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Le début de la morphogenese des membres chez les Vertébrés Amniotes est caractérisé par la
mise en place de bourgeons constitués d'un amas mésodermique recouvert d'une enveloppe
ectodermique. Ce feuillet externe présente dans la région distale du bourgeon un épaississement
antéro-postérieur : la créte apicale. Au cours de la croissance de ces bourgeons s'édifie un squelette
embryonnaire cartilagineux issu des cellules mésodermiques. La détermination de ces cellules puis

la différenciation des structures squelettiques semblent dépendre de nombreux facteurs (revue de

ELMER, 1982) :

1. - les corrélations ecto-mésodermiques

D'une part, l'excision de la créte apicale entraine 1'arrét du développement du membre
(SAUNDERS, 1948) et d'autre part, la greffe d'une créte apicale supplémentaire a la capacité
d'induire la croissance d'un membre surnuméraire (SWILLING, 1956 ; SAUNDERS et al. 1976).
Réciproquement, le mésoderme semble produire un facteur nécessaire au maintien de l'intégrité de

la créte (AEMF = Apical ectodermal maintenance factor, SWILLING et HANSBOROUGH, 1956).

2. - les interactions cellulaires dans le mésoderme

Le premier signe indiquant le début de la différenciation cartilagineuse est l'apparition, au
sein du mésoderme, de régions de forte densité cellulaire : les condensations cellulaires ou
blasttmes. Au cours de cette phase de condensation, les cellules prennent une forme ronde
caractéristique des cellules sécrétrices de matrice cartilagineuse (ARCHER et al. 1982 ; ZANETTI
et SOLURSH, 1984 et 1986) et des modifications de surface cellulaire apparaissent, mises en

évidence par l'utilisation de lectines (ZIMMERMANN et THIES, 1984)

3. - les facteurs macromoléculaires
La fibronectine (SWALLA et SOLURSH, 1984) semble jouer un rdle inhibiteur de la
différenciation cartilagineuse. Inversement, les prostaglandines (KOSHER et WALKER, 1983 ;
KOSHER et GAY, 1985) et les lectines (MATSUTANI et KURODA, 1982 ; MATSUTANI et

YAMAGATA, 1982) paraissent activer la chondrogenéese. Quant a I'acide hyaluronique, bien qu'il
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soit considéré comme un inhibiteur de la chondrogenése par certains auteurs (KOSHER ez al.,
1981 ; TOOLE ez al., 1984 ; KNUDSON et TOOLE, 1985) des travaux récents ont montré qu'il

peut dans certaines conditions étre activateur (KUJAWA et al., 1986 a et b).

4. - les facteurs métaboliques

Représentés principalement par des nucléotides cycliques (guanosine 3'5' monophosphate
cyclique = GMPc ; adénosine 3'5' monophosphate cyclique = AMPc) qui soit par leur présence,
soit par 1'évolution de leurs concentrations respectives paraissent jouer un rdle déterminant dans la

différenciation des cellules du bourgeon (HO eral., 1982).

D'apres les résultats des travaux effectués in vivo sur le poulet et la souris, un schéma
récapitulatif des €tapes conduisant  la chondrogengse de certaines cellules du bourgeon de membre
peut étre décrit dans les termes suivants :

La prolifération des cellules mésodermiques et la mise en place progressive des divers
segments du membre requiérent la présencé de la créte apicale. Son excision provoque des
déficiences distales d'autant plus importantes que I'ablation est précoce. Ces observations sont 2
relier directement au concept de "progress zone" selon lequel le destin des cellules du mésoderme
de membre est régi par la durée de leur séjour au sein d'une zone de 230 um d'épaisseur environ,
directement située sous la créte (SUMMERBELL et LEWIS, 1975). Plus ce séjour est long et plus
les structures cartilagineuses auxquelles les .ccllules donneront naissance sont distales
(SUMMERBELL et al., 1973).

L'ectoderme et plus particulierement la créte apicale influencent donc fortement le
comportement des cellules mésenchymateuses sous jacentes. Ils semblent févoriser I'accumulation
d'acide hyaluronique a la périphérie du bourgeon ot les cellules sont isolées les unes des autres par
d'importantes quantités d'une matrice extracellulaire sensible a la hyaluronidase (SINGLEY et
SOLURSH, 1981). Quand on se rapproche du coeur du bourgeon, la quantité de matrice
extracellulaire diminue et des zones de forte densité cellulaire apparaissent (THOROGOOD et

HINCHLIFFE, 1975). 1l est vraisemblable que des contacts privilégiés permettent alors l'échange
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- de messages entre les cellules étroitement associées de ces amas. Ces interactions cellulaires sont
une condition préalable nécessaire 2 'initiation de la chondrogenése car elles semblent &tre 2
l'origine de 1'augmentation du taux intracellulaire d’AMPc indispensable au démarrage des
synthéses des constituants de 1a matrice cartilagineuse (HO er al., 1982).

Ces observations ont pu €tre en partie confirmées par une série de travaux effectués in vitro
sur des embryons de poulets et de souris, a 1'aide de deux modeles expérimentaux différents :

- des cultures d'apex de bourgeons de membres
- des cultures en micromasse de mésenchyme de membre

Quel que soit le systéme expérimental mis en oeuvre, les résultats montrent que :

1. Les corrélations ecto-mésodermiques intervenant lors de la différenciation squelettique
dans les membres embryonnaires présentent trois phases successives. Au cours de la premiére
phase l'ectoderme se montre indispensable pour la survie du mésoderme et nécessaire pour
promouvoir la différenciation cartilagineuse (MILAIRE et MULNARD, 1968 ; GUMPEL-PINOT,
1982). La phase suivante se caractérise par le fait que l'ectoderme empéche la chondrogenése
anarchique du mésoderme et dirige la morphogenése du bourgeon de membre (KOSHER et al.,
1979 a ; DESBIENS, 1983). Enfin, au cours de la derniére phase, le niésoderme est déterminé :
isolé, il effectue une organogénese squelettique normale (DESBIENS et al., 1985).

2. D'importantes quantités d'acide hyaluronique, synthétisées et sécrétées par la créte apicale
(KOSHER et SAVAGE, 1981) se distribuent sous la forme d'un gradient le long de 1'axe
proximo-distal du bourgeon de membre (KOSHER et al., 1981)

3. Sorties de la zone d'influence del'ectoderme, les cellules s'arrondissent et s'agrégent
(THOROGOOD et HINCHLIFFE, 1975 ; ARCHER et al., 1982). Un modéle mathématique tente
d'expliquer le processus de condensation cellulaire en terme de gonflement et de contraction du gel
dont est constitué la matrice extracellulaire. Ces deux états seraient conditionnés par le degré
d'hydratation du gel et par le systéme acide hyaluronique/hyaluronidase. L'enzyme favoriserait la
contraction du gel en détruisant l'acide hyaluronique et faciliterait le rapprochement des cellules

(OSTER et al., 1985).
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4. L'augmentation du taux d'’AMPc au sein de ces cellules précede les premiers signes de
I'expression de la chondrogenése (SOLURSH et al., 1979 ; HO et al. 1982). Un traitement au
dibutyryl adénosine 3'5' monophosphate cyclique (dbAMPc) de cultures organotypiques et
cellulaires de mésoderme de membre induit et stimule la chondrogenése en jouant un rdle
antagoniste de celui de la créte apicale (AHRENS et al., 1977 ; MERKER et GUNTHER, 1979 ;
KOSHER ez al. 1979 b ; SOLURSH et al. 1981 a; OWENS et SOLURSH, 1981).

Munis de ces données et conscients de 1'importance de la place tenue par ' AMPc dans les
processus d'induction et de stimulation de la chondrogenese, nous avons étudié sur des cultures
organotypiques de membres de souris traitées au dbAMPc.

1. L'antagonisme ectoderme - AMPc

2. L'influence du stade de développement des bourgeons de membres sur leur réceptivité
vis-a-vis du nucléotide.

3. La localisation des cellules réceptives et 1'évolution de leur réceptivité.

4. L'influence de l'ectoderme et du nucléotide sur la nature des composants de la matrice

cartilagineuse.



MATERIEL ET METHODES
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Ce chapitre a pour objet de récapituler et de décrire en détail les conditions expérimentales et
les techniques essentielles utilisées au cours de cette étude. Des compléments techniques

spécifiques seront présentés dans le cours de l'exposé des résultats.

I. - MODELE BIOLOGIQUE

Des souris de la souche Swiss sont élevées au laboratoire . Les femelles sont groupées par 5
dans une méme cage. Les accouplements sont assurés en plagant dans chaque cage un seul mile
pendant une nuit. Le lendemain rpaﬁn, la découverte d'un bouchon vaginal, considéré comme
indice d'accouplement, détermine le jour 0 du calendrier de gestation. Aprés dislocation des
vertebres cervicales, les femelles supposées gravides sont opérées aux jours 10, 11 et 12 de
gestation ce qui permet de sélectionner des embryons parvenus respectivement aux stades 17, 19 et
20 (THEILER, 1972) (Planche I). Si l'on considére que le bord préaxial du bourgeon de membre
antérieur est adjacent au somite n° 7, les embryons de stade 17 ont 35 a 39 paires de somites et les
embryons de stade 19 ont 45 paires de somites et plus. Au stade 20, les somites de la région du

tronc disparaissent rendant impossible leur comptage.

II. - TECHNIQUES OPERATOIRES

Apres passage du pelage a 1'éthanol 96°, 'opération débute par une incision circulaire au
niveau de la ceinture scapulaire . La peau est alors retournée comme un doigt de gant jusqu'a la
ceinture pelvienne. La paroi musculaire, badigeonnée a 1'éthanol 96°, est ouverte au niveau de

I'abdomen. Les deux comes utérines en sont extraites et maintenues immergées dans la solution



Table de développement des bourgeons de membres de souris: reconstitution

PLANCHE I

d'apres THEILER (1972) et MILAIRE (1976).

S

somites

95u29sa49uabap ap siako4 E

sasnaulbe|ijiesaid suoljesuapuo)

wiw
=
1)
3
o
(1]
N T~ S
i)
a:
=X,
(1]
c
=
(1]
3
o
(1]
>
5
1]
£
12°1S 9be 0z 1S 0¢’1S 61°1S 8L°1S L1'1S 91°1S GLls
+ 1S G |'Stvreov|'secege|'sveeOE|'S6C € IC
glanof g‘clLanof ¢l anofr G'LLanof LLanof | g'oL4anof| QlL4nof | Gg'‘6anof




saline stérile de Earle :
-NaCl 6,8¢g
-KCl 04g
-CaCl, 02¢g

-MgS04,7H,0 02¢g
-NaHy POy, HO 0,14g
-NaHCO3 22¢
-Glucose 1lg
- Rouge de Phénol 0,01 g
- Eau bidistillée 11
- Antibiotiques : Pénicilline 50 Ul/ml
| Streptomycine 50 pg/ml

Les cornes utérines sont nettoyées par agitation dans cette solution saline. Chaque site de
nidation est isolé puis transféré dans un second bain de lavage. Les embryons sont débarassés de

leurs annexes et transférés a I'aide d'une pipette dans un dernier bain ol ils sont opérés.

IOI. TECHNIQUE DE CULTURE

1) Prélévement des bourgeons de membres

Au stadel7, les bourgeons de membres antérieurs et postérieurs complets sont excisés des
flancs de chaque embryon. Pour les stades 19 et 20, seule la partie apicale des bourgeons (400
500 pm) est prélevée. Pour chaque stade, les bourgeons postérieurs présentent un certain retard de
développement par rapport aux ébauches antérieures (Planches I, IT, III). Les explants de chaque
type sont divisés en deux lots identiques. Le premier ne subit aucun traitement particulier et

constitue le lot d'explants intacts ou "Ecto +". Le second est lavé dans une solution saline stérile
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LISTE DES ABREVIATIONS UTILISEES PLANCHES II ET III

C : Ceinture

S : Stylopode

Z : Zeugopode

B : Basipode

M : Métapode

A : Acropode

fpp : foyer préaxial primaire
fm I : foyer marginal préaxial
fm V : foyer marginal postaxial
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PLANCHE II : Développement d'un bourgeon de membre antérieur droit de souris, observé par
sa face dorsale.
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PLANCHE III : Développement d'un bourgeon de membre postérieur droit de souris, observé
par sa face dorsale.
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dépourvue de calcium :

NaCl 8¢g

KCl 02¢g

Nay HPO4 L15g

KH, POy, 02¢g

MgCly, 6H,O 0,1g

Rouge de Phénol 0,01 g

Eau bidistillée 11

Antibiotiques : Pénicilline 50 Ul/ml
‘Streptomycine 50 pg/ml

Apres lavage, les explants sont soumis a l'action de la trypsine a 2 % (Difco) dans la
solution saline stérile précédente afin de séparer l'ectoderme du mésoderme. Selon 1'dge des
bourgeons, la digestion dure de 8 a 12 mn a 37°C. L'action enzymatique est stoppée par immersion
des explants dans du sérum de veau ou l'ectoderme est éliminé a 1'aide d'aiguilles et de pinces
fines. Les massifs mésodermiques isolés (explants dénudés ou "Ecto -") sont ensuite lavés dans le

milieu de culture.

2) Systéeme de culture

La culture est menée selon un procédé dérivé de célui de TROWELL (1954). Les explants
antérieurs et postérieurs "Ecto +" et "Ecto -" d'un stade donné sont déposés par deux sur un méme
fragment de filtre Millipore (porosité 1,22 um) en évitant qu'ils soient au contact l'un de l'autre.
Les filtres sont disposés, par deux ou trois, a la surface de grilles en acier inoxydable reposant sur
le fond d'une boite de Pétri en matiére plastique de 3,5 cm de diameétre (Corning). Le niveau du
milieu de culture est ajusté au ras de la surface de la grille de facon a mouiller les filtres sans les

submerger. Les explants sont donc cultivés a l'interface gaz-liquide.



3) Conditions de culture

Le milieu de culture est constitué de MEM (minimum essential medium) avec sels de Earle
additionné de 10 % de sérum de veau foetal (Gibco) et d'antibiotiques (pénicilline 50 UT/ml,
Streptomycine 50 pg/ml). Les boites de Pétri sont placées en incubateur 4 37° C dans une

atmosphére contenant 5 % de CO,. La moiti€ du milieu est renouvelée toutes les 24 h.

a) Traitements au dibutyryl adénosine monophosphate cyclique (db AMPc)

Le milieu de culture contient 1 mM de N 6,02-dibutyry1 adénosine 3'S'
monophosphate cyclique (sel de sodium, Serva). Ce milieu est utilisé soit 24 h. apres le début de la
culture pendant une durée de 48 h., soit pendant une durée de 24 h. coincidant avec chacun des
trois premiers jours de la culture.

b) Incubation en présence de S Bromodéoxyuridine (5-BrdU)

Le milieu de culture contient 50 uM de 5-BrdU (Sigma) et une quantité équimolaire de
déoxycytidine. Les cultures sont incubées dans ce milieu pendant 24 h., soit de 4 h. a 28 h. ; soit

de 28 h. a 52 h. ; soitenfinde 52 h. 2 76 h.

IV. - TECHNIQUES BIOCHIMIQUES

1) Mesures d'incorporation de sulfate de sodium radioactif dans les
glycosaminoglycannes sulfatés. |

Le marquage radioactif est assuré en apportant au milieu du sulfate de sodium (Na235504,
Amersham, activité spécifique 100 mCi/mmol), a raison de 1 uCi/ml de fagon continue au cours de
la culture. Apres 24 h. et 72 h. de culture, les explants d'une méme catégorie sont homogénéisés
par deux a l'appareil de Potter et soumis 30 secondes aux ultrasons (MSE, 150 Watt Ultrasonic
Desintegrator). Des fractions aliquotes des homogénats sont prélevées pour effectuer les dosages de

DNA alors que le reste est soumis a une digestion protéolytique a 37°C. Celle-ci est assurée par
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l'action d'une solution (Tampon Tris/HCL 0,2 M, avec acétate de calcium 0,1 M, pH 8) contenant
400 pg/ml de pronase (Calbiochem) ajoutée au broyat afin d'obtenir un rapport enzyme-substrat de
1/50 (la teneur en protéines a ét€ déterminée au préalable par la méthode de LOWRY modifiée par
MARKWELL et al., 1978). Apres 48 h., les glycosaminoglycannes sont précipifés pendant 3 h. a
température ambiante par du chlorure de cétylpyridinium (CPC) 1 % dans le NaCl 0,02 M
(SAARNI et TAMMYI, 1977). Le précipité est recueilli sur filtre Millipore (porosité 0,45 um) aprés
filtration sous vide partiel. Les filtres lavés au CPC sont ensuite séchés a l'étuve a 37°C puis
dissous dans 6 ml de liquide scintillant (Lipofluor, J.T. Baker Chemicals). La radioactivité est
mesurée a l'aide d'un compteur a scintillation (LKB Wallac 1215). La radioactivité exprimée en
coups par minutes (Cpm) est rapportée a la teneur en DNA.

La teneur en DNA est déterminée par la technique de BRUNK ez al. (1979). Le principe de
cette méthode est basé sur la propriété du 4,6 diamidino 2 phénylindole (DAPI) de se combiner
spécifiquement aux paires de bases adénine-thymine pour donner un complexe fluorescent dont les
longueurs d'ondes d'excitation et d'émission sont respectivement 360 nm et 450 nm. La gamme
€talon est réalisée dans une solution tampon pH7 (NaCl 100 mM, Tris 10 mM, EDTA 10 mM) a
partir de DNA de thymus de veau . Les mesures sont effectuées a 1'aide d'un spectrofluorimétre

(Perkin Elmer, LS 3).

2) Caractérisation des protéoglycannes
Les explants sont incub€s pendant 3 jours dans un milieu de culture contenant 10 uCi/ml de
sulfate de sodium (Na235804, New England Nuclear, activité spécifique S00mCi/mmol).
a) Extraction des protéoglycannes
A l'issue de la culture, des explants (50 d'une méme série expérimentale) sont rincés
dans la solution saline de Earle puis placés dans 2 ml d'une solution de chlorure de guanidine 4 M
(GuHClI, Sigma), tamponnée a pH 5,8 par de 'acétate de sodium 0,05 M (Merck) et contenant des
inhibiteurs de protéases : de 'EDTA 0,01 M, sel disodique (Sigma), de 1'acide 6-aminohexanoique
0,1 M (Sigma), du chlorure de benzamidine 0,005 M (Sigma) (OVADIA et al. , 1980).

