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INTRODUCTION

La faculté de certains animaux a régénérer leurs appendices perdus
aprés autotomie ou amputation est trés inégalement répartie dans le regne
animal. Fréquente chez les Invertébrés, elle ne se rencontre chez les
Vertébrés que chez les Poissons, les Amphibiens et quelques Reptiles.
L'absence de pouvoir de régénération des Oiseaux et des Mammiféres
intrigue depuis toujours les spécialistes de la régénération dont certains
nourrissent le secret espoir de restaurer cette propriété remarquable des
étres moins évolués. C'est I'une des raisons qui a fait que les Amphibiens
ont retenu depuis longtemps l'attention des chercheurs. En effet, ce groupe
comporte des espéces capables de régénérer leurs appendices (Urodeéles)
alors que d'autres perdent cette propriété lors de la métamorphose
(Anoures). D'autre part, les Amphibiens présentent un certain nombre de
facilités expérimentales qui ont permis d'accumuler un grand nombre de
données sur ce probleme, notamment en ce qui concerne la régénération du
membre (Revue dans Wallace, 1981). Aprés amputation, la régénération du
~ membre procéde a partir de cellules mésenchymateuses issues de la
souche qui s'accumulent sous I'épiderme cicatriciel ; leur intense
prolifération permettra la mise en place d'un blastéme (Fig 0a) qui
différenciera, ultérieurement, tous les éléments de la partie amputée (Fig
Ob).

La prolifération cellulaire constitue une des conditions essentielles
de la régénération ; la recherche des facteurs contrélant celle-ci constitue
donc un enjeu important dans I'étude du mécanisme de la régénération.
Chez les Urodéles, deux facteurs essentiels a la prolifération des cellules
blastémales, I'un d'origine nerveuse, l'autre blastémal (cape épidermique)
interviennent dans ce phénoméne. On sait en effet depuis longtemps (Todd,
1823) que la prolifération des cellules blastemales est sous la dépendance
d'un facteur ("facteur neurotrophique") émanant des nerfs brachiaux
sectionnés lors de I'amputation (Revue dans Singer, 1974 et 1978 ;
Geraudie et Singer, 1984 ; Carlone et Mescher, 1985), facteur dont on sait
gu'il maintient les cellules en cycle (Tassava et Olsen, 1985 ; Boilly et al,
1985b ; Boilly et al, 1986). Produit par tous les types de fibres nerveuses




Fig. 0Oa. Coupe d'un blastéme de régénération (stade cdne) d'Axolotl. Le
mésenchyme (Me) constitue un important massif cellulaire
sous-jacent a la cape épidermique (Ep.). Coloration picro indigo
carmin.

Fig. Ob. Morphologie externe des régénérats en croissance aprés
'amputation du membre antérieur, chez Triturus viridescens (selon
Singer, 1973).

2 et 3 - début de formation du blasteme ; 4 - stade céne précoce ; 5 -
stade cdne ; 6 et 7 - stades palette ; 8 - apparition des doigts ; 9 -
régénérat complet.




(motrices, sensorielles, sympathiques) et capable d'agir a distance, ce
"facteur neurotrophique" apparait indispensable pendant les premiéres
phases de la régénération (phase dépendante du systéme nerveux) ; au-dela

de celles-ci, correspondant au stade cone &gé, la régénération peut se
poursuivre en l|'absence de systéme nerveux (phase indépendante du
systéme nerveux) ; toutefois, le régénérat édifié dans ces conditions reste
de petite taille bien que morphologiquement identique a un régénerat
normal (membre miniature). Le "facteur neurotrophique”, de. nature
polypeptidique, n'a pas encore éteé isolé.

Bien que jouant un rdle fondamental dans la régénération, le systéeme
nerveux ne contréle pas la prolifération de I'ensemble des cellules
blastemales. En effet, si la dénervation entraine une diminution d'environ
860% des synthéses concernées par la prolifération (Boilly et al, 1985a),
suffisante pour bloquer la régénération, il n'en est pas moins vrai que 40%
de celles-ci lui échappent. On sait par ailleurs que la présence de la cape
épidermique est indispensable au déroulement normal de la régénération.
Le remplacement de celle-ci par de la peau différenciée (revue dans
Stocum, 1985) entraine en effet l'arrét de la régénération. Plus
récemment, Globus et al (1980) a pu montrer sur blastéemes isolés que
I'absence de cape épidermique entraine une diminution significative (de 60
a 80%) de la prolifération des cellules blastémales et corrélativement une
accélération des processus de différenciation cartilagineuse. Toutefois,
rien n'est connu a ce jour sur la nature de ce que Globus appelle "signal de
division" produit par la cape épidermique.

Les recherches relatives a la découverte de la nature des facteurs
contrélant la prolifération des cellules blastémales n'ont concerné jusqu'a
présent que le "facteur neurotrophique”. Elles ont consisté a éprouver
l'activité mitogéne d'extraits nerveux ou de divers facteurs de croissance
soit in vivo sur des blastémes de membres dénervés soit in vitro sur des
blastémes isolés. Aucun de ces deux systémes expérimentaux ne semble
pleinement satisfaisant. /n vivo, il est nécessaire d'utiliser des quantités
importantes des substances a tester ; d'autre part, il est particulierement
difficile de contréler ce qui est administré rendant l'interprétation des
résultats particulidrement délicate. En outre, compte tenu de la
régénération nerveuse, il est nécessaire de dénerver régulierement le
membre créant ainsi des traumatismes répétés chez l'animal qui peuvent
engendrer des reactions inflammatoires plus ou moins importantes,
réactions dont on sait qu'elles peuvent interférer avec la régénération



-(Sicard, 1985). L'utilisation de blastémes cultivés in vitro constitue par
contre une situation plus favorable mais n'est cependant pas dépourvue
d'inconvénients. En particulier, I'épiderme blastemal apparait beaucoup
moins sensible in vitro a la dénervation qu'in vivo (Lassalle et al, 1985b ;
Oudkhir et al, 1986) : la réactivité du blastétme a des substances
mitogénes s'en trouvera donc amoindrie si la mesure de [I'activité
prolifératrice est effectuée sur l'ensemble du blasteme. D'autre part,
I'épiderme peut migrer sur la surface d'amputation du blast®me et entourer
compléetement le massif mésenchymateux : dans ces conditions, les
cellules mésenchymateuses peuvent se nécroser (Lassalle, 1983) ce qui
fimitera d'autant la réactivité du blastéme aux facteurs mitogénes. Ces
deux types de bioessais (in vivo et culture de blastémes) ne permettent
pas, par ailleurs, l'étude de l'influence nerveuse en l'absence de cape
épidermique car les blastémes dépourvus de cette derniére, ou sont
rapidement réépidermisés (in vivo ) ou ne survivent pas longtemps
(culture de blastémes). Enfin, la nécessité d'utiliser des techniques
histologiques pour apprécier l'action de ces facteurs au niveau cellulaire
et de disposer d'un trés grand nombre d'animaux constituent des handicaps
importants lorsqu'il est nécessaire d'effectuer de trés nombreux tests sur
des périodes courtes.

Ces différentes raisons nous ont conduit a utiliser la culture de
cellules pour étudier les facteurs de contréle de la prolifération cellulaire
des blastemes. Afin de travailler sur des cellules qui conservent au mieux
leurs caractéeres de cellules blastémales, nous avons utilisé uniquement
des cultures primaires. D'autre pct, seules les cellules
mésenchymateuses ont été utilisées car il a été montré (Boilly et al,
1985a) qu'elles sont plus sensibles que celles de la cape épidermique, au
"facteur neurotrophique” et que par ailleurs, elles sont la cible du "signal
de division" émanant de la cape épidermique.

Nous décrirons d'abord dans ce mémoire le comportement des cellules
mésenchymateuses de blastéme cultivées in vitro (Chapitre |) puis nous
analyserons la réponse de ces cellules en présence d'extraits nerveux
(Chapitre 1), de facteurs mitogénes purifiés a partir du tissu nerveux
(Chapitre 1l et IV) et enfin d'extrait de cape épidermique (Chapitre V).
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MATERIEL ET TECHNIQUES

I - Techniques opératoires

Nous avons utilisé des larves d'Axolotl (Ambystoma mexicanum )
élevées au laboratoire a la température de 23 + 1°C dans I'eau du robinet ;
elles sont nourries a l'aide de larves de chironome et de foie de boeuf
haché.

Les animaux agés de 9 & 15 mois (7 cm a 9 cm de longueur, queue non
comprise) sont amputés sous anesthésie (MS222 Sandoz a 1 %.) au niveau

du bras juste en arriéere du coude et placés en groupe dans des cuvettes.
Lorsque les blastémes atteignent le stade cdne (1 a 2 semaines environ
apres l'amputation) ils sont prélevés sous anesthésie a i'aide de ciseaux
fins ; nous veillons toujours & ce que le niveau de prélevement soit situé
1 a 2 mm au dela du plan d'amputation initial. Les blastémes sont ensuite
désinfectés dans 3 bains successifs de liquide de Ringer contenant de la
pénicilline (175 U/ml) et de la streptomycine (175 pg/ml) (Eurobio).
L'épiderme des blastemes est alors séparé mécaniquement du mésenchyme
-a l'aide de pinces fines. Le massif mésenchymateux est récupéré et les
cellules correspondantes isolées. Des expériences préalables ayant montré
que les traitements enzymatiques utilisés pour libérer les cellules de leur
matrice extracellulaire étaient néfastes, nous avons procédé a lisolement
de ces celllules par essaimage naturel a partir de l'explant. Le massif
mésenchymateux est placé sur le fond d'une boite de culture de 35 mm de
diameétre contenant 0,5 ml de milieu ; deux massifs mésenchymateux sont
placés dans chaque boite a proximité l'un de l'autre. Afin de favoriser
'attachement et la migration des cellules ,les massifs mésenchymateux
sont recouverts d'une lamelle de verre ,aprés avoir subi une légére
dissociation mécanique a l'aide de fines pinces ; 24 h. aprés le dépdt des
massifs mésenchymateux, on ajoute 1 ml du méme milieu ; la lamelle
recouvrant les explants est alors immergée

Il - Conditions de culture



Le milieu de culture de base est constitué de MEM Earle (Seromed)
dilué a 90 % contenant 0,28 U/mi d'insuline (Sigma), 2 mM L. glutamine
(Sigma), 1079 pug/mi de L Thyroxine (Sigma), 0,2 ug/mli de somatotropine
(Sigma), 0,2 pg/ml d'hydrocortisone (Sigma), (ces trois hormones
permettant une meilleure migration cellulaire) de la pénicilline (100
U/ml) et de la streptomycine (100 pg/ml). Ce milieu , tamponné par
addition de NaHCO3’ 2,2 mg/ml est ensuite passé a travers un filtre 0,45

um (Millipore) ; son pH est voisin de 7,3 et la pression osmotique oscille
entre 250 et 255 mOsm.

Les boites de culture ont été traitées ou non par de la gélatine a 1 %
ou de la polylysine a 10 % . Le plastique non traité, ou le traitement a la
gelatine ou a la poly L lysine se sont avérés peu propices a l'essaimage de
cellules a partir de I'explant. Les boites traitées avec du collagéne de type
| (Cerad) ou Falcon type Primaria traitées pour primocultures ont par
contre donné d'excellents résultats ; ces derniéres ont été utilisées dans
toutes nos cultures.

Les cultures sont menées pendant une durée de 16 jours dans une
étuve maintenue a 25°C et dont l'atmosphére contient 2 % de CO, . Le

milieu de culture est changé 2 fois par semaine .
HlI -Techniques d'observation

Le mésenchyme blastémal a été préalablement étudié au microscope
photonique sur coupes (6 um) de blastéemes colorés au picro-indigo carmin.
Les cultures sont observées sur le vivant sur un microscope inversé a
contraste de phase Diavert (Leitz) ou aprés fixation des cellules pendant 1
min. aux vapeurs d'osmium puis coloration pendant 3 minutes au Giemsa R
(RAL) et ringage a I'eau du robinet, ou au bleu Alcyan 0,5% pH 1 & 1,5.

IV -Mesure de I'activité prolifératrice

La synthese de DNA a été visualisée sur des cultures incubées 24 h.
en présence de 5 bromodéoxyuridine (5 BrdU) et de déoxycytidine puis fixée
par de I'éthanol 75° a 5°C pendant 1 h. ; aprés dénaturation du DNA par
incubation pendant 20 min. dans HCIl 1,5 N a la température ambiante, la
culture a été mise en contact avec un anticorps monoclonal anti-5 BrdU
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(Partec) pendant 1 h a 37°C ; l'anti-5-BrdU a été révélé par
immunofluorescence indirecte a l'aide d'un conjugué anti-souris IgG FITC
(Sigma). Dans ces conditions ,les celiules en phase S pendant la durée de
l'incubation présentent un noyau dont la chromatine est fluorescente (Raza
et al 1984, 1985). :

La mesure de l'indice mitotique est réalisée au 16éme jour de culture
aprés 48 h. de traitement & la colchicine (20 pg/ml )(Serva). Les cellules
en mitose sont décomptées autour de l'explant dans les cellules ayant
essaimé a partir de ce dernier ; cette numération est effectuée sur le
vivant en contraste de phase ,puis la culture est fixée et colorée et le
nombre total de cellules ayant essaimé est alors compté : l'indice
mitotique est représenté par le rapport du nombre de mitoses apparaissant
pendant les 48 derniéres heures de la culture sur le nombre total de
cellules de la zone d'essaimage X 100, le calcul étant effectué sur un total
de 7 a 10 boites de culture (soit 14 & 20 blastéemes). Les moyennes
obtenues sont comparées et analysées a l'aide du test de Student. La
signification des résultats est donnée aux risques 1% et 5%. Le nombre de
cas pour chaque échantillon est indiqué dans les tableaux.

V - Utilisation des inducteurs mitogénes

Dans toutes nos expériences, excepté pour le sérum foetal de veau
(SVF) et l'extrait embryonnaire de boeuf (EEB), l'inducteur mitogéne &
tester est ajouté au milieu de base 6 jours avant le terme de la culture.
L'ultime changement de milieu s'effectue 48 H avant la fixation des
cellules. Ce dernier milieu comprend alors le facteur mitogene a une dose
strictement identique a celle utilisée précédemment, et la colchicine qui,
par sa présence, bloquera les divisions cellulaires pendant 48 H (Fig 1).

VI - Dosage des protéines

Les protéines des différents extraits sont dosées selon la technique
de Lowvry et al (1951) modifiée par Markwell et al (1978) Les protéines
sont colorées par le réactif de Folin en présence de cuivre en milieu
alcalin. La coloration obtenue, qui est proportionnelle & la quantité de
protéines, est mesurée au spectrophotométre a la longueur d'onde de 660
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nm. La courbe étalon est établie & partir d'une solution de sérum albumine
bovine (SAB).
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CHAPITRE |

OBTENTION ET UTILISATION DE LA CULTURE DE CELLULES
MESENCHYMATEUSES DE BLASTEME DE REGENERATION.

. - INTRODUCTION

L'utilisation de la culture cellulaire dans la recherche des facteurs
contrblant la prolifération du blastéme de régénération implique :

- que les conditions de cuiture permettent & des cellules blastemales
isoléees de manifester in vitro les mémes potentialités qu'in vivo,
c'est-a-dire qu'elles soient capables de proliférer activement et de se
différencier ;

- que les cellules blastémales isolées soient susceptibles de réagir a
des inducteurs mitogénes reconnus comme stimulant la prolifération de
ces cellules. Parmi ces inducteurs, nous avons retenu linsuline dont on
sait qu'elle est capable d'augmenter significativement l'index mitotique du
blasteme de régénération.

Dans ce chapitre, nous décrirons les conditions de culture des cellules
meésenchymateuses de blastéme et leur évolution, notamment en ce qui
concerne leur capacité prolifératrice en présence d'insuline.

Il. -TECHNIQUES

La prolifération des cellules mésenchymateuses a été appréciée dans
le milieu de base seul ou supplémenté par 10 % de sérum foetal de veau
(Seromed)(SVF) ocu 2,5 % d'extrait embryonnaire de boeuf (Gibco) (EEB) ;
ces derniers ont été ajoutés dans le milieu de base dés la mise en culture.
D'autre part, le role de l'insuline a été apprécié en l'absence de SVF ou de
EEB ; dans tous les cas, linsuline est ajoutée au milieu de culture de base
6 jours avant le terme de la culture.

