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Résumé

Les amphibiens urodeles (e.g. les axolotls) possedent la remarquable capacité de régénérer
plusieurs parties de leur corps. Ils peuvent, entre autres, régénérer parfaitement un membre
amputé par épimorphose, un processus biphasique comprenant une phase de préparation,
spécifique a la régénération, et une phase de redéveloppement, commune a 1’épimorphose
et au développement embryonnaire. Durant la phase de préparation, les cellules du moignon
se dédifférencient en cellules pseudo-embryonnaires, proliférent et migrent distalement au
plan d’amputation pour former un blasteme de régénération. Parmi les vertébrés, la
dédifférenciation est unique aux urodéles. Afin de mieux comprendre le contrdle
moléculaire de la régénération chez les urodeles, nous avons choisi d’étudier BMP-2, un
facteur de croissance, en raison de son implication dans la régénération des phalanges
distales chez les mammifeéres. Le facteur de transcription MSX-1 a ¢également été
sélectionné en raison de sa capacité a induire la dédifférenciation cellulaire in vitro et de
son interaction potentielle avec la signalisation des BMPs. Les résultats présentés dans cette
thése démontrent que BMP-2 et MSX-1 sont exprimés lors des phases de préparation et de
redéveloppement de I’épimorphose, et que leur profil d'expression spatio-temporel est tres
semblable, ce qui suggére une interaction de leurs signaux. En outre, chez les tétrapodes
amniotes, 1’expression de Shh est restreinte au mésenchyme postérieur des membres en
développement et chevauche I’expression de BMP-2. Toutefois, I’expression de BMP-2
n’est pas restreinte a la région postérieure mais forme un gradient postéro-antérieur. Shh est

le principal régulateur de la formation du patron de développement antéro-postérieur du
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membre. Etant donné les domaines d’expression chevauchants de BMP-2 et Shh et la
restriction postérieure d’expression de Shh, on croit que Shh régule la formation du patron
de développement de postérieur a antérieur par 1’activation de I’expression de BMP-2. Fait
intéressant, 1’axolotl exprime également Shh dans la région postérieure, mais le
développement des pattes se fait de la région antérieure a la région postérieure au lieu de
postérieur a antérieur comme chez les autres tétrapodes, et ceci durant le développement et
la régénération. Nous avons utilisé cette caractéristique de I’axolotl pour démontrer que la
signalisation Shh ne structure pas 1’autopode via BMP-2. En effet, I’expression de BMP-2
n'est pas régulée par l'inhibition de la signalisation Shh, et son expression est du coté
opposé a celle de Shh durant le développement et la régénération des pattes de 1’axolotl. Il a
été observé durant le développement du membre chez la souris que MSX-1 est régulé par la
signalisation Shh. Nos résultats ont démontrés que chez I’axolotl, MSX-/ ne semble pas
régulé par l'inhibition de la signalisation Shh au cours de la régénération du membre. De
plus, nous avons démontré que contrairement a 1I’expression de Shh, I’expression de BMP-2
est corrélée avec 1’ordre de formation des phalanges, est impliquée dans la condensation
cellulaire et dans l'apoptose précédant la chondrogenése. L’ensemble de ces résultats
suggere un role de BMP-2 dans I’initiation de 1’ossification endochondrale. Enfin, nous
avons démontré que la signalisation BMP est indispensable pour 1’épimorphose du membre

durant la phase de redéveloppement.

Mots-clés : Urodele, axolotl, régénération du membre, dédifférenciation, formation de
patron, condensation, apoptose, BMP-2, MSX-1, Shh.
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Abstract

Urodele amphibians (e.g. the axolotls) have a remarkable ability to regenerate parts of their
body. They will, among other things, fully regenerate an amputated limb by epimorphosis,
a biphasic process comprising a preparation phase, specific to the regeneration, and a
redevelopment phase, common to epimorphosis and embryonic development. During the
preparation phase, the cells of the stump dedifferentiate into embryonic-like cells,
proliferate and migrate distally from the level of amputation to form a regeneration
blastema. Among vertebrates, the process of dedifferentiation is unique to urodeles. To
better understand the molecular control of regeneration in urodeles, we chose to study
BMP-2, a growth factor, because of its involvement in mammalian digit tip regeneration.
The transcription factor MSX-1 has also been selected because of its ability to induce
cellular dedifferentiation in vitro and its potential interaction with BMPs signaling. The
results presented in this thesis show that BMP-2 and MSX-1 are expressed during phases of
preparation and redevelopment of epimorphosis, and their spatio-temporal expression
profiles are very similar at each stage of epimorphosis, suggesting an interaction of their
signals during regeneration. In addition, in tetrapod amniotes, the expression of Shh is
restricted to the posterior mesenchyme of developing limbs and overlaps with the
expression of BMP-2. However, the expression of BMP-2 is not restricted to the posterior
region but forms a posterior-anterior gradient. Shh is the main regulator of the anterior-
posterior pattern formation of developing limbs. Given the overlapping expression domains

of Shh and BMP-2, and the expression restriction of Shh in posterior, Shh is believed to



v

regulate the pattern formation of developing limbs by the activation of BMP-2 expression.
Interestingly, the axolotl also expresses Sk in the posterior region, but the limb develops
from anterior to posterior rather than posterior to anterior as in other tetrapods, and this,
during development and epimorphosis. We used this feature of the axolotl to demonstrate
that Shh signaling does not regulate pattern formation through BMP-2. Indeed, the
expression of BMP-2 is not regulated by the inhibition of hh signaling, and its expression is
opposite to that of Shh during development and regeneration of the axolotl limb. It was
observed, during limb development in mice that MSX-/ is regulated by Shh signaling. Our
results suggest that in the axolotl, MSX-1 is not regulated by the inhibition of Shh signaling
during limb regeneration. Furthermore, we demonstrated that unlike the expression of Sh#h,
the expression of BMP-2 is correlated with the order of formation of the phalanges, is
involved in cell condensation and apoptosis preceding chondrogenesis. Taken together,
these results suggest a role for BMP-2 in the initiation of endochondral ossification.
Finally, we demonstrated that BMP signaling is essential for the redevelopment phase of

limb epimorphosis.

Keywords: Urodele, axolotl, limb regeneration, dedifferentiation, pattern formation,
condensation, apoptosis, BMP-2, MSX-1, Shh.
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“The ultimate in regeneration is to grow an
entire organism from a single cell. When the
ovum does it, the distinction between

reproduction and regeneration disappears.’

- Richard J. Goss



Introduction



1.0 Une breve histoire de la régénération

Depuis des millénaires, la régénération est un sujet d’intérét pour ’homme et on peut en
retracer des descriptions a différentes époques. Dans la mythologie grecque (810-790 av. J-
C), on relate que Prométhée, ayant volé le feu de Zeus pour le remettre aux mortels, ft
puni pour son crime. En guise de punition, Zeus enchaina Prométhée a un rocher. Chaque
jour, un aigle venait dévorer son foie, mais chaque soir, son foie était régénéré (Tsonis,
1996). Heureusement pour Prométhée, il fit libéré par Hercules qui brisa ses chaines et tua
I’aigle (Stocum, 2006), mettant fin a un cycle autrement éternel d’hépatectomie et de
régénération hépatique. La légende de Prométhée suggere que les anciens Grecs étaient
conscients du phénomeéne de la régénération hépatique. Le mot « foie » correspond au mot
grec « hepar » qui provient du verbe « hepaomai» qui signifie réparer. On retrouve
¢galement des descriptions de cas de régénération dans les notes du célébre philosophe
Aristote (384-322 av. J-C). En effet, dans ses traités de biologie, Aristote décrit la repousse

de la queue amputée chez le 1ézard et le serpent (Dinsmore, 1996).

