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La régénération
des appendices
chez les vertébrés:
un modele
expérimental
ancien pour étudier
les cellules souches

chez adulte
Marcel Tawk, Sophie Vriz

>Larecherche sur les cellules souches laisse entrevoir
d’extraordinaires possibilités de traitement des
maladies dégénératives. €n effet, la capacité de

REVUES

pouvoir dériver des cellules totipotentes a partir
d’embryons humains donne la possibilité de dévelop-
perune médecine régénérative, mais pose également
le probléme du statut de I’embryon qui, dans ce cas,

est considéré comme matériel thérapeutique. Une
alternative a Iutilisation des cellules souches
embryonnaires humaines est I'utilisation de cellules
souches prélevées chez I'adulte. Mais, dans un cas
comme dans "autre, nos connaissances sur les cel-
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Quelles sont les caractéristiques moléculaires d’une
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sous-jacents a la re-programmation d’une cellule?

pool de cellules. Con-
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Quels sont les signaux qui contrdlent la multiplica-
y o

tion et la différenciation des cellules souches? Un CelrlnTnt I_Or'g'ne de_:s
. , . cellules qui vont parti-
travail de recherche fondamentale est nécessaire cies qui von pa
ciper a la régénération,

pour éclaircir ces différents points. Dans ce contexte, les hypotheses et la nomenclature ont varié. Il peut s’agir

la régénération des appendices chez les vertébrés
offre un terrain d’investigation intéressant. Cet
article se propose de faire le point sur nos connais-
sances concernant la régénération des pattes chez

les tétrapodes et des nageoires chez les poissons. <

La régénération correspond a la reconstitution, morpho-
logique et fonctionnelle, d’une partie vivante qui a été

aussi bien de cellules souches indifférenciées, recrutées
dans le moignon et migrant vers Iépiderme de cicatrisa-
tion, que de cellules différenciées subissant une étape de
dédifférenciation accompagnée d’un retour a la prolifé-
ration. Ce sont surtout les travaux fondés sur la seconde
hypotheése qui en ont démontré définitivement I’existence
[1, 2]. Pour désigner ’ensemble des cellules qui vont étre
mobilisées au cours de la régénération, nous utiliserons
ici le terme de cellules de réserve qui parait le plus com-
mode, méme s’il a parfois servi a désigner soit les cellules

(=) mss détruite (). Chez la plupart des vertébrés adultes, la indifférenciées, soit les cellules subissant une dédiffé-
2002,n°10,  cqpqcité de régénérer est limitée a quelques tissus, renciation, soit les deux.
p. 917

comme par exemple le foie, la peau, les os et les muscles
squelettiques. Il est toutefois possible d’observer la régé-
nération des appendices (pattes, queue, nageoire, etc.)
chez certains amphibiens et poissons. Cette régénération
s’accompagne d’une restauration complete de la forme,
de la segmentation et des fonctions de la portion ampu-
tée. Ce phénomene implique un renouvellement coor-
donné de nombreux types cellulaires a partir d’un petit
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Régénération des appendices,
phylogénie et ontogénie

€n 1768, L. Spallanzani, qui le premier observa la régé-
nération des pattes chez les salamandres, s’interrogeait
déja sur le fait que ce phénomene soit restreint a cer-
taines espéces [3]. Le phénomeéne de régénération est
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trés répandu parmi les métazoaires [4] et apparaft dans
des branches éloignées chez les vertébrés (Figure 1). Le
phénomeéne de régénération des appendices corres-
pond-t-il a plusieurs émergences au cours de I’évolution
ou bien a un processus ancestral qui a été perdu dans
certains phylums? S’il correspond @ un mécanisme
ancestral, ce qui est le plus probable [5], la comparai-
son des circuits moléculaires impliqués dans le recrute-
ment de cellules de réserve doit permettre de com-
prendre pourquoi cette faculté est perdue dans certains
phylums, en particulier chez les mammiféres [6].