Dans ces conditions dites "dissociantes”, les protéoglycannes présents dans la matrice
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cartilagineuse sous forme d'agrégats multimoléculaires sont dissociés en monomeres. L'extraction
a lieu sous agitation pendant 48 h. a 4°C. L'extrait est ensuite centrifugé a 10 000 g pendant 10
minutes (Beckman, Microfuge 12).

La moiti€ de cet extrait est ensuite dialysée a 4°C pendant 24 h. (membrane Spectrapor 3,
Spectrum Medical Industries) contre 2 bains d'acétate de sodium 0,5 M en présence d'inhibiteurs
de protéases. Dans ces conditions, dites "associatives", les protéoglycannes reforment des agrégats
(HASCALL et KIMURA, 1981) et I'on peut déterminer le pourcentage de monomeres capables
d'interagir avec l'acide hyaluronique et les protéines de liaison endogénes présents dans l'extrait.

b) Tamisage moléculaire

Le tamisage moléculaire est une technique chromatographique qui permet de séparer
des molécules en fonction de leur taille et de leur forme. La séparation est réalisée dans des
colonnes sur des granules de gels poreux. Le diametre des pores est une caractéristique de chaque
type de gel. Les molécules dont le diametre est supérieur a celui des pores sont exclues du gel et
€luées les premicres, les molécules moyennes et petites sont éluées plus tardivement car leur
migration est freinée par leur diffusion dans le gel. La séparation est donc réalisée par le fait que les
solutés sont €lués dans l'ordre inverse des masses moléculaires. La taille d'un soluté donné peut
étre caractérisée par son coefficient de partage dont la valeur est fournie par I'expression :

Kave Ye-YO

Vi- Vo
ou Vo, Vt, et Ve représentent respectivement le volume mort de la colonne, son volume total et le
volume d'élution du soluté.

Dans la présente étude, les protéoglycannes sont fractionn€s selon leur taille sur des colonnes
(Pharmacia, 0,9 cm X 60 cm) de Sépharose 2B. En fonction des conditions, dissociantes ou
associatives, les élutions sont pratiquées respectivement par du GuHCl 4 M ou par de l'acétate de
sodium 0,5 M, 2 une vitesse de 10 ml/h. Dans le second cas, le gel est au préalable saturé en
sérumalbumine bovine (Sigma, 1 mg/ml) afin de limiter les adsorptions non spécifiques des
protéoglycannes. Les fractions recueillies ont un volume de 0,8 ml. La radioactivité contenue dans

chaque fraction est déterminée apres addition de 10 ml de liquide scintillant (ACS, Amersham). Les
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mesures, exprimées en Cpm sont effectuées pendant une durée de 4 mn dans un compteur a

scintillation (Intertechnique, SL 4000).

V. - TECHNIQUES HISTOLOGIQUES

1) Fixation et coloration des cultures

Les explants sont fixés pendant 24 h. dans du Bouin Hollande acétique. Apres lavage, une
premiere coloration au bleu Alcian 0,5 %, pH 1, spécifique des groupements sulfatés (LEV et
SPICER, 1964) est effectuée in toto. Apres lavage et déshydratation, les explants sont éclaircis par
le mélange salicylate de méthyle (4 parties) benzoate de benzyle (1 partie) afin de pouvoir apprécier
l'étendue de la chondrogenese. Ceux-ci sont ensuite rincés a 1'éthanol absolu puis placés dans le
butanol avant leur inclusion dans la paraffine. Les blocs sont débités en coupes de 6 Um
d'épaisseur. Les lames sont colorées a nouveau au bleu Alcian 0,5 %, pH1, puis a I'hématoxyline
de Groat afin d'examiner 1'étendue et la localisation de la matrice extracellulaire, la fréquence et la

localisation des mitoses et, lorsqu'il est présent, 1'étendue et I'aspect de l'ectoderme.

2) Immunofluorescence

Les cultures préalablement incubées en présence de 5-BrdU sont fixées au Bouin Hollande
acétique, lavées, déshydratées et incluses dans la paraffine. La 5-BrdU incorporée dans le DNA des
cellules au cours de l'incubation est révélée sur coupes histologiques par une technique
d'immunofluorescence indirecte selon les indications du laboratoire Partec : les coupes
histologiques de 6 um d'épaisseur sont traitées a température ambiante pendant 20 mn par de 1'HCI
1,5 N puis rincées 2 fois pendant 10 mn dans du tampon phosphate pH 7,4 (Nay HPO,4 10 mM,
Na Hy PO4 10 mM, NaCl 100 mM). Les coupes sont ensuite incubées pendant 1 h. 2 37°C en
présence de l'anticorps anti BrdU, fabriqué chez la souris, dilué au 1/100 dans le tampon contenant

0,5 % de Tween 20 et O,5 % de sérumalbumine bovine. Aprés deux ringages de 10 mn dans le
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tampon phosphate, les coupes sont recouvertes penAdant 45 mn a 37°C d'une solution au 1/100
d'anti IgG de souris, fabriquées chez le lapin, marquées au fluoroisothiocyanate (FITC). Apres
deux derniers ringages dans le tampon, les coupes sont colorées pendant 10 mn au bleu Evans
(1/10000) et les lames sont montées dans le glycérol. Les coupes sont observées avec un
microscope 2 fluorescence (OLYMPUS, BH2 RFL). Apres observation, les coupes sont reprises
par la double coloration au bleu Alcian et a 'hnématoxyline de Groat afin de compléter le repérage

des cellules a I'intérieur des bourgeons.



CHAPITRE I
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EFFETS D'UN TRAITEMENT AU dbAMPc SUR LA CHONDROGENESE DE
BOURGEONS DE MEMBRES DE SOURIS A DIFFERENTS STADES DE
DEVELOPPEMENT

INTRODUCTION

Au cours du développement embryonnaire du membre de Vertébré, une augmentation du
taux intracellulaire d'AMPc a été mesurée au début de la chondrogenése in vitro dans le bourgeon
de membre de souris (HO et al. , 1982) et de poulet (SOLURSH et al. , 1979). Par ailleurs, en
dépit de différences au niveau des modeles biologiques étudiés, des stades de développement des
bourgeons de membres et des conditions d'administration des nucléotides, un apport exogéne d'un
dérivé d'AMPc provoque une induction ou une stimulation de la différenciation cartilagineuse 2 la
fois dans des cultures cellulaires de mésoderme de membres (AHRENS er al., 1977 ; OWENS et
SOLURSH 1981 ; SOLURSH et al., 1981 a) et dans des cultures organotypiques (MERKER et
GUNTHER, 1979 ; KOSHER ez al., 1979 b ; KOSHER et SAVAGE, 1980).

Toutefois, le mécanisme par lequel I'AMPc agit sur la différenciation cartilagineuse et sur la
morphogenese est encore mal connu. Ce nucléotide pourrait soit stimuler la synthése des
composants de la matrice cartilagineuse dans les chondrocytes différenciés (DREZNER et al., 1976
; MERKER et GUNTHER, 1979 ; MILLER et al., 1979) soit augmenter le nombre des cellules
chondrogeénes par 1'un des trois mécanismes suivants :

1. - Les cellules apicales et périnodulaires, entourant les condensations dans lesquelles les
cellules sont déja engagées dans la chondrogenése, pourraient arréter leur prolifération et se
déterminer au cours d'un blocage transitoire du cycle cellulaire (HERKEN, 1975 ; SOLURSH et
REITER, 1975 ; MILLER et al., 1979).

2. - Inversement, les cellules déterminées, qui ne sont pas encore différenciées, pourraient
continuer de proliférer : pour certains auteurs la sortie du cycle des cellules mésodermiques n'est

pas nécessaire pour qu'elles se différencient en chondrocytes (GEORGE et al., 1983). En effet,
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bien que 'AMPc soit considéré comme un inhibiteur de la division cellulaire (SOLURSH et
REITER, 1975), le dbAMPc qui augmente le taux intracellulaire d'AMPc stimule la synthése de
DNA dans des cultures de régénérats d'amphibien (FORET et BABICH, 1973, CARLONE et
FORET, 1979).

Ces deux mécanismes augmenteraient le nombre de cellules chondroggnes potentielles avant
leur différentiation .

3. - La stimulation de la prolifération pourrait concerner les chondrocytes différenciés.
Normalement, 1'élongation proximo-distale des ébauches squelettiques a lieu apres 1'établissement
du patron squelettique (SUMMERBELL, 1976 ; LEWIS, 1977). Cette croissance pourrait étre
stimulée par des dérivés de 'AMPc.

Tous ces mécanismes ne sont pas exclusifs. L'AMPc pourrait a la fois augmenter le nombre
de cellules chondrogenes et stimuler la synthése de la matrice cartilagineuse. En résumé, I'AMPc
pourrait agir sur les cellules avant ou apres leur différenciation en chondrocytes.

L'objet de ce travail est d'approfondir la connaissance des roles de I'AMPc et de l'ectoderme
dans la croissance et la différenciation de cultures organotypiques de bourgeons de membres de
souris a plusieurs stades de développement. Les mesures de la teneur en DNA et I'analyse de
l'incorporation de sulfate radioactif dans les glycosaminoglycannes (GAG) sulfatés de la matrice
cartilagineuse ont montré que la réponse des cultures au nucléotide varie en fonction de 1'dge des
bourgeons. La chondrogenése est stimulée dans les bourgeons de membres de stades 17 et 19
(table de THEILER, 1972) alors qu'au stade 20, la différenciation cartilagineuse est inhibée. Par

ailleurs, l'ectoderme réduit 1'effet activateur du nucléotide sur la chondrogenése.
PROTOCOLE EXPERIMENTAL

Les bourgeons de membres antérieurs et postérieurs dgés de 10 & 12 jours sont mis en culture
en présence ou non de leur couverture ectodermique, pendant une durée de 3 jours. Puisque
AHRENS et al. (1977) ont signalé que de jeunes cellules mésodermiques traitées au dbAMPc dés le

début de la culture, ne se différencient pas en cartilage, le milieu contenant le dbAMPc n'est utilisé
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que 24 h. aprés le début de la culture et renouvelé par moitié a 48 h.

Les explants sont incubés pendant toute la durée de la culture en présence d'l pCi/ml de
Na2358 O4 (Amersham,activité spécifique 100 mCi/mmol). La chondrogenese est estimée par les
mesures d'incorporation de sulfate dans les glycosaminoglycannes sulfatés. Tous les résultats
expriment des valeurs moyennes calculées a partir de mesures correspondant & 2 explants. Le
nombre de mesures figure & c6té de chaque valeur. La significativité des résultats a ét€ contrdlée a
l'aide du test t de Student (p < 0,05). Dans chaque série expérimentale, des explants sont fixés et

colorés a l'issue des 3 jours de culture.

RESULTATS

1) Bourgeons de membres de stade 17

a) Etude macroscopique et microscopique

- Aspect des cultures non traitées

Au moment du prélévement, les bourgeons de membres de stade 17 sont constitués d'un
mésenchyme lache et homogene. En fin de culture, les aspects in tofo des bourgeons intacts sont
le reflet d'une bonne chondrogenéese : dans les meilleurs cas, les ébauches squelettiques des
bourgeons antérieurs sont identifiables (Planche IV, Fig. 1). Les explants antérieurs intacts
présentent du cartilage hypertrophique dans le tiers proximal et des cellules mésenchymateuses dans
le tiers distal ot les figures de mitoses sont nombreuses. Leur partie intermédiaire est occupée par
des condensations cellulaires. Dans certains cas, un fin liseré bleuté situé entre ces cellules,
témoigne du démarrage de la synthése des constituants de la matrice. En général, I'ectoderme ne
recouvre pas plus de la moitié de 'explant, la partie proximale est toujours dénudée en fin de
culture (Planche IV, Fig 7). les bourgeons postérieurs quant & eux, sont constitués de nodules
cartilagineux dans la moitié proximale et de cellules mésenchymateuses dans la moiti€ distale.

Tous les bourgeons dénudés sont le siége d'une chondrogenése anarchique et sont aplatis sur
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PLANCHE IV : Effets d'un traitement long (48h.) et tardif (aprés 24h. de culture) au dbAMPc
(1 mM) sur des bourgeons de membres de souris de stades 17, 19 et 20.

Les figures 1 & 6 représentent 1'aspect macroscopique des bourgeons de membres de souris

de stades 17, 19, 20 cultivés 72 h. et colorés au bleu Alcian 4 pH 1.

Fig. 1 et 2 : Bourgeons de membres antérieurs intacts de stade 17, non traité (1) et traité au db
AMPc (2).
L'explant non traité (1) montre un zeugopode (Z) et un stylopode (S) nettement identifiables.
La palette autopodiale (A) ne contient pas d'ébauches squelettiques. Dans I'explant traité le
stylopode est nettement plus développé que dans I'explant non traité. (X 20)

Fig. 3 et 4 : Bourgeons de membres antérieurs dénudés de stade 19, non traité (3) et traité au
dbAMPc (4).
Dans l'explant non traité, de nombreux nodules sont distribués au hasard (3) et les zones
internodulaires ne sont pas colorées au bleu Alcian. Au contraire, dans I'explant traité, on
observe encore des nodules cartilagineux, mais les zones internodulaires sont fortement
colorées. (X 40)

Fig. 5 et 6 : Bourgeons de membres antérieurs intacts de stade 20, non traité (5) et traité au db
AMPc (6).
Le métapode (M) et la rangée de phalanges proximales (P) apparaissent distinctement dans
l'explant non traité (5). Au contraire, aprés traitement, les métacarpiens (M) sont tronqués et
de petits nodules faiblement colorés au bleu Alcian se substituent aux phalanges. (5:X 306
: X 35)

Les figures 7 & 12 représentent des coupes histologiques colorées au bleu Alcian pH 1 et &
I'hématoxyline de Groat effectuées dans des bourgeons de membres de souris de stades 17, 19 et
20 cultivés 72 h.

Fig. 7 et 8 : Bourgeons de membres antérieurs intacts de stade 17, non traité (7) et traité au db

AMPc (8).

Dans I'explant non traité (7), le stylopode (fléche) est constitué de cartilage hypertrophique.

La partie distale présente de nombreuses mitoses (double té€te de fleche). Un nodule

cartilagineux (téte de fleche) est présent dans la zone du zeugopode.Dans l'explant traité (8),

la partie proximale est occupée par un nodule de cartilage hypertrophique (fleche) de plus

grande taille que celui de l'explant non traité. Toutefois, 1'épaisseur de la matrice
cartilagineuse semble comparable. Dans cet explant, le zeugopode est bien développé (téte

de fleche). (X 100)
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Fig. 9 et 10 : Bourgeons de membres antérieurs dénudés de stade 19, non traité (9) et traité au
dbAMPc (10).
L'explant non traité (9) présente des nodules cartilagineux constitués par des cellules
entourées d'une matrice épaisse et par des chondrocytes hypertrophiés (fleches). Les zones
internodulaires présentent des cellules indifférenciées (tétes de fleches). Dans I'explant traité
(10), il existe encore des nodules cartilagineux (fleche) mais le reste de I'explant est occupé
par une nappe continue de jeunes chondrocytes. Des cellules indifférenciées (astérisque) sont
dispersées et les constituants de la matrice sont trés abondants dans le filtre support (tétes de
fleches). (X 150)

Fig. 11 et 12 : Bourgeons de membres antérieurs dénudés de stade 20, non traité (11) et traité au
dbAMPc (12).

" Dans l'explant non traité (11) on observe trois rudiments squelettiques riches en matrice
(fleches). Des cellules indifférenciées entourent ces régions. Dans l'explant traité (12), les
nodules cartilagineux sont totalement absents. On observe deux zones de condensation
cellulaire (fleches) entourées par de nombreuses cellules indifférenciées. (X 120)
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le filtre support. Les explants antérieurs sont essentiellement constitués de nodules cartilagineux,
présentant une matrice plus ou moins épaisse, entourés par des cellules indifférenciées. Les

explants postérieurs présentent plusieurs couches de cellules différenciées.

- Aspect des cultures traitées au dbAMPc
Que les explants soient recouverts ou non par leur ectoderme, le dbAMPc provoque dans

tous les cas une augmentation de la taille et de I'affinité au bleu Alcian des zones cartilagineuses.
Les ébauches squelettiques sont plus grandes et le diametre des nodules non identifiables plus
important (Planche IV, Fig. 2). Cependant, des coupes transversales effectuées dans des
bourgeons de membres intacts cultivés 72 h. ne montrent que de petites différences lorsqu'elles
sont comparées a celles des bourgeons traités au dbAMPc : 1a taille des nodules cartilagineux est
légérement augmentée apres le traitement bien que 1'épaisseur de la matrice, I'aspect et I'étendue de
l'ectoderme semblent identiques (Planche IV, Fig. 8). Les explants dénudés, traités dans les mémes
conditions, sont constitués d'une nappe continue de jeunes chondrocytes.

b) Analyse de la teneur en DNA (Tableau 1)

Le contenu en DNA des explants non traités augmente significativement entre 24 h. et
72 h. de culture, sauf dans le cas des explants postérieurs dénudés. Apres traitement, les explants
présentent tous un contenu en DNA réduit par rapport A celui des témoins 4 72 h. de culture.
Cependant, les différences observées ne sont significatives que dans le cas des explants antérieurs
dénudés.

¢) Evolution de I'accumulation des GAG sulfatés (Tableau 4 ; Planche V, Fig, 1)

Entre 24 h. et 72 h. de culture, les explants intacts présentent une augmentation de
l'accumulation de sulfate radioactif. La présence du nucléotide pendant les derniéres 48 h. de
culture accentue l'augmentation : les valeurs des explants traités sont supérieures 2 celle des
explants non traités a 72 h de culture. Les différences observées sont significatives exceptées dans
le cas des bourgeons postérieurs intacts. Les analyses biochimiques corroborent les résultats des

observations macroscopiques et microscopiques.
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Tableau 1 : Teneur en DNA (ug) des bourgeons de membres de stade 17.