Compte-tenu de la présence permanente de 0,28 U/ml d'insuline dans
le milieu de base , l'addition de quantité croissante (de 0,14 a 0,56 U/ml)
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d'insuline 6 jours avant le calcul de l'indice -mitotique, met la culture en
présence de concentrations d'insuline comprises entre 0,28 U/ml et 0,84
U/ml (respectivement 0,28 ; 0,42 ; 0,56 ; 0,63 ; 0,70 et 0,84 U/ml)

. - RESULTATS

A) Description du mésenchyme blastémal au moment du
prélévement.

Au stade céne ,le mésenchyme blastémal apparait au microscope
photonique comme étant constitué de nombreuses cellules ayant le méme
aspect histologique, disposées de fagon désordonnée et le plus souvent
noyées dans un matériel fibreux riche en collagéne (fig.2). Des amas de
cellules sanguines, notamment des érythrocytes, rompent la manotonie
histologique du blastéme ; a la périphérie ,apparaissent des mélanocytes a
longues ramifications cytoplasmiques. Les cellules mésenchymateuses
présentent un noyau ovoide caractérisé par une chromatine homogéne et la
présence de 2 nucléoles ; le cytoplasme apparait homogéne (fig 3); l'indice
mitotique est de 2,26+0,80.

B) Evolution du mésenchyme blastémal au cours de la culture.

1) Culture en l'absence d'extrait embryonnaire.

Au cours de ce travail, nous nous sommes intéressés uniquement
aux cellules essaimant naturellement & partir d'un explant posé sur le fond
de la boite (cf techniques). Les premiéres cellules sortent de l'explant dés
le 4éme jour suivant la mise en culture en particulier au niveau de la
surface du blasteme oU la basale n'existe plus (fig.4); elles s'allongent
d'abord radialement par rapport au blastéme, serrées les unes contre les
autres, puis se détachent de celui-ci ; elles peuvent alors rester en amas
compacts ou s'isoler : elles adoptent dans ce cas une forme étoilée(fig.5).
Il s'agit de cellules de grande taille (20 X 40 um) pourvues d'un noyau
ovoide a 2 nucléoles ; le cytoplasme apparait homogeéne. On peut observer
des mélanophores reconnaissables a leurs longs prolongements
cytoplasmiques ; ces cellules sont les premiéres a sortir de l'explant
(fig.6 et7). A partir de ce stade le halo cellulaire entourant l'explant va
s'étendre de plus en plus ; a 7/8 j. aprés la mise en culture ,il constitue
une couronne de 150 a 200 um de largeur (fig. 8).

Des le 7éme jour apparaissent des mitoses d'abord a la périphérie de
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I'explant puis a l'intérieur du halo cellulaire (fig. 9). Parallelement a la
prolifération cellulaire qui va aller en s'amplifiant on assiste a des phases
de différenciation. Des alignements cellulaires d'abord de 2 a 3 cellules
puis plus, évoquant des myotubes apparaissent dés le 8/9éme jour mais
leur fréquence reste toujours faible (fig. 10). Des nodules cartilagineux,
reconnaissables a la disposition cellulaire concentrique (fig. 11) et la
coloration Bleu Alcian positive de leur matrice ,se manifestent dés les
9/10éme jour ; ces nodules apparaissent aussi bien dans I'explant
notamment & sa périphérie ol ils sont plus visibles, que dans la zone
d'essaimage ; leur fréquence est plus élevée que celle des myotubes ; 3
boites sur 10 en possédent (1 a 3 nodules par boite). Le halo cellulaire
' progresse a mesure que le temps de culture s'allonge. 17 jours aprés la
mise en culture les cellules ayant essaimé forment un réseau cellulaire
dense (fig. 12) dans lequel on apergoit de nombreuses mitoses aprés action
de la colchicine ; les cellules en division sont arrondies, trés refringentes
et facilement reconnaissables' (fig. 13); elles ont pratiquement perdu toute
adhérence avec le substrat ; leurs chromosomes apparaissent nettement en
plaque équatoriale(fig. 14). La culture commence a péricliter 3 semaines
environ aprés |'explantation ; les symptomes de dégénérescence cellulaire
se manifestent nettement par I'apparition de nombreuses vacuocles
cytoplasmiques puis par fragmentation et pycnose nucléaires (fig. 15). La
détermination de l'indice mitotique a toujours été effectuée 16 jours
apres le début de la culture, époque a laquelle elle est en pleine
croissance. Dans le milieu de base, l'indice mitotique est compris entre 1
et 2 % (1,59 = 0,69 moyenne établie a partir de 90 cultures) aprés 48 h. de
traitement a la colchicine. La synthése de DNA est attestée par
I'incorporation de 5-bromodéoxyuridine (fig. 16) ; elle se poursuit tout au
long de la cuiture.




.

o A

:".-,y', - ey,




15

Fig. 2. Coupe de blasttme de régénération de membre d'Axolot! (stade
cone). L'épiderme (Ep) et le mésenchyme (Me) du blastéeme sont séparés par
une basale bien nette (astérisque). Parmi les cellules mésenchymateuses
dont certaines sont en mitose (fléches), on distingue quelques hématies ;
contrairement a !'épiderme le massif mésenchymateux apparait inorganisé.
Coloration : picroindigo carmin. X 200

Fig. 3. Cellules mésenchymateuses de blastéme en culture. Remarquer la
présence de 2 nucléoles par noyau. X 350

Fig. 4. Explant mésenchymateux (E) aprés 4 jours de culture, la basale s'est
maintenue sur la partie gauche de l'explants (fleche) ; sur la partie droite
les cellules s'allongent vers l'extérieur de l'explant. Les taches noires
présentes a la surface de I'explant représentent des amas de mélanophores.
Contraste de phase. X 100

Fig. 5. Explant mésenchymateux (E) aprés 4 jours de culture. Détail d'un
bord de l'explant a partir duquel essaiment les cellules. A ce stade
existent de nombreux déchets (points noirs, particules refringentes)
provenant de cellules nécrosées. Contraste de phase. X 220

Fig. 6. Explant mésenchymateux (E) aprés 4 jours de culture. Parmi les
nombreux debris cellulaires remarquer la présence de 2 mélanophores.
Contraste de phase. X 100

Fig. 7. Détail d'un mélanophore. Giemsa. X 350
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Fig. 8. Cellules mésenchymateuses isolées a partir d'un explant.
Remarquer l'aspect allongé des cellules. Contraste de phase. X 100.

Fig. 9 a et b. Figures mitotiques (fleches) au sein des cellules
mésenchymateuses ayant essaimé a partir d'un explant (16 jours de
culture). Contraste de phase. X 450 ’
Fig. 10 a) Alignement celiulaire évoquant des myotubes (16 jours de
culture). Contraste de phase. X 100

b) Détail d'un alignement cellulaire ; remarquer la présence de 5 noyaux
disposés l'un derriére l'autre. Giemsa. X 350

Fig. 11 a et b. Disposition concentrique de cellules mésenchymateuses
représentant des nodules cartilagineux (fleches). En b, le nodule occupe
pratiquement l'ensemble de l'explant. Contraste-de phase. X 100
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Fig. 12. Réseau cellulaire formé a partir d'un explant mésenchymateux (E)
aprés 17 jours de culture. Giemsa. X 80

Fig. 13. Aspect des cellules mitotiques en culture aprés action de la
colchicine (fleches) ; trés réfringentes, ces cellules arrondies présentent
un chromatine filamenteuse réprésentant des chromosomes. Contraste de
phase X 220

Fig. 14 a et b. Plaques métaphasiques de cellules mésenchymateuses en
culture apres action de la colchicine. Contraste de phase. a) X 450 b) X
1000

Fig. 15 a et b. Cellules mésenchymateuses en dégénérescence (fleches) :
vacuolisation cytoplasmique (15 a), fragmentation nucléaire (15 b).
Giemsa. X 350

Fig. 16. Noyaux ayant incorporé de la 5-bromodeoxyuridine et rendu
fluorescents par la fixation d'anti 5-BrdU FITC. Remarquer la présence de
noyaux non fluorescents (fleches) et correspondant a des cellules hors
cycle ou hors phase S pendant la période d'incubation. X 350
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2) Culture en présence d'extraits embryonnaires.
L'adjonction de SVF ou de EEB au milieu de base exerce un effet
posifif sur les cultures. En particulier le SVF favorise la migration
cellulaire a partir de l'explant permettant ainsi ['apparition de mitoses
plus précocement que dans le milieu de base seul. La prolifération
cellulaire est fortement stimulée (indice mitotique de 5,99 +1,46) et la
survie cellulaire nettement améliorée la culture peut atteindre 4
semaines sans apparition de symptomes de dégénérescence.
Par contre 'EEB ne semble pas, aux concentrations utilisées, avoir d'
effet particuliérement net sur la migration cellulaire ; néanmoins il
stimule la prolifération puisque l'indice mitotique atteint 2,3 %
(2,32+0,83) en présence d'extrait employé a la concentration de 2,5 %.
C) Influence de [I'insuline sur Ila
blastemales in vitro
Les résultats obtenus montrent que le taux de prolifération est
proportionnel a la concentration d'insuline jusqu'a 0,63 U/ml d'insuline
concentration a partir de laquelle on atteint un plateau correspondant a un
indice mitotique 6 fois supérieur a celui obtenu dans le milieu de base
(tableau 1 et fig.17).

prolifération des cellules

Concentration
0,42 , R . 0,84

(U/ml) 0,28 0,56 0,63 0,70

Indice

. 1,40+0,37 | 4,70+1,49 | 6,81+1,15 | 9,44+1,50 | 8,72+1,52 |10,15%1,54
mitonque (6) (6) %) %) @) ©)

(%) ek Aok Aeke *k ek
Tableau | - Indice mitotique (en %) de cellules mésenchymateuses de

blasteme d'Axolotl placées en présence de concentrations croissantes
d'insuline (en U/ml). Entre parenthéses, nombre de boites sur lesquelles




Nature du tissu Especes Auteurs Année
Rana pipiens Freed et Mezger-Freed 1969-70
Xenopus laevis Arthur et Balls 1971
Taricha torosa Chakulas, Tsai et Scheuing 1973
Ti Xenopus laevis Pudney, Varma et Leake 1973
1s5u Xenopus laevis Anizet et Picard 1981
larvaire Xenopus laevis Bereiter et al 1981
Bombina orientalis Ellinger, Sharif et Bemiller 1983
Rana catesbeiana Nishikawa et Yoshizato 1985
Bufo marinus Rosaura et de Montbrun 1972
Cellules Bufo bufo Lenfant 1973
sanguines Xenopus laevis
Pleurodeles waltlii
Xenopus laevis Chinchar et Sinclair 1978
Tissu Notophthalmus Cameron 1983
adulte viridescens
Notophthalmus Schrag et Cameron 1983
viridescens
Notophthalmus Jabaily et Singer 1982
Cellules viridescens
blastémales Ambystoma Hinterberger et 1983
mexicanum Cameron
Tableau 2

Références bibliographiques relatives 2 la culture cellulaire chez les Amphibiens
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le calcul a été réalisé.

Le test t de Student est utilisé pour comparer l'indice mitotique des
cellules mésenchymateuses en présence de doses croissantes d'insuline par
rapport a l'indice mitotique des cellules mésenchymateuses cultivées dans
le milieu de base (0,28 U/ml) +=p <0,05 ; «+=p <0,01.

IV. - DISCUSSION

Nos résultats montrent qu'il est possible de cultiver dans de bonnes
conditions les cellules mésenchymateuses de blastéme de membre d'A.
mexicanum et que celles-ci sont susceptibles de répondre a un signal
mitogéne.

Jusqu'a présent les cultures cellulaires d'Amphibiens ont concerné
des tissus embryonnaires larvaires ou adultes (Tableau 2).

Par contre, peu de travaux concernent les cellules de blastémes de
régénération ( Jabaily et Singer, 1982 ; Hinterberger et Cameron, 1983 )
et ce, bien que la culture de blastemes ait été largement utilisée (Tableau
3) ; en outre, ils sont centrés uniquement sur [|'observation du
comportement des cellules en culture ; dans les deux cas étudiés, les
auteurs ont constaté la prolifération des cellules blastémales in vitro et
observé la différenciation de myotubes ; aucun ne s'est intéressé au
contrdle de la prolifération de ces cellules in vitro .

Dans notre systéme, l'indice mitotique dans le milieu de base est
relativement élevé (entre 1 et 2 %), compte .enu du fait que les cellules
évoluent en l'absence d'épiderme et de stimulation nerveuse. On sait, en
effet, que I'épiderme cicatriciel recouvrant le blastéme (cape épidermique)
joue un rdle important dans la croissance de ce dernier (Revue dans
Thornton, 1968 et Wallace, 1982) . Il a été montré in vivo en particulier
que le remplacement de la cape épidermique par de la peau entraine l'arrét
de la régénération (Taube, 1921); il en est de méme pour des blastémes
dénudés et implantés dans le corps (Goss, 1956 ; Stocum et Dearlove,
1972) ; d'autre part, in vitro , l'indice mitotique (ainsi que la synthése de
DNA) du mésenchyme blastémal cultivé en l'absence de cape épidermique
est toujours inférieur a celui de blastéme complet (Globus et al, 1980). On
sait aussi (Revue dans Singer, 1974, 1978 ; Geraudie et Singer, 1984) que
les blastémes dépourvus d'innervation ont leur croissance bloquée (si la
dénervation est réalisée pendant la phase de dépendance nerveuse, c'est &




Espece Auteur Année
Triturus cristatus Lecamp 1948
Diemictylus viridescens Fimian 1959
" " Grillo et al 1968
Ambystoma maculatum Stocum 1968
Triturus viridescens Dresden et Gross 1970
Diemictylus viridescens Bromley et Angus 1971
Notophthalmus viridescens Foret et Babich 1973
" " Babich et Foret 1973
Triturus viridescens Dresden et Moses 1973
Diemictylus viridescens Vethamany-Globus et Liversage 1973
" " Globus et Liversage 1975
Ambystoma mexicanum Liversage et Globus 1977
Notophthalmus viridescens Globus et Vethamany-Globus 1977
"” ” Choo et al 1978
" ! Vethamany-Globus et al 1978
" " Carlone et Foret ' 1979
" " Connetal 1979
" ” Globus et al 1980
! ” Carlone et al - 1981
! y Choo et al 1981
” " Mescher et Loh 1981
" ! Tomlinson et al 1981
Tomlinson et al 1982
" ! Globus et al 1983
Pleurodeles Waltlii Lassalle 1983
Notophthalmus viridescens Vethamany-Globus et al 1984
" " - Mescher et Munaim 1984
" " Tomlinson et al 1984
" " Munaim et Mescher 1986
B . T\
\LILLE,
Tableau 3

Références bibliographiques relatives a la culture de

régénération.

blastéme de
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dire jusqu'au stade cone moyen) ou ralentie (si la dénervation est pratiquée
aprés ce stade). /In vitro , la dépendance nerveuse des blastémes a aussi été
démontrée par un certain nombre d'auteurs (Globus et Liversage, 1975 ;
Globus et Vethamany-Globus, 1977; Vethamany-Globus et ai, 1978 ;
Carlone et Foret, 1979 ; Tomlinson et al, 1981 ; Lassalle, 1983 a et b ;

Lassalle et al, 1985 ; Oudkhir et al, 1985) ; comme in vivo la dénervation
entraine en effet une diminution importante de la synthése de DNA et de
l'indice mitotique des blastémes cultivés in vitro.