Chez certaines especes, la capacité de régénérer décroit
avec le développement de I'individu pour disparaitre
completement chez Iadulte. Ainsi, chez les anoures
comme chez le xénope, la capacité de régénérer les
pattes est totale avant la métamorphose mais décroft
ensuite progressivement depuis la partie distale vers la
partie proximale [7]. 1l a été montré, par des expé-

riences de greffes de pattes de larves sur des xénopes
adultes et vice versa, suivies d’amputation, que la
capacité de régénérer est intrinséque a la patte et ne
dépend pas de I’dge de Ianimal qui la porte. Chez les
amniotes (sauropsides et mammiféres), il semble que la
capacité de régénération des membres soit perdue
encore plus tot au cours de I"ontogeneése, puisque celle-
ci est observée in utero pour des stades de développe-
ment qui précédent la condensation du cartilage chez la
souris [8, 9]. Chez les oiseaux, la régénération des
pattes n’a lieu in ovo que si ’'amputation porte sur I’ex-
trémité non différenciée et si la voie FGF (fibroblast
growth factor) est stimulée artificiellement; en effet, il
semble que la re-formation de la créte ectodermique
apicale ou A€R (apical epidermal ridge) ne soit pas pos-
sible [10, 11]. Chez les souriceaux nouveau-nés, il est
possible d’observer une régénération de la derniere pha-
lange des doigts [12-14]. Chez ’homme, ce phénoméne

Pétromyzontides
(ex. : lamproie)

>

Chondrichthyens
(ex. : requins et raies)

P> Actinoptérygiens

P> Sarcoptérygiens

Cladistiens
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P (ex. : esturgeon)
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P (ex. : Iépisostée)

. ' | ; neustes
Tétrapades (ex. : Iépidosirene)

Gymnophiones
(ex. : ichthyophis)

Actinistiens
’ (ex. : ccelacanthe)

Halécomorphes
(ex. : amie)

Téléostéens
(ex. : poisson zebre)

Urodéles

(ex. : pleurodéle)

Chéloniens Squamates
P (tortues) (ex. : lézard)
$> Amniotes
I Shénodontiens
* * (ex. : sphénodon)
Batraciens P> Sauropsides =i
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y v el e L—p Crocodiles
Anoures (ex. : ornithorhynque)
(ex. : xénope) 1
—Jp Mammiferes

Marsupiaux
> (ex. opossum)

— Euthériens
(ex. : homme, souris)

Aucune information sur la régénération Régénération si manipulation expérimentale

- Pas de régénération des nageoires - Régénération des appendices tout au long de la vie de I’animal

Régénération des appendices au début du développement

Figure 1. Régénération des nageoires et des pattes chez les vertébrés.
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est restreint aux sept premiéres années et dépend de la
présence des cellules souches de I’ongle qui fournissent
un ensemble de cellules aptes a proliférer [15] ou - de
maniére plus générale - stimulent la croissance osseuse
[16]. Des expériences récentes, réalisées sur des myo-
tubes murins en culture, montrent qu’ils sont capables
de se « dédifférencier » et d’entrer dans des cycles cel-
lulaires prolifératifs sous I’effet d’une fraction pro-
téique d’un extrait de blasteme de régénération de
pleurodeéle [17], ce qui montre que les cellules de mam-
miféres n’ont pas perdu cette capacité de dédifféren-
ciation. Uentrée de cellules dans des cycles de division
cellulaire semble étre un élément essentiel a la régéné-
ration; cela implique la présence et la réponse de cel-
lules aux signaux que provoque I’'amputation. Il semble
que la perte de ces cellules (absence ou non-réponse &
un signal) se fasse a des moments différents de I’onto-
genése, d’une espece a I’autre. Chez 'adulte, la régéné-
ration des appendices est restreinte aux urodéles et aux
poissons (Tableau /).