La premiére véritable observation scientifique de la régénération a été rapportée en 1712
par René¢ Antoine Ferchault de Réaumur qui fournit une description détaillée de la
régénération de la patte chez 1’écrevisse (Reaumur, 1712). Au cours de ce siccle, un certain
nombre d’études sur la régénération furent réalisées chez différents organismes: en 1740,

Abraham Trembley publia ses travaux sur la régénération de I’hydre (Lenhoff and Lenhoff,



1991); en 1745, Charles Bonnets ses travaux sur les annélides (Carlson, 2007a); en 1768
Lazzaro Spallanzani ses travaux sur les amphibiens (Dinsmore, 1991) et en 1774, Peter
Simon Pallas ses travaux sur le ver planaire (Pallas, 1774). Mais jusqu’a 1’élaboration des
techniques histologiques et de la théorie de la cellule par Matthias Schleiden et Théodore
Schwann en 1838, I’étude de la régénération se limitait a des descriptions macroscopiques
(Carlson, 2007a). Au début du 20°™ siécle il y eut des descriptions histologiques détaillées
du processus de la régénération chez différentes especes. Par contre, aprés quelques temps,
I’étude de la régénération mamifére perdit de I’intérét étant donnée 1’absence apparent de
potentiel de régénération des tissus humains (Carlson, 2007a). La deuxiéme guerre
mondiale amena une recrudescence de I’intérét pour la régénération du membre, entre
autres chez le Xenopus. Bien que plusieurs ouvrages furent publiés a cette époque, 1’étude
de la régénération perdit a nouveau de I’intérét (Carlson, 2007a). Ce n’est que vers la fin du
20°™ siecle avec de nouvelles connaissances sur la morphogenése que 1’intérét pour la
régénération reprit (Carlson, 2007a). Aujourd’hui, notre compréhension de la régénération
est encore tres sommaire. Toutefois, la quéte du secret de ce phénomeéne remarquable a

clairement ré-émergée et les attentes sont élevées.

1.1 La médecine régénérative

Lorsqu’un individu subit une amputation ou de graves brilures, différentes solutions
prosthétiques ou chirurgicales s’offrent a lui pour faciliter sa réadaptation. Bien que

certaines de ces solutions offrent des résultats impressionnants, la fonction, et I’esthétique



de la structure amputée ou brilée ne sont a peu prés jamais complétement rétablies
(O'Toole et al., 2008, Thombs et al., 2008, Franke, 2009). Par exemple, la meilleure main
myoélectrique existant sur le marché est certainement trés utile pour un amputé, mais elle
est encore trés loin d’offrir toutes les caractéristiques que peut offrir une main humaine:
puissance combinée a la motricité fine; somesthésie; proprioception et le réseau neural
complexe associ¢ a toutes ces fonctions. C’est pourquoi la médecine régénérative tente de
régénérer des structures plutot que de fabriquer de toutes picces ce que 1’évolution a mis
des millions d’années a perfectionner (Bell et al., 1991). La médecine régénérative est une
nouvelle branche de la médecine combinant principalement la médecine a la biologie de la
régénération, aux nanotechnologies et a la bio-ingénierie tissulaire. L’approche principale
utilisée en médecine régénérative est la transplantation de tissus (autogéniques,
allogéniques ou xénogéniques) ou de cellules souches. Les cellules souches peuvent étre
transplantées directement ou via leur intégration préalable dans un tissu bioartificiel (Wu et
al., 1996, Brundin et al., 2000, Carpenter et al., 2003, Carpenter et al., 2004, Chen et al.,
2007). Dans ce dernier cas on isole des cellules souches et on les manipule dans le but de
diriger leur différenciation (Bianco and Robey, 2001). Toutefois, les manipulations

nécessaires au contrdle de la différenciation cellulaire sont encore loin d’étre au point.

1.1.1 Les transplantations de cellules souches

Beaucoup d’énergie a été déployée pour le développement de thérapies régénératrices

utilisant des cellules souches embryonnaires (ESC). Leur pluripotence leur confére la



possibilit¢ de se transformer en cellules de presque tous les tissus du corps humain
(Carpenter et al., 2003), mais plusieurs difficultés rendent les ESC difficiles d’utilisation.
Puisque les ESC proviennent généralement de feetus issus d’interruptions volontaires de
grossesses, d’embryons surnuméraires issus de fécondations in vitro ou de sang de cordon
ombilical, leur quantité est généralement insuffisante pour qu’elles puissent &tre utilisées
directement et elles doivent donc au préalable étres amplifiées in vitro (Deierborg et al.,
2008). Le fort potentiel des ESC a former des tératomes (Dressel et al., 2008), le contrdle
complexe de leur différenciation (Bianco and Robey, 2001, Carpenter et al., 2003) et leur
assujettissement a I’immuno-rejet allogénique (Carpenter et al., 2004, Trigona et al., 2007),
sont des obstacles importants a leur utilisation en médecine régénérative. D’autres
difficultés spécifiques a leurs différentes applications peuvent s’additionner a leur
utilisation. Pour ne citer qu’un seul exemple, dans le traitement de la maladie de Parkinson,
on cherche a régénérer des neurones dopaminergiques dans le cerveau. On injecte des ESC
dans le cerveau, mais un maximum de 20% des cellules survivent (Brundin et al., 2000), et
de cette proportion, 3 a 20% deviendront des neurones dopaminergiques (Deierborg et al.,
2008). Ce qui veut dire que dans le meilleur des cas, seulement 4% des cellules injectées
accompliront la tidche visée. En général, I’efficacité de la transplantation des ESC est
encore loin d’étre optimale et le probléme d’éthique reli¢é a la destruction d’embryons

humains pour obtenir les cellules souches demeure.



Les cellules souches adultes (ASC) offrent certains avantages sur les ESC. Une autogreffe
d’ASC ne requiert pas de destruction d’embryon et ne subit pas d’immuno-rejet. Bien que
les ASC ne possedent pas une aussi grande capacité de différenciation que les ESC, elles
offrent quand méme un bon nombre de possibilités et certains avantages intéressants. Par
exemple, les cellules souches mésenchymateuses (MSC) de la moelle osseuse sont
facilement amplifiables in vitro et peuvent se différencier en chondrocytes, en ostéocytes
ou en adipocytes (Deans and Moseley, 2000). On peut également extraire des ASC du tissu
adipeux par simple liposuccion et les réinjecter pour une correction mammaire mineure
(Moseley et al., 2006). Par contre, la plupart des ASC présentent aussi des difficultés
d’utilisation. Elles sont aussi sujettes a 1I’immuno-rejet allogénique dans le cas des
allogreffes et leur potentiel de différenciation, bien quelles soient multipotentes, diminue

avec 1’age (D'Ippolito et al., 1999, Huibregtse et al., 2000).