Dans nos conditions de culture cellulaire excluant la participation de
['épiderme et du systéme nerveux on devrait donc s'attendre & un indice
mitotique faible, en tout cas inférieur a celui des blastemes évoluant in
vivo ; or, il ne lui est guére inférieur. Ce résultat doit étre relativisé si
nous tenons compte a la fois des conditions de mesure de l'indice mitotique
d'une part et des conditions de culture d'autre part. En effet, nous incluons
dans le calcul de l'indice mitotique toutes les mitoses se déroulant
pendant un laps de temps correspondant a4 48 h. (en raison de l'addition de
colchicine 2 jours avant le comptage des mitoses) alors que la mesure de
I'indice mitotique in vivo ne concerne que les cellules en mitose au
moment de la fixation. D'autre part, les cellules de nos cultures évoluent
en présence d'une quantité non négligeable d'insuline (0,28 U/ml) hormone
dont on sait qu'elle stimule l'activité prolifératrice des blastémes in vitro
(Globus et Liversage, 1975 ; Vethamany-Globus et al, 1978 ; Mescher et
Loh, 1981 ; Lassalle, 1983 a et b). Ces conditions ont été choisies afin de

limiter le risque d'erreur dans le calcul de l'indice mitotique, car dans les
conditions normales, absence de colchicine et d'insuline, l'indice mitotique
est particulierement faible ; il était donc nécessaire d'augmenter le
nombre de mitoses afin de rendre le décompte de celles-ci significatif ;
d'autre part il fallait que cette augmentation de l'indice mitotique soit
compatible avec la persistance d'une réactivité des cellules a un facteur
mitogéne afin d'en apprécier [l'efficacité. Ces conditions sont réalisées
puisque nous avons constaté que la culture est encore capable d'étre
stimulée par des concentrations croissantes d'insuline. En effet, nous
avons observé une élévation de l'indice mitotique proportionnellement a la
concentration d'insuline utilisée et ce jusqu'a une concentration de 0,63
U/ml niveau a partir duquel l'augmentation de la teneur du milieu en
insuline n'augmente plus l'indice mitotique. Un comportement semblable
des cellules blastémales vis a vis de l'insuline a été obtenu sur des
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blastemes cultivés in vitro (Lassalle, 1983 a et b ; Mescher et Loh, 1981).
Toutefois, a la concentration maximale utilisée par les auteurs
(correspondant a 0,28 U/ml) le plateau n'est pas atteint ; il semble
cependant que celui-ci puisse I'étre chez le Pleurodéle pour une
concentration inférieure (0,42 U/ml) a celle utilisée dans notre systeme
(Lassalle, communication personnelle).

Il apparait donc qu'en culture cellulaire, le mesenchyme blastémal
réagit a l'insuline de la méme fagon que les blastémes cultivés in vitro. La
culture de cellules mésenchymateuses apparait donc comme un bon
systéme pour rechercher les facteurs conirdlant la prolifération cellulaire
des blastemes de régénération. En outre, ce systéme permet d'observer
directement les processus de différenciation qui peuvent se présenter au
cours de la culture. La myogenése et la chondrogénése apparaissent comme
étant relativement fréquentes dans des cultures de cellules
mésenchymateuses de blasteme. L'apparition dans les cultures de
structures évoquant des myotubes signalée par Jabaily et Singer (1982) a
aussi été observée par Hinterberger et Cameron (1983) , notamment en
présence d'extrait embryonnaire de boeuf (EEB) et en milieu enrichi en Ca2+
(1,8 mM). L'addition d'EEB favorise de la méme fagon la chondrogenése ; en
son absence la chondrogenése est Ilimitée et les myotubes absents ;
'addition de FGF (50 ng/ml) restaurerait partiellement les capacités
.différenciatrices du mésenchyme en culture. Contrairement a ces auteurs
nous avons obtenu une différenciation cartilagineuse et musculaire en
'absence d'EEB. Il est vraisemblable que celle-ci soit liée a la densité
cellulaire qui varie en fonction de la taille et du nombre de blastémes
explantés, et qui pour des conditions de départ semblables peut aussi
varier en fonction de l'aspect de l'essaimage cellulaire ; Hinterberger et
Cameron (1983) avaient d'ailleurs constaté que la culture a partir de
blastémes de petite taille était moins propice a la myogenese. L'influence
de la densité cellulaire sur la chondrogenése a aussi été montrée sur des
bourgeons de membres d'embryons de poulet (Ahrens et al, 1977) et de
souris (Desbiens, 1983). D'autre part, on sait que la différenciation
chondroblastique est accélérée en l'absence de cape épidermique aussi bien
chez les embryons de poulet (Kosher et al, 1979 ; Solursh et al, 1981) ou de
souris (Desbiens et al, 1985) que dans les blastémes de régénération de
Triton (Globus et al, 1980) ; les conditions dans lesquelles évoluent les
cellules blastémales d'Axolotl in vitro (absence de cape épidermique)
représentent donc une situation favorable a la chondrogenése.
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Il apparait donc que la culture de cellules blastémales représente un
systéme propice aussi bien a I'étude du déterminisme de la différenciation
blastémale que du contréle de la prolifération cellulaire.
Ce systéme présente, par rapport a la culture de blastémes, un certain
nombre d'avantages : ‘
- accessibilité des cellules par les meétabolites et les substances dont
l'action est recherchée. :
- possibilité de contrdoler la stimulation d'un seul type cellulaire
(mésenchyme) indépendamment de la présence d'autres tissus mitogénes
(épiderme).
- observation rapide des modifications induites par l'expérimentateur.
Nous nous proposons donc d'utiliser ce systéme pour rechercher les
facteurs mitogénes liés au systéme nerveux et a |'épiderme.



CHAPITRE Il

INFLUENCE D'EXTRAITS NERVEUX SUR LA PROLIFERATION DE
CELLULES BLASTEMALES IN VITRO
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CHAPITRE II

INFLUENCE D'EXTRAITS NERVEUX SUR LA PROLIFERATION DE
CELLULES BLASTEMALES IN VITRO

l. - INTRODUCTION

Dans le chapitre précédent, nous avons montré que le systéme de
culture utilisé permet aux cellules mésenchymateuses, isolées a partir de
blasttme de régénération (stade cdéne) de membre d'Axolotl, de se
comporter comme au cours du processus de régénération, c'est-a-dire
qu'elles proliféerent activement et différencient des structures
cartilagineuses et musculaires.

D'autre part, nous avons pu constater que la prolifération de ces
cellules peut étre stimulée par linsuline, hormone dont le rble sur la
prolifération des blastémes isoiés avait déja été démontré (Globus et
Liversage, 1975 ; Vethamany-Globus et al, 1978 ; Mescher et Loh, 1981 ;
Lassalle, 1983 5 & p-)

Comme des extraits nerveux sont susceptibles de limiter ou d'abolir
les effets d'une dénervation in vivo (Lebowitz et Singer, 1970 ; Deck,
1971 ; Singer et al, 1976 ; Jabaily et Singer, 1977) ou de stimuler la
prolifération de blastémes isolés cultivés in vitro (Choo et al, 1978 ;
Carlone et Foret, 1979 ; Mescher et Loh, 1981 ; Choo et al, 1981 ; Carlone
et Rathbone, 1985), il importait de savoir si des cellules blastéemales
isolées étaient susceptibles de répondre aussi a l'addition d'extraits
nerveux au milieu de culture afin de pouvoir utiliser ce systéme
experimental, plus propice que la culture de blastéme pour ce type de
travail, a la recherche des facteurs mitogénes intervenant au cours de la
régénération du membre.

Nous rapporterons dans ce chapitre les résultats obtenus a l'aide
d'extraits nerveux hétérologues ou homologues et provenant d'animaux non
amputés ou en cours de régénération.
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. - TECHNIQUES

Les tissus nerveux sont prélevés et placés immédiatement dans une
solution de Ringer maintenue a O°C par de la glace fondante. Broyés a l'aide
d'un homogénéiseur de Potter, centrifugés a 25000 g pendant 1 h, le
surnageant est ensuite récupéré et sa richesse en protéine déterminée.

Les extraits nerveux proviennent de :

- cerveau d'embryon de Poulet agés de 12 jours. Cet extrait est mis en
présence des cellules mésenchymateuses a des concentrations comprises
entre 40 et 200 ug/ml

- cerveau et moelle épiniére de Pleurodele adulte. Les concentrations
utilisées sont de 8 ; 15 et 30 ug/mi

- moelle épiniere d'Axolotl :

a) moelle épiniére d'animaux non amputés agés de 15 mois

b) moelle épiniére d'animaux amputés agés de 15 mois

c) moelle épiniére d'animaux amputés agés de 30 mois

L'extrait de moelle épiniére (a) est utilisé a des concentrations de 15,
30, 60 et 120 ug/mi.

L'extrait de moelle épiniere (b) est utilisé a une seule concentration
(30 pug/ml) la moelle épiniére étant prélevée 7 jours aprés I'amputation ou
14 jours aprés 'amputation.

Il est important de noter que chez un animal de 15 mois ("jeune") 14
jours correspond au temps nécessaire pour obtenir un blastéme stade cdne.

L'extrait de moelle épiniere (c¢) est aussi utilisé a une seule
concentration (30 pg/ml). Dans ce cas, la moelle épiniére provient
d'animaux "agés" (30 mois) amputés depuis 14 jours. Les animaux Aagés
présentent aprés 14 jours une formation blastémale équivalente a celle
obtenue aprés 7 jours chez un animal jeune.




Ml (%)

100 }-

Témoin 5 10 20 ul/mi

Fig. 18. Influence de la concentration c¢'une solution de Ringer (en
pllml) sur lindice mitotique (MI). Les résultats sont exprimés en
pourcentage par rapport au temoin (0 ul, Ml = 100).
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Ill. - RESULTATS

Nous examinerons successivement les résultats obtenus aprés
addition au milieu de culture d'extraits nerveux hétérologues (cerveau
d'embryon de Poulet, cerveau et mcelle épiniére de Pleurodéle adulte) et
‘homologues (moelle épiniére d'Axolotl). Au préalabie, nous apprécierons
I'effet éventuel du milieu de préparation de l'extrait nerveux (liquide de
Ringer) et d'une charge protéique (gammaglobuline bovine) sur la
prolifération des cellules mésenchymateuses.

A) Influence du liquide de Ringer et de la gammaglobuline
bovine (=GGB).

L'addition de 5 a 20 ul/ml de liquide de Ringer (Tableau 4, Figure 18)
ou de 2 a 30 ng/ml de GGB (Bio-Rad) (Tableau 5, Figure 19) au milieu de
culture ne modifie en rien le comportement des cellules blastémales ;
l'index mitotique se maintient a une valeur trés proche de celle observée
chez les témoains (de l'ordre de 2%).

Concentration 0 5 10 20
(ug/ml)
Indice
mitotique 2,10 £ 0,67 2,35 +£0,57 2,22 £0,54 2,04 £ 0,45
(%) N €)) ) M

Tableau 4 - Indice mitotique (en %) de cellules mésenchymateuses de



Ml (%)

wl L1

Témoin 2 5 10 30 ng/mi

Fig. 19. Influence de la concentration de gammaglobuline bovine
(en pug/ml) sur l'indice mitotique (MI). Les résultats sont exprimés en
pourcentage par rapport au témoin (0 wg, Ml = 100).
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blastemes d'Axolotl placées en présence de concentrations croissantes de
liqguide de Ringer (en ui/mi). Entre parenthéses, nombre de boites sur
lesquelles le calcul a été réalisé.

Concentration 0 2 5 10 30
(Hg/ml) ’

Indice
'mitotique 2,30+£0,83 | 2,211+0,62 1,88+0,53 | 2,45+0,86 | 1,80%0,52

(%) 6) 6) 6) (6) (6)

Tableau 5 - Indice mitotique (en %) de cellules mésenchymateuse de
blastemes d'Axolotl placées en présence de concentrations croissantes de
gammaglobuline bovine (en pg/ml). Entre parenthéses, nombre de boites
sur lesquelles le calcul a été réalisé.

B) Influence d'extraits nerveux hétérologues.

L'addition dans le milieu de culture d'extrait nerveux provenant de
cerveau d'embryon de Poulet (Tableau 6, Figure 20) ou de cerveau et de
moelle épiniere de Pleurodéle adulte (Tableau 7, Figure 21) stimule dans
tous les cas la prolifération des cellules blastémales.



Ml (%)

700 }
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400 k ]

300 }
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100 ¢ 1

Témoin 40 100 200 ug/mli

Fig. 20. Influence de la concentration d'un extrait de cerveau
d'embryon de Poulet (en pg/ml) sur l'indice mitotique (MI). Les
résultats sont exprimés en pourcentage par rapport au témoin (0 ug,
Mi=100)

MI (%)

800
700 ¢
600
500
400 |
300 ¢ ]

@ Témoin 8 15 30 pg/mi

Fig. 21. Influence de Ila concentration d'un extrait nerveux de
Pleurodeéle (en pg/ml) sur lindice mitotique (MI). Les résuitats sont
exprimés en pourcentage par rapport au témoin (0 pg, Ml = 100).
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Concentration 0 40 100 200
(ug/ml)
Indice
mitotique 1,28 £ 0,30 447 £ 0,82 6,27 + 0,54 7,67 £0,86
(%) ¢ )] o (7
e sesje E2 3

Tableau 6 - Indice mitotique (en%) de cellules mésenchymateuses de
blasteme d'Axolotl placées en présence de concentrations croissantes
d'extrait de cerveau d'embryon de Poulet (enug/ml). Entre
parenthéses,nombre de boites sur lesquelles le calcul a été réalisé.

Le test t de Student est utilisé pour comparer les valeurs d'indice
mitotique des cellules en présence d'extrait nerveux par rapport au témoin
( concentration = Oug/ml) «=p <0,05; «+ = p <0,01.

Concentration 0 8 15 30
(Lg/ml)
Indice
mitotique 0,90 £ 0,19 1,38 £ 0,11 2,00 +0,74 5,50 £ 0,20 -
(%) ® Q) ) )
* _** ek

Tableau 7 - Indice mitotique (en %) de cellules mésenchymateuses de




MI (%)
500 |

400 } l

300 ¢}

200 ¢}

100 |} I

Témoin 15 30 60 120 pg/mi

Fig. 22. Influence de la concentration d'un extrait de moelle épiniere
d'Axolotl non amputés (en pg/ml) sur l'indice mitotique (MIl). Les
résultats sont exprimés en pourcentage par rapport au temoin (0 pg,
Ml = 100).
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blastemes d'Axolotl placées en présence de concentrations croissantes
d'extrait nerveux de Pleurodéle (en pg/mi). Entre parenthéses, nombre
de boites sur lesquelles le calcul a été réalisé.

Le test t de Student est utilisé pour comparer les valeurs d'indice
mitotique des cellules en présence d'extrait nerveux par rapport au témoin
( concentration = Oug/mi) » = p<0,05 ; «+ = p <0,01.

L'effet obtenu est dose-dépendant. Pour les plus fortes doses utilisées
(30ug/ml pour l'extrait de cerveau et de moelle épiniere de Pleurodéle,
200 ug/ml pour l'extrait de cerveau d'embryon de Poulet) !'indice
mitotique est multiplié par 6 ; aucun effet toxique ne s'est produit aux
doses utilisées.

C) Influence d'extraits nerveux homologues

1) Extrait nerveux provenant de moelle épiniére d'Axolotl
non amputeés. ‘

Comme précédemment, l'extrait nerveux stimule la prolifération cellulaire
de fagon dose-dépendante (Tableau 8, Figure 22). Toutefois le maximum
d'effet est obtenu a 60 pg/ml, dose au-dela de laquelle la stimulation
obtenue est moindre. Pour 80 pg/mi, l'indice mitotique est multiplié par 3.

Concentration 0 15 30 60 120
(Lg/ml) ‘
Indice
mitotique 1,9240,40 | 2,9240,39 | 4,55%0,59 | 7,2540,75 | 4,04%0,49
(%) (6) (6) 6) (6) (6)
ek ek Aok L 2

Tableau 8 - Indice mitotique (en %) de cellules mésenchymateuses de



Ml (%) |

300 | ‘[
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100 | l

Témoin ME 0f ME 7] ME 14

Fig. 23. Influence de la concentration d'un extrait de moelle épiniére
d'Axolotl (30 pg/mil), prélevée a des moments différents apres
amputation, sur l'indice mitotique (MI). Les résultats sont exprimés
en pourcentage par rapport au témoin (0 pug, Ml = 100).
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blastéme d'Axolotl placées en présence de concentrations croissantes
d'extrait de moelle épiniére d'Axolotl non amputés (en ug/mi).
Entre parentheses, nombre de boites sur lesquelles le calcul a été réalisé.
Le test t de Student est utilisé pour comparer les valeurs d'indice
mitotique des cellules en présence d'extrait nerveux par rapport au témoin
( concentration = Ouglml) = = p <0,05 ; *»+» = p < 0,01.

2) Extrait nerveux provenant de moelle épiniére d'Axolot!
amputés et de méme Aage. (Tableau 9, Figure 23).