Les différentes étapes

La régénération des appendices a été étudiée a I’éche-
lon cellulaire chez le pleurodele adulte, le xénope juvé-
nile et, plus récemment, chez le poisson zébre pour
lequel la régénération des nageoires passe par les
mémes étapes que la régénération des membres chez les
amphibiens (Figure 2). Le phénomeéne de régénération
inclut des étapes de cicatrisation, de dédifférenciation
et/ou de recrutement de cellules souches, de migration
et de prolifération cellulaire, de différenciation cellu-
laire et d’organogenése [19].

La cicatrisation est trés rapide et se caractérise par la
migration de cellules épidermiques a la surface du moi-
gnon; chez I'amphibien Xenopus laevis, en moins de
12 heures, ces cellules forment une couche mono- ou
bicellulaire qui recouvre la surface amputée. Les cel-
lules ne commenceront a se multiplier qu’apres la fer-
meture de cette couche superficielle [20, 21]. La régé-
nération va dépendre de la présence de cet épiderme de
cicatrisation pendant toute la période de prolifération
cellulaire. On a récemment montré que cet épiderme
exprimait différents FGF, dont les signaux, relayés dans
le blastéme de régénération par FGFR1 (fibroblast
growth factor receptor 1) étaient indispensables a la
multiplication des cellules du blastéme [18, 22]. Ainsi,
I’expression, dans la nageoire, de la forme mutée domi-
nante négative du récepteur du FGF (facteur dans lequel
le domaine tyrosine kinase intracellulaire a été sup-
primé) n’a aucun effet sur la cicatrisation mais bloque
la formation du blastéme (Figure 38) ou son développe-
ment (Figure 3D).

Formation du blastéme

La prolifération cellulaire est précédée d’une phase de

mobilisation des cellules de réserve [1]. La dédifféren-

ciation cellulaire est la premiére hypothese qui ait été

avancée sur la base d’observations en microscopie élec-

tronique [23]. D’autres auteurs ont ensuite envisagé la

présence de cellules souches recrutées aprés amputation [24], ces
deux possibilités n’étant pas exclusives I'une de I"autre. David Stocum
suggere que la formation du blasteme se fait a partir d’'un mélange de
ces deux catégories de cellules: les cellules souches dont la proliféra-
tion est activée par "'amputation, et des cellules matures qui se dédif-
férencient et retournent dans des cycles de division cellulaire mais
conservent une informa-
tion de position acquise

Poissons téléostéens  Régénération des nageoires tout au long de la vie de I’animal au cours du développe-
Poisson zébre ment embryonnaire, qui
Urodeéles Régénération des pattes tout au long de la vie; quelques exceptions chez les salamandres sera utilisée lors de la
Pleurodéle pour lesquelles la régénération est hétéromorphique aprés la métamorphose régénération de I’appen-
Anoures Régénération des pattes compléte avant la métamorphose, hétéromorphique dice [25?' Sur ce_t aspect
Xénope apres la métamorphose de la régénération, les
. o : ; travaux les plus impor-
Mammiferes Régénération des pattes avant la condensation du cartilage fes oo s
. B A BeretiFrmces ok - . tants on été réalisés parle
Souris Régénération périnatale de la derniere phalange des doigts
groupe de Jeremy Brockes,
Marsupiaux Régénération périnatale des pattes si greffe préalable de nerfs qui s’est focalisé sur la
Rrestin dédifférenciation des myo-
Squamates Régénération hétéromorphique des pattes si greffe préalable de nerfs tubes chez le pleurodéle [1,
Lézard 26]. Ce groupe a récem-
Oiseaux Régénération in ovo si I'amputation affecte des tissus non différenciés et ment démontré que les
Poule s’il y a stimulation de la voie de signalisation FGF (fibroblast growth factor) myotubes plurinucléés se

Tableau I. Régénération des appendices et ontogenése.
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transformaient en cel-
lules mononucléées indif-
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férenciées par bourgeonnement des myotubes, sans
division cellulaire [2]. Un extrait protéique du blastéme
de régénération de pleurodéle est capable d’induire
également la dédifférenciation de myotubes murins et
leur retour vers des cycles cellulaires prolifératifs [17].
Au niveau de 'extrémité amputée, la matrice extracellu-
laire se désorganise et libere des cellules mésenchyma-
teuses. L'activation de plusieurs protéases favorise la
dégradation de la matrice. Chez le poisson zebre, les cel-
lules mésenchymateuses des deux segments de nageoire
sous-jacents a I’amputation se désorganisent (=).