1.1.2 Créer nos propres cellules souches a partir de nos cellules adultes

Etant donné les difficultés d’utilisation des ESC ou des ASC, les chercheurs tentent de
produire in vitro des cellules pluripotentes par dédifférenciation cellulaire. La
dédifférenciation cellulaire est le processus par lequel une cellule adulte retrouve des
capacités pseudo-embryonnaire (Odelberg, 2005) (le processus de dédifférenciation
cellulaire sera discuté en détail a la section 1.7.1.3). En 2006, un groupe de recherche a
réussi a induire la dédifférenciation cellulaire de fibroblastes adultes par régulation

épigénétique chez la souris (Takahashi and Yamanaka, 2006), et en 2007, un autre groupe a



obtenu les mémes résultats chez I’humain (Yu et al, 2007). Dans les deux cas,
I’introduction de quatre génes, a 1’aide de vecteurs viraux, a été suffisante pour induire la
dédifférenciation cellulaire et obtenir des cellules pluripotentes. Les cellules obtenues,
nommeées « induced pluripotent stem cells » (iPSC) ont démontrées des caractéristiques
équivalentes aux ESC. Les iPSC ont un potentiel de différenciation supérieur aux ASC et
comme ce sont des cellules autologues, elles ne subiront pas d’auto-rejet allogénique
comme les ESC provenant d’embryons. Toutefois, la transfection virale aléatoire des quatre
génes dans le génome des cellules hotes a soulevé des inquiétudes pour 1’utilisation
thérapeutique des iPSC en raison des dangers d’induction de tumeurs qu’elles représentent.
En mars 2009, des chercheurs canadiens de 1’hopital Mount Sinai a Toronto ont contourné
le probléme d’intégration virale aléatoire et ont réussi a produire des iPSC a 1’aide d’un
systtme nommé PiggyBac transposon/transposase ne nécessitant pas 1’intégration des
transgenes dans le génome de 1’hote (Woltjen et al., 2009). Enfin, encore plus récemment
(mai 2009), un autre groupe de recherche est parvenu a induire des iPSC sans introduire de
matériel génétique dans les cellules hotes. Dans ce dernier cas, les cellules ont été induites
par lintroduction directe de quatre protéines (Oct4, SOX2, KlIf4 et c-Myc) en les
fusionnant avec un peptide de pénétration permettant de traverser la membrane
cytoplasmique des cellules hotes (Kim et al., 2009). Cette percée importante pourrait
permettre de contourner I’utilisation des ESC et des ASC en médecine régénérative,
¢liminant ainsi plusieurs problémes. Par contre, le controle de la différenciation des iPSC

demeure un défi.



1.1.3 Livrer les cellules souches ou leur contenu curatif

Comme il a ét¢ mentionné précédemment, les cellules souches peuvent étre transplantées
directement ou via leur intégration préalable dans un tissu bioartificiel (Wu et al., 1996,
Brundin et al., 2000, Piskin, 2002, Carpenter et al., 2003, Carpenter et al., 2004, Chen et al.,
2007). Ces tissus bioartificiels sont constitués de cellules souches incorporées dans une
matrice contenant du collagéne et des polymeéres (Piskin, 2002, Sato et al., 2009). Pour les
autogreffes, des polymeéres naturels ou synthétiques biodégradables sont utilisés afin de
favoriser 1’incorporation des cellules afin qu’elles participent directement a la régénération
(Piskin, 2002). Pour les allogreffes et les xénogreffes, des capsules fermées de polymeéres
non biodégradables sont utilisées (Piskin, 2002). Dans ce cas, on ne tente pas d’incorporer
ces cellules dans le tissu a restaurer, mais on compte sur les molécules libérées par les
cellules pour favoriser la régénération. Elles peuvent alors favoriser I’angiogénése locale,
supporter la protection contre le stress oxydatif ou supporter la prolifération et la survie des
cellules hotes (Madhavan et al., 2005, Chen et al., 2008, Katchman et al., 2008, Madhavan
et al.,, 2008, Sato et al., 2009). Déja, on utilise couramment des extraits de matrice
extracellulaire xénogénique en chirurgie de reconstruction afin de favoriser la régénération
de tissus ou d’organes reconstruits (Badylak and Gilbert, 2008). L’isolement de molécules
pro régénératives est d’ailleurs une partie importante des recherches effectuées en médecine

régénérative et en biologie de la régénération (Markintantova Iu, 2006, Lin et al.).



Les applications des tissus bioartificiels sont multiples. La peau synthétique, contenant les
¢léments principaux de la peau naturelle, est utilisée en clinique pour couvrir des plaies de
larges excisions chirurgicales de peau brilée (Waymack et al., 2000) ou des plaies
d’ulcéres diabétiques (Veves et al., 2001) durant leur guérison. Les tissus bioartificiels sont
également utilisés pour tenter de régénérer des organes, comme les tubules rénaux
(MacKay et al., 1998) ; les os (Yang et al., 2004); les muscles (Powell et al., 2002); la
vessie (Gabouev et al., 2003), les voies respiratoires (Sato et al., 2009), etc. Bien que les
cellules souches améliorent la fonction et la régénération du tissu receveur, elles peuvent
parfois induire la formation de tératomes (Carpenter et al., 2003, Nishio et al., 2006, Cai et

al., 2007) et leur utilisation doit donc étre prudente.

Qu’elles soient utilisées directement ou via I’intermédiaire de tissus bioartificiels,
I’efficacité des cellules souches (et éventuellement des iPSC) nécessitera un meilleur
contrdle de leur différenciation et ce sera probablement le prochain défi a relever avant de
pouvoir les utiliser systématiquement dans des applications médicales. La salamandre, le
modele de recherche qui a été utilisé pour obtenir les résultats présentés dans cette these,
peut produire naturellement des cellules dédifférenciées suite a un traumatisme et elle
maitrise parfaitement les étapes subséquentes de différenciation de ces cellules afin de
régénérer une patte amputée sans laisser de cicatrice. L’¢tude de ces étapes chez la

salamandre apportera possiblement des connaissances clés pour obtenir des cellules pseudo



10

embryonnaire par dédifférenciation cellulaire et le contrdle de leur différenciation

subséquente pour les incorporer dans un tissu a régénérer.

1.2 Le choix d’un modele de recherche en biologie de la régénération

Le choix d’un modéle de recherche est réguliérement un sujet de questionnement pour les
chercheurs. Il n’existe pas de modeles parfaits répondant a toutes les exigences mais chaque

modele peut apporter un élément de compréhension particulier.

Les cultures cellulaires sont efficaces pour identifier et caractériser des voies de
signalisation spécifiques ou des interactions moléculaires pratiquement impossibles a
étudier in vivo. Par exemple, la levure s’est avérée un outil particulierement puissant pour
détecter des interactions protéine-protéine grace au systeme de double hybride (Young,
1998). Toutefois, les cultures cellulaires, bien qu’extrémement utiles, ne pourraient
permettre d’étudier des phénomenes physiologiques complexes impliquant I’interaction de
plusieurs types cellulaires tels que ceux impliqués dans la régénération d’une patte. A
I’opposé, I’utilisation d’un seul modele animal pourrait s’avérer restrictif. Il est donc utile
de combiner les modeles cellulaires et les modeles animaux pour étudier la régénération

dans son ensemble.
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Par exemple, le poisson zebre (Danio rerio) peut régénérer une partie de ses nageoires par
épimorphose. La partie pouvant régénérer contient différents types cellulaires, comme par
exemple du tissu osseux et de 1’épiderme, et opére des interactions ¢&pithélio-
mésenchymateuses, un phénoméne important en régénération (Akimenko et al., 2003). Le
séquencage du génome du poisson zébre est presque complété et les croisements génétiques
chez cet animal sont trés rapides (Ny et al., 2006). Il est également possible de créer des
poissons mutants thermosensibles qui permettent a 1’animal de se développer normalement
(Johnson and Weston, 1995) et d’activer des mutations uniquement durant 1’épimorphose
de la nageoire. Les animaux incapables de régénérer leur nageoire a cause de la mutation
sont alors facilement repérés par un simple dépistage visuel. Ainsi, bien que les nageoires
du poisson zébre ne possédent pas la complexité de la structure d’une patte, elles
constituent un excellent modele d’étude en régénération, particulicrement pour la

régénération de I’os.