Les animaux utilisés produisent un blastéme de stade céne en 14 jours ;
par contre, 7 jours aprés amputation, le blasteme obtenu est trés petit
(stade cbéne précoce ) se caractérisant par une prolifération cellulaire
faible.

Concentration
(kg/ml) 0 30
Durée de la
régénération 0 0 7 14
(jours)
Indice
mitotique 2,02 +0,45 4 +0,64 4,55 £ 0,66 5,74 £ 0,74
(%) ) ) )] @)
sk ok sk sk
AA

Tableau 9 - Indice mitotique (en %) de cellules mésenchymateuses de
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blastéme d'Axolotl placées en- présence d'extrait de moelle épiniére
d’'Axolotl (30 pg/ml), prélevée a des moments différents aprés
'amputation. Entre parenthéses, nombre de boites sur lesquelles le calcul
a été réalisé.

Le test t de Student est utilisé pour comparer iles valeurs d'indice
mitotique des cellules en présence :

- d'extrait nerveux par rapport au témoin ( concentration = 0 ug/ml)
+» =p <0,05; «» = p <0,01.

- d'extrait nerveux d'animaux amputés par rapport aux cellules
placées en présence d'extrait nerveux d'animaux non amputés « = p <0,05 ;
= p <0,01.

- d'extrait nerveux d'animaux amputés depuis 14 jours par rapport
aux cellules placées en présence d'extrait nerveux d'animaux amputés
depuis 7 jours. A =p <0,05; AA = p <0,01.

Les résultats obtenus a l'aide d'extraits de moelle provenant de ces
animaux en cours de régénération montrent qu'a dose égale (30 pg/ml) les
extraits provenant de moelle d'animaux amputés depuis 14 jours sont plus
efficaces (indice mitotique X 3) que ceux provenant de moelle d'animaux
amputés depuis seulement 7 jours (indice mitotique X 2,2). Ces derniers
extraits n'apparaissent pas significativement plus efficaces que ceux
provenant de moelle d'animaux non amputés (indice mitotique X 2).

3) Extrait nerveux provenant de moelle épiniére d'Axolotl
amputés et d'adges différents. (Tableau 10, Figure 24).

Afin de savoir si la différence d'activité des extraits de moelle sur
les cellules mésenchymateuses est correlée avec le temps séparant
'amputation du membre du préléevement de la moelle épiniére, ou plus
précisement avec le stade atteint par le régénérat au moment du
préléevement de la moelle épiniére, nous avons prélevé des moelles
épinieres chez des animaux d'dges différents.

Nous avons utilisé la moelle épiniére 14 jours aprés ['amputation
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Fig. 24. Influence de la concentration d'un extrait de moelle épiniere
d'Axolot! (30 pg/ml), prélevée 14 jours aprés I'amputation
d'animaux d'ages différents, sur l'indice mitotique (MI). Les résultats

sont exprimés en pourcentage par rapport au témoin (0 ug, Ml = 100).
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d'animaux jeunes qui présentent a ce moment |4, un blastéme stade cdne.
Nous avons réalisé la méme opération chez des animaux &gés, ces derniers
présentant 14 jours aprés l'amputation un petit blastéme correspondant au
stade 7 jours chez les animaux jeunes.

Comme précédemment, on constate qu'un extrait de moelle épiniére
d'animaux non amputés muitiplie par 2 l'indice mitotique de nos cultures
alors qu'un extrait de moelle épiniére provenant d'animaux jeunes amputés
depuis 14 jours et ayant régénéré un cone le multiplie par un facteur 3.

Par contre, des extraits de moelle épiniére provenant d'individus &gés
ayant été amputés depuis 14 jours et n'ayant régénéré qu'un petit blastéme
ne stimule pas plus les cellules mésenchymateuses que des extraits de
moelle épiniére provenant d'un animal jeune non amputé.

Concentration
(Lg/ml) 0 »
Durée de la :
régération 0 0 14
(jours)
. Indice : Jeune Age
rnxto;que 1,67+0,34 | 3,04+0,68 530+0,95 | 2,85+0,40
(%) 0 ) ] )]
s ol ok
e AA

Tableau 10 - Indice mitotique (en%) de cellules mesenchymateuses de
blastéme d'Axolotl placées en présence d'extrait de moelle épiniere
d'Axolotl (30 pg/ml), prélevée 14 jours aprés ['amputation chez des
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animaux d'adges différents. Entre parenthéses, nombre de boites sur
lesquelles le calcul a été réalisé.
Le test t de Student est utilisé pour comparer les valeurs d'indice
mitotique des cellules en présence :

- d'extrait nerveux par rapport au témoin (Concentration = 0 ug/mli)
+=p<0,05 ; »+ =p<0,01.
| - d'extrait nerveux d'animaux amputés par rapport a des cellules
placées en présence d'extrait nerveux d'animaux non amputés « = p<0,05 ;
= p <0,01.

- d'extrait nerveux d'animaux &gés et amputés depuis 14 jours par
rapport a des cellules placées en présence d'extrait nerveux d'animaux
jeunes amputés depuis 14 jours A = p<0,05 ; AA =p<0,01.

IV. - DISCUSSION

Les résultats obtenus montrent d'une part que des extraits nerveux
sont susceptibles de stimuler la prolifération de cellules
mesenchymateuses d'origine blastémale cultivées in vitro et d'autre part
que ['activité mitotique de ces extraits peut étre augmentée si ils
proviennent de tissus nerveux impliqués dans un processus de
régénération. Nous discuterons chacun de ces aeux points.

A) Stimulation de la proliféeration de cellules blastémales
par des extraits nerveux.

Il apparait que l'addition d'extraits nerveux au milieu de culture
stimule la prolifération des cellules mésenchymateuses de blastéme et ce,
quelle que soit l'origine du tissu nerveux. Dans les trois cas étudiés
(extrait cerveau d'embryon de Poulet, extrait de cerveau et de moelle
épiniére de Triton adulte, extrait de moelle épiniére d'Axolotl) , l'effet sur
la prolifération cellulaire apparait dose-dépendant. Un tel effet a déja été
constaté en culture de blastéme. Ainsi Choo et al (1978) ont observé une
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augmentation de 76,7% de lincorporation d'acides aminés 14C dans les
protéines de blastéme de Nofophtalmus viridescens cultivés pendant 20 h.
en présence d'extrait aqueux de cerveau de triton pour des concentrations
comprises entre 0,5 et 1,5 mg de protéines/ml de milieu. De méme,
Carlone et Foret (1979) ont constaté qu'un extrait de méme nature utilisé
a la concentration de 0,3 mg/ml de milieu multiplie par 4 ['indice
mitotique du mésenchyme blastémal de la méme espéce, aprés 24 h de
culture en présence de cet extrait. Mescher et Loh (1981) ont aussi
rapporté des observations analogues sur le méme matériel ; ces auteurs
signalent en effet que des extraits bruts de cerveau de Notophthalmus
viridescens augmentent l'incorporation de Thymidine 3H dans des
blastémes de plus de 2,5 fois (de la méme fagon d'ailleurs que le SVF) pour
une concentration optimale de 100 pg/mi. Un extrait de cerveau d'embryon
de poulet de 10 a 18 . utilisé dans les mémes conditions que
précédemment (Choo et al, 1978) stimule aussi la synthése protéique des
blastemes (+82,5% pour un extrait de cerveau d'embryon de 10 j. + 58%
pour un extrait de cerveau d'embryon de 18 j.), le principe actif étant
considéré comme correspondant & une protéine basique (Choo et al, 1981).
Plus recemment, Carlone et Rathbone (1985) ont pu extraire du cerveau
d'embryon de Poulet une substance mitogéne, le CBGF (Chicken brain
growth factor), agissant a des concentrations nanomolaires sur les
blastétmes de membre : cette substance, dont le poids moléculaire est
compris entre 2000 et 6000 d et présente un pl>8,4, serait différente de
molécules comme la substance P ou I'EGF dont l'activité sur des blastémes
avait eté mise en évidence antérieurement (Mescher et Loh, 1981 ; Globus
et al, 1983). L'activité de ces extraits sur les blastemes semble d'ailleurs
spécifique du tissu nerveux, indépendamment de son origine, car des
extraits de tissus non nerveux (muscle ou foie) voire de la serumalbumine
bovine non seulement ne stimulent pas la protéosynthése mais l'inhibe
partiellement (Choo et al, 1978). Les résultats que nous avons obtenus a
l'aide d'extraits nerveux bruts sur les cellules de blastéme vont dans le
méme sens bien que les concentrations utilisées soient beaucoup plus
faibles.

' Ce résultat pourrait s'expliquer par une plus grande sensibilité aux
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facteurs mitogénes des cellules cultivées in vitro comparativement aux
blastémes, ou encore par une concentration de facteurs mitogénes plus
importante dans la moelle épiniére par rapport au cerveau. Bien que nous
ne sachions pas si les facteurs mitogénes présents dans la moelle épiniére
sont identiques a ceux contenus dans le cerveau (Jennings et al, 1979), il
ne nous semble pas, pour l'instant, opportun de comparer l'effet des
concentrations utilisées par les différents auteurs ayant effectué ces
travaux compte tenu du fait que les méthodes de préparation difféerent et
que l'extrait utilisé n'est le plus souvent qu'un extrait brut. Il en est
d'ailleurs de méme pour nos propres résultats qui semblent révéler des
activités mitogenes différentes pour ces extraits nerveux provenant
d'espéces différentes. Il est certain qu'une standardisation des méthodes
de préparation et d'utilisation des extraits nerveux permettrait de
déterminer avec précision l'activité mitogéne d'extraits nerveux d'origine
différente ; ce travail fait d'ailleurs l'objet de recherche dans notre
laboratoire sur des lignées établies. D'autre part, une purification du (des)
principe(s) actif(s) contenu(s) dans les extraits nerveux s'avére
indispensable pour s'affranchir des inhibiteurs présents dans les extraits
bruts et dont la présence est révélée par l'utilisation de concentrations
élevées d'extrait nerveux aussi bien dans notre travail (Fig. 8) que dans
ceux d'autres auteurs (Choo et al, 1978 ; Mescher et Loh, 1981). En effet,
dans tous les cas d'essais utilisant des concentrations croissantes
d'extraits nerveux, on a observé une inhibition de la prolifération a dose
élevée (> 1mg/ml pour Choo et al, 1978 ; > 100 ung/ml pour Mescher et Loh,
1981 ; > 60 ug/ml pour nos propres travaux), cette inhibition pouvant
d'ailleurs étre réversée par l'addition de sels ferriques (Munaim et
Mescher, 1986) (voir chapitre V).

B) Modulation de I'effet mitogéne des extraits nerveux au
cours de la régénération.

Les résultats obtenus a l'aide d'extraits provenant de moelle
épiniere d'Axolotl amputés depuis 14 jours montrent clairement que
I'activité mitogene de ces extraits est supérieure (+50%) a celle d'extraits
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provenant de moelle d'animaux non amputés. Par contre, nous n'avons pas
observer d'augmentation significative de ['activité mitogene d'extraits
provenant d'animaux amputés depuis seulement 7 jours. Or, nous savons
qu'a 7 jours, le blastéme est a peine ébauché et présente une activité
mitotique faible alors qu'a 14 jours, le blastéme a atteint le stade codne,
stade caractérisé par une intense prolifération cellulaire. L'activité
mitotique du blastéme apparait donc comme étant le reflet du potentiel
mitogéne de la moelle épiniére. Ainsi les moelles épiniéres d'Axolotl,
amputés depuis 14 jours et régénérant 3 des vitesses différentes en raison
de leur &ge, présentent un potentiel mitogéne différent, les moelles
d'animaux agés et régénérant lentement, présentent un potentiel mitogéne
inférieur a celui d'animaux plus jeunes et régénérant plus rapidement. On
peut donc penser qu'il existe une corrélation étroite entre |'activité
mitogéne de la moelle épiniére (ou plus précisément entre la production de
substances mitogénes d'origine spinale) et la régénération (exprimée en

terme d'intensite de prolifération). 1l est intéressant de souligner que
lorsque le blastéme atteint le stade céne, Il'activité mitogéne de la moelle
est particulierement élevée ; c'est d'ailleurs a ce stade que la

protéosynthése dans la moelle est la plus forte (Boilly et Scaps, 1986). I
est donc raisonnable de considérer que la production de substance
mitogéne par la moelle épiniére est stimulée aprés amputation du membre

corrélativement aux besoins en cellules correspondant a I'édification du
régénérat.




CHAPITRE Ill

INFLUENCE DE L'EDGF | ET Il SUR LA PROLIFERATION DES CELLULES
MESENCHYMATEUSES EN CULTURE.
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CHAPITRE ill

INFLUENCE DE L'EDGF I ET 1l SUR LA PROLIFERATION DES CELLULES
MESENCHYMATEUSES EN CULTURE.

I. - INTRODUCTION

Dans le chapitre précédent, nous avons mis en évidence in
vitro le rble mitogéne d'extraits nerveux sur les cellules
mésenchymateuses de blastémes. Dans le cadre de la recherche de la
nature du (des) facteur(s) trophique(s) d'origine nerveuse responsable(s) de
la régénération, nous nous sommes proposés d'apprécier l'action de
substances reconnues mitogénes et d'origine nerveuse. Dans ce chapitre,
nous relaterons les résultats obtenus a l'aide du FGF, facteur de croissance
majeur du systeme nerveux (Gospodarowicz et al, 1976).

Compte tenu du faible degré de purification du FGF
disponible sur le marché, nous avons utilisé les deux formes de I'EDGF
(EDGF | et EDGF 1) purifiés a partir de rétines de bovin par le groupe de
Barritault, (Barritault et al, 1982) dont on sait maintenant qu'elles
correspondent aux FGF acide et basique (voir discussion).

Il. - TECHNIQUES
A) Préparation des facteurs de croissance

Les facteurs de croissance issus de la rétine (EDGF) sont
préparés selon la méthode utilisée par Courty et al (1985). Brievement, les
rétines provenant de bovins adultes sont prélevées sur des animaux
fralchement abattus, homogénéisées dans une solution de PBS puis
centrifugées. Le surnageant est précipité au sulfate d'ammonium et la
fraction active dialysée contre de l'acide acétique 0,IN puis contre du PBS.
Cette fraction appelée EDGF O,IN est ensuite chromatographiée sur
heparine sépharose (Pharmacia). L'EDGF | (équivalent au FGF basique,
Courty et al, 1986) est obtenu par élution de la colonne par du NaCl 1,4-1,6
M ; 'EDGF Il (équivalent au FGF acide, Schreiber et al, 1985) est élué par du
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NaCl 0,9-1,1M. L'EDGF H est enfin purifié par chromatographie liquide en
phase reverse ; a ce stade de la purification, les deux facteurs peuvent
étre considérés comme pur a 95% (Moenner et al, 1986 ; Courty et al, en
préparation). L'unité de stimulation (US) est mesurée selon Plouét et al
(1984). Briévement, les courbes dose-réponses sont obtenues par
incorporation de Thymidine 3H sur des cellules épithéliales de lentille de
bovin (BEL) en présence d'EDGF ; l'unité de stimulation est définie par la
quantité de protéine ajoutée a 1ml de milieu de culture induisant la moitié
du maximum d'incorporation de Thymidine 3H par les cellules.

L'US de I'EDGF | est de 50 pg/ml (soit 3pmol/mi), celle de I'EDGF [l de 500
pg/ml (soit 30 pmol/ml) et celle de 'EDGF 0,1N de 500 ng/ml.

B) Utilisation des facteurs de croissance

Les facteurs de croissance ont été employés seuls (1)
soit associés a I'héparine (2).

1) L'EDGF a été utilisé soit sous une forme brute (EDGF
0,1N) a la concentration de 0,01 ; 0,1 et 1 US/ml, soit sous forme purifiée
: EDGF | et EDGF Il et pour chacune de ces deux formes a trois
concentrations différentes : 0,1 ; 1 et 10 US/ml. Selon le cas, ces facteurs
ont été utilisés soit aprés lyophilisation, soit aprés congélation.

2) Les facteurs de croissance ont été testés associés a
I'héparine (Choay) ( 800 ng/mi) et a la concentration de 0,1 et 0,05 US/ml
pour EDGF | et 0,1 US/ml pour EDGF II. D'autre part, un test dose-réponse a
été réalisé pour I'héparine seule et pour quatre concentrations différentes
20,01 ;0,1 ;1et10 ug/ml.

