'indice mitotique des cellules de régénération mésoder-
migques évolue aprés dénervation selon un schéma pratiquement identique &
celui de la synthése de DNA mesurée par incorporation de la thymidine 31 ;
pour ces deux paramétres, on observe, en effet, une diminution d'environ 70 %
aprés 96 h. de dénervation, puis un plateau jusqu'a 168 h. Cependant, l'épi-
derme semble moins affecté que les cellules mésodermiques puisque la diminution

de l'indice mitotique n'est que de 60 % aprés 96 heures de dénervation.

Auteurs Durée Indice
et Matériel Stade de mitotique
année dénervation D Te
TASSAVA et Ambystoma pédifferen- .
coll i - 7 jours 0 % 1%
: mextcaum ciation
(1974)
MESHER et Notophthalmus pédifferen- ]
TASSAVA : - 14 jours 0 % 0,37 %
viridescens ciation
(1975)
MADEN Ambystoma Dédifferen- - 4 jours ¥ 3% |x12%
(1978) mextcanum ciation - 6 jours ® 2,6 %l= 12 %
TASSAVA et
' & Ambystoma - _ - O jours ® 2 % ® 2 g
Mc CULLOUGH ] Cone précocd
mextcanum - 8 jours % 03 % 4 9
(1978)

Tableau 9 : Résumé des travaux relatifs d la mesure de 1'indice mitotique des
cellules mésodermiques de blastémes dénervés (D) et innervés (Te).
Astérisques : valeur estimée d'aprés une représentation graphique.
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Nos résultats confirment et complétent ceux obtenus par d'autres
auteurs (tableau 3) qui avaient constaté une diminution significative de 1'in-

dice mitotique des cellules mésodermiques aprés dénervation.

In vitro, nous avons observé une diminution paralléle de l'indice
mitotique des cellules mésodermiques des blastémes non-ganglionnés et de
leur synthése de DNA, cette diminution se situerait & environ 40 % aprés
96 heures de culture. Par contre, l'épiderme n'apparait pas affecté par
1l'absence de ganglion en ce gqui concerne l'indice mitotique et ce, bien
que la synthése de DNA diminue de fagon significative de 30 % dans les mémes

conditions.

GLOBUS et VETHAMANY-GLOBUS (1977) ont observé une chute de 70 %
de cet indice aprés 96 h. de culture dans un milieu contenant 0,144 uniteé
d'insuline par ml ; toutefois ces auteurs n'ont pas préciser l'évolution de

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

Ainsi, la chute de la synthése de DNA aprés dénervation mesurée par
l'incorporation de la thymidine 34 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 provogque tant Im vZvo qu'in vitro, une diminution significative de la
prolifération cellulaire des blastémes que celle-ci soit évaluée par les modifi-
cations des capacités de synthése 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 blastéme 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 apparait, en effet, trés sensible a la dénervation
puisque celle-ci provoque une diminution de la synthése de DNA et de l'indice
mitotique de 1'ordre de 70 % In vivo aprés 4 jours de dénervation alors qu'elle
n'atteint que 60 % pour l'épiderme dans les mémes conditions. On observe d'ail-

leurs le méme phénoméne 77 vitro bien rue la diminution soit moins importante
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en raison vraisemblablement de la présence de facteurs de croissance (insuline)
dans le milieu. La diminution de synthése de DNA et d'indice mitotique atteint,
en effet, 50 % environ pour le mésoderme alors que la diminution de synthése
de DNA de l'épiderme n'atteint que 30 % et seulement aprés 4 jours de culture,
1'indice mitotique de ce tissu n'étant pas affecté par la dénervation en

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

Le comportement des cellules mésodermiques et de l'épiderme des
blastémes dénervés (diminution paralléle de la synthése de DNA et de l'indice
mitotique) doit &tre interprété en terme de cinétique cellulaire. La chute
- de la prolifération eellulaire aprés dénervation peut résulter, en effet,
soit d'un ralentisSsement du cycle cellulaire (c'est & dire un allongement
d'une ou de plusieurs de ses phases) soit d'un arrét du cycle. Le ralentisse-
ment ou le blocage des cellules dans une phase du cycle devraient conduire
4 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 blastéme dénervé, technique qui permet d'évaluer
la proportion de cellules dont la teneur en DNA correspond & des cellules

ayant synthétisé ou non cette molécule.