Les urodeles amphibiens, particulierement les salamandres et les tritons des familles
Ambystomatidae et Salamandridae, possédent une capacité inégalée parmi les vertébrés a
régénérer parfaitement des structures complexes par épimorphose (Wallace, 1981).
Toutefois, utiliser les salamandres pour étudier la génétique de 1’épimorphose serait
extrémement difficile pour au moins deux raisons. Premicrement, le génome des
salamandres n’est pas séquencé et conséquemment les puces 8 ADN sont incomplétes. Pour

I’axolotl, il existe actuellement une seule puce a ADN contenant seulement 4402
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« expressed sequence tag » uniques a 1’axolotl (Monaghan et al., 2007, Page et al., 2007).
Deuxiémement, la génération de salamandres mutantes par croisement génétique serait
extrémement longue puisque ces animaux mettent beaucoup de temps pour atteindre la
maturité sexuelle. Pour I’axolotl, la maturité sexuelle est atteinte seulement a 1’age d’un an

(Armstrong and Malacinski, 1989).

Plusieurs autres mod¢les animaux, vertébrés et invertébrés, comportent différents avantages
pour 1’é¢tude de la régénération et il semble logique que I’étude de la régénération profitera

des avantages de chaque modéle.

1.3 La régénération chez les modeles invertébrés

La régénération est un phénomene relativement commun chez les invertébrés et différents
aspects y ont été étudiés depuis plus de 200 ans (Sanchez Alvarado and Tsonis, 2006). Par
exemple, on a étudi¢ I’épimorphose dans les pattes de cricket (Mito et al., 2002), de
sauterelle (Ludke and Lakes-Harlan, 2008) et de coquerelle (French, 1976, French et al.,
1976). On a également ¢étudié la dédifférenciation cellulaire et la formation du patron de
développement des disques imaginaux chez la drosophile (French et al., 1976, Brawley and
Matunis, 2004). On retrouve des capacités de régénération chez plusieurs autres especes
comme par exemple dans les bras de I’étoile de mer (Thorndyke et al., 2001) et dans les

viscéres du concombre de mer (Garcia-Arraras et al., 1999).
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Deux modeles d’invertébrés ont particuli¢rement retenu I’attention pour I’étude de la
régénération, soit le ver planaire (Sanchez Alvarado, 2006) et I’hydre (Sanchez Alvarado
and Tsonis, 2006). Ces deux modéeles de recherche opérent deux types de régénération
différents: I’épimorphose et la morphallaxie, qui sont en fait les deux grandes divisions
classiques de la régénération (Agata et al., 2007, Takeo et al., 2008). Déja en 1901, Thomas
Morgan avait établi la distinction entre ces deux modes de régénération et c’est d’ailleurs
Morgan qui inventa le terme morphallaxie (Morgan, 1901). Il qualifia d’épimorphose la
régénération par prolifération cellulaire et de morphallaxie la régénération par
réorganisation tissulaire sans prolifération cellulaire (Morgan, 1901). Aujourd’hui, la
définition d’épimorphose a évolué et elle est caractérisée par la présence d’un blastéme de

régénération et la prolifération de ses cellules (Agata et al., 2007).

Si ’on tranche un ver planaire en deux parties pour obtenir un segment avec la téte et un
segment avec la queue, deux vers planaires plus petits germeront des deux segments par
épimorphose. Des blastémes de régénération se formeront sur la partie rostrale de la queue
et sur la partie caudale de la téte. La régénératiosn s’opérera a partir de ces blastémes

(Agata et al., 2007).

Si ’on tranche une hydre en deux parties, pour obtenir un segment avec la téte et un

segment avec la queue, deux hydres plus petites se formeront également des deux segments
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mais cette fois-ci, ce sera par morphallaxie. Ici, il n’y aura pas de formation de blastéme,

mais il y aura une réorganisation des cellules pour reformer les parties manquantes.

1.4 La régénération chez les modéles vertébrés

En général, les vertébrés, incluant ’humain, peuvent régénérer des lésions de la peau
(Michalik et al., 2005); des lésions des nerfs périphériques (Landegren et al., 2007); des
blessures aux muscles squelettiques (Gates et al., 2008); la derniére phalange d’un doigt
(Illingworth, 1974); leurs cheveux (Porter, 2003) et peuvent méme récupérer d’une

hépatectomie partielle (Fausto et al., 2006).

Dans plusieurs de ces cas, la régénération se limite a la période périnatale/jeune enfant. Par
exemple, le Xénope peut régénérer parfaitement une patte compléte au stade tétard, mais
perd cette capacité au stade adulte (Pearl et al., 2008). C’est le méme principe pour la souris
et I’humain qui peuvent régénérer le bout de leur doigts en bas age mais qui perdent cette
capacité en tant qu’adulte (Douglas, 1972, Illingworth, 1974, Vidal and Dickson, 1993,
Reginelli et al., 1995, Han et al., 2003, Allan et al., 2006). D’autres animaux préservent la
capacité de régénération lorsque devenus adultes, mais la régénération n’est pas parfaite.
Suite a une autotomie, le 1ézard adulte parvient a régénérer sa queue (Bellairs et al., 1985).
La fonction de la queue est restaurée, mais I’os est remplacé par du cartilage (Clause and

Capaldi, 2006). Finalement, un trés petit nombre d’espéces régénerent parfaitement des
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structures complexes a 1’dge adulte. Parmi celles-ci, la salamandre adulte régénére
fonctionnellement et structurellement la queue ou une patte amputée, et elles sont alors
indiscernables de celles qui n’ont pas été amputées (Dinsmore, 1996, Carlson et al., 2001,

Echeverri and Tanaka, 2002, Schnapp et al., 2005).

Parmi tous ces exemples de régénération chez les vertébrés, on distingue principalement
trois types de régénération: 1) la régénération physiologique de maintien, 2) la régénération

par hyperplasie ou par hypertrophie et 3) la régénération de réparation.

1.4.1 La régénération physiologique de maintien

La régénération physiologique de maintien comprend des processus cycliques comme la
repousse des cheveux, le remplacement de I’épiderme, la repousse des ongles et la
régénération des bois chez le cerf (Goss, 1984, Porter, 2003, Lord et al., 2007, Amoh et al.,
2008, Yu et al., 2008). Bien que ce type de régénération ne concerne pas vraiment la
régénération d’une structure blessée, sa compréhension est utile pour 1’avancement de la
recherche en biologie de la régénération. Par exemple, le follicule pileux, un organe
miniature possédant des cellules souches, se régénere plus de 10 fois dans la vie d’un
humain. La compréhension de ce phénomene pourrait permettre d’élaborer des avenues de
recherche portant sur la maitrise des mécanismes de la différenciation des cellules souches

et sur le contrdle de leur cycle cellulaire (Yu et al., 2008).
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1.4.2 L’hypertrophie et I’hyperplasie compensatrice

Plusieurs organes internes ont la capacité d’augmenter leur masse en réaction a une perte
partielle de leur masse ou de leur fonction. La masse est augmentée afin de maintenir le
rendement de la fonction de I’organe. Pour y parvenir, les organes peuvent opérer deux

stratégies principales: I’hypertrophie ou I’hyperplasie compensatrice (Goss, 1966).