(=) mss Certaines subissent une histolyse, d’autres migrent vers
2002, n°2, I’épiderme de cicatrisation. Ces cellules mésenchyma-
p- 193

teuses vont rentrer dans des cycles de division cellulaire
et former rapidement un amas de cellules indifférenciées
appelé blasteme de régénération. L’hypophysectomie
inhibe la formation du blastéme, ce qui montre que le
systéme endocrinien est impliqué dans ce processus [27].
Cet aspect est toutefois peu documenté.

Différenciation et morphogeneése

Chez les batraciens, le signe initial de la différenciation est

la formation de cartilage autour de I'extrémité osseuse

préservée, alors que les cellules les plus distales du blas-

téme continuent de se diviser. Cette phase aboutit a la for-
mation d’un ensemble de tissus structurés et fonctionnels dans un laps de
temps relativement court (quelques jours), et dans des conditions qui per-
mettent une intervention aisée de I'expérimentateur. Chez le poisson zébre,
ce processus aboutit en deux ou trois semaines a la régénération d’une
nageoire caudale amputée.

'expression de plusieurs types de genes a été testée au
cours de la régénération: génes impliqués dans la multi-
plication cellulaire, comme les proto-oncogénes c-myc
ou c-ras, facteurs de croissance (FGF, BMP ou bone mor-
phogenic protein), facteurs de transcription HOX
(homeobox), MSX, RAR (retinoic acid receptor) [28].
Dans tous les cas, il a été montré que des genes exprimés
au cours du développement dans la patte ou la nageoire
en formation étaient ré-exprimés au cours de la forma-
tion de I'appendice par régénération. Cependant, les
chronologies d’expression entre le développement et la
régénération peuvent différer. C'est le cas, par exemple,
des génes HoxA9 et HoxA13 qui sont exprimés ensemble
dans les cellules mésenchymateuses du moignon juste
aprés amputation et dont "expression ultérieure est dif-
férente de celle observée lors du développement
embryonnaire du membre, tant d’un point de vue spatial
que temporel [29]. Lexpression de certains génes est
spécifique de la morphogenése de la patte par régénéra-
tion, comme par exemple HoxCI10 [30].

Réle du systeme nerveux
dans la régénération des appendices

La formation du blasteme est dépendante d’une innerva-
tion correcte de I'appendice. Une section des fibres ner-
veuses de la moelle épiniére bloque la régénération a
cette étape [31, 32]. Marcus Singer a montré une rela-
tion directe entre le nombre de fibres nerveuses inner-

Il est intéressant de noter

qu’une information de o
Actinotriche

A
position est conservée par
les cellules du blastéeme de H/Cellules
régénération. La partie - /mésenchymateuses
reconstruite  correspond

exactement a la partie S< L1

amputée quel que soit le

site (proximo-distal) de

I’amputation; I'orientation

dorso-ventrale de "appen- Cc

dice régénéré est égale-

ment conservée. Enfin, la

taille finale de la partie —ﬂ—_ Désorganisation

reconstruite correspond a H ? 1 et migration du tissu

la taille de I'appendice mésenchymateux
12-24h

avant 'amputation.
Aéchelon moléculaire, ce

S< —épiderme de cicatrisation

+—— Hémisegment

0-12h
D E
Blastéme Blastéme
_ 7 Nouvel
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sont essentiellement les  Figure 2. Les différentes étapes de la régénération. Chez le poisson zebre maintenu a 28 °C, la régénération d’une

étapes de croissance du  nageoire partiellement amputée se fait selon la séquence suivante. A. Structure de la nageoire avant amputation.