CHAPITRE 11

INFLUENCE DE LA DENERVATION SUR L’'EVOLUTION DES’
CELLULES DE REGENERATION DANS LE CYCLE CELLULAIRE,
RESULTATS CYTOPHOTOMETRIQUES.

Les résultats du chapitre précédent montrent clairement que la
dénervation provoque une diminution significative de la prolifération cellulai-
re des blastémes de régénération. Afin de vérifier si ce comportement particu-
lier des cellules aprés 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 & une teneur en
DNA de 4C d'une part et de 2C d'autre part par cytophotométrie. Dans cette
approche, nous avons limité notre &tude aux cellules méscdermiques de blasté-
mes dénervés évoluant Zm VZVo en raison de la plus grande sensibilité de ces

cellules & la dénervation aussi bien Zn vivo qu'in vitro.

I - RESULTATS.

Les mesures, conduites sur cellules squashées, colorées par le
Feulgen et analysées au cytophotométre Leitz MPV1 ont été effectudes & partir
de blastémes ayant évolué:., en l'absence de nerfs pendant 24 h., 48 h., 72 h.,

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

Les résultats sont présentés sous forme d'histogrammes de
fréquence €ig. 13, 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 & une synthése partielle de DNA

(3C). et une synthése compléte (4C). .

Pour chaque temps de dénervation, nous avons presenté quatre
histogrammes, deux pour les blastémes témoins et deux autres correspondant aux

deux blastémes dénervés.

Comme il est difficile de déterminer avec précision le début de
la synthése de DNA, nous avons considéré que les cellules sont en synthése

a partir du moment ou leur contenu en DNA est au moins égal & 3C.
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Figure 13 : Teneur en DNVA nucléaire des cellules mésodermiques de blastemes
témoins (Te) et dénervés (D) aprés 24 h. de dénervation.
En ordonnée  pourcentage de noyaux, en abscisse tencur en DNA
exprimée en unités arbitraires.
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Figure 14

Teneur en DNA nucléaire des cellules mésodermiques de blastémes
témoins (Te) et dénervés (D) aprés 48 h. de dénervation.

En ordomnée pourcentage de noyaux, en abscisse teneur en DNA
exprimée en unités arbitraires.
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Teneur en DNA nucléaire des cellules mésodermiques de blastémes
témoins (Te) et dénervés (D) aprés 72 h. de dénervation.

En ordonnée pourcentage de noyaux, en abscisse teneur en DNA
exprimée en unités arbitraires.
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Figure 16 :

3c 4c u.a.DNA - S,

Teneur en DNA nucléaire des cellules mésodermiques de blastémes
témoins (Te) et dénervés (D) aprés 96 h. de dénervation.

En ordonnée pourcentage de noyaux, en abscisse teneur en DNA
exprimée en unités arbitraires,
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Figure 17 : Teneur en DNA nucléaire des cellules mésodermiques de blastémes

témoins (Te) et dénervés (D) aprés 168 h. de dénervation.

En ordonnée pourcentage de noyaux, en abscisse teneur en DNA
exprimée en unités arbitraires.
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Les résultats obtenus montrent que le pourcentage de cellules
ayant une teneur en DNA comprise entre 3C et 4C diminue réguliérement a la
fois dans les blastémes dénervés et témoins mais qu'il est toujours inférieur
chez les dénervés (10 % & 24 h. chez les dénervés contre 3C % chez les témoins,
3 % & 4 jours chez les dénervés contre 10 % chez les témoins. Le rapport
des pourcentages correspondants (pourcentage de cellules 3C/4C de blastémes
dénervés sur le pourcentage- de cellules 3C/4C de blastémes innervés)

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

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

De fagon inverse, le pourcentage de cellules ayant une teneur en
DNA égale & 2C augmente au cours du temps, cette augmentation étant plus forte
chez les dénervés (fig. 19), le rapport des pourcentagescorrespondants pour
chaque temps de post-dénervation augmentant jusqu'a 72 h. environ aprés la
dénervation, époque & partir de laquelle il se maintient & 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 blastémes
innervés, aux processus de différenciation qui commence & se manifester &
partir du stade cOne avancé pour se traduire par l'apparition du stade palette

entre 4 et 7 jours aprés le stade cdne moyen utilisé dans nos expériences.