1.4.2.1 L’hypertrophie

L’hypertrophie consiste a combler le volume et le rendement de la partie manquante d’un
organe en augmentant le nombre d’organites (hyperplasie d’organites) a I’intérieur des
cellules. Dans ce cas, le nombre de cellules et d’unités fonctionnelles reste le méme et seul
le nombre d’organites est augmenté. C’est ce qui se produit lorsque le rein d’un individu
cesse de fonctionner. Le rein controlatéral engendre une hypertrophie pouvant atteindre
66% du volume des deux reins combinés afin de maintenir 1’équilibre métabolique du
systéme (Hayslett et al., 1968). Chaque glomérule augmente sa masse et son rendement
métabolique en augmentant le nombre d’organites dans les cellules, mais le nombre de

cellules et de glomérule reste inchangé.

1.4.2.2 L’hyperplasie compensatrice
L’hyperplasie compensatrice se produit par prolifération cellulaire. C’est largement la
stratégie employée lors de I’hyperplasie compensatrice du foie suite a une hépatectomie

partielle (Fausto et al., 2006). Si on enléve deux lobes du foie, ils ne seront pas régénérés
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comme les lobes originaux, mais leur masse sera compensée par la prolifération des cellules

du lobe restant (Higgins and Anderson, 1931).

1.4.3 La régénération de réparation

La régénération de réparation est un terme utilis¢é dans les cas de régénération post-
traumatique. Ce phénomene s’étend de la régénération d’un tissu relativement simple a la

reconstruction parfaite d’une patte amputée.

On qualifie la réparation d’un tissu simple de régénération tissulaire (Carlson, 2007b). Cette
régénération s’opere principalement par la prolifération et la différenciation de cellules
souches adultes déja présentes sur le site de 1ésion. Par exemple, les mammiféres possedent
la capacité de régénérer des blessures musculaires en utilisant des cellules souches locales

(Irintchev and Wernig, 1987, Peng and Huard, 2004, Gates et al., 2008).

Dans le cas d’une réparation d’une structure trés abimée ou complétement amputée, on
parle alors d’épimorphose. Cette régénération s’opére alors par I’entremise de la formation
d’un blastéme de régénération. La section 1.7 présente une description détaillée de
I’épimorphose de la patte chez I’axolotl, mais il est intéressant de mentionner ici que
I’humain posséde la capacité, trés limitée, de régénérer par épimorphose. En effet, en

période périnatale et chez les jeunes enfants, la derni¢re phalange des doigts a la capacité de
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régénérer par épimorphose si elle est amputée (Douglas, 1972, Illingworth, 1974, Allan et

al., 2006).

1.5 L’axolotl, un mode¢le de recherche pour I’étude de la

régénération chez les vertébrés

L’axolotl (Ambystoma mexicanum), un amphibien urod¢le, est le modele de recherche qui a
¢été utilisé pour obtenir les résultats présentés dans cette thése. On retrouve cette salamandre
originaire du Mexique dans les lacs a proximité de Mexico. Elle atteint la maturité sexuelle
en conservant des caractéristiques larvaires (caractéristique connu sous le nom de néoténie)
(Gilbert, 2003) car elle n’opére pas de métamorphose. En conséquence, elle conserve des
branchies et garde un mode de vie aquatique toute sa vie (Voss and Shaffer, 2000, Gilbert,
2003), ce qui la rend particuliérement intéressante comme modele de recherche. L’entretien
de son habitat est beaucoup plus simple que celui d’une salamandre terrestre, et la
possibilité d’administrer différentes drogues expérimentales directement dans la solution ou
elle vie est un avantage important. De plus, 1’axolotl est ’'une des salamandres se

reproduisant le mieux en captivité.

Les salamandres ont une capacité exceptionnelle de régénération par dédifférenciation
cellulaire (Hay, 1959, Laufer, 1959, Hay and Fischman, 1961, Maden, 1977, Roy and

Levesque, 2006, Straube and Tanaka, 2006). Par ce processus, les salamandres peuvent
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régénérer, parfaitement et sans cicatrice, plusieurs parties de leur corps telles que la peau, la
queue, la machoire, les yeux, le cerveau, la moelle épiniére, I’apex du cceur et les pattes;
(Goss, 1969, Ziegels, 1971, Iten and Bryant, 1973, Vargas-Gonzalez et al., 2005, Straube
and Tanaka, 2006). Puisque la dédifférenciation cellulaire pourrait étre ce qui distingue les
salamandres des mammiféres dans leur capacité de régénération, la compréhension des
mécanismes soutenant la dédifférenciation cellulaire est centrale. En étudiant la
régénération chez 1’axolotl, on cherche a comprendre: quels sont les mécanismes cellulaires
permettant d’obtenir des cellules pseudo-embryonnaires par dédifférenciation cellulaire;
quels sont les génes responsables de leur dédifférenciation; et comment est ensuite

contrdlée la re-différenciation de ces cellules pseudo-embryonnaires.

Parmi toutes les études de régénération de membres ou d’organes chez les urodeles, la
régénération par épimorphose de la patte amputée a été la plus largement documentée
puisqu’elle comporte plusieurs avantages comme modele d’étude (Wallace, 1981,
Hutchison et al., 2006). Contrairement a une structure symétrique comme la queue, la patte
posséde trois axes asymétriques bien définis (proximodistal, dorsoventral et
antéropostérieur) et contrairement a un organe interne, elle est facilement accessible et se
manipule aisément. De plus, comme les pattes sont normalement en paires, la patte
controlatérale de I’animal peut souvent servir de contrdle interne pour les traitements

locaux. Ceci assure que la patte traitée soit dans les mémes conditions expérimentales que
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la patte contrdle et élimine les possibilités de différences génétiques possibles si la patte

d’un autre animal est utilisée comme contrdle.

La formation du patron de développement de I’autopode des urodéles amphibiens (e.g. les
axolotls) est unique. Durant le développement larvaire de I’autopode, les phalanges se
forment séquentiellement en commengant avec les phalanges antérieures. Chez 1’axolotl, la
régénération de 1’autopode suite a une amputation procéde en suivant le méme patron
antéropostérieur. Inversement, les amniotes développent leurs phalanges presque
simultanément avec les phalanges postérieures se formant légérement en avance. En raison
de cette différence, une dissimilitude importante de 1’expression d’un géne durant le
développement du membre chez 1’axolotl pourrait permettre de corréler rapidement
I’expression du geéne a une fonction dans la formation du patron de développement. Cette
caractéristique de développement/régénération du membre de I’axolotl a d’ailleurs été mise

a profit dans cette thése tel qu’il sera exposé dans la mise en contexte du chapitre un.

1.6 L’épimorphose de la patte d’urodéle

L’épimorphose de la patte est un phénomene biphasique comprenant une phase de
préparation unique a la régénération et une phase de redéveloppement commune a
I’épimorphose et au développement embryonnaire de la patte. La phase de préparation de
I’épimorphose chez les urodéles présente plusieurs similarités avec la guérison de la plaie

chez les mammiféres (Roy and Levesque, 2006). Pourtant, chez ces derniers, il y a guérison
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par fibrose et formation d’une cicatrice (Harty et al., 2003). Comme 1’épimorphose méne a
la régénération parfaite d’une patte amputée, la compréhension des mécanismes impliqués
dans la phase de préparation de I’épimorphose chez les urodeles pourrait aider a mettre au
point des thérapies permettant d’obtenir des guérisons de plaies sans cicatrices chez les

mammiferes.