EXPLANTS ANTERIEURS EXPLANTS POSTERIEURS
Ecto + Ecto - Ecto + Ecto -
EXPLANTS |
TEMOINS | 225 £ 052 0,76 35 0,14 1,31 340,09 1,74 £ 0,34
A24H. n=6 n=3 n= n=4
EXPLANTS 3,57 £ 1,03 1,37 £ 0,26 2,82 £0,7 147 £ 033
NON TRAITES n=>5 n=>5 n=35 n=2
A 72 H. * ek sk
EXPLANTS | 258+0,81 | 0,93+0,34 | 2,34%0,54 1,07 £ 0,43
T‘i{%s n=7 n=7 n=4 n=4

Tableau 2 : Teneur en DNA (ug) des bourgeons de membres de stade 19.

EXPLANTS ANTERIEURS EXPLANTS POSTERIEURS
Ecto + Ecto - Ecto + Ecto -
EXPLANTS | 326+0,55 | 1,58 0,21 2,66 £045 | 1,75 0,60
TEI\Z’[AE)H‘IS n=6 n=>5 n=6 n=3
EXPLANTS 2,35£0,26 2,16 £ 0,19 3,97 £ 1,58 1,33 £ 0,48
NON TRAITES n=35 n==6 n=5 n=3
A 72 H. ek ol
EXPLANIS | 2,04£016 | 1482023 | 3361058 | 089£036
TRAITES n= 5 n= 6 — 5
AT2H. = .. n= n=3

Tableau 3 : Teneur en DNA (ug) des bourgeons de membres de stade 20.

EXPLANTS ANTERIEURS EXPLANTS POSTERIEURS
Ecto + Ecto - Ecto + Ecto -
EXPLANTS | 3,89 +0,79 2,9 £0,12 3,89 + 0,64 2,65 + 0,36
TEMOINS n=6 n=6 n=6 n=35
EXPLANTS 40 + 1,18 2,23+0,43 | 3,20%0,67 2,18 + 0,40
NORT%?TES n=6 n=6 n=6 n=6
EXPLIA?%'gS 2,88+0,39 | 1,79+0,24 2,96 £ 0,32 2,23 £ 0,21 /] i}
AT2H. n=6 n=6 n=6 B=6 e

- Explants témoins, a 24 h. : explants cultivés 24 h. sans dbAMPc

- Explants non traités, a 72 h. : explants cultivés 72 h. sans dbAMPc

- Explants traités, 2 72 h. : explants cultivés 24 h. sans dbAMPc puis traités 48 h. avec
1 mM de dbAMPc.

n = Nombre d'échantillons mesurés dans chaque série. Un échantillon correspond a un

homogénat de deux explants.

Le test t de Student est calculé pour comparer les valeurs du contenu en DNA :
1) entre les explants t€émoins, a 24 h. et les explants non traités a 72 h. (* =p < 0,05 ;

** =p <0,01)

2) entre les explants non traités et traités, 3 72 h. ( e =p < 0,05 ;

ee=p < (,01).
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Tableau 4 : Accumulation des GAG sulfatés (Cpm/pug DNA) dans les bourgeons de

membres de stade 17.

EXPLANTS ANTERIEURS EXPLANTS POSTERIEURS
Ecto + Ecto - Ecto + Ecto -
EXPLANTS 104 £ 20 165 £ 41 111+£12 68 =23
TEMOINS n==6 n=35 n=4 n=4
A24H
EXPLANTS 308 £ 27 1552 5278 370 ;76 769 + 292
= n= = =
N0§ %TES gt ek " P
EXPLANTS 725+ 138 2740+£326 | 450%111 1210+ 197
TRAITES = = n=4 =
AT n"7 n"5 n.4
Tableau 5 : Accumulation des GAG sulfatés (Cpm/ j1g DNA) dans les bourgeons de
membres de stade 19.
EXPLANTS ANTERIEURS EXPLANTS POSTERIEURS
Ecto + Ecto - Ecto + Ecto -
EXPLANTS 48 £ 16 67 t14 61x16 73+ 10
TEMOINS n=6 n=>5 n=6 n=3
A24H
EXPLANTS 192 £52 278 £43 175+ 110 367 £59
NON TRAITES n=35 n=6 n=35 n=>3
A 72 H_ siesk L de skok
EXPLANTS 268 + 67 398 + 59 196 + 53 503 £73
TRAITES "y =5 =5
AT2H. n=>35 = n= n=
Tableau 6 : Accumulation des GAG sulfatés (Cpm/ g DNA) dans les bourgeons de
membres de stade 20.
EXPLANTS ANTERIEURS EXPLANTS POSTERIEURS
Ecto + Ecto - Ecto + Ecto -
EXPLANTS 93+ 16 119+12 68 +12 113£25
RIS | w6 | wes | w6 | aes
EXPLANTS 344 £ 78 482 £ 153 256 £ 68 540 =77
NON TRAITES n=6 n=6 n=06 n=
A72H. * Hk ok Hok
EXPLANTS 175 + 47 312 + 46 231 %55 258 + 52
'ﬁﬁfﬁs n=6 n=6 n=6 n=6

/ }’? ry
i 7 £
e,

- Explants témoins, a 24 h. = Explants cultivés 24 h. sans dbAMPc

- Explants non traités, a 72 h. = Explants cultivés 72 h. sans dbAMPc

- Explants traités, & 72 h. = Explants cultivés 24 h. sans dbAMPc puis traités 48 h. avec
1 mM de dbAMPc.

n = Nombre d'échantillons mesurés dans chaque série. Un échantillon correspond a un

homogénat de deux explants.

Le test t de Student est calculé pour comparer les valeurs d'incorporation de sulfate

radioactif :

1) entre les explants témoins, a 24 h. et les explants non traités a 72 h. (*=p <0,05;

** =p <0,01)

2) entre les explants non traités et trait€és A 72 h. (¢ =p < 0,05

ee=p<(,01)
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PLANCHE V : Accumulation des GAG sulfatés (Cpm/pg DNA) dans des bourgeons de

membres de souris de stades 17, 19 et 20 apres traitement long (48 h.) et tardif
(apres 24 h. de culture) au dbAMPc

Antérieurs Antérieurs Postérieurs Postérieurs
«Ecto+» «Ecto -» «Ecto +» «Ecto =»
3 -
s [
2
= :
o
L
N
o 2.
x
=
a
Q
1 4
— . | —
24 72 24 72 24 72 24
FIG.1:Stade 17 Heures de culture
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= 1.4
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o
x
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Q —— —
Q !—J s = i
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FIG.2:Stade 19 Heures de culture
{E; \\
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O e |
% == e T ey ]
s 24 72 24 72 24 72 24 72
a
o FIG.3:Stade 20

Heures de culture

En clair : explants cultivés 24 h. ou 72 h. sans dbAMPc.

En pointllés : explants cultivés 24 h. sans dbAMPc puis traités 48 h. avec 1 mM de dbAMPc
Les barres indiquent I'écart-type.
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2) Bourgeons de membres de stade 19

a) Etude macroscopique et microscopique

- Aspect des cultures non traitées

Tout comme leurs homologues de stade 17, les apex intacts de stade 19 sont le si¢ge d'une
morphogenése squelettique organisée. Les parties distales du zeugopode et le métapode
apparaissent clairement dans les explants antérieurs. Les apex postérieurs quant 2 eux ne
présentent pas de morphogenése autopodiale. L'étude histologique, effectuée apres trois jours de
culture, révele que la zone proximale des explants antérieurs intacts, qui correspond a l'extrémité
du zeugopode, est constituée de chondrocytes hypertrophiés et que la zone distale, qui correspond
au métapode, présente de petits nodules cartilagineux entourés de nombreuses cellules
mésenchymateuses. Parfois, la partie distale présente des agrégats cellulaires qui correspondent a
une rangée de phalanges. Dans les bourgeons postérieurs, les ébauches squelettiques, présentes
dans la zone proximale des explants , sont constituées de chondrocytes hypertrophiés. L'ectoderme
ne recouvre que les 2/3 distaux des explants.

Les apex antérieurs dénudés présentent une chondrogenése anarchique. Les nodules
cartilagineux sont entourés de zones non colorées au bleu Alcian (Planche IV, Fig. 3). En coupe,
les nodules cartilagineux sont constitués de chondroblastes & matrice épaisse ou de chondrocytes
hypertrophiés tandis que les zones internodulaires sont occupées par des cellules indifférenciées
(Planche IV, Fig. 9). Les explants postérieurs dénudés présentent une évolution similaire.

- Aspect des cultures traitées au dbAMPc

L'étendue de la chondrogenese dans les explants intacts témoins et traités est identique en fin
de culture. Au contraire, dans les explants dénudés, 1'étendue de la coloration au bleu Alcian est
plus importante lorsque le nucléotide est présent : les zones internodulaires des explants traités sont
plus fortement colorées (Planche IV, Fig. 4). Les études histologiques ont révélé que dans les
explants intacts, 1'aspect de 'ectoderme, le nombre et la taille des nodules cartilagineux, 1'étendue
et I'épaisseur de la matrice cartilagineuse ne semblent pas modifiés par le traitement au dbAMPc.

Dans les explants dénudés, le traitement provoque une différenciation généralisée de I'explant mais
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le cartilage est rarement constitué de chondrocytes hypertrophiés. Quelques cellules indifférenciées
¢éparses persistent dans certaines zones (Planche IV, Fig. 10).

b) Analyse de la teneur en DNA (Tableau 2)

La teneur en DNA des bourgeons de membres de stade 19 témoins évolue comme
dans le cas des bourgeons de stade 17 sauf pour les bourgeons antérieurs intacts dont la croissance
est faible. Le traitement au dbAMPc provoque une baisse du contenu en DNA qui n'est toutefois
significative que dans le cas des explants antérieurs dénudés.

¢) Evolution de I'accumulation des GAG sulfatés (Tableau 5, Planche V, Fig. 2)

L'accumulation des GAG sulfatés augmente dans les explants témoins entre 24 h. et
72 h. de culture. Par ailleurs, I'absence d'ectoderme renforce cette tendance. Dans les apex intacts,
les différences observées, entre les témoins et les explants traités en fin de culture, ne sont pas
significatives. Au contraire, lorsque l'ectoderme est absent, le traitement au dbAMPc stimule

fortement l'incorporation de sulfate radioactif.

3) Bourgeons de membres de stade 20
a) Etude’_macroscopique._ et microscopique
-Aspect des cultures non traitées

En fin de culture, les explants antérieurs et pbstérieurs, intacts ou dénudés, montrent un
squelette autopodial correspondant au métapode et & la rangée proximale de phalanges (Planche IV,
Fig. 5). Dans les quatre types d'explants, les études histologiques révelent la présence de trois ou
quatre rudiments squelettiques séparés par du mésenchyme lache (Planche IV, fig. 11). Le
mésenchyme est plus abondant dans les explants couverts d'ectoderme.

-Aspect des cultures traitées au dbAMPc.

Apres addition de dbAMPc, les explants sont constitués dans leur partie distale de petits
nodules faiblement colorés alors que la partie proximale montre des métacarpiens tronqués (Planche
IV, Fig. 6). En coupe histologique, la partie distale des explants présente une ou deux zones de
condensations entourées de cellules mésenchymateuses (Planche IV, Fig. 12). Les cellules des

agrégats, sont entourées d'une matrice trés discréte mise en évidence par le bleu Alcian.
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b) Analyse de la teneur en DNA (Tableau 3)

Dans les explants témoins, il n'y a pas de différence frappante entre la teneur en DNA
a24 h.eta72h. de cultﬁre. Le traitement au dbAMPc semble provoquer une diminution du
contenu en DNA bien qu'en aucun cas cette différence ne soit statistiquement significative.

c¢) Evolution de I'accumulation des GAG sulfatés (Tableau 6, Planche V, Fig,

Les valeurs augmentent significativement dans les quatre types d'explants témoins
entre le début et la fin de la culture. Le dbAMPc provoque une diminution significative de

l'accumulation des GAG sulfatés excepté dans le cas des explants postérieurs intacts.

DISCUSSION

L'ensemble de ces résultats montrent que le dbAMPc augmente la chondrogenése in vitro
dans les bourgeons de membres de souris de stade 17 et de stade 19 bien qu'a ce stade la
stimulation n'ait lieu que si la couverture ectodermique est absente. Dans les apex de bourgeons de
stade 20, le dbAMPc semble au contraire jouer un rdle inhibiteur de la différenciation
cartilagineuse. Cette discussion a pour objet d'analyser les événements qui ont lieu en présence de
dbAMPc dans les bourgeons de membres de souris, & différents stades de développement et de les
comparer 2 ceux qui se déroulent dans les bourgeons de membres de poulet.

Dans les bourgeons de membres de stade 17, l'incorporation de sulfate radioactif est
augmentée que l'ectoderme soit présent ou non. Cependant, dans le cas des bourgeons postérieurs,
l'incorporation n'est stimulée que lorsque l'ectoderme est absent. Il est & noter qu'une
chondrogenese de faible importance a été observée in vitro dans des bourgeons de membres
postérieurs de souris, méme 2 des stades plus dgés ( MILAIRE et MULNARD, 1984 ; DESBIENS
et al., 1985).Puisque la chondrogénése est stimulée par le dbAMPc dans les bourgeons de
membres antérieurs couverts ou non d'ectoderme et dans les bourgeons postérieurs dénudés, des
populations cellulaires sensibles au dbAMPc étaient donc présentes des le début de la culture, ou

sont apparues au cours des premiéres 24 h. in vitro. L'hypothése selon laquelle le dbAMPc
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induirait une prolifération spécifique des cellules chondrogénes ne semble pas devoir étre retenue
puisque l'étude histologique ne révele pas de prolifération accrue dans les blastémes
présquelettiques . D'autre part, une augmentation de la synthése de DNA n'a jamais été observée.
Une autre hypothése, qui tiendrait compte de 1'absence d'augmentation de la teneur globale en
DNA, serait de supposer que le dbAMPc favoriserait la prolifération des cellules chondrogénes et
augmenterait ainsi les surfaces occupées par le cartilage tout en provoquant la destruction des
cellules mésenchymateuses apicales indifférenciés ou des cellules appartenant aux lignées donnant
le tissu conjonctif ou la musculature. N'ayant pas observé de nécrose cellulaire dans les explants
trait€s au dbAMPc , cette hypothése semble pouvoir étre écartée. Il parait plus probable qu'une
population de cellules mésenchymateuses soit devenue sensible au dbAMPc et se soit engagée par
la suite dans la différenciation cartilagineuse.

Nos résultats semblent étre en accord avec le recrutement , sous l'effet du dbAMPc, de
cellules mésenchymateuses dont l'engagement vers la chondrogenese explique 1'augmentation de
l'incorporation de sulfate. Des cultures de cellules mésodermiques de membres d'embryons de
poulet de stade 19 (Planche VI) (AHRENS et al., 1977 ; SOLURSH et al., 1981a) ou de membres
d'embryons de souris de stades équivalents (OWENS et SOLURSH, 1981) ont conduit a des
conclusions identiques : le dbAMPc favorise la chondrogenése du mésoderme. Le recrutement
important des zones internodulaires dans des cultures de cellules en micromasse et leur engagement
dans la chondrogenése est comparable & 'apparition d'une nappe continue de cartilage dans les
explants dénudés. En outre, puisque des explants de stade 17 cultivés 24 h. ne présentent pas, en
coupe histologique, de chondrocytes, il semble que le dbAMPc provoque un recrutement de
cellules nouvellement déterminées. L'identification de ces cellules reste hypothétique. Si les
cellules somitiques envahissent le bourgeon de membre de souris ( HOUBEN, 1976 ; MILAIRE,
1976 ; AGNISH et KOCHHAR, 1977) pour établir la lignée myogene comme cela se passe dans
le bourgeon de membre de poulet (revue de BRAND et al., 1985) il est raisonnable de considérer
que la partie proximale des explants utilisés dans cette étude est constituée de plusieurs lignées
cellulaires tandis que leur partie distale est formée d'une population assez homogene de cellules

indifférenciées d'origine somatopleurale comme elle existe dans des bourgeons plus dgés
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(NEWMAN et al., 1981, GAY et KOSHER 1984). Un recutement sous l'influence du dbAMPc
implique la transformation de cellules appartenant soit a la lignée myogene, soit a la lignée
conjonctive. Dans des conditions expérimentales particuliéres des cellules myogenes issues des
somites peuvent se transformer en chondroblastes et s'intégrer aux éléments squelettiques
(NATHANSON et HAY, 1980 ; KIENY et al., 1981 ; SEARLS et SMITH, 1982 ; SEARLS,
1983). D'autres chercheurs affirment que les cellules d'origine somatopleurale et somitique ne
peuvent s'échanger (WACHTLER et al., 1981, 1982). Pourtant, dans le bourgeon de membre de
poulet, le mésenchyme somatopleural prélevé dans des zones non chondrogénes peut former du
cartilage au moins jusqu'au stade 26 (WACHTLER et al. 1981), du mésenchyme interdigital de
bourgeons de stade 29 peut former des nodules de cartilage entre les phalanges (HURLE et
GA&AN, 1986). Bien que les cellules du mésenchyme d'origine somatopleurale paraissent plus
aptes a se transformer que les cellules d'origine somiﬁque, nous ne pouvons pas exclure totalement
un recrutement dans ces 2 catégories cellulaires . Les taux abaissés de DNA dans les explants
trait€s pourraient traduire la sortie du cycle de ces cellules, premiere étape de leur différenciation.
La comparaison des résultats obtenus au stade 17 et au stade 19 sur les bourgeons de
membres de souris met en évidence une différence majeure. Contrairement aux bourgeons intacts
de stade 17, le traitement au dbAMPc est sans effet sur les bourgeons intacts de stade 19. 1l est
possible que l'ectoderme devienne imperméable au dbAMPc, mais 1'étude histologique révele que
la région proximale des explants n'est pas couverte par l'ectoderme et peut donc permettre la
pénétration du milieu de culture. De plus, la partie distale des bourgeons de stade 20 entourée par
l'ectoderme réagit fortement au traitement. Il semble donc que la perméabilité de 1'ectoderme ne soit
pas en cause. Toutefois, ces résultats ne sont pas en accord avec ceux qui ont €té obtenus par
ailleurs sur des bourgeons de membres de poulet & un stade de développement équivalent.
KOSHER et SAVAGE (1980) ont traité des apex d'aile de stade 25 au dbAMPc et a la théophylline
et ils ont observé la différenciation cartilagineuse de la totalité de 1a population cellulaire c'est a dire
que méme les cellules mésenchymateuses situées juste sous la créte apicale se sont différenciées en
chondrocytes. En ce qui concerne la présente €tude, nous n'avons jamais observé de

chondrogenése dans la région distale des explants intacts. Il semble donc qu'un traitement au
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dbAMPc appliqué des le premier jour de culture sur des bourgeons de ce stade joue un rdle décisif
dans l'expression de la chondrogénése distale.