Dans les blastémes dénervés, l'évolution du pourcentage de cellules
3C/4C et 2C se fait dans le méme sens que pour les blastémes témoins mais est
plus accentuée. En particulier, la diminution importante du pourcentage de cel-
lules 3C/4C est conforme au résultats que nous avons obtenus par incorporation
de thymidine 3H et mesure de 1l'indice mitotigque. 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 G2 ; TASSAVA
et coll. (1983) ont d'ailleurs récement rejeté leur propre hypothése aprés avoir

mesuré les durées de S et G2 + 1/2 M par la méthode de QUASTLER
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Figure 18 : Représentation graphique du pourcentage de noyaux dont la teneur
en DNA est de 3/4C dans les blastémes dénervés (-—-) et témoins
(——) en fonetion du temps de post-dénervation.
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Figure 19 : Représentation graphique du rapport des paurcentage de noyaux dont
la tenmeur en DNA est de 2C dans les blastémes dénervés (————) ot
témoins (———) en fonction du temps de post-dénervation.
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Figure 20 : Représentation graphique du rapport des pourcentage de noyaux dont
la teneur enm DNA est de 3C/4C et 2C dans les blastémes dénervés

par rapport aux témoins en fonction du temps de post dénervation.
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et SHERMAN dans des blastémes dénervés partiellement. Compte-tenu de 1'évo-
lution du pourcentage de cellules aprés dénervation, nos résultats nous
conduisent & considérer que la dénervation provoque ou accentue l'accumula-
tion des cellules de régénération dans une phase du cycle correspondant a
une teneur en DNA égale & 2C. Nos résultats sont en accord avec l'hypothése
émise par MADEN (1978) selon laquelle le facteur neurotrophique contrdle
soit la proportion des cellules dans la phase G; soit la vitesse de progres-
sion des cellules & travers cette phase. Plus récemment d‘'ailleurs, LOYD et
CONNELLY (1981) ont observé aussi par microdensitométrie & l'aide d'un
analyseur d'images (Quantimet 720) que les cellules de régénération mésoder-
miques s'accumulent dans une phase correspondant & une teneur en DNA é&gale
& 2C (qualifiée arbitrairement de G;) 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 effectude pendant la période de dépendance nerveuse. LOYD et CONNELLY estime
d'ailleurs que l'accumulation des cellules en 2C rendrait compte de la redif-
ferenciation précoce des blastémes dénervés pendant la phase d'indépendance
nerveuse ; une telle situation n'est guére surprenante puisqu'elle concerne
aussi l'évolution des blastémes non dénervés (témoins) que nous avons utilisés
pour nos mesures densitométriques ; ces blastémes se différenciant normalement
présentent évidemment une augmentation significative du pourcentage de cellules
2C au cours de la différenciation. Les blastémes étudiés par LOYD et CONNELLY
aprés dénervation au cours de la phase d'indépendance nerveuse correspondent en
fait, pratiquement & nos blastémes témoins puisque ces blastémes s'engagent aussi
dans la différenciation. Par conére, le fait que ces auteurs n'aient pas obser-
vé d'accumulation de cellules en 2C aprés dénervation pendant la phase de dé-
pendance nerveuse (ce qui représente notre situation expérimentale) est contrai-
re & nos résultats et pose un probléme de fond : comment expliquer l'arrét de
la régénération pour des blastémes (dénexrvés) dont le profil densitométrique
des noyaux est identique & celui des blastémes non dénervés, qui eux régénérent

normalement ? ...

L'augmentation aprés dénervation, du pourcentage de cellules méso-
dermiquesdont la teneur en DNA est égale a 2C peut résulter de l'un ou des
processus suivants :

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

. ou les cellules sortent du cycle en G;.