blasteme et de morphoge-  B. Cicatrisation. C. Recrutement des cellules de réserve. D. Formation du blastéeme de régénération. €.

nese qui ont été étudiées.  Différenciation et morphogenése. La régénération est compléte au bout de trois semaines (d’apreés [18]).
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vant I'appendice et I'efficacité de régénération, aussi
bien chez les urodéles [33] que chez les poissons téléos-
téens [34]. Parailleurs, il semble que la nature des fibres
nerveuses (motrices ou sensorielles) ne soit pas impor-
tante [35]. Il avait été postulé qu’un facteur mitogeéne
(que M. Singer proposait malencontreusement d’appeler
neurotrophic factor ou NTF) sécrété par les nerfs stimu-
lait la prolifération des cellules de réserve et la forma-
tion du blastéme de régénération [31]. Le role de diffé-
rents membres de la famille des neurégulines (NRG) a été
testé au cours du processus de régénération, par exemple
le glial growth factor (GGF) [35] et, plus récemment, une
NRG-1 [36]. Il a également été montré que I'axone
sécrétait de la transferrine dans le blasteme, ce qui pou-
vait stimuler les divisions cellulaires [37]. €n 1930, de
tres élégantes expériences de greffes réalisées par €.
Guyénot sur le triton avaient montré que la greffe d’un
nerf brachial sur un territoire compétent induisait la
régénération d’une patte. Ainsi, lorsque le nerf brachial
était dévié vers une incision de la région de I’épaule, un

patte de Iézard ou de xénope adulte par une greffe préa-
lable de nerfs dans la patte [39-41]. Une patte d’opos-
sum (étude réalisée sur Didelphys virginiana) amputée
apres la naissance dans sa partie tibiale régénere seule-
ment (8 cas sur 30) si une greffe préalable de cortex
cérébral a été réalisée dans la patte [42]. Cela indique
que, chez les marsupiaux comme chez les squamates, la
capacité de régénérer les pattes n’est pas complete-
ment perdue et peut étre stimulée par I'apport de fibres
nerveuses.

Ces résultats suggerent que la présence des fibres ner-
veuses est indispensable au recrutement des cellules de
réserve, a leur entrée dans des cycles cellulaires prolifé-
ratifs, et au maintien de la prolifération cellulaire, mais
pas aux étapes ultérieures de la régénération.

La compréhension du réle du systéme nerveux dans la
régénération des membres doit également permettre
d’expliquer le développement des membres dépourvus
de fibres nerveuses. Si I’on retire une partie du tube neu-
ral chez un embryon d’axolotl, on observe le développe-

membre accessoire apparaissait. Si le nerf était dévié ment de pattes non innervées (=). Ces pattes sont (=) m/s
loin du membre, il n’y avait pas d’induction du membre  capables de régénérer (en I'absence de systéme ner- ~ 2003,n°3,
surnuméraire sauf si du tégument appartenant au terri-  veux) [43]; toutefois, si ces pattes sont transplantées P 290
toire du membre avait été préalablement greffé [38].  surun receveur et sont innervées par le nerf brachial du
Une dénervation aprés la formation du blasteme réduit  receveur, leur régénération devient dépendante de I’in-
Pactivité mitotique au sein du blastéme de régénération, nervation [44]. Tout se passe comme si I'innervation
mais n"empéche pas la différenciation et la morphoge- apportait une empreinte aux cellules, qui ensuite ne
nése de I'appendice qui est toutefois plus petit. peuvent plus modifier leur programme génétique (dédif-
Il est possible également d’induire la régénération d’'une  férenciation et prolifération cellulaire) en I'absence de
Témoins FGFR1
Dominant négatif
électroporution
€lectroporation Amputation ol
avant amputation ¢ l ly s€
£=0 t=72h t=5] >
Amputation
électroporution ElectroporutionAnulyse

aprés amputation

Figure 3. Réle de FGFRI (fibroblast growth factor receptor 1) dans la formation du blastéme de régénération. UADN codant pour une forme mutante

dominante négative de FGFR1 a été introduit par électroporation dans les cellules de la nageoire avant (B) ou aprés (D) amputation partielle de la