D'un autre coté, nos résultats obtenus sur les bourgeons de membres dénudés de stade 19
traités au dbAMPc sont en accord avec de nombreuses études effectuées sur des cultures de
bourgeons d'aile de poulet (KOSHER et al., 1979 b) sur des cultures de cellules de mésoderme de
membre de souris (OWENS et SOLURSH 1981) et de poulet (AHRENS et al. 1977, SOLURSH
etal. 1981 a, HATTORI et IDE 1985).

Dans le systeme de culture en micromasse (AHRENS ez al., 1977 ; OWENS et SOLURSH,
1981) les cellules périnodulaires qui n'appartiennent pas aux régions chondrogénes, se
différencient en cartilage sous l'influence du dbAMPc. De la méme fagon, nous observons une
population importante de petits chondrocytes a la suite du traitement au dbAMPc, contrastant avec
les chondrocytes hypertrophiés présents dans les nodules cartilagineux des explants non traités.
Tous ces résultats suggerent que la stimulation de la chondrogénése implique la différenciation des
cellules mésenchymateuses périnodulaires en chondrocytes plutdt qu'une augmentation du dépdt de
matrice extracellulaire autour de jeunes chondrocytes déja présents au début du traitement. Ces
conclusions sont différentes de celles d& MERKER et GUNTHER (1979). Ces auteurs ont
observ€é une augmentation de la taille des ébauches cartilagineuses de 1'ordre de 40 % par rapport
aux explants non traités au dbAMPc. Cette différence est due a une accumulation de matrice
extracellulaire. Toutefois, il faut signaler que le traitement a duré 6 jours dans leur expérience et 2
jours dans la notre. Il est possibie que la durée de la culture ne nous ait pas permis d'observer cette
augmentation de dép6t de matrice cartilagineuse dans les chondrocytes différenciés.

Au stade 20, le traitement a été appliqué sur des apex contenant du cartilage proximal riche
en matrice extracellulaire et des condensations cellulaires distales ou la matrice extracellulaire est
peu épaisse et juste visible. Le traitement n'a jamais augmenté la différenciation cartilagineuse
comme c'est le cas dans les bourgeons de stade plus jeunes. Il semble au contraire &tre
défavorable a la différenciation cartilagineuse puisqu'il provoque une diminution de l'incorporation
de sulfate radioactif par rapport aux témoins. Ce trziitement parait inhiber plus particulierement

I'évolution des jeunes chondroblastes. Paralleélement, des cultures de parties proximales de
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bourgeons de membres antérieurs de stade 20 ont été effectuées. Apres 24 h. in vitro, 'humérus, le
radius et le cubitus apparaissent distinctement, mais la zone articulaire du coude n'est pas encore
visible (Planche VII, Fig. 1). Les explants cultivés trois jours sans dbAMPc élaborent une zone
articulaire normale entre I'humérus et I'ébauche du 2eugopode (Planche VII, Fig. 2) alors que dans
les explants traités la zone articulaire est absente (Planche VII, Fig. 3). En outre, des apex de stade
20 trait€s au dbAMPc ont €t€ cultivés trois jours supplémentaires en absence de dbAMPc. Dans ce
cas, les métacarpiens sont tronqués (Planche VII, Fig. 4 et 5). Ces résultats démontrent que le
dbAMPc agit sur les bourgeons de stade 20 au niveau des jeunes chondroblastes et que son effet est
inhibiteur . Toutefois, cette inhibition demeure jusqu'alors inexpliquée. SOLURSH et al. (1982) et
SWALLA et al. (1983) ont remarqué que, chez le poulet, les cellules mésodermiques de stade 26 et
les cellules proximales de stade 23 forment des agrégats de chondrocytes "protodifférenciés "qui
contiennent de faibles quantités de collagéne de type II détectable immunologiquement. De tels
agrégats se différencient lorsqu'ils sont traités au dbAMPc ou mélangés avec des cellules plus
jeunes. Cependant, SOLURSH et al. (1982) ont également noté que le traitement au dbAMPc
devient iﬁefﬁcace sur les stades plus dgés. D'autres rapports concernent les effets du dbAMPc sur
des chondrocytes plus 4gés. DREZNER et al. (1976) sur des cultures de chondrocytes d'embryons
de poulet et MILLER ez al. (1979) sur des cultures de chondrocytes de rat foetal ont obtenu une
stimulation de l'incorporation de sulfate dans les constituants de 1a matrice cartilagineuse.

En absence de traitement, la destiné des cellules mésenchymateuses de bourgeons de stade 20
est fixée méme lorsque 1'ectoderme est absent (DESBIENS ez al., 1985). Le dbAMPc n'a plus
d'effet sur la différenciation cartilagineuse des cellules périphériques. OWENS et SOLURSH
(1981) ont montré qu'un traitement au dbAMPc de cultures en micromasse de cellules
mésenchymateuses de bourgeons de membres de souris aux stades 20 et 21 n'active la
chondrogenése que dans les condensations cellulaires ; les zones internodulaires ont perdu la
capacité de répondre au traitement. Des résultats comparables ont été obtenus sur des bourgeons de
membres de poulet de stade 25-26 dans lesquels les cellules périphériques ne se différencient pas en
chondrocytes méme a la suite d'un traitement au dbAMPc (SOLURSH ez al., 1981 a).

La réponse des bourgeons de membres de souris vis-a-vis d'un traitement au dbAMPc est
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PLANCHE VII : Effet inhibiteur ‘du dbAMPc (1 mM) sur la chondrogeneése de bourgeons de
membres de souris de stade 20.

Toutes les figures de cette planché représentent 1'aspect macroscopique de bourgeons de
membres de souris mis en culture au stade 20, colorés au bleu Alcian a pH 1.
Fig. 1 : Partie proximale d'un bourgeon de membre antérieur, fixée apres 24 h. de culture.
Le stylopode (S) et le zeugopode (Z) sont bien différenciés mais la région articulaire n'est pas
encore visible (fleche). (X 30)
Fig. 2 : Partie proximale d'un bourgeon de membre antérieur, fixée aprés 72 h. de culture.
La région articulaire est nettement visible (fleche). Stylopode (S) et zeugopode (Z) sont trés
développés. (X 30) v
Fig. 3 : Partie proximale d'un bourgeon de membre antérieur, traitée au dbAMPc (1 mM) entre 24
h. et 72 h. de culture et fixée a l'issue du traitement.
Stylopode (S) et zeugopode (Z) sont comparables a ceux des témoins (Fig. 2). L'articulation
fait défaut (fleche). (X 30)
Fig. 4 : Partie distale d'un bourgeon de membre antérieur, fixée apres 6 jours de culture.
Les métacarpiens (M) et une premiere rangée de phalanges (P) se sont développés. (X 45)
Fig. 5 : Partie distale d'un bourg_eon de membre antérieur, trait€e au dbAMPc (1mM) entre 24 h.
et 72 h. et fixée apres 3 jours de culture supplémentaires.
Les métacarpiens (M) apparaissent tronqués. Aucune phalange n'est visible (astérisques). (X
45)



~2% -

directement reliée a leur stade de développement. Les bourgeons de stade 17, qui contiennent
probablement le plus grand nombre de cellules potentiellement chondrogénes (OWENS et
SOLURSH, 1981), incorporent plus de sulfate dans les GAG apres traitement au dbAMPc que les
explants témoins. La stimulation de la chondrogenése est moins prononcée aux stades plus agés.
Au stade 20, le traitement devient inhibiteur de la différenciation cartilagineuse. La stimulation de la
chondrogenese semble €tre en rapport avec un recrutement de cellules initialement non
chondrogeénes puisque l'on n'a observé ni augmentation significative de la teneur en DNA des
explants, ni nécrose cellulaire. Enfin la comparaison du comportement des explants couverts ou
non d'ectoderme confirme que l'ectoderme contrdle le patron squelettique du membre en évitant la

détermination chondrogene des cellules périphériques et distales.



CHAPITRE II
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RECHERCHE DE LA DISTRIBUTION TEMPORELLE ET SPATIALE DES
POPULATIONS CELLULAIRES RECEPTIVES AU dbAMPc

INTRODUCTION

La capacité des cellules de mésenchyme de membre a répondre 2 un traitement au dbAMPc
est limitée a la fois dans le temps et dans l'espace.Le stimulus produit par le dbAMPc n'est pergu
que par certaines populations cellulaires en des sites et a2 des moments tres précis. En effet, chez le
Poulet, SOLURSH et al. (1981 a) ont mis en évidence 1'existence de quatre sous-populations
cellulaires différentes, présentes dans des cultures en micromasse établies a partir de mésoderme de

bourgeons alaires des stades 19 a 26 (HAMBURGER et HAMILTON, 1951) : des cellules non

chondrogénes, situées hors des agrégats et incapables de se chondrifier soit spontanément, soit
sous l'influence du dbAMPc (stades 19 et 26) ; des cellules des agrégats potentiellement
chondrogénes qui ne se différencient en cartilage que sous l'effet du dbAMPc (stades 19 et 26) ;

des cellules chondrogeénes formant des agrégats capables de se différencier spontanément en

nodules cartilagineux (stades 20 a 25) ; des cellules non agrégées. potentiellement chondrogénes

qui se différencient en présence de dbAMPc (stades 20 2 24). Chez la souris, des stades 16 & 21
(THEILER, 1972), un traitement au dbAMPc appliqué sur des cultures en micromasse de membres
antérieurs provoque a tous les stades une augmentation de la surface occupée par le cartilage
(OWENS et SOLURSH, 1981). Toutefois, alors que dans les cultures établies a partir d'un
mélange de cellules de stades 16 et 17, la majorité des zones internodulaires se chondrifie, au stade
20, le traitement n'induit qu'une légére augmentation de la taille des nodules cartilagineux, tandis
que les zones internodulaires ne répondent plus au traitement.

En culture organotypique, nous avons montré que la réceptivité des bourgeons de membres
de souris vis-a-vis du dbAMPc est directement li€e au stade de développement auquel 1'ébauche est
parvenue au moment du traitement (Chapitre I). La chondrogenése des plus jeunes bourgeons
(stade 17) est stimulée par le dbAMPc. Au stade 19, la présence de l'ectoderme est un facteur

limitant pour cette activation. Au stade 20, le traitement provoque une diminution de la
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chondrogenése. Afin de compléter cette premiere série de résultats nous avons voulu savoir si des
traitements de plus courte durée, échelonnés au cours de la culture, nous permettaient de mieux
situer les cellules réceptives au dbAMPc a la fois dans le temps mais aussi dans l'espace et

éventuellement de cerner davantage le mécanisme d'action du nucléotide.
PROTOCOLE EXPERIMENTAL

Nous avons choisi d'utiliser des apex de bourgeons de membres de stade 19 :

- les explants couverts d'ectoderme, notamment les apex antérieurs présentent in vitro une
morphogenese squelettique caractéristique (€laboration d'un autopode rayonné et de la partie distale
du zeugopode).

- les explants dénudés survivent bien en culture, contrairement a leur homologues de stade
17, et répondent a l'effet stimulateur du dbAMPc sur la chondrogenese.

Tout d'abord, afin d'étudier leur réceptivité dans le temps, les explants ont ét€ soumis a des
traitements au dbAMPc, appliqués pendant une durée de 24 h., coincidant avec les jours 1, 2 et 3
de la culture. Parallélement, certains explants ont été trait€s au dbAMPc aprés 24 h. de culture,
pendant une durée de 48 h., afin de comparer les effets de chaque type de traitement. Dans tous les
cas la réceptivité des apex a été estimée par des mesures d'incorporation de sulfate radioactif dans
les glycosaminoglycannes sulfatés (Na235804, 1uCi/ml, fourni de fagon continue au cours de la
culture) et par leur aspect histélogique. Ces deux parametres ont été analysés apres 72 h. de culture.
Les résultats obtenus nous ont conduits dans un second temps a sélectionner les bourgeons
antérieurs pourvus d'ectoderme afin de localiser les cellules réceptives mises en évidence lors des
traitements journaliers. Considérant que I'engagement vers la chondrogenése est précédé par un
blocage transitoire du cycle cellulaire (HERKEN, 1975 ; SOLURSH et REITER, 1975 ; MILLER
et al., 1979) avec agrégation des cellules (THOROGOOD et HINCHLIFFE, 1975) nous avons
recherché si, sous l'influence du dbAMPc, certaines populations cellulaires sortaient du cycle et
s'agrégeaient. Les cultures ont été incubées en présence d'un analogue de la thymidine, la 5

Bromodéoxyuridine (5-BrdU) pendant une durée de 24 h., supérieure a celle de la phase G1
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estimée a 22,9 h. (HERKEN, 1975) dans les cellules de mésenchyme de membre de souris in
vitro. Afin de limiter son interférence avec le dbAMPc et de permettre 4 ce dernier de commencer &
agir, la BrdU ést fournie aux cultures 4 h. apres le dbAMPc selon le protocole représenté Planche
VIII. La présence de la 5-BrdU dans les noyaux des cellules a été révélée sur coupes histologiques
grice a l'utilisation d'un anticorps monoclonal dirigé contre cette substance. En outre, afin de tenter
de connaitre le devenir des cellules n'ayant pas incorporé la BrdU et notamment de savoir si elles se
différenciaient en cartilage , pour chaque type de traitement , des explants ont été fixés et colorés a

I'issue de 3 jours de culture supplémentaires dans un milieu ne contenant ni dbAMPc, ni BrdU.

RESULTATS

Afin d'en clarifier la présentation, nous exposerons d'abord les résultats relatifs a la
réceptivité temporelle de cultures d'apex de stade 19, antérieurs et postérieurs, munis ou non
d'ectoderme, puis les résultats relatifs a la localisation des cellules réceptives, ne concernant que les

apex antérieurs pourvus d'ectoderme.

I. - RECEPTIVITE TEMPORELLE

Tous les résultats expriment des valeurs moyennes calculées a partir de mesures
correspondant & deux explants. Le nombre de mesures figure a c6té de chaque valeur. La
significativité des résultats (p < 0,05) a été€ contrdlée a 1'aide du test t de Student.

Les cultures d'apex témoins sont fixées et colorées toutes les 24 h. afin de connaitre 1'état des
bourgeons au moment de 1'addition du dbAMPc. Les apex traités sont, quant a eux, fixés et colorés
a l'issue des 3 jours de culture. L'examen macroscopique a apporté peu de données précises :

l'aspect des explants témoins est conforme a celui que nous avons décrit précédemment (Chapitre I)

et celui des explants traités est comparable a celui des témoins. Nous ne décrirons donc que l'aspect
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PLANCHE VIII : Protocole expérimental mis en oeuvre lors de l'incubation en présence de
5-bromodéoxyuridine de bourgeons de membres de souris de stade 19.
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Apres 4 h., 28 h. ou 52 h. de culture, les apex antérieurs témoins et raités au dbAMPc sont
incubés en présence de BrdU pendant une durée de 24 h..Les apex traités au dbAMPc (1 mM)
recoivent le nucléotide 4 h. avant le début de l'incubation avec la BrdU et sont ensuite cultivés
pendant 24 h. en présence de dbAMPc et de BrdU. Tous les-explants sont fixés a l'issue de la

période d'incubation avec la BrdU.
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histologique des explants qui a permis de constater de 1égeres différences entre les apex témoins et

traités.

1) Explants antérieurs "Ecto +"

a) Etude microscopique (Planche IX, Fig. 1)

Au moment de la mise en culture, la partie du bourgeon prélevée ne présente aucune
condensation cellulaire. Apres 24 h. in vitro, les explants sont constitués d'une zone proximale, ou
des cellules viennent de commencer le dépot de matrice, et de rayons autopodiaux représentés par
des zones de forte densité cellulaire. Aprés 48 h., une matrice plus nette est observée du coté
proximal tandis qu'un mince liseré entoure les cellules des rayoﬁs autopodiaux. Apres 72 h., des
nodules de cartilage hypertrophique occupent la base de 1'explant ainsi que la partie proximale des
rayons antipodiaux dont l'extrémité distale a accumulé une matrice épaisse. Des condensations
distales représentant la rangée proximale des phalanges apparaissent dans certains cas.

Apres 72 h. de culture, les apex traités pendant les 24 premieres heures sont plus courts que
les témoins et déformés. Du cartilage hypertrophiquc. est présent au niveau de la base des explants
ainsi que dans la région des métacarpiens. Les explants traités au jour 2 présentent une zone
proximale ol les chondrocytes abondants paraissent ne pas avoir atteint le stade de maturité
- présenté par les nodules de la région moyenne qui ont atteint le stade hypertrophique. Si le db
AMPc est administré en fin de culture, les nodules proximaux constitu€s de chondrocytes
hypertrophiés sont trés développés, les métacarpiens sont formés du coté proximal de chondrocytes
hypertrophiés, mais la matrice s'amenuise rapidement vers leur extrémité distale qui n'est le plus
souvent formée que de cellules agrégées. La rangée de phalanges parfois observée chez les
témoins, n'apparait pas .

b) Analyse de la teneur en DNA (Tableau 7)

En absence de traitement, la teneur en DNA des apex antérieurs intacts diminue entre
24 h. et 72 h. de culture. Dans les apex traités, le contenu en DNA est plus faible que celui des

témoins lorsque le dbAMPc est placé dans le milieu au cours des 24 premieres heures de culture.
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PLANCHE IX : Récapitulation de l'aspect histologique d'apex de bourgeons de membres de
souris de stade 19, traités ou non au dbAMPc pendant une durée de 24 h.
coincidant avec chacun des 3 jours de culture.