Hl. - RESULTATS

Nous présenterons d'abord les résultats obtenus apres
utilisation des facteurs de croissance seuls, puis associés a I'héparine.

A) - Utilisation des facteurs de croissance non
associés a I'héparine

1) EDGF 0,1N
Les résultats montrent que I'EDGF 0,1N stimule l'index
mitotique en fonction de la quantité de facteur de croissance ajoutée au




MI (%)
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0 0.01 0.1 1 ~ EDGF 0.1N

Fig. 25. Influence de concentration d'EDGF 0,1N (en US/ml) sur l'indice
mitotique (MIl). Les résultats sont exprimés en pourcentage par
rapport au témoin (0 US/mi, Ml =100).
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milieu. A la plus forte dose utilisée, l'index mitotique est multiplié par un
facteur de l'ordre de 5. (Tableau 11, Fig 25).

GO rasion 0 0,01 0,1 1
Indice '
mitotique 1974£0,65 | 504:142 | 768167 | 9,57%2,12
(%)
™ ™ ® ™
ok ok dok

Tableau 11 - Indice mitotique (en %) de cellules mésenchymateuses de
blasteme de régénération d'Axolotl placées en présence de concentrations
croissantes d'EDGF 0,1 N (en US/ml, 1 US = 500 ng/ml). Entre
parentheéses, nombre de boites sur lesquelles le calcul a été réalisé.

Le test t de Student est utilisé pour comparer les indices mitotiques des
cellules mésenchymateuses placées en présence d'EDGF 0,1 N par rapport a
la culture témoin (concentration =0) «» = p<0,05; «+ = p<0,01.

2) EDGF |

Deux essais séparés ont été réalisés. Dans le premier essai, 'EDGF
| est stocké sous forme lyophilisée ; dans le second, il est conservé a
-40°C dans une solution de PBS avec 1% de sérum albumine bovine (SAB)
(Tableau 12, Fig 26 et 27). Une concentration de 1 US/m|l d'EDGF | permet
d'obtenir la plus forte stimulation de I'indice mitotique et ceci dans les
deux essais. Cette concentration permet, dans le cas le plus favorable, une
multiplication par 5,7 de l'indice mitotique. Une forte concentration (10
US/ml) n'augmente pas lindice mitotique mais semble méme ['abaisser.




Ml (%)
700 }
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300 ¢ |

100 } I

0 0.1 1 10 EDGF |

Fig. 26. Influence de la concentration d'EDGF | (en US/ml) sur !indice
mitotique (MI) (ler essai). Les résultats sont exprimés en pourcentage
par rapport au témain (0 US/ml, Mi=100).

M (%)
400 |
|
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200 | |
o0 |

0 0,1 1 10 EDGF |

Fig. 27. Influence de la concentration d'EDGF | (en US/ml) sur l"indice
mitotique (MIl) (2éme essai). Les résultats sont exprimes en
pourcentage par rapport au témoin (0 US/mi, MI=100).
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Concentration
(US/ml) 0 0,1 1 10
Indice ,
mitotique (%)| 1,74 £ 0,72 4,81 +0,93 100+ 1,72 | 966+1,43
leressai - A 9 ® ®
ook *k Kk
Indice
rr}itoﬁ.que (.%) 2,21 +0,66 5,61 1,13 6,94 + 1,67 4,84 + 1,20
2&me essai @ 0)) N ™
ok ok ook

Tableau 12 - Indice mitotique (en%) de cellules mésenchymateuses de
blastéeme de régénération d'Axolotl placées en présence de concentrations
croissantes d'EDGF | (en US/ml, 1 US = 50 pg/ml).
Le test t de Student est utilisé pour comparer les indices mitotiques des
cellules mésenchymateuses en présence d'EDGF | par rapport a la culture
témoin (concentration =0) « = p<0,05; « = p<0,01.

3) EDGF 1

Comme pour I'EDGF |, deux essais ont été réalisés avec les mémes
concentrations (0,1 ; 1 ; 10 US/ml). Dans les deux cas, I'EDGF Il est stocké
a -40°C dans une solution de PBS avec 1% de SAB pour le premier essai
mais sans SAB pour le second. De la méme maniére que pour 'EDGF |, 'TEDGF
Il stimule la prolifération en fonction de la concentration utilisée mais la
plus forte stimulation est obtenue (respectivement x 4,9 et x 4,6) avec une
dose 10 fois supérieure & celle utilisée pour I'EDGF | (Tableau 13, Fig 28 et
29).




MI (%)

500 | l
300 | l
. I
100 | .
0 0.1 1 10  EDGF Il

Fig. 28. Influence de la concentration d’'EDGF ! (en US/mI) sur l'indice
mitotique (MI) (1er essai). Les résultats sont exprimés en pourcentage
par rapport au témoin (0 US/ml, Mi=100).

MI (%)
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300 } :
I
100 |} I
B ‘m.r‘
LiLig 0 0.1 1 10 EDGF Il

Fig. 29. Influence de la concentration d'EDGF Il (en US/ml) sur l'indice
mitotique (MI) (2éme essai). Les résultats sont exprimés en
pourcentage par rapport au témoin (0 US/mi, MI=100).



42

]
Concentration | 0 0,1 1 10
US/ml
Indice
mitotique (%) 1,98 £0,51 3,93+0,75 5,85+ 1,03 9,71+ 1,71
ler essai N &) (7 (7
ek Aok o
Indice
mitotique (%) 2,20 £0,75 5,05 £ 0,89 5,88x0,73 ‘10,11 £ 1,95
2éme essai ®) | ™) @) : (M
e ke # ¥ R

Tableau 13 - Indice mitotique (en%) de cellules mésenchymateuses de
blastéme de régénération d'Axolotl placées en présence de concentrations
croissantes d'EDGF Hl (en US/mi, 1 US = 500 pg/ml).
Le test t de Student est utilisé pour comparer les indices mitotiques des
cellules mésenchymateuses en présence d'EDGF |l par rapport & la culture
témoin (concentration = 0) » = p<0,05 ; «+ = p<0,01.

B) Utilisation des facteurs de croissance associés a
I'héparine.

Deux essais ont été réalisés pour chacune des deux
formes d EDGF : EDGF | (Tableau 14, Fig 30 et 31), EDGF Il (Tableau 15, Fig
32 et 33). Dans chacun de ces essais, le facteur de croissance stimule les
cellules mésenchymateuses au méme niveau que celui observé
précédemment, indiquant une bonne reproductibilité de la réponse
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cellulaire a I'EDGF (x 2,8 pour EDGF 1 et x2 pour EDGF Il utilisés a une
concentration de 0,1 US/ml). De méme, I'héparine seule stimule de fagon
importante la prolifération cellulaire et ce, de fagon dose-dépendante
jusqu'a 1 ug/ml, dose pour laquelle le facteur de stimulation est d'environ
3 (Tableau 16, Fig 34).

Par contre, l'association de [I'héparine (800 ng/ml) aux facteurs de
croissance n'aboutit dans aucun cas a l'addition des effets obtenus
séparément avec l'une ou l'autre de ces deux substances mais plutdt a une
diminution de ces effets. Néanmoins, cette diminution d'efficacité de
I'association héparine-facteur de croissance est beaucoup moins marquée
pour I'EDGF Il que pour 'EDGF 1. En effet, pour I'EDGF 1, le facteur de
stimulation obtenu par ['utilisation de [I'association héparine-facteur de
croissance est significativement inférieur (-25% environ) a celui mesuré
aprés utilisation de ['héparine seule ; par contre, il n'est pas
statistiquement différent de celui obtenu aprés utilisation du facteur seul
tout au moins lorsque celui-ci est utilisé a la dose de 0,01 US/mI; lorsque
ie facteur est utilisé a la dose de 0,1 US/ml ; lorsque le facteur est utilisé
a la dose de 0,05 US/ml correspondant & une stimulation faible (x 1,8
contre x2,8 pour le cas précédent) l'association héparine-facteur de
croissance est plus efficace (x2,5) que le facteur seul, mais toujours
moins que |'héparine seule.

Par contre pour I' EDGF I, I'association héparine + facteur de croissance
est toujours plus efficace que I'héparine utilisée seule (+40% et +80%
respectivement pour chacun des deux essais) ou le facteur de croissance
utilisé seul (+130% et +70% respectivement pour chacun des deux essais).



MI (%)

300 |} I I

200 }

100 |

Témoin  Hep EDGF | EDGF I
+ Hep

Fig. 30. Influence de I'EDGF 1 (0,1 US/ml) et de I'héparine (800 ng/mi) sur
I'indice mitotique (Ml). Les résultats sont exprimés en pourcentage
par rapport au témoin (absence d'EDGF | et d'héparine, Mi=100).
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Fig. 31. Influence de I'EDGF 1 (0,05 US/ml) et de 'héparine (800 ng/ml)
sur l'indice mitotique (MI). Les résultats sont exprimés en
pourcentage par rapport au témoin (absence d'EDGF | et d'héparine,

MI=100).
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Concentration '
US/ml 0 -0 0,05 0,1
Héparine )
(800 ng/ml) - * - + - +
Indice /
mitotique (%) | 2,08+0,58 |6,80 + 1,06 575+ 1,13] 525 1,35
ler essal @) 7 / 7 , &
Indice i ’
mitotique(%) | 1,61 £0.41 1544 +1,022,95+0,48| 4.14 £0,76 / yd
2eme essai ™ 0 M 7

Tableau 14 - Indice mitotique (en %) de cellules mésenchymateuses de
blastéme de régénération d'Axolotl placées en présence de concentrations
croissantes d'EDGF | (en US/ml) associé (+) ou non (-) & I'héparine (800
ng/ml). Entre parentheses, nombre de boites sur lesquelles le calcul a été
réalisé.

La barre (/) indique que l'essai n'a pas été réalisé.

Le test t de Student est utilisé pour comparer l'indice mitotique ;

- de cellules mésenchymateuses en présence d'héparine par rapport a
indice mitotique de cellules mésenchymateuses en présence d'héparine +
EDGF | « = p<0,05 , *% = p<0,01

- de cellules mésenchymateuses en présence d'EDGF | par rapport a l'indice
mitotique de cellules mesenchymateuses en présence d'héparine + EDGF |
« = p<0,05 ; <= p<0,01.
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Fig. 32. Influence d'EDGF Il (0,1 US/ml) et de I'héparine (800 ng/ml) sur
lindice mitotique (MI) (ler essai). Les résultats sont exprimés en
pourcentage par rapport au témoin (absence d'EDGF Il et d'héparine,
MIi=100).
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Fig. 33. Influence d'EDGF 11 (0,1 US/ml) et de I'héparine (800 ng/ml) sur
l'indice mitotique (MI) (2éme essai). Les résultats sont exprimés en
pourcentage par rapport au témoin (absence d'EDGF |l et d'héparine,
Mi=100).




Concentration 0 0 0,1
US/ml
[éparine - + -— +
(800 ng/ml)
Indice ,
mi:o:ique (%) 2,08 £ 0,58 6,80 + 1,06 4,11 £ 0,78 9,55 _’;t 1,93
ler essai ™ ¢ M )
*
Indice : :
mi\mlique (%) 1,82 + 0,42 3,52 £ 0,72 3,72+ 0,48 6,32 + 0,80
2tme essal 7 M N )
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Tableau 15 - Indice mitotique (en%) de cellules mésenchymateuses de
blasteme de régénération d'Axolotl placées en présence d'EDGF Il (0,1
US/ml) associé (+) ou non () a 'héparine (800 ng/ml). Entre parenthéses,
ncmbre de boites sur lesquelles le calcul a été réalisé.

Le test t de Student est utilisé pour comparer l'indice mitotique ;

- de cellules mésenchymateuses en présence d'héparine par rapport a
l'indice mitotique de cellules mesenchymateuses en présence d'héparine +
EDGF Il « = p<0,05; ++« = p<0,01.

- de cellules mésenchymateuses en présence d'EDGF Il par rapport a
l'indice mitotique de cellules mésenchymateuses en présence d'héparine +
EDGF Il « = p<0,05 ; +* = p<0,01.
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Fig. 34. Influence de la concentration d'héparine (en ug/ml) sur l'indice
mitotique (M!). Les résultats sont exprimés en pourcentage par
rapport au témoin (Oug/mi, MIi=100).
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Concentration 0 |
P 0,01 0,1 10
Indice 1,93£045 2,16 £0,63 | 2,83+0,65 5,55+ 1,45 | 4,73+ 1,08
mitotiyue 6) (6) (6) (6) (6
(%) * ok A&k

Tableau 16 - Indice mitotique (en%) de cellules mésenchymateuses de
blastéme de régénération d'Axolotl placées en présence de concentrations
croissantes d'héparine (en ug/ml). Entre parenthéses, nombre de boites
sur lesquelles le calcul a été réalisé.

Le test t de Student est utilisé pour comparer les indices mitotiques des
cellules mésenchymateuses en présence d'héparine par rapport a la culture
témoin (concentration = 0) «» = p<0,05 ; «+ = p<0,01.

V. - DISCUSSION

Nous considérerons les effets de I'EDGF d'abord utilisé seul
puis en présence d'héparine.

A) Effets de I'EDGF sur la prolifération des cellules
meésenchymateuses.

Les résultats obtenus montrent que les cellules
mésenchymateuses de blastéme de membre d'Axoclotl sont capables de
réagir 4 la présence d'EDGF dans leur milieu de culture en augmentant leur
taux de prolifération et ce, de fagon proportionnelle a la dose utilisée. A Ia
dose optimale, l'index mitotique est multiplié par un facteur de l'ordre de
5 mais qui peut atteindre 5,7. Le taux de stimulation obtenu apparait donc
proche de celui atteint en présence d'extrait nerveux de Triton ou
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d'embryon de Poulet (de l'ordre de 6). Par contre, il apparait inférieur a
celui que nous avons atteint en présence d'insuline, facteur avec lequel
l'indice mitotique est multiplié par plus de 7 pour une dose de 0,84 U/mi.
(33,6 ug/ml). Néanmoins, la stimulation que nous avons obtenue a l'aide de
I'EDGF apparait la plus importante jamais obtenue sur des cellules
blastemales de Triton traitées par des facteurs de croissance d'origine
nerveuse que ce soit le FGF partiellement purifié (Mescher et
Gospodarowicz, 1979 ; Rathbone et al, 1979 ; Gospodarowicz et Mescher,
1980 ; Carlone et al, 1981 ; Mescher et Loh, 1981 ; Chew et Cameron,
1983) ou le CBGF (facteur de croissance du cerveau de Poulet) (Carlone et
Rathbone, 1985). Seuls Mescher et Gospodarowicz (1979) et Gospodarowicz
et Mescher (1980) ont testé le FGF in vivo ; ce facteur, extrait selon le
procédé de Gospodarowicz et al (1978) et correspondant a la forme
basique, a été injecté sous un volume de 5 ul de PBS dans un jeune
blasteme dénervé depuis 3 jours ; les blastémes traités, étudiés
histologiquement 24 H aprés l'injection de FGF, ont montré une bonne
stimulation de l'index mitotique proportionnellement a la dose utilisée
avec un effet maximum obtenu pour une dose de 50ug ; a cette dose, l'index
mitotique bien que multiplié par 5 par rapport aux blastéemes dénervés non
traités n'atteint que 70% de la valeur des témoins (blastémes innervés).