Afin de répondre & ce probléme, nous avons effectué une étude

autoradiographique des blastémes aprés marquage continu de thymidine 3y,
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CHAPITRE II1I

INFLUENCE DE LA DENERVATION SUR L'EVOLUTION DES
CELLULES DE REGENERATION DANS LE CYCLE CELLULAIRE,
RESULTATS AUTORADIOGRAPHIQUES

Nous venons de montrer par cytophotométrie que les cellules méso-
dermigues de blastémes dénervés s'accumulent dans une phase du cycle corres-
pondant & une teneur en DNA égale & 2C ; Comme ce comportement peut résulterxr
soit d'une sortie de cycle, soit d'un allongement de la phase G; de ces
cellules, nous avons soumis les blastémes & un marquage continu, par incuba-
tion prolongée en présence de thymidine 3H,technique gui permet de repérer les
cellules hors cycle (n'incorporant pas le précurseur). Ce procédé a été uti-
lisé sur des blastémes parvenus au stade c¢édne, innervés ou dénervés pendant
4 jours a la fois Zm vEvVo et im vitro. Dans ces conditions, le blastéme est
mis en présence (par injection im vivo, ou addition au milieu in vitro}
de thymidine tritiée (renouvelée toutes les 6 h. im VZivo et toutes les 24 h.
in vitro) pendant 48 h. ou 96 h., ces durédes correspondent & environ 1 & 2
fois la durée du cycle cellulaire des cellules de blastéme de membre innervé

(Tableau 10) et permettent donc & toutes les cellules en cycle de traverser

la phase S en présence de thymidine 3q.

Toutes les mesures de l'indice de marquage ont été effectuées sur

l'extrémité apicale des blastémes (soit sur une longueur de 200 um) .
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, Matériel Tempe-~ Gi+1/2M S Go+1/2M| Total Références

(Tissu ou organe) jrature
o)
c.

Triton
- blastéme du

membre 20 4,5 34—41 3 45 GRILLO (1971)
Axolotl
- blastéme d'avant

bras 20 10 38 5 53 WALLACE et MADEN

(1976)

- blastéme d‘'avant

bras 20 11,5 30 6,5 48 MADEN (1976)
- blastéme de

bras 20 13 28 7 48 MADEN (1976)
- blastéme de

bras 21,5 2,4 32 5,6 40 Mc CULLOUGH et

TASSAVA (1976}

- blastéme de

bras dénervé 21,5 16,6 30,5 6,4 53,5 {TASSAVA et

Mc CULLOUGH (1978)

Tableau 10 :

Durée en heures des phases du cycle cellulaire chez le Triton

adulte N. viridescens et L'Axolotl au stade larvaire A. mexi-

canum. (d'aprés WALLACE, 1981).
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I - 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
blastémes innervés et dénervés (Pl. III, fig. a, b, ¢, d). Les résultats

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

indice de marquage
1(% du témoin)

épiderme

% mésoderme

50

temps de post-dénervation
(jours)

Figure 21 : Pourcentage des indices de marquage aprés 48 h. de marquage
continu de l'épiderme et du mésoderme des blastémes dénervés
pendant 6 jours. Entre parenthéses: nombre de blastémes utilisés.
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Epiderme Mésoderme
Dénervés (3) 14,99 * 4,84 (3) 80,22 £ 2,42
Innervés (3) 25,02 4,20 (3) 94,40 3,66
D/Te. ® 0,60 *® 0,85

Tableau 11 :

Figure 22 :

Indices de marquage aprés 48 h. de marquage continu de
L'épiderme et du mésoderme des blastémes innervés (Te)

et dénervés (D) (6jours de dénervation). Entre parenthéses :
nombre de blastémes utilisés.

indice de marquage
(% du témoin)

100} - - (témoin)

épiderme

mésoderme

50
3)

/

8 temps de post-dénervation
(jours)

Pourcentage des indices de marquage aprés 96 h. de marquage
continu de 1'épiderme et du mésoderme des blastémes dénervés
pendant 8 jours. Entre parenthéses : nombre de blastémes
utilisés. -
Coe)

ky L:‘ug/
N



Epiderme Mésoderme
Dénervés (3) 21,87 + 4,11 (3) 72,59 £ 14,79
Innervés (3) 53,26 4,15 (3) 91,59 4,22
D/Te. 0,41 0,79
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Tableau 12 : Indices de marquage aprés 96 h. de marquage continu de
L'épiderme et du mésoderme des blastémes innervés (Te) et
dénervés (D) (8 jours de dénervation). Entre parenthéses,
nombre de blastémes utilisés.

Les résultats cbtenus 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 