Les apex témoins sont fixés toutes les 24 h. de culture. Les apex traités au dbAMPc (1 mM)
sont fixés a l'issue des 3 jours de culture.
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Tableau 7 : Teneur en DNA (ug) et accumulation des GAG sulfatés (Cpm par g DNA) dans
des apex "ecto +" de bourgeons antérieurs de stade 19.

Témoin Non traité Traité Traité Traité Traité
24 h. 72 h. 0-24h. 24 -48h. | 48-72h. 24 - 72 h.
3,26%0,55 2,35£0,26 | 1,65%0,15 | 1,95+0,38 2,25+0,10 2.04+0.16
g DINA n=6 n=> n=>35 n=>5 n=5 "n=3
DNA 48 +16 192+52 322195 198+4 258+64 e
Cpmiig n=6 n=3 n=>5 by h=3 2DEE0T

Tableau 8 : Teneur en DNA (ug) et accumulation des GAG sulfatés (Cpm par pg DNA) dans
des apex "ecto -" de bourgeons antérieurs de stade 19.

Témoin Non traité Traité Traité Traité Traité
) 24 h. 72 h. 0-24h. 24 -48h. | 48-72h. | 24-721.
2,23+0,62 | 3,02+0,83 | 0,9%0,63 1,76+1,11 " 1,9540,65
ug DNA 2075 L) a=5 | DTS 2,Or18;O,67 L
79 £15 14935 344+198 390+239 | 31342 397499
Cpm/ugDNA| 79 2L n=>5 n=s n=5 n=5 n=>5

Tableau 9 : Teneur en DNA (LLg) et accumulation des GAG sulfatés (Cpm par j1ig DNA) dans des apex
"ecto +" de bourgeons postérieurs de stade 19.

Témoin Non traité Traité Traité Traité Traité
24 h. 72 h. 0-24h. 24 - 48h.| 48 -72h.| 24-72h.
2,66+0,45 | 3,97+1,58 | 3,88%0,58 | 3,49+0.58 3,80%+1,01 3,16+0,58
g ONa n=6 n= n=>5 ‘n=5 n=35 n=>5
Cpm/pig DNA 61 16 175%110 12530 161£27 | 202+77 196+53
n=6 n$5 n=5 n=.35 n=35 n=3

Tableau 10 : Teneur en DNA (ug) et accumulation des GAG sulfatés (Cpm par ig DNA) dans les
apex "ecto -" de bourgeons postérieurs de stade 19.

Témoin | Nontraité | Traité Traité Traité Traité
24 h. 72 h. 0-24h. | 24- 48h. | 48-72h. | 24-72h.
A [ L75%0:60 111,33+048 | 1,46£0,15 | 1,2040,38 | 1,38%0,45 | 0,89+0,36
.LLgDNA n=3 n=3 n:é ,n=4, n= 1’1=5
Cpm/ug DNA| 73 %10 337339 2%1;':%9 311135214 635329 5r(1)3=i 3
n=3 ek ° X (X . P 0
- Explants témoin a 24 h :explants cultivés 24 h. sans dbAMPc f’"ffD

- Explants non traités a 72 h. : explants cultivés 72 h. sans dbAMPc

- Explants trait€s : explants cultivés 72 h., traités soit 24 h. le ler, 2 nd ou 3&¢me jour de culture avec
1 mM de dbAMPc, soit cultivés 24 h. sans dbAMPc puis traités 48h.

n = Nombre d'échantillons mesurés dans chaque série. Un échantillon correspond 4 un homogénat

de deux explants.

Le test t de Student est calculé pour comparer les valeurs du contenu en DNA et d'incorporation de

sulfate radioactif :

a) entre les explants t€moins a 24 h. et les explants non traités 2 72 h. (* = p < 0;05 ; ** =p < 0,01)

b) entre les explants non traités & 72 h. et traités (e = p < 0,05; e o =p < 0,01)
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PLANCHE X : Accumulation des GAG sulfatés dans des bourgeons de membres de souris de
stade 19 aprés un traitement de 24 h.au dbAMPc (1 mM) appliqué au début de
chacun des 3 jours de culture ou pendant 48 h. aprés 1 jour de culture.
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La valeur des explants traités, mesurée apres 72 h. de culture, est exprimée en pourcentage par
rapport 4 celle des explants témoins, cultivés 72 h. en absence de dbAMPc, fixée arbitrairement a
100 %.

Chaque expérience a été dupliquée.

Les barres indiquent l'écart-type.
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c) Evolution de l'accumulation des GAG sulfatés (Tableau 7, planche X, Fig. 1)

Afin de faciliter la visualisation des variations d'incorporation de sulfate radioactif, les
mesures d'accumulation des GAG dans les explants traités ont €té converties en pourcentage par
rapport aux mesures obtenues en fin de culture dans les explants non traités.

L'incorporation de radiosulfate dans les GAG augmente dans les apex témoins entre 24 h. et
72 h. de culture. Le traitement au dbAMPc provoque une augmentation de 1'incorporation lorsqu'il
a lieu au cours du premier jour de culture. Appliqué au second ou au troisi¢me jour, le nucléotide
n'a pas d'effet sur I'incorporation : les valeurs des explants traités de 24 h. a 48 h. sont identiques a
celles des témoins ; celles des explants traités de 48 h. a 72 h. bien que légeérement supérieures ne

présentent pas de différence significative avec les valeurs des explants témoins.

2) Explants antérieurs "Ecto -"

a) Etude microscopique (Planche IX, Fig. 2)

Le mésoderme indifférenci€ lors du prélévement donne des nodules ou les cellules
sont entourées d'un liseré matriciel apres 24 h. de culture. La proportion de cellules indifférenciées
qui sépare les nodules est encore importante. Apres 48 h., les nodules sont formés d'une zone
centrale ou la matrice est €paisse et de chondrocytes périphériques plﬁs jeunes, eux-mémes entourés
par des cellules mésenchymateuses . En fin de culture, des nodules de cartilage hypertrophique
cotoient des nodules ou les cellules sont pourvues d'une matrice d'épaisseur variable. Il subsiste
des travées étroites de cellules non différenciées situées entre les nodules.

L'examen d'explants traités au cours du premier jour révele la mise en place de petits nodules
a cartilage hypertrophique constitués de chondrocytes matures séparés par des travées de cellules
mésenchymateuses. Si le traitement a lieu entre 24 h. et 48 h., il apparait une matrice colorable au
bleu Alcian entre les nodules a cartilage hypertrophique. Les travées de cellules mésenchymateuses
sont étroites. Les explants traités en fin de culture donnent de gros nodules coalescents, les
chondrocytes y sont hypertrophi€s, les zones internodulaires présentent une matrice abondante, il

ne subsiste qu'un nombre limité de cellules mésenchymateuses.
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b) Analyse de la teneur en DNA (Tableau 8)

La teneur en DNA des explants antérieurs dénudés non traités au dbAMPc ne présente
pas de différence statistiquement significative entre 24 h. et 72 h. de culture. En présence du
nucléotide, seul un traitement appliqué au cours des premigres 24 h. induit une diminution du
contenu en DNA.

Evolution A Ifatés (Tablea nche X, Fi

Dans les explants antérieurs dénudés témoins, l'incorporation de sulfate radioactif
augmente entre 24 h. et 72 h. de culture. Lorsque les explants sont traités au dbAMPc,
l'incorporation de sulfate augmente si le nucléotide est administré au cours du troisieme jour de

culture ou s'il est placé dans le milieu pendant 48 h. en fin de culture.

3) Explants postérieurs "Ecto +"

a) Etude microscopique (Planche IX, Fig, 3)

Apres 24 h. de culture, les explants postérieurs intacts ont mis en place de petites
condensations proximales ou commence le dép6t de matrice. Leur partie distale ne contient aucune
zone de condensation. Apres 48 h., in vitro, les cellules de la zone proximale ont accumulé les
composés colorables au bleu Alcian, une ou deux zones de condensations cellulaires apparaissent
au coeur de l'explant. En fin de culture, la partie proximale contient des nodules dont le cartilage est
hypertrophique tandis que la matrice apparait dans les condensations axiales.

L'examen des explants postérieurs "Ecto +" traités au premier jour de culture ne révéle pas de
grandes différences par rapport aux témoins. Il semble cependant que le nombre de chondrocytes
hypertrophi€s proximaux soit plus faible. Par ailleurs, le mésenchyme distal présente des zones de
dégénérescence. Le méme examen pratiqué sur des apex traités entre 24 h. et 48 h. met en évidence
une chondrogenese diffuse dans toute la partie proximale. Enfin un traitement appliqué pendant le
dernier jour de culture conduit a un aspect histologique comparable & celui des témoins au coeur de
l'explant. La quantité de cartilage proximal hypertrophique semble plus importante chez les traités.

b) Analyse de la teneur en DNA (Tableau 9)

Bien que la teneur en DNA des explants postérieurs intacts fluctue entre 24 h. et 72 h.
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de culture de méme qu'a la suite des différents traitements au dbAMPc, les différences observées ne
sont statistiquement pas significatives.
Evolution des GAG sulfatés (Tabl lanche X, Fi
Les valeurs d'incorporation de sulfate radioactif augmentent dans les explants
postérieurs intacts entre 24 h. et 72 h. de culture. La présence de dbAMPc dans le milieu provoque
des variations de l'incorporation mais les différences ne sont pas significatives par rapport aux

valeurs des explants témoins.

4) Explants postérieurs "Ecto -"

a) Etude microscopique (Planche IX, Fig. 4)

Dans les apex témoins apres 24 h. de culture, nous avons observé une dégénérescence
cellulaire importante mais il existe aussi quelques rares centres de différenciation pourvus d'une
matrice tres discrete. Des apex témoins fixés aprés 48 h. montrent encore quelques zones de
dégénérescence et une extension de la chondrogenese. Aprés 3 jours, plusieurs nodules ou les
chondrocytes ont accumulé des quantités variables de matrice, sont présents et séparés par des
cellules mésenchymateuses.

Traités au cours des 24 premigres heures, les explants montrent en fin de culture une matrice
d'épaisseur variable déposée irréguli¢rement. De nombreuses cellules sont en dégénérescence. Un
traitement effectué au jour 2 conduit a une meilleure différenciation dans la mesure ou la matrice
s'étend a une grande partie de l'explant méme si elle reste fine. Il subsiste quelques foyers de
dégénérescence. Le traitement des explants pendant le dernier jour de la culture conduit a une
chondrogenese générale: quelques groupes de chondrocytes hypertrophiés sont entourés de cellules
a matrice épaisse. On n'observe pas de nodules franchement individualisés comme chez les
témoins.

Analyse de la teneur en DNA (Tableau 1

La teneur en DNA des explants postérieurs dénudés se maintient entre 24 h: et 72 h.

de culture. Dans les explants traités, quels que soient le moment et la durée d'application du

dbAMPc, la valeur de la teneur en DNA oscille autour de celle des apex témoins.
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c¢) Evolution AG sulfatés (Tableau 10, Planche X, Fig. 4)

Dans les explants témoins, l'incorporation de sulfate radioactif augmente entre 24 h. et
72 h. de culture. Dans les apex traités, on note une diminution de l'incorporation lorsque le db
AMPc est administré aux cultures entre 0 h. et 24 h. Au contraire, si le nucléotide est placé dans le
milieu au cours du troisiéme jour ou pendant les dernieres 48 h. de la culture, l'incorporation est
augmentée. Dans les explants traités de 24 h. a 48 h., l'incorporation est comparable a celle des

explants témoins.

Les résultats montrent que dans les apex dénudés de bourgeons de membres antérieurs et
postérieurs de souris de stade 19, la stimulation de la chondrogenese estimée par 1'augmentation
d'incorporation de radiosulfate, n'a lieu que si le dbAMPc est présent dans le milieu lors du
troisiéme jour de culture. En outre, dans les bourgeons postérieurs, le nucléotide provoque une
diminution de l'incorporation lorsqu'il est administré au cours des premieres 24 h. Dans les
bourgeons antérieurs intacts, 'augmentation d'incorporation n'a lieu que si le dbAMPc est présent
au cours du premier jour de culture. Les bourgeons postérieurs intacts quant a eux ne paraissent
pas réceptifs.

Ces résultats mettent particulierement en évidence la spécificité de la réponse des bourgeons
vis-a-vis de traitements au dbAMPc échelonnés au cours de la culture. Cette spécificité semble étre
liée a deux parametres : a) les conditions expérimentales définies par la présence ou non de
l'ectoderme ; b) l'état de maturation des bourgeons : les bourgeons postérieurs sont
physiologiquement plus jeunes que les bourgeons antérieurs, bien que prélevés au méme moment
(Planche I). Dans les apex dénudés, l'effet activateur du dbAMPc sur la chondrogenése ne se
manifeste qu'en fin de culture, lorsque les bourgeons sont constitués d'un mélange de cellules
mésenchymateuses et de chondrocytes différencié€s. Au contraire, dans les apex antérieurs intacts,
cet effet n'est percu qu'au cours du premier jour de culture quand la majorité des cellules est encore
indifférenciée.

La complexité des ces résultats nous a amenés a compléter cette étude en analysant la

distribution dans l'espace des cellules impliquées dans les modifications du métabolisme des
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bourgeons. Bien que fortement réceptifs a 1'effet stimulateur du dbAMPc sur la différenciation
cartilagineuse (Chapitre I) les apex dénudés, de par leur chondrogenese anarchique ne permettent
pas d'étudier la situation topographique des cellules. Nous avons donc utilisé des apex antérieurs
intacts dont la morphogenése squelettique est caractéristique et qui présentent une certaine

réceptivité vis-a-vis du dbAMPc.

II. - RECEPTIVITE SPATIALE

1) Incorporation de 5-BrdU

a) Traitement au dbAMPc appliqué au cours du premier jour de culture (Planche XI)

Les explants témoins cultivés en absence de dbAMPc et fixés apres 28 h. in vitro
présentent des rayons autopodiaux bien distincts constitués de cellules agrégées (Fig. 1) dont les
noyaux n'ont pas incorporé de BrdU (Fig. 3). La fluorescence se trouve localisée dans le
mésenchyme périphérique et entre les métacarpiens (Fig. 3). La taille des explants diminue
lorsqu'ils sont traité€s au dbAMPc au cours du premier jour de culture. En outre, la quasi totalité de
I'explant est occupée par des cellules agrégées (Fig. 2). On n'observe plus la disposition rayonnée
des explants témoins. La BrdU n'est incorporée que par un petit nombre de cellules périphériques
et les cellules situées de part et d'autre du sinus marginal. La plupart des cellules composant 1'amas
central n'est pas marquée par l’anticorpé (Fig. 2).

b) Traitement au dbAMPc appliqué au cours du deuxiéme jour de culture (Planches
XII et X1I

Apres deux jours de culture, les explants témoins montrent des rayons autopodiaux ou
a commencé le dépdt d'une matrice colorable au bleu Alcian (Planche XII, Fig. 1). Une zone de
condensation occupe la partie proximale des explants. L'anticorps monoclonal anti-BrdU ne se fixe
‘que sur quelques noyaux des métacarpiens. La partie proximale des explants n'est pas marquée
mais tout le mésenchyme périphérique et apical a fortement incorporé la BrdU. Des zones non

marquées apparaissent entre les métacarpiens (Planche XII, Fig. 3). Certains explants traités
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différent peu des témoins : de larges zones non marquées (Fig. 4) s'intercalent entre les
métacarpiens dans lesquels s'accumule par ailleurs la matrice cartilagineuse (Fig. 2). Dans d'autres
cas, la disposition autopodiale rayonnée est complétement perdue chez les traités : autour de foyers
nodulaires en chondrogenese, on observe 1'agrégation de nombreuses cellules (Planche XII1, Fig.
2). L'examen aprés marquage par l'anticorps révele que la plupart de ces cellules n'ont pas
incorpor€ la BrdU (Planche XIII, Fig. 4) alors que chez les témoins les noyaux des cellules situées
en dehors des rayons autopodiaux ont fortement fixé 1'anticorps (Planche X111, Fig. 3).
¢) Traitement au dbAMPc appliqué au cours du troisiéme jour de culture (Planches
X1V, XV)

Les apex témoins observés aprés trois jours de culture présentent du cartilage

hypertrophique 2 la fois dans les nodules proximaux (Planche XV, Fig. 1) et dans les rayons
autopodiaux (Planches XIV et XV, Fig. 1). Quelques chondrocytes hypertrophiés ont incorporé de
la BrdU (Planches XIV, XV, Fig. 3). Les cellules périphériques et distales sont pratiquement
toutes marquées par l'anti BrdU. Les espaces situés entre les métacarpiens sont réduits et les
noyaux des cellules n'y sont pas marqués. Une petite calotte de cellules aux noyaux non
fluorescents coiffe l'extrémité des métacarpiens. Lorsque les apex ont été traités pendant le
troisi¢éme jour de culture, 'examen du squelette ne révele que quelques fusions proximales des
métacarpiens (Planche XIV, Fig. 2). L'examen en immunofluorescence met en évidence des zones
interdigitales €largies, en continuité avec les cellules non marquées de l'extrémité des métacarpiens

(Planches XTIV - XV, Fig. 4). Ces coiffes distales paraissent elles-mémes plus importantes.

2) Aspect macroscopique aprés 6 jours de culture (Planche XVI)

Fixés apres 6 jours de culture, les apex de bourgeons antérieurs intacts de stade 19 présentent
des rayons autopodiaux bien individualisés formés de métacarpiens et d'une premiere rangée de
phalanges. Des nodules proximaux ont fusionné (Fig. 1 a 4).

Les bourgeons traités au premier jour de culture montrent aprés 6 jours des fusions trés
importantes au niveau des rayons autopodiaux. Les métacarpiens fusionnés intégrent les phalanges

pour former des squelettes ou les distorsions sont trés importantes. Les nodules proximaux
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paraissent plus petits que dans les apex témoins (Fig. 5 a 8).

Lorsque le traitement a lieu au second jour de culture, les explants sont petits. Les différents
éléments squelettiques ne sont plus identifiables et sont dispersés au hasard dans 1'ensemble de
l'apex. La quantité de cartilage formé semble réduite (Fig. 9 a 12).