Dans notre cas, si l'on considére le témoin comme correspondant aux
cellules traitées par un extrait nerveux (index mitotique x 6 par rapport
aux cellules non traitées) on constate que I'EDGF améne l'index mitotique
pratiquement au méme niveau (index mitotique x 5,7 dans le cas le plus
favorable) soit 95% de la valeur obtenue en p 3sence d'extrait nerveux.
Chew et Cameron (1983) ont aussi utilisé le FGF in vivo mais dans des
membres normalement innervés et dont [|'épiderme cicatriciel était
remplacé par de la peau ; dans ce cas, le FGF utilisé a la dose de 0,1 a 0,2
ug par implant d'Elwax 40, a permis non seulement d'effacer l'inhibition de
la prolifération occasionnée par le remplacement de I'épiderme cicatriciel
par de la peau mais de multiplier par 4 l'index mitotique des blastémes
traités par rapport aux blastémes témoins. /n vitro la stimulation
observée aprés traitement de blastéemes entiers est relativement limitée.
Carlone et al (1981) n'ont, en effet, observé qu'une multiplication
maximale par 2,5 de l'index mitotique pour une dose de 10 ng/ml de FGF
pituitaire bovin, le niveau de prolifération étant dose-dépendant. De méme,
Mescher et Loh (1981) ont rapporté une multiplication par 2,5-3 de la
synthése de DNA en présence de FGF de cerveau de bovin a la dose de
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10-100 ng/ml. En culture de cellules de blasteme, le FGF n'a été utilisé
que par Hinterberger et Cameron (1983) ; toutefois, ces auteurs n'ont
utilisé qu'une seule dose de FGF pituitaire bovin soit 50 ng/ml et n'ont
signalé qu'une augmentation de l'index mitotique sans la chiffrer. En
utilisant le méme FGF (Collaborative Research) et a la méme dose, nous
avons observé qu'une augmentation de l'index mitotique de 2,5, l'indice
passant de 0,9 £ 0,3 a 24 £ 0,5 en présence de FGF. Plus récemment,
Carlone et Rathbone (1985) ont purifié partiellement un facteur de
croissance a partir du cerveau de Poulet adulte : le CBGF pour "Chick Brain
Growth Factor" ; ce facteur correspondant & un peptide basique de faible
poids moléculaire (<6000 d) est actif sur les blastémes cultivés in vitro ;
il muitiplie par 2,8 environ lincorporation de Thymidine 3H a la dose
optimale de 10 ng/ml. Il apparait donc que les auteurs ayant étudié l'effet
mitogene des facteurs de croissance d'origine nerveuse n'ont utilisé que
des facteurs basiques, que ce soit le FGF ou le CBGF ; tous ces facteurs
stimulent la prolifération des cellules blastémales de facon plus ou moins
importante.

lIs suggerent que ces facteurs pourraient correspondre au facteur
neurotrophique Brockes (1984) et Brockes et Kintner (1986) pensent aussi
que le GGF (glial growth factor) un facteur de croissance basique isolé du
cerveau de bovin, pourrait aussi jouer un rdle dans la stimulation nerveuse
des blastéemes de Triton. Nous avons obtenu le méme effet avec I'EDGF |
qui, en fait, correspond au FGF basique (Courty et al, 1986). Par contre,
aucun auteur n'a rapporté l'effet du FGF acide. Dans cette étude, nous avons
pu constater que I'EDGF II, correspondant au FGF acide (Schreiber et al,
1985,) stimule aussi la proliféeration des cellules blastémales ; il

convient cependant de remarquer que la quantité d'EDGF Il nécessaire pour
obtenir la plus forte stimulation (x4,9) est beaucoup plus importante (10
US/ml soit 5 ng/mi) que la quantité dEDGF | (1 US/ml soit 50 pg/ml)
nécessaire pour obtenir le méme effet, c'est-a-dire 100 fois plus (en
poids/volume). :

It apparait donc que les cellules blastémales se comportent de la méme
fagon que d'autres cellules pour lesquelles le FGF basique est toujours plus
efficace que le FGF acide (Lobb et al, 1986 ; Gospodarowicz et al, 1986). lI
faut toutefois noter que ceci est loin d'étre une regle générale puisque
Cuny et al (1986) signale une activité mitogéne plus importante pour
I'EDGF 1l par rapport 2 I'EDGF | dans la régénération du cristallin de triton
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in vitro.

La signification biologique de ces résultats appelle un certain nombre de
commentaires. Dans [|'état actuel de nos connaissances, deux hypotheses
peuvent étre retenues. Ou bien le facteur neurotrophique (NTF) ne
correspond pas a une seule entité moléculaire mais plutét & un mélange de
plusieurs facteurs de croissance et parmi ceux-ci EDGF | et Il (soit les FGF
basique et acide). Une situation similaire a déja été signalée par
Kaplowitz et al (1982) sur des cultures de cellules mésenchymateuses de
bourgeon de membre embryonnaire de Souris : la prolifération maximale
est en effet obtenue par la présence simultanée de plusieurs facteurs de
croissance (EGF, FGF, insuline ou somatomedine C). Dans cette hypothése,
on comprend pourquoi la stimulation maximale obtenue par un facteur de
croissance est toujours inférieure a celle donnée par un extrait nerveux
(x6 dans les conditions de nos essais) ou encore le facteur neurotrophique
n'est représenté que par un seul facteur de croissance. Dans ce cas, il
pourrait correspondre au FGF basique, ce facteur étant capable de
stimuler, dans wune certaine mesure, la régénération in vivo
(Gospodarowicz et al, 1976 ; Gospodarowicz et Mescher, 1980). Dans
I'hypothése de la présence d'un seul facteur de croissance dans le NTF, la
sensibilité des cellules blastémales a d'autres facteurs de croissance (et
notamment a I'EDGF Hl) implique que les cellules blastémales possédent les
récepteurs membranaires correspondants, ceux-ci n'étant pas concernés
par la régénération.

B) EFFETS DE L'HEPARINE

Quand on compare l'effet de I'héparine associée au facteur
de croissance par rapport a l'effet obtenu par le facteur de croissance
seul, il apparait nettement que ['héparine est sans effet lorsqu'elle est
associée a I'EDGF | (sauf lorsque la dose du facteur est trés faible, 0,05
US/ml). Par contre, I'héparine associée a 'EDGF Il augmente de maniére
significative le niveau de stimulation obtenu avec I'EDGF Il seul (entre 70%
et 130%). L'effet potentialisateur de I'héparine a été montré pour I'ECGF
(endothelial cell growth factor) (Maciag et al, 1982 ; Thornton et al, 1983
; Maciag et al, 1984 ; Schreiber et al, 1985, ; Rosenbaum et al, 1986),

pour I'EDGF Il (Schreiber et al, 1985,) et pour le FGF acide (Schreiber et al,
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1985, ; Uhlrich et al, 1986). On considére actuellement qu'in vivo

I'héparine permettrait de capter les facteurs de croissance facilitant ainsi
leur action (Shing et al, 1984 ; Jeanny et al, 1987) peut-étre en
stabilisant la structure tertiaire comme le suggeérent Maciag et al (1984)
et Gosporadowicz et Cheng (1986) ou encore en augmentant l'affinité de
I'ECGF pour son récepteur (Schreiber et al, 1985). '

Cette hypothése est confortée par I'existence, a la surface des
endothéliums, d'un heparan sulfate, structuralement et biologiquement
similaire a I'héparine (Marcum et Rosenberg, 1984), qui pourrait pieger les
facteurs affins pour I'héparine notamment I'ECGF (Shing et al, 1984).
D'autre part, plus récemment Jeanny et al (1987) ont montré par
autoradiographie que les deux formes de. FGF marquées a 1125 se fixent
spécifiquement sur les membranes basales de l'oeil d'embryon de souris.
La démonstration de la non intervention directe de [I'héparine dans la
stimulation de la croissance repose sur les effets antiprolifératifs de ce
glycoaminoglycanne sur différents types cellulaires comme les cellules
cardiaques de Poulet transformées par le rétrovirus MC 29 (Balk et al,
1985), les cellules épithéliales de rat (Wright et al, 1985), les cellules
musculaires lisses (Reilly et al, 1986) ou encore les cellules endothéliales
humaines (Rosenbaum et al, 1986). Ces derniers auteurs ont d'ailleurs
montré que l'inhibition de la croissance par I'héparine ne se manifeste qu'a
faible concentration de sérum (1% de sérum humain) et que dans ces
conditions, elle est dose-dépendante.

Nos résultats relatifs a I'utilisation de [|'héparine seule sont donc en

' contradiction avec ces derniers, car a l'inverse, nous avons constaté une

stimulation de la croissance des cellules cultivées en présence d'héparine.
Ceci n'est pas sans rappeler les travaux de Ratner et al (1985) qui ont
constaté qu'un héparan sulfate présent a la surface des axones des
ganglions spinaux stimule la prolifération des cellules de Schwann lorsque
celles-ci entrent en contact avec la surface neuronale. Toutefois, il
convient de souligner que si dans le modeéle de Ratner, le contact entre
axone et cellule est nécessaire pour déclencher la prolifération, il n'en est
pas de méme au cours de la régénération du membre de triton ol il a été
montré que le facteur mitogéne d'origine nerveuse est diffusible comme en
témoignent en particulier les expériences de co-culture blasteme-ganglion
spinal de Globus et Véthamany-Globus (1977).

Compte tenu de l'ensemble des résultats obtenus par les autres auteurs a
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savoir d'une part potentialisation de 'ECGF, du FGF acide et de 'EDGF Il par
I'heparine et d'autre part inhibition de la croissance par I'héparine seule,
nos résultats ne peuvent étre interprétés qu'en posant I'hypotheése de la
production par nos cellules de facteur de croissance de type FGF acide et
que ce facteur endogene serait potentialisé par I'apport d'héparine.

Dans ces conditions, un extrait de mésenchyme blastémal devrait étre
mitogéne pour les cellules mésenchymateuses ; c'est ce que nous avons pu
démontrer (voir Chapitre V).

Cette hypothése permet de comprendre pourquoi I'héparine seule stimule
plus la prolifération des cellules blastémales que I'EDGF | seul (utilisé a
0,1 ou 0,05 US/ml) (Tableau 14, Fig 30 et 31).

Par contre, la diminution de prolifération observée quand on associe EDGF |
a I'héparine (de l'ordre de 25% par rapport a I'héparine seule) doit étre
interprétée dans le cadre d'une compétition entre le facteur endogéne et
'EDGF | exogéne vis & vis des récepteurs cellulaires ou encore d'une
compétition de ces deux facteurs vis 3 vis de I'héparine pour laquelle il est
connu que la forme basique (EDGF 1) présente le plus d'affinité.



CHAPITRE IV
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CHAPITRE IV

INFLUENCE DE LA TRANSFERRINE SUR LA PROLIFERATION DES
CELLULES MESENCHYMATEUSES EN CULTURE.

l. - INTRODUCTION

Comme au cours de la régénération du membre d'Amphibien,
le systéeme nerveux excerce un rlle "trophique" sur les muscles
squelettiques de Vertébrés assurant la maintenance et la maturation des
fibres musculaires (revue dans Guth, 1974 ; Gutmann, 1976). La substance
responsable de cette action, appelée sciatine, (Markelonis et al, 1980) ou
facteur neurotrophique (Popiela et Ellis, 1981) a été identifiée comme
correspondant a une forme neurale de la transferrine (Kimura et al, 1981 ;
Markelonis et al, 1982 ; Beach et al, 1983). Cette molécule, encore appelée
"neurotransferrine” (Popiela et al, 1984) et localisée dans les
motoneurones (Oh et al, 1981) exerce aussi un rdle mitogéne sur les
myoblastes en culture (Beach et al, 1983 ; Popiela et al, 1984) tout comme
la transferrine serique sur un trés grand nombre de types cellulaires
(Barnes et Sato, 1980). Compte tenu de cette fonction mitogéne, il nous a
semblé intéressant d'apprécier l'effet de cette molécule sur les cellules
blastémales en culture. Ce chapitre est destiné & préciser le réle de la
transferrine dans notre modeéle.

Il. - TECHNIQUES

Nous.avons utilisé de la transferrine humaine (Sigma) a des
concentrations comprises entre 0,2 et 20 ug/mi.

La relation entre la concentration de transferrine dans le
milieu et la réponse des cellules blastémales a été recherchée dans deux
essais ; le premier pour des concentrations de 0,2 ; 2 et 20 ug/mi, le
second pour 0,8 ;1,6 et 3,2 ug/mi.

L'influence d'un enrichissement du milieu en sels ferriques (100 uM/ml de
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Fig. 35. Influence de la concentration de transferrine (en pg/mi) sur
l'indice mitotique (MI) (1er essai). Les résultats sont exprimés en
pourcentage par rapport au témoin (Oug/mi, MI=100).
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FeClg) a été étudiée en présence ou non de transferrine a la concentration
de 20 pg/mi.

1. - RESULTATS

1) Influence de la transferrine sur la prolifération
des cellules mésenchymateuses de blasteme.

Les résultats obtenus (Tableaux 17 et 18, Figures 35 et 36)
montrent que la transferrine agit de fagon optimale pour des
concentrations comprises entre 0,8 et 3,2 ug/ml ; pour ces
concentrations, le facteur de stimulation est compris entre 10 et 12. Par
contre, pour une dose dix fois plus élevée (20 ug/ml) la transferrine ne
stimule pas la prolifération.

Cdncentmtiorx 0 0.2 : 5 ’ 20
(ng/ml)
- Indice A0+ N0 .- 6.58 % 2.15
mitotique 130 £0,27 | 2,62£059 | 9582, 1,48 £ 0,35
(%) ) N Q) )
i 3 £ £

Tableau 17 : Indice mitotique (en%) de cellules mésenchymateuses de
blastéeme d'Axolotl placées en présence de concentrations croissantes de
transferrine (en upug/mil). Entre parenthéses, nombre de boites sur
lesquelles le calcul a été réalisé.

Le test t de Student est utilisé pour comparer l'indice mitotique des
cellules mésenchymateuses en présence de transferrine par rapport a la
culture témoin (concentration = 0) « = p<0,05 ; «++ = p <0,01.
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Fig. 36. Influence de la concentration de transferrine (en pg/ml) sur
l'indice mitotique (MI) (2éme essai). Les résultats sont exprimés en
pourcentage par rapport au témoin (Oug/mi, Mi=100).
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Concentration 0 0.8 16 3,2
(g/ml) ‘
ndice 1,18 £0,30 12,81 £452 | 10 68+3‘86 12,18 £2,64
mitotique v £y, ~y » V0 X 5, » y
%) %) ©) %) 7
ke Sk ek

Tableau 18 - Indice mitotique (en %) de cellules mésenchymateuses de
blastéme d'Axolotl placées en présence de concentrations croissantes de
transferrine (en ug/ml). Entre parenthéses, nombre de boites sur
lesquelles le calcul a été réalisé. )

-Le test t de Student est utilisé pour comparer l'indice mitotique des
cellules mésenchymateuses en présence de transferrine par rapport a la
culture témoin (concentration = 0) » = p<0,05 ; «» = p<0,01.

2) Influence d'un enrichissement du milieu de
culture en FeClg3 sur la prolifération des cellules

mésenchymateuses de blastéme.

L'apport de 100 uM de FeCly (Tableau 19, Figure 37) en l'absence de

transferrine ne modifie pas la capacité mitotique des cellules
blastémales. Par contre, associé a une dose élevée de transferrine (20
pg/mi), il stimule la prolifération par un facteur 3,5 alors qu'a cette dose,
la transferrine employée seule est sans effet.




Mi (%)

400 }
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100 } I 1 I

Témoin Tf Tf + FeCl
' FeCl3 3

Fig. 37. Influence de la transferrine (20ug/mi) et du Fe Clz (100uM/ml)

sur l'indice mitotique (MI). Les résultats sont exprimés en
pourcentage par rapport au témoin (absence de transferrine et de
FeCI3, Mi=100).
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Concentration
| 0 0 20
(Lg/mli)
FeCl3(uM/ml) 0 100 0 100
Indice
mitotique 1,81 £ 0,63 1,92 £ 0,34 1,71£0,35 6,67 +1,30
(%) @) 7 7 @

Tableau 19 - Indice mitotique (en %) de cellules mésenchymateuses de
blastéme d'Axolotl placées en présence de transferrine (20 ug/ml) ou de
FeClgz (100 uM/ml). Entre parenthéses, nombre de boites sur lesquelles le

calcul a été réalisé. .
Le test t de Student est utilisé pour comparer l'indice mitotique des
cellules mésenchymateuses en présence de transferrine, de FeCly ou d'une

association de ces deux substances par rapport
- a l'indice mitotique des cellules cultivées dans le milieu
de base (concentration = 0, FeClg = 0) » = p<0,05 ; «+ = p<0,01.

- a l'indice mitotique des cellules cultivées en présence de
20 ug/ml de transferrine = p<0,05 = = p<0,01.