'

vy

t=72h

nageoire caudale de poisson zebre. Le blocage de la voie de signalisation FGF inhibe la formation du blasteme et sa croissance.
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(-)) m/s
2002, n° 4,
p- 448

fibres nerveuses. Ainsi, aprés une premiére innervation,
la patte devient dépendante de la présence de nerf pour
sa régénération.

Comment I’étude de la régénération
des appendices peut-elle permettre
de caractériser les cellules souches?

Les cellules de réserve sont potentiellement de deux
types: (1) des cellules différenciées qui vont perdre
leurs caracteres de différenciation et entrer dans des
cycles cellulaires prolifératifs; (2) des cellules souches
indifférenciées, recrutées au niveau du moignon, qui
vont migrer vers I’épiderme de cicatrisation et participer
a la formation du blasteme de régénération. Le poisson
zébre semble étre un bon modéle pour identifier des
marqueurs moléculaires qui permettront de caractériser
les cellules de réserve dans la nageoire amputée. €n
effet, la génétique et la génomique sont tres étudiées
sur ce modele animal [45] (=) et différents outils per-
mettent d’altérer I’expression des genes: morpholinos
pour bloquer sélectivement ’expression [46], ARN cagés
pour induire I’expression d’un ARN [47], mais aussi mar-
quage sélectif de sous-populations de cellules in vivo
par électroporation de vecteurs d’ADN [22].

Conclusions

L'origine et la nature des signaux qui induisent la régé-
nération sont encore a définir. On ne sait pas notam-
ment si ce sont des facteurs permissifs qui ont été per-
dus au cours de 'ontogenese chez certaines espéces, ou
bien des facteurs inhibiteurs acquis au cours du déve-
loppement. S’il parait évident qu’une meilleure
connaissance de la matrice extracellulaire et du cytos-
quelette va permettre de répondre @ un certain nombre
de questions, le role du systéme nerveux dans le main-
tien des structures biologiques et dans le remplacement
de celles-ci est un élément clé de la compréhension du
phénomene de régénération. ¢

SUMMARY

Regeneration of vertebrate appendage: an old
experimental model to study stem cells in the adult
The application of stem cell therapy to cure degenera-
tive diseases offers immense possibilities, but the
research in this field is the subject of ethical debates
raised by the question of destructive research on early
human embryos. Stem cells taken in the adult constitute
an alternative to human embryonic stem cells, but our
knowledge on totipotent or pluripotent cells is currently
insufficient. Furthermore, many questions must be sol-
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ved before selection and differentiation of these cells in
a given cellular type can be controlled on a routine
basis. What are the molecular characteristics of an adult
stem cell? What are the mechanisms involved in cell
reprogramming? Which signals control stem cell replica-
tion and differentiation? Basic research activities must
be carried out in order to clarify all these points. In this
context, the regeneration of vertebrate appendages
provides a model for this type of research. The regenera-
tion process is defined by both the morphological and
functional reconstruction of a part of a living organism,
which has previously been destroyed. But why are some
vertebrates able to regenerate complex structures and
others apparently not? Among most vertebrates, the
capacity to regenerate is limited to some tissues. It is
however possible to observe the regeneration of appen-
dages (limb, tail, fin, jaw, etc.) among several amphi-
bians and fish. This regeneration leads to re-forming of
the amputated part with a complete restoration of its
shape, segmentation and function. Why is the amputa-
tion of limbs not followed by regeneration in mammals
and birds: absence of stem cells, absence of recruitment
signals for these cells, or absence of signal receptivity?
This review constitutes a report on the current unders-
tanding of the basis of on regeneration of legs in tetra-
pods and of fins in fish with an emphasis in the role of
the nervous system in this process. ¢
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