Les explants traités au troisieme jour de culture mettent en place un squelette organisé bien
que des fusions proximales des métacarpiens apparaissent. D'autre part, il faut noter dans de
nombreux cas un développement important de la partie proximale des explants représentant

l'extrémité du zeugopode et le basipode (Fig. 13 a 16).

L'ensemble de ces résultats montre une corrélation assez étroite entre la distribution, dans les
apex, des cellules n'ayant pas incorporé de BrdU a l'issue du traitement et les prestations
squelettiques fournies par des explants traités qui ont pu évoluer 6 jours en cﬁlture.

Dans les explants traités au cours du troisieme jour de culture, les métacarpiens sont entourés
d'un grand nombre de cellules agrégées n'incorporant pas la BrdU. L'examen apreés 6 jours de
culture révele la présence de métacarpien§ tres larges, fusionnés du coté proximal. Un autre fait a
noter dans ces explants concerne le développement trés important des nodules les plus proximaux.
Un traitement appliqué au cours du second jour se traduit apreés 6 jours de culture par l'apparition
d'un squelette fortement désorganisé. Il existe bien des nodules cartilagineux dans la partie
moyenne des explants, mais on peut difficilement les assimiler aux métacarpiens qui devaient €tre
ébauchés au début du traitement et qui apparaissent chez les témoins. La présence de condensations
cellulaires observées a l'issue du traitement et situées en dehors des zones normales de
chondrogenese pourrait étre li€e a 1'apparition des nodules non identifiables observés a 6 jours.
Enfin, dans les explants traités au premier jour, la quasi totalité des cellules, situées au coeur du
bourgeon dans la zone présomptive des métacarpiens, n'incorpore pas la BrdU. Apres 6 jours de

culture, les rayons autopodiaux présents dans ces explants ont fusionné.



PLANCHE XI a PLANCHE XYV : Apex de bourgeons de membres antérieurs "Ecto +" de
stade 19, incubés 24 h. avec la BrdU (50 pmM) et traité€s ou non au dbAMPc (1mM)
pendant une durée de 28 h. coincidant avec le premier, second ou troisi¢me jour de culture.

(X 105)

Quatre heures avant le début de I'incubation avec la BrdU, les explants sont mis en présence
de db AMPc. Les explants t€émoins sont cultiv€s en présence de BrdU seule. Tous les apex,
témoins et traités, sont fixés et inclus a la fin de l'incubation avec la BrdU. Les coupes
histologiques sont traitées avec un anticorps monoclonal dirigé contre la BrdU fabriqué chez la
souris. Le complexe antigéne-anticorps est révélé en immunofluorescence indirecte par une solution
de gammaglobulines fabriquées chez le lapin, marquées au FITC et dirigées contre les anticorps de
souris (Fig. 3 et 4). Aprés examen, les mémes coupes sont lavées et colorées au bleu Alcian a pH
1, puis a I'nématoxyline (Fig. 1 et 2).

ABREVIATIONS

- P : région proximale du bourgeon
- D : région distale du bourgeon

- CA : cartilage

- co : condensation précartilagineuse
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PLANCHE XI : Traitement au dbAMPc (1mM) appliqué au cours du premier jour de culture.

Fig. 1 et 3 : Coupe longitudinale dans un explant t€moin apres 28 h. de culture.
Les rayons autopodiaux apparaissent sous la forme de condensations cellulaires. La plupart
des noyaux situés dans ces zones de forte densité cellulaire n'ont pas incorporé de BrdU
(co). _

Fig. 2 et 4 : Coupe longitudinale dans un explant traité de O h. a 28 h. de culture.
On ne distingue plus les rayons autopodiaux. Une zone centrale ou la densité cellulaire est

élevée apparait. Un grand nombre de noyaux situés dans cette zone n'a pas incorporé la
BrdU.
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PLANCHE XII : Traitement au dbAMPc (1mM) appliqué au cours du deuxie¢me jour de
culture.

Fig. 1 et-3 : Coupe longitudinale dans un explant témoin aprés 52 h. de culture.

La matrice cartilagineuse apparait dans la partie proximale des rayons autopodiaux (CA). La
partie distale des rayons est encore constituée de cellules en phase de condensation (co). Des
zones ol les noyaux n'ont pas incorporé la BrdU apparaissent entre les métacarpiens (tétes
de fleches).

Fig. 2 et 4 : Coupe longitudinale dans un explant traité de 24 h. a 52 h. de culture. La structure
générale de l'explant est comparable a celle des témoins. On notera que les plus jeunes
chondrocytes n'incorporent pas la BrdU (fleches) contrairement aux chondrocytes plus agés
(doubles tétes de fleches). Les régions non marquées situées entre les métacarpiens sont trés
nettes (t€te de fleches).
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PLANCHE XIII : Traitement au dbAMPc (1mM) appliqué au cours du deuxiéme jour de
culture.

Fig. 1 et 3: Coupe longitudinale dans un explant témoin aprés 52 h. de culture.
Le plan de coupe situé tangentiellement par rapport aux rayons autopodiaux montre que les
cellules périphériques incorporent activement la BrdU. La partie proximale de l'explant (P)
est formée de cellules qui n'ont pas incorporé le précurseur mais qui ont commencé le dépot
de matrice.

Fig. 2 et 4 : Coupe longitudinale dans un explant traité de 24 h. & 52 h. de culture.
Des zones de forte densité cellulaire (co) sont situées a coté d'un nodule cartilagineux. Cet
aspect n'évoque pas du tout la disposition rayonnée observée chez les témoins bien que la
partie proximale de cet explant traité soit comparable.
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PLANCHE XIV : Traitement au dbAMPc (1mM) appliqué au cours du troisiéme jour de culture.

Fig. 1 et 3 : Coupe longitudinale dans la partie distale d'un explant témoin aprés 76 h.
de culture.
Les rayons autopodiaux sont formé du c6té proximal de chondrocytes a matrice épaisse dont
certains ont incorporé la BrdU. Une calotte de jeune chondrocytes non marqués coiffe
chaque rayon. Les cellules situées entre les rayons n'ont pas incorporé de BrdU. Néanmoins
de nombreuses zones marquées apparaissent & proximité immédiate des éléments
cartilagineux (fléches) ainsi qu'au niveau du périchondrium.

Fig. 2 et 4 : Coupe longitudinale dans la partie distale d'un explant traité¢ de 48 h. 2 76 h. de
culture.
Si la coloration au bleu Alcian ne révéle pas de différences nettes par rapport au
témoin, le marquage avec la BrdU révele des synthéses de DNA dans les chondrocytes
hypertrophiques des métacarpiens et dans le mésenchyme périphérique et distal de l'explant.
Les jeunes chondrocytes distaux n'ont pas incorporé le précurseur. Des zones non marquées
s'étendent autour des métacarpiens jusqu'a fusionner avec l'extrémité distale non marquée
des rayons (fleches). Le périchondrium n'est pas souligné autant que chez le témoin.
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PLANCHE XV : Traitement au dbAMPc (1 mM) appliqué au cours du troisiéme jour de
culture.

Fig. 1 et 3 : Coupe longitudinale montrant la partie proximale d'un explant témoin apres 76 h.
de culture.
La partie proximale de I'explant est consituée de chondrocytes a matrice épaisse dont la
plupart n'a pas incorporé la BrdU. Les prestations squelettiques fournies au niveau des
rayons autopodiaux sont identiques a celles qui ont été décrites planche XIV, Fig. 1 et 3.

Fig. 2 et4: Coupe longitudinale montrant la partie proximale d'un explant traité de 48 h. &
76 h. de culture. |
Des chondrocytes 4 matrice épaisse sont présents dans la partie proximale des explants. La
quasi totalité de ces chondrocytes n'est pas marquée par l'anticorps anti BrdU. Les
métacarpiens ont un aspect comparable a celui qui a été décrit planche XIV, Fig. 2 et 4.
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PLANCHE XYVI : Récapitulation des prestations squelettiques fournies apres 6 jours de culture
par des bourgeons de membres antérieurs de stade 19, traités au dbAMPc (1
mM) pendant une durée de 24 h. coincidant avec chacun des 3 premiers jours
de culture.

Toutes les figures de cette planche représentent 1'aspect macroscopique d'apex de bourgeons
de membres antérieurs de souris de stade 19, colorés au bleu Alcian apres 6 jours de culture.
Fig. 1 4 4 : Apex non traités au dbAMPc.
Les rayons autopodiaux apparaissent individualisés. Des fusions proximales discrétes
apparaissent. (X 40) '
Fig. 5 4 8 : Apex traités au dbAMPc (1mM) entre O h. et 24 h. de culture.
Des fusions importantes affectent les rayons autopodiaux tant du c6té proximal (fleches) que
du coté distal (t€tes de fleches). (X 40)
Fig. 9 a 12 : Apex traités au dbAMPc (1mM) entre 24 h. et 48 h. de culture.
La quantité globale de cartilage parait réduite. Les éléments formés sont peu reconnaissables.
X 40)
Fig. 13 a 16 : Apex traités au dbAMPc (1ImM) entre 48 h. et 72 h. de culture.
Les métacarpiens sont tres larges (doubles tétes de fleches), fusionnés du c6té proximal. La

partie distale du zeugopode et les carpiens visibles sont hypertrophiés (t€tes de fleches). (X
40)
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DISCUSSION

Nous discuterons successivement les interprétations que nous suggérent les résultats des

deux parties de cette étude.

Réceptivité temporelle

1I est clair que le comportement des cellules de bourgeons de membres de souris, vis-a-vis
d'un traitement long (48 h.) et tardif (aprés 24 h. de culture) au dbAMPc dépend du stade de
développement auquel I'ébauche est parvenue au moment du traitement (Chapitre I). Les résultats
de la présente étude apportent la certitude que pour un stade donné, l'effet globalement stimulateur
du dbAMPc sur la chondrogenése est en fait la résultante d'une suite d'événements beaucoup plus
complexes qui semblent alterner ou se chevaucher dans le temps.

Bien que prélevés au méme moment (11&me jour de gestation) les bourgeons antérieurs et
postérieurs sont physiologiquement différents : les bourgeons postérieurs présentent un léger retard
par rapport a leurs homologues antérieurs (Planche I). Il est vraisemblable que cette différehce
physiologique soit a l'origine de la spécificité de la réponse des bourgeons vis-a-vis du traitement
au dbAMPc. Les fluctuations d'incorporation de sulfate radioactif dans les glycosaminoglycannes,
mesurées a la suite de traitements au dbAMPc échelonnés au cours de la culture, suggerent que le
nucléotide a sur les bourgeons de membres des effets qui semblent Héé a l'apparition et a la
disparition de certaines populations cellulaires ainsi qu'a leur évolution dans le temps.

Dans les bourgeons postérieurs, physiologiquement les plus jeunes, un traitement au db
AMPc appliqué au cours du premier jour de culture sur des apex dénudés provoque une forte
diminution d'incorporation de sulfate radioactif par rapport aux explants témoins. Ces valeurs
d'incorporation sont rapportées a la quantité de DNA des explants. Les résultats tiennent donc
compte d'une éventuelle diminution du nombre de cellules. Par ailleurs, la teneur en DNA des
explants postérieurs traités au dbAMPc n'est pas significativement différente de celle des apex
témoins. 11 semblerait donc que cette diminution d'incorporation soit I'expression d'un effet

inhibiteur du dbAMPc sur la chondrogenése plutdt que celle d'un effet toxique ayant pour cible
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préférentielle des cellules chondrogénes. Néanmoins, bien que la teneur en DNA des explants |
traités soit comparable 2 celle des témoins, I'examen histologique a révél€ la présence d'importantes
zones de dégénérescence dans les apex traités entre Oh. et 24 h. de culture. Nous ne pouvons donc
exclure totalement la possibilité d'une destruction sélective de cellules sous 'effet du dbAMPc.
Quoi qu'il en soit, ces deux processus traduisent un effet néfaste du dbAMPc sur la chondrogendse
des apex postérieurs dénudés traités au cours du premier jour de culture. Par ailleurs, nos
expériences ont moﬁué que si ces explants sont traités tardivement, au cours du troisi®éme jour de
culture, l'incorporation de radiosulfate est supérieure a celle obtenue dans les apex témoins. Cette
augmentation bourrait traduire I'apparition d'une population cellulaire réceptive a l'effet stimulateur
du dbAMPc sur la chondrogeneése. Il est possible que le comportement des apex postérieurs
dénudés traités au cours du premier jour de culture soit li€ A une maturation insuffisante des cellules
présentes au moment de la mise en culture ; AHRENS et al. (1977) ont d'ailleurs signalé que des
cultures en micromasse de mésenchyme de membre de poulet (stade 19) traitées dés leur mise en
culture sont essentiellement constituées de fibroblastes mais ne contiennent pas les agrégats
cellulaires présents dans les cultures témoins non traitées. Au contraire, si le dbAMPc est ajouté
aux cultures apreés 24 h. il provoque la différenciation en nodules cartilagineux des agrégats qui se
sont mis en place dans les cultures.

Les apex postérieurs munis de leur ectoderme semblent étre insensibles & la présence du
nucléotide. Quel que soi; le jour ou le dbAMPc est administré aux cultures, les valeurs
d'incorporation de sulfate radioactif et de la teneur en DNA fluctuent autour des valeurs des
témoins. L'ectoderme semble donc s'opposer aux effets du nucléotide. Il parait toutefois exclu que
la couverture ectodermique empéche la pénétration du dbAMPc dans les bourgeons par un simple
role de barriere mécanique. En effet, en plus des raisons évoquées dans le chapitre I, méme si elles
n'ont pas été décelées lors des dosages de contenu en DNA, quelques zones pycnotiques ont été
observées spécifiquement au niveau du mésenchynie distal des apex traités de O h. 2 24 h. de
culture.

Dans les bourgeons antérieurs, physiologiquement plus matures que les ébauches

postérieures au moment du prélévement, le dbAMPc provoque sur les apex dénudés, une
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augmentation d'incorporation de radiosulfate s'il est appliqué de 48 h. 4 72 h. lorsque les apex sont
constitués de nodules cartilagineux entourés par des cellules encore indifférenciées (Planche IX,
fig. 2). Rappelons que la diminution d'incorporation observée aprés un traitement au cours du
premier jour, attribuée & un manque de maturité des bourgeons postérieurs dénudés, n'a pas lieu
dans Ie cas des apex antérieurs. En présence d'ectoderme, le dbAMPc provoque une activation de
l'incorporation s'il est appliqué d&s la mise en culture lorsque les apex ne présentent pas encore de
condensations cellulaires (Planche IX, Fig. 1). Ces résultats suggérent que dans les apex
antérieurs, l'activation de la chondrogenése corrélative a la présence de dbAMPc serait lide 2 la
réponse de types cellulaires différents : des cellules encore indifférenciées dans le cas des apex
couverts d'ectoderme et des chondrocytes différenciés dans le cas des apex dénudés. Nous avons
émis 'hypothése que le db AMPc pourrait augmenter la chondrogenése de ces deux types d'apex
selon deux mécanismes différents :
1. Un recrutement de cellules non chondrogenes autour de foyers chondrogénes mis en place au
cours du premier jour de culture dans les apex intacts ;
2. Une stimulation du dépdt de matrice cartilagineuse par les chondrocytes présents dans les apex
dénudés. Notons que ces deux mécanismes ne sont pas exclusifs mais qu'ils pourraient, selon le
type d'apex et le moment d'administration du dbAMPc, étre exprimés de fagon prépondérante.
L'examen histologique réalisé a 3 jours de culture a apporté peu de renseignements. Il n'a
surtout pas permis de visualiser les variations des synth&ses de matrice cartilagineuse mesurées par
l'incorporation de sulfate dans les explants. Les fixations ont été réalisées entre O h. et 48 h. aprés
la fin du traitement au dbAMPc, suivant le jour ol les explants ont été traités. Or SOLURSH (1984
a) a signal€ que, dans des cultures en micromasse de Iﬁésenchyme de membre de poulet de stade 24
(équivalant au stade 19 chez la souris) les protéoglycannes spécifiques du cartilage et le collagéne
de type II sont décelables respectivement aprés 16 h. et 24 h. de culture et que, la détection de la
matrice extracellulaire par le bleu Alcian n'est possible qu'apres 40 h. de culture. Il apparait que le
délai entre le traitement au dbAMPc et I'observation histologique est juste suffisant dans le cas des
explants traités au premier jour. Pour cette raison, nous avons allongé le délai entre le traitement et

I'examen des explants dans la seconde partie de cette étude.
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Réceptivité spatiale

Dans cette seconde partie, nous avons cherché a préciser les résultats que nous avons

obtenus dans le cadre de 1'étude de la réceptivité temporelle, en utilisant un systéme expérimental
caractéristique. Les bourgeons antén'eulfs dénudés, de par leur chondrogenese généralisée, ainsi que
les bourgeons postérieurs, trop immatures, ont été abandonnés au profit des bourgeons antérieurs
couverts d'ectoderme. Nous avons cherché a établir des corrélations entre la morphogenése
squelettique et Ie métabolisme de la chondrogenése en admettant que :
1 - Les durées des différentes phases du cycle cellulaire du mésenchyme de souris mesurées in vitro
par HERKEN étaient respectées dans notre systéme ; 2 - La sortie du cycle cellulaire, en phase G1,
précede la différenciation des cellules cartilagineuses (HERKEN, 1975 ; SOLURSH et REITER,
1975 ; MILLER et al., 1979) bien que GEORGE ef al. (1983) aient signalé que le blocage
transitoire du cycle des cellules mésenchymateuses n'est pas nécessaire avant leur différenciation.

Nous avons qualifié de "hors cycle” les cellules n'ayarit pas incorporé la BrdU fournie
pendant 24 h. bien qu'il s'agisse d'une formulation un peu exagérée. En effet, cette durée est juste
suffisante pour les cellules parvenue en fin de phase M au début de l'incubation avec la BrdU,
puisque la phase G1 des cellules de mésenchyme de membre de souris dure 22,9 h. (HERKEN,
1975). Les autres phases du cycle S, G2 et M ont des durées respectives de 8 h., 1,85 h. et 1h. II
apparait donc que des cellules en début de phase G2 au moment de 1'addition de BrdU seront
considérées comme des cellules hors cycle puisque environ 26 h. leur sont nécessaires avant
d'entrer & nouveau en phase S. Les cellules, n'ayant pas incorporé la BrdU au cours de
I'incubation, ne sont donc pas toutes sorties du cycle. Néanmoins les cellules en phase G2
échappant a un marquage ne représentent qu'une faible proportion.