IV. - DISCUSSION

L'importance de la transferrine comme facteur nécessaire a
la prolifération cellulaire est maintenant bien établie (Barnes et Sato,
1980). Son action serait die essentiellement au réle du fer dans la
prolifération cellulaire (Bezkorovainy, 1980) et a la capacité de la
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transferrine a délivrer cet ion de maniere appropriée aux cellules (Morgan,
1981). L'action de la transferrine, lors de la régénération, n'a été jusqu'a
maintenant étudiée qu'en culture de blastéme (Mescher et Munaim, 1984).
Ces auteurs obtiennent, pour une concentration de transferrine de 50
pg/mi, une multiplication par 2 de l'incorporation de Thymidine 3H dans un
milieu contenant 1% de sérum foetal de veau soit une stimulation 5 a 6
fois inférieure a celle que nous avons obtenue en culture de cellules
blastéemales, alors que la concentration utilisée par ces auteurs est 50
fois supérieure. Cette différence d'activité pourrait étre die soit a une
meilleure accessibilité de la transferrine aux récepteurs membranaires
des cellules mésenchymateuses en culture, soit encore a l'utilisation d'un
milieu de culture dépourvu d'extrait embryonnaire dont on sait que
I'activité stimulatrice est en grande partie die a la transferrine qu'il
contient (Barnes et Sato, 1980). Toutefois, comme Munaim et Mescher
(1986) ainsi d'ailleurs que dans d'autres systémes biologiques (Mather et
Sato, 1979 ; Brock, 1981), nous avons constaté une diminution importante
de la stimulation en présence d'une concentration importante de
transferrine (20 ug/ml dans notre systéme et 200 ug/mi pour Munaim et
Mescher).

Selon Perez- Infante et Mather (1982), cet effet résulterait d'une
compétition des molécules de transferrine portant du fer et de celles n'en
portant pas vis a vis des récepteurs membranaires de la transferrine,
cette compétition se traduisant par une diminution d'apport de Fe3+ aux
celiules. Comme Munaim et Mescher, nous avons pu vérifier cette
hypothése par l'addition de FeCly au milieu de culture contenant une

concentration élevée de transferrine (20 ug/ml) pour laquelle aucune
stimulation n'est obtenue par l'utilisation de la seule transferrine ou du
seul sel ferrique. Selon Munaim et Mescher (1986), il semblerait que
I'apparition d'effets inhibiteurs lors de [I'utilisation de fortes
concentrations d'extrait nerveux (voir chapitre 1) reléverait du méme
mécanisme. En effet, ces auteurs ont pu montrer que l'addition de sels
ferriques (100 uM/mi) en méme temps qu'une forte concentration d'extrait
nerveux (250 upg/ml) permettait de restaurer l'effet stimulateur de ce
dernier observé pour des concentrations plus faibles. Compte tenu de ces
résultats, on peut supposer que la transferrine interviendrait au moins en
partie dans le contrdle de la prolifération des cellules blastéemales. Dans
ces conditions, on comprend mieux pourquoi des extraits de foie, siege
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majeur de la synthése de transferrine (Meek et Adamson, 1985), s'avérent
plus efficaces que des extraits de cerveau pour stimuler la prolifération
de myoblastes d'embryon de Poulet (Jabaily et Singer, 1978). D'autre par,
il a été montré par immunoprécipitation que le cerveau et la moelle
épiniere de Triton contiennent de la transferrine (Munaim et Mescher,
1986). Bien que nous ne sachions pas si la transferrine est synthétisée
(Stamatos et al, 1983) ou non par les neurones (Markelonis et al, 1985), ce
résultat est particuliérement intéressant quand on sait que I'expression du
gene de la transferrine est régulée au cours du développement (dans
différents tissus non hépatiques et notamment le cerveau) chez le Rat
(Levin et al, 1984). Compte tenu de la modulation de l'effet trophique de la
moelle épiniére au cours de la régénération (voir chapitre [l), il serait
particuliérement intéressant d'apprécier de la méme fagon I'évolution de
la transferrine dans ce tissu au cours de la régénération du membre.
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CHAPITRE V

INFLUENCE D'UN EXTRAIT D'EPIDERME BLASTEMAL SUR LA
PROLIFERATION DES CELLULES MESENCHYMATEUSES EN CULTURE.

l. - INTRODUCTION

Les modeles biologiques (in vivo et in vitro ) utilisés
jusqu'a présent dans le cadre de I'étude du contréle de la prolifération
cellulaire des blastémes de régénération de membre de Triton permettent
d'aborder le rdle du systéme nerveux dans deux types de situations
expérimentales complémentaires, l'une concernant ['évolution de
blastemes dénervés, l'autre |'application d'extraits nerveux sur des
blastémes dénervés. L'étude du rdle de I'épiderme blastémal ne bénéficie
pas de la méme approche en raison de la difficulté a travailler sur des
blastemes qui, dépourvus de leur épiderme, dégénérent rapidement. En
particulier, I'expérience consistant a appliquer des extraits épidermiques
sur des blastémes dépourvus d'épiderme n'a jamais été réalisée. Nous
avons donc mis a profit notre culture de cellules blastémales pour aborder
ce probleme. Nous présenterons, dans ce chapitre, les résultats relatifs
aux effets d'extraits d'épiderme de blastéme, de mésenchyme blastémal et
de blastéeme complet.

ll. - TECHNIQUES

L'effet de I'épiderme blastémal a été recherché
comparativement a celui des autres tissus blastémaux (mésenchyme seul,
blasteme complet) ou non blastémaux (muscle dorsal). Les extraits sont
préparés en prélevant les tissus sur des blastémes de régénération
d'Axolotl (stade cdne), obtenus 14 jours aprés l'amputation d'animaux &gés
de 15 mois.

Chaque extrait est préparé de la maniére suivante : les
tissus sont prélevés et placés dans une solution de Ringer maintenue a 0°C
par de la glace fondante. Il sont broyés a l'aide d'un homogénéiseur de
Potter puis centrifugés a 25000g pendant 1 h. Le surnageant est alors
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récupéré et sa richesse en protéines déterminée.
Chacun des extraits a été utilisé aux concentrations
suivantes :

a) Extrait d'épiderme blastémal : 3,5 ; 10 ; 20 ug/ml pour le
premier essai et 1,75 ; 3,5 ; 7 ; 14 ug/ml pour le second essai.

b) Extrait de mésenchyme blastémal : 3,5 ; 7 ; 14 pg/ml
pour le premier essai et 7 ; 14 ; 28 ug/ml pour le second essai.

c) Extrait de blasteme complet ; 3,5 ; 7 ; 21 ; 42 ug/ml pour
le premier essai et 7 ; 14 ; 25 ug/ml pour le second essai.

d) Extrait de tissu musculaire (= musculus dorsalis trunci) :
3,5;7 et 14 ug/ml, un seul essai ayant été réalisé.

Paraliélement a ces essais, nous avons recherché l'effet de la sérum
albumine bovine afin d'étudier l'influence d'un apport de protéines dans le
milieu de culture.

Il. - RESULTATS

Contrairement a la sérum albumine bovine qui ne provogue
pas d'augmentation significative de la prolifération (Tableau 20, Figure
38) et au muscle qui stimule légerement celle-ci (x1,7) (Tableau 21,
Figure 39), tous les extraits de tissus blastémaux stimulent la
prolifération cellulaire de fagon plus ou moins importante suivant le type
de tissu utilisé. Dans tous les cas, la réponse des cellules aux extraits de
tissus blastémaux est dose-dépendante jusqu'a une concentration au-dela
de laquelle l'indice mitotique tend a diminuer,
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Témoin 3.5 7 14 ug/mi

Fig. 38. Influence de la concentration de sérum albumine bovine (en
wg/ml) sur l'indice mitotique (MI). Les résultats sont exprimés en
pourcentage par rapport au témoin (Oug/mi, MI=100).
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Fig. 39. Influence de la concentration d'extrait de tissu musculaire (en
pg/ml) sur l'indice mitotique (MI). Les résultats sont exprimés en
pourcentage par rapport au témoin (Opg/ml, MIi=100).
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Concentration 0 3,5 7 : 14
(ug/ml)
Indice
mitotique 2,12 £ 0,47 1,90 + 0,50 2,32 £ 0,67 2,47 £ 0,57
(%) @ )] ) ¢

Tableau 20. Indice mitotique (en%) de cellules mésenchymateuses de
blastéeme d'Axolotl placées en présence de concentrations croissantes de
sérum albumine bovine (en ug/ml). Entre parenthéses, nombre de boites
sur lesquelles le calcul a été réalisé. |

Concentration 0 35 ] 7 14
(Lg/mi)
Indice
mitotique 2,21 +0,53 3,62 £ 0,53 3,81 +1,14 2,81 +£0,61
(%) €] @) ) )
L 3] ek

Tableau 21. Indice mitotique (en %) de cellules mésenchymateuses de
blasteme d'Axolotl placées en présence de concentrations croissantes
d'extrait de tissu musculaire (en pug/mi). Entre parenthéses, nombre de
boites sur lesquelles le calcul a été réalisé.
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Fig. 40. Influence de la concentration d'extrait d'épiderme blastémal (en
ng/ml) sur l'indice mitotique (MI) (ler essai). Les résultats sont
exprimés en pourcentage par rapport au témoin (Oug/mi, MI=100).

M (%) |
1100 | I

900

700 | [ l

500 ¢}

300 I

100 ¢} =

@ Témoin 1.75 3.5 7 14 pg/mi
LILLE, :

Fig. 41. Influence de la concentration d'extrait d'épiderme blastémal (en
ug/ml) sur lindice mitotique (MI) (2éme essai). Les résultats sont
exprimés en pourcentage par rapport au témoin (Oug/mi, Mi=100).



63

Le teste t de Student est utilisé pour comparer l'indice mitotique des
cellules mésenchymateuses en présence d'extrait de tissu musculaire par
rapport a la culture témoin (concentration=0) «=p<0,05 ; «+=p<0,01.

A) Influence de I'extrait d'épiderme blastémal

L'addition d'extrait d'épiderme blastémal dans le milieu de
culture conduit a une stimulation trés importante de la prolifération
cellulaire (Tableau 22, Figures 40 et 41). Les cellules mésenchymateuses
sont particulierement sensibles a de faibles concentrations de cet extrait,
fa stimulation maximale étant obtenue pour une concentration de 3,5

pg/mil, concentration a laquelle l'indice mitotique est multiplié par un
facteur proche de 11.

Concentration 0 175 35 7 10 14 20
(ng/mi)
Indice
mitotique (%) 1,94 +£ 0,56 / 21,04 £5,85 / 12,97 £0,99 / 10,02 + 1,68
ler essai &) ¢)) 7 €))
%k *¥& dede
Indice
mitotique (%) | 1,71 £ 0,30 11,81 +£1,92 18,15+ 1,35 11,68 £2,21 / 531+ 1,15 /
22me essai @ o M M M
Ak ok R ok

Tableau 22. Indice mitotique (en%) de cellules mésenchymateuses de
blastéeme d'Axolotl placées en présence de concentrations croissantes
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Fig. 42. Influence de la concentration d'extrait de mésenchyme
blastémal (en pg/ml) sur l'indice mitotique (MI) (1er essai). Les
résultats sont exprimés en pourcentage par rapport au témoin
{Oug/ml, MIi=100).
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Fig. 43. Influence de la concentration d'extrait de mésenchyme
blastémai (en pug/ml) sur lindice mitotique (MI) (2éme essai). Les
résultats sont exprimés en pourcentage par rapport au témoin
(Opg/mi, MIi=100).
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d'extrait d'épiderme blastémal (en ug|ml). Entre parenthéses, nombre
de boites sur lesquelles le calcul a été réalisé.

Le test t de Student est utilisé pour comparer l'indice mitotique de
cellules mésenchymateuses en présence d'extrait d'épiderme blastémal par
rapport a la culture témoin (concentration=0) «=p<0,05 ; «+=p<0,01.

La barre (/) indique que I'essai n'a pas été réalisé.
B) Influence de l'extrait de mésenchyme blastémal

L'utilisation d'une concentration de meésenchyme blastémal
de 14 pg/ml entraine une multiplication de l'indice mitotique par un
facteur proche de 5, alors qu'a faible concentration (3,5 et 7 ug/mil) la
stimulation reste relativement peu élevée (Tableau 23, Figures 42 et 43).
L'apport d'une quantité importante d'extrait de mésenchyme blastémal
(28ug/ml) entraine une chute de lindice mitotique qui retrouve, dans le

deuxiéme essai, une valeur proche de celle obtenue avec une concentration
quatre fois plus faible.

Concentration 0 35 7 14 28
(pg/ml)
Indice 2,0840,24 | 3,65£0,85 | 7.42+1,53 | 10,82+2,55
rmtotxque. (%) N @ @ D /
ler essai : o o o
Indice 1,6440,56 4,62+1,03 | 8,67+1.62 | 4,84+1,06
mitotique (%) | (7 / @ % 7
2éme essai . o o

Tableau 23. Indice mitotique (en%)

de cellules mésenchymateuses de
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Fig. 44. Influence de la concentration d'extrait de blasteme complet (en
wg/ml) sur lindice mitotique (MI) (ler essai). Les résultats sont
exprimés en pourcentage par rapport au témoin (Opg/mi, MI=100).
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Fig. 45. Influence de la concentration d'extrait de blastéme complet (en
ug/ml) sur lindice mitotique (MI) (2éme essai). Les résultats sont
exprimés en pourcentage par rapport au témoin (Opg/ml, Mi=100).
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blasteme d'Axolotl placées en présence de concentrations croissantes
d'extrait de mésenchyme blastémal (en pg/ml). Entre parenthéses,
nombre de bofites sur lesquelles le calcul a été réalisé.

Le test t de Student est utilisé pour comparer l'indice mitotique de
cellules mésenchymateuses en présence d'extrait de mésenchyme

blastémal par rapport a la culture témoin (concentration=0) «=p<0,05 ;
**=p<0,01.

La barre (/) indique que l'essai n'a pas été réalisé.
C) Influence de I'extrait de blastéme complet

Le maximum de stimulation est obtenu pour une
concentration de 7 ug/ml (Tableau 24, Figures 44 et 45). A cette
concentration, l'indice mitotique est multiplié par un facteur 7. L'addition
d'extrait de blastéme complet & des concentrations supérieures a 7 ug/ml
entraine une baisse de l'indice mitotique qui reste néanmoins supérieur a
celui de la culture témoin.

iConcentration
(ng/ml)

3.5

14

21

25

42

Indice
mitotique (%)
ler essai

2,74 £ 0,82
)

7,77 294
0]

ddk

1420 £ 2,11
)

s

830 £ 1,80
0)

ek

7,10+ 1,51
M

deke

Indice
mitotique (%)
2&me essai

1,80 0,69
)

12,65 + 4,15
)

ok

7.80+ 1,72
)

de

6,05 + 2,08
1€))

ok

Tableau 24. Indice mitotique (en%)

de cellules mésenchymateuses de




66

blastéme d'Axolotl placées en présence de concentrations croissantes
d'extrait de blasteme complet (en pug/mi). Entre parenthéses, nombre
de boites sur lesquelles le calcul a été réalisé.

Le test t de Student est utilisé pour comparer l'indice mitotique des
cellules mésenchymateuses en présence d'extrait de blasteme complet par
rapport a la culture témoin (concentration=0) «=p<0,05 ; «++=p<0,01. '

La barre (/) indique que l'essai n'a pas été réalise.

IV. - DISCUSSION

Les résultats obtenus montrent clairement que des extraits
de tissus blastémaux, et notamment d'épiderme, stimulent de fagon
importante la prolifération des cellules mésenchymateuses en culture.
L'absence d'influence de la sérum albumine bovine d'une part et la faible
stimulation obtenue par ['utilisation d'extrait musculaire d'autre part,
indique que l'effet stimulateur obtenu ne dépend pas d'une augmentation de
la charge protéique du milieu de culture mais qu'il est en étroite relation
avec l'origine blastémale des extraits utilisés.

Nous discuterons successivement les résultats obtenus
avec les extraits d'épiderme blastémal puis avec ceux provenant du
mésenchyme et du blastéme complet.

1) Influence d'un extrait d'épiderme blastémal.