Durant les deux phases de 1’épimorphose, la patte en régénération passera par différents
stades de références (fig.1.1) (Tank et al., 1976). Dans I’espace de quelques heures, la
surface amputée est couverte par un épithélium de guérison de type squameux et cuboide.
Cet épithélium est trés mince et pratiquement transparent (fig.1.1A). 1l s’épaissit ensuite
alors que la dédifférenciation commence et qu’une coiffe apicale épidermique se forme
(fig. 1.1B). La dédifférenciation des cellules du moignon et la formation de la coiffe
apicale épidermique seront vu en détail dans les prochaines sections (1.6.1.1 et 1.6.1.3).
Apres quelques jours, le blastéme de régénération commence sa formation et se nomme
« bourgeon primaire » (fig. 1.1C). Il a alors la forme d’un petit cone et est complétement
blanc, avasculaire et non pigmenté. Il croit ensuite, surtout en longueur, pour atteindre le
stade « bourgeon moyen » (fig.1.1D). Quelques cellules pigmentées apparaissent sur la
surface dorsale du blastéme et la vascularisation commence mais reste trés éparse. A la fin
de ce stade, la phase de préparation est généralement considérée terminée. Le cone continue
sa croissance et atteint le stade « bourgeon tardif » (fig. 1.1E) ou il s’aplatie et retrousse son

apex pour donner une polarité dorsoventrale au blastéme. La pointe du cone s’¢largit au
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stade « palette » (fig. 1.1F) et la forme des deux premiers doigts commence a apparaitre du
coté antérieur du blasteme. Pendant que ces deux doigts deviennent plus proéminents, les
deux doigts postérieurs commencent a apparaitre au stade « différenciation primaire » (fig.
1.1G). Enfin, le patron de formation du membre est complété quelques semaines plus tard

(fig. 1.1F)
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Figure 1.1: Les stades de référence de I’épimorphose de la patte chez I’axolotl

Phase de préparation: A, formation de 1’épithélium de guérison (Wound Epithelium; WE);
B, début de la dédifférenciation cellulaire (Dedifferentiation); C, bourgeon primaire (Early

Bud; EB); D, bourgeon moyen (Medium Bud; MB).

Phase de redéveloppement: E, bourgeon tardif (Late Bud; LB); F, palette (Palette; Pal); G,

différenciation primaire (Early Differentiation; ED); H, patron complété (Pattern

Completed).

Figure adaptée de Tank, 1976
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1.6.1 La phase de préparation

1.6.1.1 La formation d’un épithélium de guérison et sa transformation en coiffe
apicale épidermique

Immédiatement aprés une amputation, les tissus mous de la patte se rétractent
proximalement au plan d’amputation en raison de la contractilit¢ des muscles de la patte.
Quelques secondes plus tard, I’hémorragie provoquée par 1’amputation s’arréte par la
contraction des parois vasculaires des vaisseaux sanguins sectionnés (Carlson, 2007b).
Dans [I’heure suivant [’amputation, les cellules ¢épithéliales basales changent de
morphologie, perdent leur hémidesmosomes et se détachent de la lame basale (Norman and
Schmidt, 1967, Repesh and Oberpriller, 1980, Mescher, 1996). Elles migrent ensuite, sans
prolifération, en une seule couche, de la périphérie vers le centre de la surface amputée, qui
est recouverte de plasma et de liquide extracellulaire, pour former 1’épithélium de guérison
(fig. 1.2A) (Repesh and Oberpriller, 1980, Carlson et al., 1998). Le contact des cellules
provenant des cotés opposés du moignon déclenchent le processus d’épimorphose (Satoh et
al., 2008). Une greffe de peau mature sur le moignon avant la fermeture de I’épithélium de
guérison inhibe la régénération (Mescher, 1976, Brockes and Kumar, 2008) et retirer
I’épithélium de guérison aprés sa fermeture inhibe également la régénération (Thornton,
1957). La migration des cellules qui formeront I’épithélium de guérison est donc essentielle
a la régénération (Brockes and Kumar, 2002). La protéine TGF-B1 est impliquée dans
presque tous les processus qui viennent d’étre mentionnés et elle est présente sous forme

latente dans la matrice extracellulaire et dans les plaquettes sanguines (Assoian et al., 1983,
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Kehrl et al., 1986, Sato and Rifkin, 1989, Pietenpol et al., 1990, Grainger et al., 1995,
O'Kane and Ferguson, 1997, Massague, 1998, Khalil, 1999, Blobe et al., 2000, Yu and
Stamenkovic, 2000, Annes et al., 2003, Werner and Grose, 2003, Leask and Abraham,
2004, Schmierer and Hill, 2007, Willis and Borok, 2007, Gos et al., 2009). Elle pourrait
donc étre impliquée dans plusieurs étapes de la phase de préparation. Il a d’ailleurs été
démontré chez 1’axolotl que son expression est régulée a la hausse seulement six heures

post amputation et y est maintenue élevée durant toute la phase de préparation (Levesque et

al., 2007).

Pour des animaux de 3-5 cm, le recouvrement de la plaie d’amputation par I’épithélium de
guérison est complet en environ deux a trois heures (Repesh and Oberpriller, 1978). Une
langue épidermique marque la limite entre I’épiderme de guérison et I’épiderme original
(fig. 1.2A). L’épiderme de guérison est dépourvu de lame basale (Carlson et al., 1998) ce
qui permettra des interactions épithélio-mésenchymateuses essentielles a la régénération
(Gardiner et al., 2002). La formation d’une nouvelle lame basale surviendra beaucoup plus
tard dans le processus de régénération (Singer, 1949, Wallace, 1981, Carlson et al., 1998).
L’¢épithélium de guérison s’épaissit ensuite pour former la coiffe apicale épidermique
(CAE) au dessus du caillot de fibrine qui s’est accumulé¢ suite a [’amputation
(fig. 1.2B)(Gardiner et al., 2002, Han et al., 2005). L’¢paississement est causé¢ par la
migration d’autres cellules épidermiques, par I’accumulation de débris cellulaires diie a

I’activité des phagocytes et en réaction a 1’activité des cellules inflammatoires (Carlson et
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al., 1998). Durant cette période, il y a littéralement une démolition des tissus du moignon
pour préparer la reconstruction (régénération) (Singer, 1949, Wallace, 1981). La CAE
acquiert des propriétés biochimiques a peu preés identiques a la créte apicale ectodermique
(AER), un épithélium spécialisé et un centre de régulation pendant le développement
embryonnaire du membre chez les autres vertébrés (Yonei-Tamura et al., 1999, Christensen
and Tassava, 2000, Capdevila and Izpisua Belmonte, 2001, Han et al., 2005). Suite a la
formation de la CAE, la dédifférenciation (sera définie a la section 1.7.1.3) des cellules

proximales au plan d’amputation débute.
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Figure 1.2 : Formation de I’épithélium de guérison et de la CAE suite a ’amputation

de la patte supérieur chez I’axolotl mature

A) Formation de 1’épithélium de guérison. Une seule couche de cellules épithéliales basales

migre sans prolifération de la périphérie vers le centre de la surface amputée.