A c6té de cet inconvénient, I'administration de BrdU pendant 24 h. permettait de se placer
dans des conditions expérimentale d'utilisation du dbAMPc les plus proches possible de celles
mises en oeuvre lors de I'étude de la réceptivité des explants dans le temps. D'autre part, cette durée
permettait d'éviter que la BrdU n'exerce son effet inhibiteur sur la chondrogenése rapporté par de
nombreux auteurs. HO et al. (1977) ont montré que 1'addition de BrdU (32 uM) a des cultures de

cellules de mésenchyme de membre de poulet de stade 24 pendant les deux premiers jours de la
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culture provoque l'inhibition de la synthése du noyau protéique des protéoglycannes spécifiques du

cartilage. Cet effet inhibiteur de 1a BrdU sur la chondrogengse a également été décrit sur d'autres
| systemes que le membre embryonnaire (PAWELEK, 1969 ; LASHER et CAHN, 1969
COLEMAN ez al., 1970;; ABBOTT et al., 1972). Dans la présente étude, l'aspect histologique des
explants, non trait€s au dbAMPc, ayant ét€ incubés en présence de BrdU, est comparable i celui
d'explants cultivés en absence de BrdU. Ce résultat montre que, dans les conditions expérimentales
mises en oeuvre, la BrdU ne parait pas exprimer d'effet inhibiteur sur la chondrogenése. Quand
bien méme cela aurait-il €t€ le cas, nous avons pris la précaution de toujours comparer les explants,
incubés avec la BrdU et traités au dbAMPc, avec des explants témoins incubés eux aussi en
présence de BrdU.

L'ensemble des résultats montre une corrélation assez étroite entre la sortie du cycle de
cellules situées dans certaines zones des bourgeons témoins et traités et les prestations squelettiques
fournies par des bourgeons témoins et traités ayant pu évoluer 6 jours in vitro. La différenciation
chondrogéne révélée initialement par les mesures d'incorporations de sulfate a pu.étre mise en
évidence, in toto, par une coloration au bleu Alcian effectuée aprés 6 jours de culture.

Le dbAMPc appliqué au jour 1 provoque :

a) L'apparition, & l'issue du traitement , d'un amas central de cellules sorties du cycle qui se
substitue aux cellules des rayons autopodiaux présents dans les apex non traités ;

b) Une augmentation de l'incorporation de sulfate radioactif mesurée aprés 3 jours de culture ;

c) L'apparition de rayons autopodiaux fusionnés dans la zone des métacarpiens et des phalanges
apres 6 jours de culture.

Le dbAMPc appliqué au jour 2 provoque :

a) A l'issue du traitement 'apparition de zones de condensation anormales ou les cellules sont
bloquées ;
b) Une stagnation de l'incorporation de sulfate radioactif mesurée aprés 3 jours de culture ;
¢) Une morphogenése squelettique réduite et trés perturbée aprés 6 jours de culture.
Le dbAMPc appliqué au jour 3 provoque :

a) A lissue du traitement, une extension des zones ou les cellules sont bloquées ;
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b) Une stagnation de l'incorporation de sulfate radioactif apres 3 jours de culture ;
¢) Une augmentation de la surface et sans doute du volume des éléments squelettiques proximaux
formés apres 6 jours de culture.

Cependant, le devenir de chacune des cellules hors cycle n'a pas pu €tre €tabli dans ce travail.
11 subsiste donc un doute quant a la conversion d'une cellule hors cycle en chondrocyte. Dans le cas
d'un bourgeon traité au jour 1, les fusions métacarpiennes observées a 6 jours pourraient résulter
de deux processus différents : soit de la mort des cellules situées entre les métacarpiens, soit au
contraire de l'engagement de ces mémes cellules dans la différenciation cartilagineuse. Bien que la
teneur en DNA des apex traités de 0 h. a 24 h. soit plus faible que celle des explants témoins, les
contrbles histologiques dont nous disposons ne mettent pas en évidence les zones de nécrose
correspondant au premier processus. En outre, les cellules hors cycle constituent un blastéme
préchondrogene homogene. Le processus de recrutement quant a lui est en accord avec les résultats
de plusieurs études. SOLURSH et al. (1981 a) ont décrit dans des cultures en micromasse établies
a partir de mésoderme de bourgeons alaires de poulet (stade 20 a 24), la présence, en dehors des
agrégats, de cellules potentiellement chondrogénes capables de se différencier sous l'effet du
dbAMPc. Chez la souris, OWENS et SOLURSH (1981) ont montré que les zones internodulaires
de cultures en micromasse de mésenchyme de membre (stade 16 4 21) se chondrifient sous
I'influence du dbAMPc. GAY et KOSHER (1984) ont montré que des celiules de mésenchyme
sous-apical de membre de poulet de stade 25 sont capables, en culture en micromasse, de former
une nappe cartilagineuse uniforme. Chez le poulet, un travail récent de HURLE ez al. (1986)
montre que les zones interdigitales peuvent se différencier en petits nodules cartilagineux.

Un tel recrutement parait encore possible dans des zones interdigitales et périphériques de
bourgeons traités entre 24 h. et 48 h. de culture mais la morphogenése engagée au début du
traitement est perturbée comme si les métacarpiens regressaient sous l'effet du dbAMPc, cela
rappelle les phénoméenes d'inhibition observés dans certaines régions des bourgeons de stade 20.
Apres un traitement au jour 3, bien que I'augmentation des valeurs d'incorporation ne donnent pas
lieu a des différences significatives par rapport aux valeurs des témoins, il se pourrait que le

recrutement des cellules, situées en périphérie des métacarpiens, conduise a I'hypertrophie et &
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l'apparition des fusions discrétes observées aprés 3 jours de culture supplémentaires. Les nodules
les plus proximaux sont particulierement développés. Dans ce cas le recrutement de nouvelles
cellules chondrogénes au niveau du poignet et une éventurelle stimulation de la chondrogenése au
niveau des €léments distaux du zeugopode nous paraissent possibles. En effet, la stimulation du
" métabolisme des chondrocytes sous l'effet du dbAMPc a été montrée par de nombreux travaux
(DREZNER et al., 1976 ; MERKER et GUNTHER, 1979 ; MILLER ez al., 1979 ; COPRAY et
JANSEN, 1985).

Les traitements au dbAMPc provoquent des effets différents en fonction de 1'état de
maturation des bourgeons. Ces effets pourraient résulter d'un certain nombre de mécanismes
faisant intervenir simultanément :

- un recrutement de cellules initialement non chondrogénes

- une stimulation du métabolisme des chondrocytes matures en place

- un blocage de I'évolution des jeunes chondroblastes

-lamort de certaines populations cellulaires.



CHAPITRE III
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INFLUENCE DE L'ECTODERME ET DU dbAMPc SUR LES
PROTEOGLYCANNES DE LA MATRICE CARTILAGINEUSE

INTRODUCTION

Le cartilage doit ses propriétés fondamentales, résistance a la traction et élasticité, aux
macromolécules qui constituent la matrice extracellulaire: le collageéne de type II et les
protéoglycannes. Les protéoglycannes résultent de I'association covalente d'un squelette protéique
avec des chaines de glycosaminoglycannes (HASCALL et HASCALL, 1981) : chondroitine sulfate
(Planche XVII, Fig. 1), sulfate de kératane (Planche XVII, Fig. 2). Le noyau protéique du
protéoglycanne peut &tre divis€ en trois régions distinctes en fonction des variations qualitatives et
quantitatives des glycosaminoglycannes auxquels il est 1i€ :

1 - Une région étendue, située A une extrémité de la protéine, portant de nombreuses chaines
de chondroitine sulfate (Planche XVIII, Fig. 1 a).

2 - A l'autre extrémité, une région globulaire, pratiquement exempte de chaines de
glycosaminoglycannes mais portant des N-oligosaccharides (Planche XVIII, Fig. 2) et possédant
un site de fixation non covalente, hautement spécifique pour 1'acide hyaluronique (Planche XVII,
Fig. 3).

3 - Une région intermédiaire, ou se greffent des chaines de sulfate de kératane et des
O-oligosaccharides (Planche XVIII, Fig. 1 b).

Les molécules monomériques de protéoglycannes (quelques centaines de milliers a 4 millions
de daltons) s'associent a 1'acide hyaluronique pour constituer des agrégats dont le poids moléculaire
peut atteindre 100 millions de daltons (Planche XIX). Ces complexes multimoléculaires sont
stabilisé€s par la présence de petites protéines de liaison qui consolident 1'association. La formation
de ce complexe ternaire stable est cruciale pour la rétention des protéoglycannes dans les tissus car
les sous-unités libres peuvent diffuser hors de la matrice. La biosynthése des protéoglycannes a
donc lieu en deux temps: une phase intracellulaire au cours de laquelle le monomére est constitué, et

une phase extracellulaire au cours de laquelle les monomeres sécrétés interagissent avec l'acide
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PLANCHE XVII : Unités disaccharidiques répétitives constituant les glycosaminoglycannes du

cartilage.
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PLANCHE XVIII : Structure des régions de liaison entre les chaines de glycosaminoglycannes

et le noyau protéique des protéoglycannes (d'aprés CAPLAN, 1984).
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PLANCHE XIX : Modgle schématique de la structure des protéoglycannes agrégés (d'aprés
HASCALL et HASCALL, 1981). .
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hyaluronique et les protéines de liaison pour constituer les agrégats (DORFMAN, 1981 ;
HANDLEY et al, 1985).

L'étude de 1'évolution de la structure des protéoglycannes au cours du vieillissement du
cartilage a révélé que dans le membre embryonnaire de poulet, cultivé in vitro, la maturation des
chondrocytes s'accompagne:

- d'une diminution de la taille des chaines de chondroitine sulfate,

- d'une diminution de la proportion de chondroitine 6-sulfate et d'une augmentation de celle

de chondroitine 4-sulfate,

- d'une augmentation du nombre et de la taille des chaines de sulfate de kératane

- d'une augmentation de la taille des monomeres

- d'une augmentation de leur capacité a interagir avec l'acide hyaluronique

- d'une augmentation de la proportion de protéoglycannes agrégés par rapport a celle des
monomeres (HASCALL et al., 1976 ; DE LUCA et al., 1977 ; OVADIA et al., 1980).

Dans les chapitres précédents, comme dans la plupart des travaux relatifs a la chondrogenése,
nous avons considéré que le sulfate radioactif fourni aux cultures était incorporé dans les
glycosaminoglycannes de la matrice cartilagineuse. L'accumulation du précurseur dans les
glycosaminoglycannes a été directement assimilée a 1'activité chondrogene des explants. En effet,
les examens cytochimiques montrent en général que 1'incorporation de sulfate radioactif coincide
avec l'apparition d'une matrice cartilagineuse. Cependant, la corrélation entre données
histologiques et mesures d'incorporation n'est pas toujours évidente. Par conséquent, le précurseur

‘pourrait aussi étre incorporé dans des glycosaminoglycannes non spécifiques de cette matrice.
D'autre part, comme 1'ont signalé SPEIGHT et al (1981), il se pourrait que l'augmentation de
l'incorporation de sulfate soit due a une hypersulfatation des chondroitines sous 1'action du
dbAMPc et notamment a l'apparition d'un disulfate en positions 4 et 6. Il nous est donc apparu
nécessaire de compléter notre travail par I'étude des modifications de la taille des protéoglycannes

monomeres ainsi que par 1'étude des variations de la proportion d'agrégats.
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PROTOCOLE EXPERIMENTAL

Des bourgeons de membres antérieurs de stade 17, intacts ou dénudés, traités ou non au
dbAMPc sont maintenus en culture pendant une durée de 3 jours. Le traitement au dbAMPc débute
24 h. apres la mise en culture et se termine 438 h. plus tard. Les explants sont incubés pendant les 3
jours de culture dans un milieu contenant 10 wCi/ml de sulfate de sodium (Na235 SOy, New
England Nuclear, activité spécifique 500 mCi/mM.). Les protéoglycannes extraits des cultures en
conditions dissociantes (Gu HCl 4 M) sont fractionnés selon leur taille sur des colonnes de
Sépharose 2B soit directement, en conditions dissociantes, soit en conditions associatives apreés
dialyse (acétate de sodium 0,5 M). La radioactivité contenue dans chaque fraction est mesurée par
comptage en scintillation liquide. Un nombre égal de bourgeons a été utilisé dans chaque condition

expérimentale : bourgeons intacts ou dénudés, témoins ou traités.
RESULTATS

Les profils d'élution des différents extraits obtenus apres fractionnement des protéoglycannes
par chromatographie sur Sépharose 2 B sont représentés Planche XX (conditions dissociantes :
Fig. 1 et 2 ; conditions associatives : Fig. 3 et 4). Les données chiffrées relatives a ces profils sont

regroupées dans le tableau 11.
I. - CONDITIONS DISSOCIANTES (Gu HCI1 4 M)

Qu'il s'agisse des extraits provenant des bourgeons de membres intacts ou dénudés, traités
ou non au dbAMPc, les chromatogrammes obtenus en conditions dissociantes présentent tous 2
pics d'élution. L'un de ces pics, caractérisé par un Kav égal a 0,96, est présent sur tous les profils
(Planche XX, Fig. 1 et 2). Le matériel élué dans ce pic est élimin€ apres dialyse des extraits contre
l'acétate de sodium 0,5 M dans des membranes laissant passer les molécules dont le poids n'excede

pas 3500 daltons et représente le sulfate libre présent dans l'extrait (CARRINO ez al ., 1983).
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PLANCHE XX : Profiles d'élution des protéoglycannes fractionnés sur Sépharose 2B.

- Conditions associatives (acétate de sodium 0.5 M) : Figures 3 et 4.

et le noyau protéique des protéoglycannes (d'aprés CAPLAN, 1984).
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Tableau 11
INFLUENCE DE INFLUENCE DU
LECTODERME dbAMPc
B. Antérieurs B. Antérieurs B. Antérieurs B. Antérieurs
"ECtO +n "Ecto " "ECtO +n "ECtO "
Taille des monomeres Koy =0,11 Kav =0,16 |[|0,11< Kavg 0,27 O, 11

"spécifiques du
cartilage"

Fractions 19 4 25

Fractions 21 4 27

Fractions 19 4 28

Fractions 19 a 25

Proportion des mono-
meres' spécifiques du
cartilage"

37 %

32%

45 %

31 %

Pourcentage
d'agrégats
(fractions 14 a 20)

31 %

39 %

43 %

45 %

Pourcentage des
monomeres
"ubiquistes"

(fractions 40 a 45)

17 %

7 %

15 %

5 %
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L'autre pic, quant a lui, est caractéristique de chacun des extraits.

Dans le cas des bourgeons de membres intacts, non trait€s au dbAMPc (Planche XX,
Fig. 1), ce pic caractérisé par un Kav égal a 0,11 représente 37% du matériel marqué non dialysable
(Tableau 11). Il correspond a des protéoglycannes de trés grande taille. Le reste de la radioactivité
représente des protéoglycannes de taille trés hétérogene répartis sur l'ensemble de la colonne.

Le profil d'élution de l'extrait de bourgeons dénudés, non traités au dbAMPc, differe de celui
de leurs homologues intacts par le fait que le premier pic, correspondant a 32% du matériel non
dialysable, est 1égerement décalé vers un Kav égal a 0,16 (Planche XX, Fig.2). Cette fois encore,
le matériel €lué du reste de la colonne est de taille trés hétérogene.

Si les cultures de bourgeons de membres intacts subissent un traitement au dbAMPc, le
chromatogramme présente un large pic d'élution dont le Kav est compris entre 0,11 et 0,27
(Planche XX, Fig. 1). La quantité de matériel éluée dans ce pic représente 45 % du matériel non
dialysable (Tableau 11). Le reste du matériel €lu€ est de taille trés hétérogene.

Enfin, un traitement au dbAMPc appliqué a des bourgeons de membres dénudés se traduit
par rapport au profil d'élution des bourgeons dénudés non traités par un décalage du premier pic
vers un Kav 1égérement inférieur égal a 0,11 (Planche XX, Fig.2). Le pourcentage de matériel élué
dans ce pic correspond a 31% de 1a radioactivité non dialysable (Tableau 11).

L'élimination de l'ectoderme semble coincider avec une légere diminution de la taille des
protéoglycannes les plus grands (leur Kav augmente de la valeur 0,11 a la valeur 0,16). Le
traitement des bourgeons intacts par le dbAMPc se traduit quant a lui par un €largissement
important du pic d'élution des protéoglycannes les plus grands jusqu'a des valeurs de Kav = 0,27.
Sur les bourgeons dénudés, le dbAMPc provoque une légére augmentation de la taille des

protéoglycannes les plus grands dont le Kav passe de la valeur 0,16 a la valeur 0,11

I1.- CONDITIONS ASSOCIATIVES (ACETATE DE SODIUM 0,5 M)

Dans l'extrait de bourgeons intacts non traités au dbAMPc, la fraction exclue sur Sépharose

2B correspondant aux agrégats, représente 31% de la radioactivité éluée de la colonne (Tableau 11).
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Les 69% restants sont représentés par des molécules de taille hétérogene distribués tout le long de la
colonne, mais dont le Kav n'excéde pas la valeur de 0,8. Le quart de ce matériel (17%) est
représenté par une population de monomeres de petite taille caractérisés par un Kav égal a 0,75
(Planche XX, Fig 3).

En absence d'ectoderme, le pourcentage de molécules exclues de la colonne est égal a 39 %
(Tableau 11). L'hétérogénéité du matériel retenu sur la colonne est encore plus marquée que dans le
cas des explants couverts d'ectoderme. Les petits monomeres €lués avec un Kav égal a 0,75 ne
s'individualisent plus (Planche XX, Fig. 4).

Lorsque les cultures de bourgeons intacts subissent un traitement au dbAMPc, le pourcentage
d'agrégats atteint la valeur de 43%. Le traitement semble avoir peu d'effet sur la taille (Kav = 0,73)
et la proportion (15%) des petits monomeres présents dans les cultures non traitées bien que leur
synthése globale semble légérement stimulée (Planche XX, Fig. 3 ; Tableau 11).