Le rdle de la cape épidermique dans la régénération du
membre a d'abord été recherché in vivo. Compte tenu de la difficulté a
maintenir in situ un blastéme sans cape épidermique, les recherches ont
été conduites sur des blastéemes dépourvus de cape épidermique implantés
dans la cavité abdominale (Goss 1956, et 1956y) ou recouvert par un

lambeau de peau (Taube, 1921 ; Mescher, 1976 ; Tassava et Garling, 1979)
ou encore irradié aux UV (Thornton, 1958). Les résultats obtenus montrent
que la présence de la cape épidermique est indispensable a la régénération
du membre sans toutefois pouvgir en préciser le réle exact (revue dans
Stocum, 1985). Grace a la culture de blastéme, Globus et al (1980) ont pu
démontrer que la cape épidermique contrdle le cycle des cellules
mésenchymateuses ; en l'absence de cape épidermique, les cellules
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mésenchymateuses s'engagent prématurément dans la différenciation
cartilagineuse et corrélativement, l'indice mitotique diminue de fagon
significative. Ces auteurs suggerent donc l'existence d'un "signal de
division" produit par la cape épidermique et diffusant en direction
centripéte ; l'excrétion de ce signal permettrait de maintenir une zone de
prolifération intense sous ['épiderme et assurerait un gradient de
diffusion a lintérieur du blastéme. Singer et Salpeter (1961) ont montré
au microscope électronique des images suggérant une sécretion de
matériel par les cellules de la cape épidermique dont on sait par ailleurs
qu'elles se caractérisent par une synthése de protéines et de RNA intense
(Bodemer, 1963 ; Bodemer et Everett, 1959 ; Anton, 1965 ; Hay, 1966).
Chapron (1974) a d'autre part montré a l'aide du fucose 3H que les cellules
de la cape épidermique synthétisent une glycoproteine qui pourrait
correspondre a de la fibronectine (Repesh et Furcht, 1982 ; Gulati et al,
1983). Enfin, un certain nombre d'arguments suggérent que la cape
épidermique pourrait étre concernée dans la production de collagénase et
d'acide hyaluronique (revue dans Stocum, 1985).

Cependant, si ces résultats relatifs a l'activité sécrétrice de I'épiderme
permettent de comprendre comment est créé un environnement favorable
au maintient de I'état indifférencié et a la prolifération cellulaire, ils ne
donnent aucune indication sur la possibilité pour ce tissu de produire un
facteur mitogéne agissant directement sur les cellules du blasteme. Par
contre notre systeme, utilisant des cellules mésenchymateuses en culture
extraites de leur matrice extracellulaire et un extrait épidermique,
permet de répondre a cette question. Nous avons pu constater que
I'épiderme blastémal contient une substance mitogéne particuliérement
active puisqu'une concentration dix fois inférieure & celle employée avec
un extrait nerveux stimule deux fois plus la prolifération des cellules
mésenchymateuses que ce dernier. Nos résultats montrent donc que le
"signal de division" de Globus et al (1980) se comporte comme un facteur
de croissance. Chew et Cameron (1983) ont d'ailleurs réussi a restimuler
la prolifération de blastémes dont la cape épidermique avait été remplacée
par un lambeau de peau, a l'aide d'implant d'Elwax 40 contenant soit du FGF
soit de I'ECGF ; ces auteurs ont observé une augmentation de l'index
mitotique de 5 (avec I'ECGF) a 10 fois (avec le FGF) par rapport aux
blastémes recouverts de peau. Toutefois, on ne peut savoir, dans les
conditions de cette expérience, si les facteurs de croissance utilisés
suppléent l'absence de cape épidermique par augmentation du taux de
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facteur neurotrophique ou remplacent effectivement la cape épidermique.

2) Influence d'extraits de mésenchyme et de
blastéme complet.

Dans nos résultats, il apparait qu'un extrait de
mésenchyme bien que deux fois moins efficace qu'un extrait d'épiderme
pour une dose quatre fois supérieure, stimule de fagon significative la
prolifération des cellules mésenchymateuses. En effet, cet extrait
apparait pratiquement aussi efficace qu'un extrait nerveux (voir chapitre
II). Dans I'état actuel de nos connaissances, deux hypothéses peuvent étre
propaosées ; ou bien l'effet mitogéene du mésenchyme provient des cellules
meésenchymateuses elles-mémes, ou encore ['effet mitogene du
mésenchyme est di a la présence dans ce tissu des facteurs de croissance
issus du systeme nerveux ou de la cape épidermique.

La premiére hypothése a déja été envisagée pour expliquer la stimulation
de la prolifération de cellules mésenchymateuses traitées avec de
'héparine en Il'absence de facteur de croissance (voir chapitre lI) ; dans
cette hypothése, le facteur produit par le mésenchyme serait mitogene
pour les cellules mésenchymateuses elles-mémes. L'hypothése d'une
autostimulation des cellules mésenchymateuses, rappelant le mode
autocrine de sécrétion des facteurs de croissance tumoraux (Todaro et al,
1979), n'exclue pas cependant la possibilité pour le facteur mitogéne
d'origine mésenchymateuse de contréler la prolifération des cellules de la
cape épidermique.

La deuxieme hypothése correspond a celle proposée par différents auteurs
ayant utilisé des extraits de blasteme complet dans des membres dénervés
(Deck et Futch, 1969 ; Burnett et al, 1971) ou irradiés (Deck et Dent,
1970). Ces extraits, supposés contenir le facteur neurotrophique ayant
diffusé a partir du systéme nerveux (Burnett et al, 1971), ont permis la
formation d'un blasteme dans 76% des membres dénervés (Deck et Futch,
1969) ou d'assurer une "régénération normale” de ces membres (Burnett et
al, 1971) mais sont restés inefficaces sur des membres irradiés (Deck et
Dent, 1970). Brockes (1984) et Brockes et Kintner (1986) ont d'ailleurs
montré que le blastéme contient du GGF (Glial growth factor) facteur de
croissance spécifique des cellules de Schwann de Rat et que ce facteur
disparait des membres dénervés.

Nos résultats permettent de considérer qu'une partie au moins de ['effet
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mitogene d'un extrait de blastéme complet provient de la cape
épidermique, cette derniére représentant pratiquement en volume la
moitié du blastéme, l'autre provenant du mésenchyme. On comprend que
dans ces conditions, un extrait de blastéeme stimule plus qu'un extrait de
mésenchyme et moins qu'un extrait d'épiderme, Il'effet maximum
correspondant a la moyenne des stimulations les plus élevées obtenues
séparément pour chaque tissu blastemal, et ceci, pour une concentration
représentant la moyenne des concentrations utilisées pour obtenir ces
effets.
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Fig. 46. Stimulation de lI'indice mitotique (en %) de cellules
mésenchymateuses de blastéme de régénération d'Axolotl placees en
présence d'extraits tissulaires ou de facteurs mitogénes par rapport a la
culture témoin (ligne pointillée).

Seul le maximum de stimulation est indiqué.

A - addition de 200 pg/ml d'extrait de cerveau d'embryon de Poulet
B - addition de 30 pug/ml d'extrait nerveux de Triton

C - addition de 50 pg/ml d'EDGF | (FGF basique)

D - addition de 5 ng/ml d'EDGF |l (FGF acide)

E - addition de 0,8 ug/mi de transferrine

F - addition de 7 ng/ml d'extrait de blasteme complet

G - addition de 14 pg/ml d'extrait de mésenchyme blastémal

H - addition de 3,5 ug/ml d'extrait de cape épidermique.
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CONCLUSION GENERALE

L'ensemble des résultats obtenus dans ce travail permet
d'affirmer que la culture primaire de cellules mésenchymateuses de
blasteme de régénération de membre d'Axolot! constitue un excellent
modéle d'étude du contréle de la prolifération des cellules blastémales. -

Ce systéeme n'apparait pas en particulier déconnecté de la
réalité biologique du probléme étudié. C'est ainsi que les cellules
blastémales se comportent en culture comme dans le blastéme entier que
celui-ci soit étudié in vitro ou in vivo. En effet, elles restent capables de
proliférer et de se différencier (en chondrocytes et fibres musculaires) et
sont notamment susceptibles de réagir aux stimulations mitogénes
émanant du systéme nerveux. .

D'autre part, la culture de cellules blastémales présente
'avantage de permettre I'étude d'un seul type cellulaire (le mésenchyme)
en dehors de toute autre influence tissulaire (I'épiderme en particulier) ce
qui n'était pas possible jusqu'a présent. En outre, elle facilite
I'observation des réactions cellulaires aux différents traitements utilisés
sans avoir recours, comme précédemment, aux fastidieuses techniques
histologiques.

L'utilisation intensive de la culture de cellules blastémales
a permis de démontrer que ce type de bioessai se caractérise par une
excellente fiabilité en raison de la bonne reproductibilité des résultats
obtenus et une grande sensibilité (Fig. 46). C'est ainsi qu'un extrait
nerveux de Triton employé a 30 ug/ml engendre une stimulation de la
prolifération 2,5 fois plus importante que la stimulation maximum obtenue
par Munaim et Mescher (1986) avec une concentration trois fois plus
élevée. Il en est de méme pour la transferrine qui, utilisée a la
concentration de 2 upg/mi, provoque une stimulation de la prolifération
cellulaire trois fois supérieure a la stimulation maximum obtenue par
Mescher et Munaim (1984) avec une dose 25 fois supérieure. De la méme
fagon, des facteurs de croissance purifiés & partir de tissu nerveux
agissent a des concentrations picomolaires en culture cellulaire alors
qu'en culture de blastéme, ils stimulent la prolifération a des
concentrations nanomolaires (Carlone et ‘Rathbone, 1985).

Grace a ce systeme d'étude, nous avons confirmé le rdle
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important du systéme nerveux dans la régénération du membre et vérifié
['efficacité de la transferrine et de facteurs de croissance d'origine
nerveuse (FGF), facteurs que d'ailleurs nous avons utilisés, pour la
premiére fois dans ce modele, a I'état purifié et sous ses deux formes
acide et basique.

D'autre part, nous avons apporié un certain nombre de
résultats nouveaux notamment en ce qui concerne le rdle du systéme
nerveux et de la cape épidermique dans le contrble de la prolifération
cellulaire des blastemes de régénération.

A) Rdle du systeme nerveux.

Nous avons montré, pour la premiére fois, que la production de facteurs
mitogénes par le systéme nerveux, et tout particulierement par la moelle
epiniére, est modulée au cours de la régénération. La production de ces
facteurs, plus importante au cours de la reégénération, apparait donc
comme une réponse au traumatisme subi par I'animal amputé, nécessitant
l'accumulation d'un grand nombre de cellules régénératrices indispensables
a la reconstitution des parties perdues.

D'autre part, nous avons pu montrer que parmi les facteurs de
croissance extraits du systéme nerveux la forme basique du FGF apparait
environ cent fois plus efficace que la forme acide, l'activité de cette
derniére forme étant potentialisée par 'héparine comme d'ailleurs dans
d'autres systémes biologiques. L'efficacité de ces deux facteurs sur les
cellules blastémales plaide en faveur de la :omplexité du "facteur
neurotrophique" suggéré par Singer (1974), qui considére que le "facteur
neurotrophique" pourrait correspondre a une association de plusieurs
facteurs mitogénes et non a une seule entité moléculaire.

B) Réle de la cape épidermique.

L'utilisation de la culture cellulaire a permis, pour la premiere fois, de
mettre en évidence l'existence d'une activité mitogéne liée directement a
la cape épidermique. Cette activité pressentie par un certain nombre
d'auteurs (Mescher, 1976 ; Tassava et Garling, 1979 ; Globus, 1980) n'avait
pas pu étre démontrée en raison de la difficulté ou de l'impossibilité de
maintenir, in vivo ou en culture, des blastémes dénudés. Grace a la culture
de cellules blastémales, nous avons pu montrer que la cape épidermique




mésenchyme

cape épidermique

Nerfs brachiaux: (‘ | \

souche blastéme

Fig. 47. Schéma récapitulatif de I'action des facteurs de croissance
intervenant au cours de la régénération du membre d'Axolotl.
EdBGF : Epidermis derived Blastema Growth factor
NdBGF : Nerve derived Blastema Growth factor
BNTF : Blastemal neurotrophic factor.
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contient un facteur mitogéne extrémement puissant puisqu'il stimule 2,6
fois plus qu'un extrait de moelle épiniére pour une concentration en
protéines 17 fois inférieure (Fig. 46).

Compte tenu de ces résultats, nous proposons de dénommer
EdBGF (Epidermis derived Blastema Growth Factor) le facteur mitogene
produit par la cape épidermique et NdBGF (Nerve derived Blastema Growth
Factor) le facteur mitogéne produit au cours de la régénération par le
systeme nerveux (Fig. 47). Le NdBGF correspondant au NTF (Neurotrophic
Factor ou "facteur neurotrophique” de Singer, 1974), terme qui nous semble
particulierement ambigu depuis qu'il a été démontré dans notre laboratoire
(Lassalle et al, 1987) que le mésenchyme de blastéme produit un facteur
de croissance nerveux stimulant la régénération des fibres nerveuses
amputées, le BNTF (blastemal neurotrophic factor).

Nous ne savons pas, pour l'instant, si le NdBGF et le EABGF agissent sur
les mémes cellules ou sur deux populations différentes comme pourraient
le laisser supposer les résultats relatifs a la prolifération de membre
dénervé (Boilly et al, 1986). En effet, la dénervation d'un membre, si elle
est suffisante pour blogquer la régénération, ne contréle que 60% de la
prolifération cellulaire. On peut donc supposer qu'une partie au moins des
40% restant est sous le contréle de la cape épidermique (Boilly et Albert,
1987) ou/et peut-étre de facteur(s) produit(s) par les cellules
mésenchymateuses elles-mémes comme le laissent supposer nos résultats
relatifs a l'action de I'héparine utilisée en l'absence de FGF et a celle
d'extrait de mésenchyme. Toutefois, tant qu'il n'aura pas été démontré que
le rle mitogéne du mésenchyme n'est pas di a la présence du NdBGF ou de
'EdBGF, comme le supposent Burnett et al (1971) et Brockes (1984) pour
le facteur d'origine nerveuse®, la production par le mésenchyme blastémal
d'un facteur stimulant par un mécanisme autocrine les cellules
mésenchymateuses du blastéme restera du domaine de I'hypothése.

Il importera désormais de préciser la nature des facteurs
mitogénes contrdlant la prolifération des cellules blastémales sur la base
de la culture de cellules mésenchymateuses de blasteme.

*Il convient de signaler que ces auteurs qui ont utilisé des extraits de
blastéme complet ne tiennent pas compte de la cape épidermique qui, a
elle seule, peut expliquer l'effet mitogéne observé aprés utilisation de ces
extraits.
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. Les Amphibiens représentent les seuls Vertébrés capables de régénérer
leurs membres aprés amputation. L'intérét de ce phénomeéne a conduit
de nombreux chercheurs & étudier les facteurs de contrble de cette remat-
quable réparation tissulaire.

Compte tenu des limites imposées par les techniques utilisées jusqu'a
présent (expérimentation in vivo, culture de blastéme de régénération),
nous avons mis au point une culture primaire de cellules mésenchymateuses
de blasteme de régénération de membre d'Axolotl.

Les résultats obtenus montrent que ce systéme représente un excellent
modele d'étude du contréle de la prolifération cellulaire, car il n'est pas
déconnecté de la réalité biologique du probleme étudié (les cellules en
culture sont capables de se différencier et de proliférer comme in  vivo)
et permet l'étude d'un seul type cellulaire en dehors de toute autre
influence tissulaire ; en outre, ce systéme apparait trés fiable et remar-
quablement sensible.

Grace a ce systéme, nous avons confirmé le rdéle important du systeéme
nerveux dans la régénération du membre et vérifié I'efficacité de la
transferrine et d'un facteur de croissance d'origine nerveuse (FGF) facteur
que nous avons utilisé pour la premiére fois a l'état purifié et sous ses
deux formes, acide et basique en présence ou non d'héparine. Le FGF
agit a des concentrations manomolaires ; la forme acide est moins active
que la forme basique mais peut étre potentialisée par 1'héparine. Nous
avons montré, par ailleurs, que la production de facteurs(s) mitogenes(s)
par le systéme nerveux est modulée au cours de la régénération.

D'autre part, l'utilisation de la culture cellulaire a permis pour la
premiére fois de mettre en évidence 1'existence d'un facteur mitogeéne
soluble produit par la cape épidermique, facteur qui apparait beaucoup
plus actif encore que le facteur nerveux, et de poser l'hypothése de la
production par les cellules mésenchymateuses elles-mémes d'un facteur
mitogéne agissant selon un mode autocrine.