B) Suite a la fermeture de 1’épithélium de guérison, c’est I’étape dite de démolition.

Ensuite, 1’épithélium de guérison s’épaissit pour former la CAE et la dédifférenciation des

cellules proximales au plan d’amputation débute.

Figure adaptée de Carlson (2007).
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1.6.1.2 La réaction immunitaire au site d’amputation

Durant la régénération, les tissus mous sous la CAE sont légérement infiltrés par les
cellules de I’inflammation, mais beaucoup moins que dans une blessure similaire chez les
mammiferes. Bien que les macrophages et les neutrophiles soient employés a nettoyer les
débris des cellules mortes et des bactéries, leur role dans la régénération demeure encore
largement inconnu (Mescher and Neff, 2006). En fait, le réle du systéme immunitaire en
général durant la régénération chez les urodéles est encore trés obscur mais il semble
qu’une régulation a la baisse du systéme immunitaire simultanément a 1’amputation soit
favorable a la régénération. Par exemple, suite a une amputation chez le triton adulte, le
nombre de lymphocytes et monocytes circulant diminue de plus de 50% et se rétablit
seulement lorsque la régénération est presque complétée (Mescher and Neff, 2006).
Egalement, I’administration de cyclophosphamide, un immunosuppresseur, au moment de

I’amputation accélere la régénération (Michael et al., 1993).

I1 est intéressant de souligner une particularité chez des souris mutantes nulles pour le géne
PUI. Le systeme immunitaire de ces souris est privé de macrophages et de neutrophiles et
par conséquent, ne fournit pratiquement pas de réponse immunitaire. Ces souris guérissent
leurs blessures de la peau non par fibrose, comme leurs fréres et sceurs sauvages, mais par
ce qui semble étre de la régénération tissulaire sans cicatrice (Martin et al., 2003, Redd et

al., 2004). L’ensemble des résultats mentionnés ci-dessus suggere qu’une partie du secret
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de la régénération des urodeles réside peut-tre dans leur capacité de réguler leur systeme

immunitaire.

1.6.1.3 La dédifférenciation cellulaire et 1a formation du blastéme de régénération

La dédifférenciation cellulaire peut étre définie comme la régression d’une cellule adulte
vers un état pseudo-embryonnaire ou progéniteur (Han et al., 2005, Odelberg, 2005). Les
signaux moléculaires déclenchant la dédifférenciation sont encore peu compris (Odelberg,
2005) mais on suspecte fortement que la CAE est la source de ce déclenchement (Han et
al., 2005). Suite a la formation de la CAE, les cellules du moignon, principalement des
fibroblastes dermiques et non dermiques et des cellules musculaires, sont libérées, se
dédifférencient, proliférent et migrent sous la CAE pour former une masse de cellules
nommée blasteme de régénération (fig. 1.3A). Le blasteme de régénération est donc une
masse de cellules dédifférenciées (Tassava and Mescher, 1975, Gardiner et al., 1986,
Muneoka et al.,, 1986, Mescher et al., 2000, McGann et al., 2001, Han et al., 2005,
Odelberg, 2005). Les cellules de la CAE ne participent pas directement a la formation du
blastéme (Brockes and Kumar, 2002) mais elles sont essentielles a sa formation et a sa
croissance (Gardiner et al., 2002). En effet, la CAE, est indispensable a la dédifférenciation,

la prolifération et la migration des cellules qui formeront le blasteme (Han et al., 2005).
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Figure 1.3: Formation et croissance du blasteme de régénération durant

I’épimorphose de la patte supérieure chez I’axolotl mature

Suite a la formation de la CAE, les cellules sous jacentes sont libérées de la matrice
extracellulaire, se dédifférencient, proliférent et migrent sous la CAE pour former le
blastéme de régénération. Le blastéme passera par les stades EB(A), MB et LB (B). C’est
approximativement durant la transition de MB a LB que la dédifférenciation se termine et

que la phase de redéveloppement de 1’épimorphose commence.

Figure adaptée de Carlson (2007)
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1.6.1.4 La formation du patron de développement du blastéme

Durant sa croissance, le blastéme de régénération passera par les stades de référence EB
(fig. 1.3A), MB et LB (fig. 1.3B; voir aussi la figure 1.1 pour une vue d’ensemble des
stades de régénération du blastéme). Lorsque le blastéme atteint le stade LB, son patron de
développement est établi pour les trois axes et c’est approximativement a ce stade que la

phase de redéveloppement débute (Iten and Bryant, 1973, Roy and Levesque, 2006).

1.6.1.4.1 L axe proximodistal (de I’épaule vers les doigts)

Tel que déja mentionné, la CAE de la patte d’axolotl en régénération est fonctionnellement
trés semblable a I’AER du bourgeon en développement chez les autres vertébrés
(Christensen and Tassava, 2000). Anatomiquement, la CAE est uniformément lisse et
couvre I’entiereté de I’extrémité du bourgeon de régénération, alors que I’AER forme une
créte couvrant uniquement la frontiere dorsoventrale du bourgeon en développement.
Toutefois, malgré leurs différences anatomiques, ces deux structures ont des propriétés
pratiquement identiques (Christensen and Tassava, 2000). Durant le développement
embryonnaire, ’AER interagit avec le mésenchyme sous-jacent du bourgeon nommé zone
de progression (PZ) qui contient des cellules mésenchymateuses en état de haute
prolifération (Xu et al., 1998, Yonei-Tamura et al., 1999). De la méme maniére, durant la
régénération de la patte chez I’axolotl, la CAE est en interaction constante avec les cellules
du blastéme de régénération (Giampaoli et al., 2003). En maintenant cette interaction, la

CAE controle la prolifération cellulaire et la formation du patron de développement



35

proximodistal des cellules du blastéme (Han et al., 2005). Les cellules du blastéme
donneront naissance uniquement aux structures distales au plan d’amputation; ce
phénomene est appelé «transformation distale », ou parfois «distalisation» (Stocum, 1983).
Les cellules du blastéme qui engendrent les structures distales sont spécifiées en premier et
les cellules qui formeront les structures proximales sont spécifiées plus tard; ce processus
est qualifi¢ de « régénération par intercalation » (Iten and Bryant, 1975). Une étude a
démontré que les cellules du blasttme sont spécifiées seulement quatre jours aprés
amputation (environ au stade EB). Suivant une amputation a la moitié du stylopode (bras
ou cuisse), les cellules du blast¢tme formées a quatre jours aprés amputation ont été
marquées a différents niveaux proximodistal a 1’aide d’un traceur fluorescent (Echeverri
and Tanaka, 2005). Lorsque la patte était entierement régénérée, les cellules marquées dans
le blasteme distal se retrouvaient uniquement dans 1’autopode (main ou pied), les cellules
médianes dans le zeugopode (avant bras ou jambe) et les cellules proximales dans le

stylopode.

L’expression des genes Hox-A9 et Hox-A13 chez ’axolotl est un exemple intéressant
appuyant le modele de régénération par intercalation. Ces genes sont importants pour la
formation du patron de développement de la patte (Gardiner et al., 1995, Zakany and
Duboule, 2007). Pendant le développement embryonnaire de la patte chez l’axolotl,
I’expression de Hox-A9 comble la totalit¢ du bourgeon et celle de Hox-A13 dont

I’expression est associée aux structures distales, vient s’ajouter tardivement mais seulement
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sur la partie distale du bourgeon (Gardiner et al., 1995). Durant la régénération de la patte,
I’expression des deux genes est différente. Durant la phase de préparation, I’expression des
deux geénes est simultanée suggérant que les éléments distaux sont spécifiés en premier,
supportant ainsi le modele de régénération par intercalation. Durant la phase de
redéveloppement, 1’expression des deux geénes redevient comparable a celle du
développement embryonnaire. Hox-49 couvre la totalit¢ du bourgeon et Hox-A13 est
confiné distalement, ce qui supporte également la théorie selon laquelle la phase de
redéveloppement de la patte est une récapitulation de son développement embryonnaire

(Gardiner et al., 1995).