Le traitement au dbAMPc des cultures de bourgeons dénudés provoque une augmentation de
la proportion d'agrégats (Planche XX, Fig. 4). Ils représentent 45% de la totalit€ du matériel au lieu
de 39% en absence de nucléotide (Tableau 11). Le matériel retenu sur la colonne est toujours de
taille trés hétérogene. Alors qu'ils représentent une population bien distincte a coté des agrégats
dans les bourgeons intacts (Planche XX, Fig. 3), les petits monomeres, dont le Kav est compris
entre 0,73 et 0,75, ne constituent plus une population individualisée dans les explants dénudés
traités au dbAMPc et ne représentent plus que 5 % du matériel (Planche XX, Fig. 4).

L'élimination expérimentale de 1'ectoderme et la présence de dbAMPc provoquent une
augmentation de l'incorporation de sulfate et une augmentation du pourcentage d'agrégats présents
dans les cultures. A coté de ces agrégats, les bourgeons intacts, traités ou non au dbAMPc,
présentent une population distincte de molécules caractérisée par un Kav de l'ordre de 0,75. Au
contraire, dans les explants dénudés, cette population ne s'individualise plus sur le

chromatogramme, que les bourgeons soient traités ou non.
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DISCUSSION

Dans la présente €tude, nous avons montré que les protéoglycannes, extraits en conditions
dissociantes a partir de cultures de bourgeons antérieurs intacts de membres de souris de stade 17,
sont des molécules de taille hétérogeéne présentant toﬁtefois une population prépondérante de trés
grande taille correspondant & 37% du matériel et caractérisée par un Kav égal a 0,11. En conditions
associatives, 31% des protéoglycannes sont présents sous la forme d'agrégats. A coté de ces
complexes multimolé€culaires, le quart du matériel restant est représenté par de petits monoméres
caractérisés par un Kav (0,75) dont la valeur rappelle celle des monomeres dits "ubiquistes"
(VASAN et MILLER, 1985). Les monomeres ubiquistes ne sont pas spécifiques du cartilage. Ils
sont présents en grande quantité dans les tissus embryonnaires précoces, notamment au niveau des
somites et du mésenchyme préchondrogéne de bourgeons de membres ol leur proportion diminue
au fur et a mesure de l'expression du phénotype cartilagineux (GOETINCK ez al., 1974 ; ROYAL
et GOETINCK, 1977 ; VASAN et LASH, 1979 ; OVADIA et al., 1980 ; VASAN, 1982 ;
CARRINO et al., 1983).

En absence d'ectoderme, la taille des plus grands monomeres extraits des cultures en
conditions dissociantes, est légeérement inférieure a celle des molécules produites lorsque
I'ectoderme est présent. Leur Kav a une valeur de 0,16 au lieu de la valeur 0,11. Ceci pourrait en
fait traduire le léger retard dans la chondrogenése des bourgeons dénudés mis en évidence a
I'examen histologique. En effet, ces explants sont constitués, a l'issue des 3 jours de culture, d'un
massif de cellules entourées d'une matrice €paisse colorable au bleu Alcian, mais ces cellules
n'atteignent que rarement le stade de chondrocytes hypertrophiés observé couramment dans les
explants couverts d'ectoderme (DESBIENS et al., 1985). Néammoins la proportion d'agrégats,
recueillie apres dialyse contre 1'acétate de sodium, augmente de 31 % a 39 % ce qui montre que ces
monomeres, bien que légérement moins grands, sont capables de s'agréger. D'autre part, les
monomeres ubiquistes ne s'individualisent plus, masqués semble-t-il par une quantité importante de
molécules nouvelles de taille intermédiaire. En proportion, la famille de monomeres dont le Kav est

de 0,75 ne représente plus que 7 % de la totalité de l'extrait. Or I'examen microscopique des



-8Bl

bourgeons dénudé€s révele qu'ils contiennent peu de cellules mésenchymateuses en fin de culture
(DESBIENS et al., 1985). L'ectoderme est en partie responsable du maintien d'une population
cellulaire indifférenciée abondante dans les cultures de bourgeons intacts (KOSHER ez al., 1979 a ;
SOLURSH ez al., 1981 b ; SOLURSH, 1984 b).Ces monomeres ubiquistes pourraient donc étre
synthétisées par le mésoderme indifférencié, néammoins nous ne pouvons exclure la possibilité que
la couverture ectodermique elle-méme participe a la synthese de ces molécules.

DE LUCA et al. (1977) ont décrit les propriétés physicochimiques des protéoglycannes
produits par des cellules de mésenchyme de membre de poulet de stade 23-24 cultivées 21 jours in
vitro. Aprés 3 jours de culture, les premiers nodules cartilagineux apparaissent. Les
protéoglycannes extraits de ces cultures sont caractérisés par un Kav compris entre 0,26 et 0,33
tandis que la proportion d'agrégats, trop faible et trop variable n'a pas été analysée. Apres 8 jours
de culture, I'ensemble de la boite de culture est recouvert de nodules cartilagineux constitués de
chondrocytes typiques entourés d'une matrice cartilagineuse. Les protéoglycannes sont alors de
plus grande taille (Kav = 0,24) et les agrégats atteignent la proportion de 37%. La chondrogenése,
dans ces cultures, semble donc s'installer moins rapidement que dans les cultures organotypiques
de bourgeons de membres de souris, bien que ces derniéres soient €tablies a partir de bourgeons de
stade plus précoce. Cette différence provient vraisemblablement de la faible densité a laquelle les
cellules de mésenchyme de membre de poulet ont été mises en culture (50 X 100 cellules sur une
boite de Pétri de 100 mm de diamétre).

Quoi qu'il en soit, 'augmentation du pourcentage de molécules agrégées et la diminution de
la proportion de petits monomeres, observées dans les bourgeons dénudés, confirment l'effet
inhibiteur de l'ectoderme sur la chondrogeneése.

En ce qui concerne le traitement au dbAMPc, les résultats ont montré que lorsque les
bourgeons sont couverts d'ectoderme, la présence du»nucléotide provoque une augmentation de la
proportion de molécules dont le Kav est compris entre 0,11 et 0,27. Ces molécules pourraient
provenir de la dégradation des plus grands protéoglycannes, dont le Kav est égal a 0,11.
Cependant, il parait plus probable qu'elles soient le résultat d'une néosynthése puisque nous avons

montré antérieurement que le dbAMPc provoque une augmentation globale de l'incorporation de
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sulfate radioactif dans ce type de bourgeons (Chapitre I). Néammoins, SPEIGHT et al. (1981) ont
montré que, dans des cultures de chondrocytes articulaires de veau foetal traitées pendant 4 heures
avec 1mM de dbAMPc, cette augmentation d'incorporation de sulfate provient d'une augmentation
du degré de sulfatation des glycosaminoglycannes: il apparait dans ces cultures un chondroitine
sulfate hypersulfaté contenant de la N-acétylgalactosamine-4-6 disulfate. Dans ce type de culture,
les protéoglycannes fractionnés sur Sépharose CL 2B, ont des profils d'élution identiques, que les
cultures aient €t€ ou non incubé€es en présence de dbAMPc. Dans notre étude, il faudrait envisager,
puisque les chromatogrammes obtenus en présence ou non de dbAMPc sont différents, que si elle a
lieu, I'hypersulfatation touche différemment les populations de protéoglycannes, ce qui semble 2
priori peu probable. Dans le contexte général de notre travail, nous pensons plutdt que les
molécules, dont le Kav est compris entre 0,11 et 0,27, pourraient provenir d'une nouvelle
génération de chondrocytes: en effet, nous avons €mis 'hypothese que le traitement de mésoderme
jeune par le dbAMPc pouvait étre suivi d'un recrutement cellulaire et de la différenciation
cartilagineuse de cellules initialement non chondrogenes conduisant & 'augmentation générale de
l'incorporation du sulfate dans les glycosaminoglycannes.

En conditions associatives, la proportion d'agrégats augmente dans les bourgeons traités ce
qui confirme le rdle activateur du nucléotide. Parallelement , le dbAMPc a peu d'effet sur la taille et
la proportion des monomeres ubiquistes, observation en accord avec les travaux de HIRAKI ez al.,
(1985). Comme 1'a révé€l€ notre étude histologique, il reste une quantité importante de cellules
indifférenci€es dans la partie distale des explants de stade 17 traités au dbAMPc (Planche IV, Fig.
8) et il est vraisemblable que ces cellules soient responsables de la production des 15% de
monomeres recueillis.

Dans les bourgeons dénudés, le dbAMPc provoque une légere augmentation de la taille des
protéoglycannes cartilagineux mais ne provoque pas, comme dans les explants couverts
d'ectoderme, l'augmentation de la proportion d'une population particuliere de monomeres. Tout se
passe comme si les cellules chondrogenes évoluaient de fagon synchrone et a un rythme soutenu
puisque les monomeres sont légérement plus grands que dans les apex dénudés témoins. Nous

avons évoqué précédemment un retard possible dans la différenciation des explants dénudés non
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traités par rapport a leurs homologues intacts.Dans les explants trait€s, le début des syntheses
pourrait coincider avec l'application du nucléotide. L'étude histologique de ce type d'explant révele
la présence de "nappes" cartilagineuses ou tous les chondrocytes paraissent avoir atteint le méme
état de maturité. HIRAKI et al. (1985) ont montré, sur des cultures de chondrocytes €tablies a partir
de cotes de jeunes lapins traitées par le dbAMPc (0,5mM pendant 4 jours), que la taille des
monomeres spécifiques du cartilage augmentait. Parallelement, nos résultats montrent que le
dbAMPc augmente la proportion d'agrégats.

L'ensemble de nos résultats montrent que le sulfate radioactif fourni aux explants a bien été
incorporé en grande majorité dans les protéoglycannes spécifiques du cartilage et que I'élimination
expérimentale de l'ectoderme et la présence de dbAMPc provoquent une augmentation de la
proportion d'agrégats produits par les cultures, ce qui confirme leur effet stimulateur sur la
chondrogenese des bourgeons de ce stade. Nous avons tenté d'établir des corrélations entre nos
résultats histologiques et nos résultats biochimiques. Pour tre totalement crédibles, les hypotheses
avancées devront trouver une confirmation dans 1'étude des protéoglycannes produits par des
bourgeons plus dgés dont le comportement a été décrit antérieurement. Enfin, il serait interressant
de compléter notre étude par une analyse des isomeres de chondroitine sulfate (SAITO ez al., 1968)
afin de savoir si dans notre systtme l'incorporation de sulfate consécutive a 1'addition de dbAMPc
provient effectivement d'une activation des syntheses ou d'un processus d'hypersulfatation. Des
investigations destinées a mettre en évidence d'éventuelles modification de la taille et du nombre des
chaines de glycosaminoglycannes entrant dans la constitution des protéoglycannes poufront

également étre envisagées.
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Les résultats obtenus dans la présente €tude soulignent I'existence de l'antagonisme entre les
effets respectifs de l'ectoderme et du dbAMPc sur la chondrogenese in vitro du mésoderme de
jeunes bourgeons de membres : I'ectoderme est indispensable a la morphogenése squelettique mais
ralentit la différenciation cartilagineuse alors que le dbAMPc stimule la chondrogenese et freine la
croissance des bourgeons de membres.

Par ailleurs, les résultats montrent que le dbAMPc affecte la chondrogenése en fonction du
stade de développement auquel 1'ébauche est parvenue au moment du traitement . Le nucléotide,
tout d'abord activateur de la différenciation cartilagineuse (stades 17 et 19) devient inhibiteur au fur
et a mesure du vieillissement du bourgeon de membre (stade 20). De plus, au cours d'un séjour in
vitro , la position des zones sensibles au dbAMPc et la réactivité des cellules varient au cours du
temps.

D'apres les résultats obtenus, différentes hypotheses essayant d'expliquer les effets tantot
activateur, tantot inhibiteur, du dbAMPc sur la chondrogen¢se ont pu étre émises :

- une transformation de cellules non chondrogeénes en cellules chondrogenes

- une stimulation du dépdt de matrice cartilagineuse par les chondrocytes matures en
place |

- une dégénérescence cellulaire

- un blocage de 1'évolution de certains jeunes chondroblastes.

Des expériences supplémentaires seront nécessaires pour essayer de préciser les parts
respectives revenant a ces quatre processus. En outre, pour chacune de ces propositions, un certain
nombre de problémes restent posés tels que :

- définir l'origine des cellules recrutées sous l'effet du dbAMPc pour former du
cartilage : lignée myogéne ou lignée conjonctive

- préciser le devenir des cellules n'incorporant pas de BrdU en présence de dbAMPc :
dégénérescence cellulaire ou engagement vers la chondrogenese.

- déterminer la nature de l'inhibition de la différenciation cartilagineuse observée au
stade 20 sous l'effet du dbAMPc. S'agit-il d'un effet ayant pour cible spécifique les jeunes

chondroblastes de stade 20 ou bien tout jeune chondroblaste passe t-il par une telle phase de
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sensibilité au dbAMPc ?

Ces différents points devront faire l'objet d'investigations ultérieures.

En dernier lieu, cette étude a montré que 1'élimination de l'ectoderme et la présence de
dbAMPc sont des conditions expérimentales qui provoquent une augmentation de la proportion des
agrégats de protéoglycannes, témoin de l'expression du phénotype cartilagineux. Nous
envisageons de mener une étude plus poussée destinée & mettre en évidence les modifications
éventuelles de la nature, de la proportion et de la taille des chaines des différents types de
glycosaminoglycannes apparus en présence de l'ectoderme et sous I'effet du dbAMPc.

Les résultats des études menées in vivo tendent & montrer que la phase d'agrégation des
cellules mésodermiques précede et permet l'augmentation du taux intracellulaire d'AMPc
responsable du déclenchement de la chondrogenése. Par ailleurs, in vitro , en culture de cellules
mésodermiques a faible densité, 'AMPc peut pfovoquer la chondrogenése en l'absence
d'agrégation. Dans nos cultures toutefois, la plupart des zones sensibles a I'effet d'une addition de
dbAMPc passent par une phase de condensation cellulaire. On peut supposer que dans nos
conditions, 'AMPc déterminerait cette condensation cellulaire qui permettrait la chondrogenése et

qu'une telle action interviendrait aussi in vivo.
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LD S

Le début de la morphogenése des membres chez les Vertébrés Amniotes est caractérisé par la mise
en place de bourgeons constitués d'un amas mésodermique recouvert d'une enveloppe
ectodermique. Ce feuillet externe présente dans la région distale du bourgeon un €paississement
antéro-postérieur : la créte apicale. Au cours de la croissance de ces bourgeons s'édifie un squelette
embryonnaire cartilagineux issu des cellules mésodermiques. D'aprés les résultats des travaux
effectués in vivo sur le poulet et la souris, un schéma récapitulatif des étapes conduisant a la
chondrogengse de certaines cellules du bourgeon de membre peut étre décrit dans les termes suivants
: 1a prolifération des cellules mésodermiques et la mise en place progressive des divers segments du
membre requi¢rent la présence de la créte apicale. L'ectoderme et plus particulierement la créte
apicale influencent fortement le comportement des cellules mésenchymateuses sous jacentes. Ils
semblent favoriser l'accumulation d'acide hyaluronique a la périphérie du bourgeon ou les cellules
sont isolées les unes des autres par d'importantes quantités d'une matrice extracellulaire sensible a la
hyaluronidase. Quand on se rapproche du coeur du bourgeon, la quantité de matrice extracellulaire
diminue et des zones de forte densité cellulaire apparaissent. Il est vraisemblable que des contacts
privilégiés permettent alors 'échange de messages entre les cellules étroitement associées de ces
amas. Ces interactions cellulaires sont une condition préalable nécessaire a l'initiation de la
chondrogengse car elles semblent étre a 'origine de I'augmentation du taux intracellulaire d'AMPc
indispensable au démarrage des synthéses des constituants de la matrice cartilagineuse.

Ces observations ont pu étre en partie confirmées par une série de travaux effectués in vitro sur
des embryons de poulet et de souris. Compte-tenu de 1'importance du role joué par 'AMPc dans les
processus d'induction et de stimulation de la chondrogenése, nous avons étudi€ sur des cultures
organotypiques de bourgeons de membres de sowis traités au dibutyryl AMPc (dbAMPc).

1. L'antagonisme ectoderme-AMPc

2. L'influence du stade de développement des bourgeons de membres sur leur réceptivité vis-a-vis
du nucléotide

3. Lalocalisation des ce!lules réceptives et 1'évolution de leur réceptivité

4. L'influence de l'ectoderme et du nucléotide sur la nature des composants de la matrice
cartilagineuse.

Les résultats obtenus soulignent l'existence de l'antagonisme entre les eifets respectifs de
I'ectoderme et du dbAMPc sur la chondrogenése in vitro du mésoderme de jeunes bourgeons de
membres (stades 17 et 19) : l'ectoderme contrdle la morphogenese squelettique en limitant la
différenciation cartilagineuse alors que le dbAMPc stimule la chondrogenése et freine la croissance
des bourgeons de membres. Par ailleurs, le db.AMPc affecte la différenciation cartilagineuse en
fonction du stade de développement auquel 1'ébauche est parvenae au moment du traitement. Le
nucléotide tout d'abord activateur de la chondrogenése dans les jeunes bourgeons devient inhibiteur
dans les bourgeons plus 4gés. En outre, 1a positon des zones sensibles au dbAMPc et la réactivité
des cellules évoluent au cours du séjour in vitro. A partir de ces résultats différentes hypotheses ont
été émises pour expliquer les effets tantdt activateur, tantdt inhibiteur du dbAMPc sur la
chondrogenese . Le dbAMPc pourrait provoquer :

- une transformation en cellules chondrogenes de cellules appartenant aux lignées conjonctive ou
musculaire

- une stimulation du dépdt de matrice cartilagineuse par des chondrocytes matures en place

- une dégénérescence cellulaire

- un blocage de I'évolution de certains jeunes chondroblastes.

En dernier lieu il a été montré que 1'élimination de 1'ectoderme et la présence de dbAMPc sont des
conditions expérimentales qui provoquent une augmentation de la proportion des agrégats de
protéoglycannes, témoin de I'expression du phénotype cartilagineux.