1.6.1.4.2 L axe antéropostérieur (de [’index vers ['auriculaire)

La PZ postérieure du membre en développement chez les amniotes est nommée zone
d’activité polarisante (ZPA). La ZPA contrdle la formation du patron de développement
antéropostérieur du membre principalement sous 1’action du géne Sonic Hedgehog (Shh)
dont I’expression spatiale est strictement limitée a la ZPA (Saunders and Gasseling, 1968,
Riddle et al., 1993, Lopez-Martinez et al., 1995, McGlinn and Tabin, 2006). Durant le
développement du membre chez le poulet, si des cellules de la ZPA sont greffées dans le
bourgeon antérieur, ou si Shh y est surexprimé, il y a induction de polydactylie (Tickle et
al., 1975, Honig and Summerbell, 1985). Inversement, les souris mutantes nulles pour Shh

(-/-) ont une déficience majeure de leur patron de développement antéropostérieur de leur



37

autopode menant au développement d’une patte hypomorphique a un seul doigt (Litingtung

et al., 2002).

Chez les urodeles, la partie postérieure du bourgeon en développement ou du blastéme en
régénération, exprime également Shh et opére apparemment les mémes fonctions que la
ZPA (Imokawa and Yoshizato, 1997, Imokawa and Yoshizato, 1998, Torok et al., 1999,
Roy et al., 2000, Roy and Gardiner, 2002, Stopper and Wagner, 2007). Une rotation de
1800 du blastéme, ou une surexpression de Shi dans le blastéme antérieur, induit la
polydactylie comme durant le développement embryonnaire du membre chez le poulet
(Imokawa and Yoshizato, 1998, Roy et al., 2000). L’inhibition de la voie de signalisation
de Shh durant le développement ou la régénération produit une patte hypomorphique a peu
pres identique a celle observée chez les souris mutantes pour Sh4 (-/-) (Roy and Gardiner,
2002, Stopper and Wagner, 2007). Il semble donc que la formation du patron de
développement antéropostérieur de la patte d’urodéle en régénération ou en développement

est trés similaire a celle des amniotes.

1.6.1.4.3 L axe dorsoventral (du revers de la main vers la paume)

L’ectoderme dorsal du bourgeon de la patte en développement chez les vertébrés est trés
probablement le centre de signalisation contrdlant la formation du patron de développement
dorsoventral. Le géne Wnt-7a est exprimé dans ’ectoderme dorsal et induit le géne Lmx-1

dans le mésoderme dorsal sous-jacent. Le mésoderme dorsal est ventralisé par la perte de
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fonction de Wnt-7a ou Lmx-1 (Parr and McMahon, 1995, Cygan et al., 1997, Rodriguez-
Esteban et al., 1998). En-1 est exprimé dans I’ectoderme ventral. L’absence de sa fonction
permet I’expression de Wnt-7a dans I’ectoderme ventral et I’apparition d’un phénotype
double dorsal (Cygan et al., 1997) (Loomis et al., 1998). L’ensemble de ces résultats
suggere que En-1 réprime normalement 1’expression de Wnt-7a de 1’ectoderme ventral et
que I’expression antagoniste de ces deux geénes est probablement la base de la polarité
dorsoventrale de la patte en développement. Les souris expriment les génes BMP-2, BMP-4
et BMP-7 dans I’AER et I’absence de signalisation de ces trois génes spécifiquement dans
cette région provoque un phénotype double dorsal de la patte (Robert, 2007). De plus, chez
ces souris, l’expression de En-I est absente de [’ectoderme ventrale durant le
développement de la patte et ’expression de Wnt-7a s’étend alors dans 1’ectoderme ventral.
Ces résultats suggerent que 1’expression de BMP-2, BMP-4 et BMP-7 dans I’AER contrdle

le patron de formation dorsoventral de la patte en développement.

Aucun de ces genes n’a encore été étudié durant la régénération chez les urodeles mais une
étude a démontré que durant la régénération de la patte chez le Xénope, Lmx-1 est exprimé
dans le mésenchyme dorsal du blastéme de régénération (Matsuda et al., 2001). Dans la
méme étude, il a ét¢ démontré qu’un signal inconnu de 1’épiderme de guérison régule
I’expression de Lmx-1 et la formation du patron de développement dorsoventral de la

régénération de la patte. Puisque I’expression de Lmx-1 en régénération est identique a son
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expression durant le développement, il est probable que le signal provenant de 1’épiderme

de guérison soit Wnt-7a comme c’est le cas durant le développement embryonnaire.

1.6.1.5 Le modéle de coordonnées polaires

Les cellules du derme sont reconnues depuis longtemps pour leur importance dans la
formation du patron de développement de la patte en régénération (Carlson, 1974, Brockes
and Kumar, 2008). Le patron de développement du blastéme est coordonné par des
interactions locales avec la peau du moignon d’amputation (Mescher, 1996). Pour tenter
d’expliquer comment ces interactions coordonnent la formation du patron de
développement du blastéme par un modele unifié, des expériences de greffes de blastémes
ont été effectuées. Les expériences ont permis de proposer un modele de coordonnées
polaires (PCM) en deux dimensions ou chaque cellule a une coordonnée polaire et
reconnait sa position dans la patte par son interaction avec les cellules avoisinantes. Le
champ épimorphique est per¢u comme une série de cercles concentriques de différents
rayons. Chaque cellule a une position déterminée sur I’un des cercles par un angle et un
rayon (coordonnée polaire). Le PCM comporte deux régles: 1) la plus courte intercalation

et 2) le cercle complet pour la transformation distale (French et al., 1976).

La régle de la plus courte intercalation implique que lorsque deux coordonnées

normalement ¢éloignées 1’une de 1’autre viennent en confrontation suite a une amputation,
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les tissus qui étaient entre ces deux coordonnées sont reconstitués en empruntant le chemin

le plus court.

La régle du cercle complet pour la transformation distale implique qu’au moins un cercle
complet doit étre présent pour que la régénération puisse s’opérer, s’il n’est pas possible de

former un cercle complet, la régénération n’aura pas lieu.

Il est ais¢ d’imaginer plusieurs expériences de greffes ou d’amputations pour vérifier
I’exactitude du PCM. Toutefois, un seul exemple de greffe de blastéme tiré de Wallace
(1979) (Wallace and Watson, 1979) sera présenté ici. Une salamandre est amputée aux
deux pattes. Quelques jours plus tard, un blastéme s’est formé sur la patte gauche (fig. 4A)
et sur la patte droite (fig. 1.4B). Si le blasteme de la patte gauche est transféré (sans rotation
du blastéme) sur le moignon de la patte droite, il y aura des confrontations
antéropostérieures (sans confrontation dorsoventrale) entre le moignon et le blasteme
transféré (fig. 4C). Aucune intercalation n’est nécessaire sur la face ventrale et la face
dorsale car il n’y a pas de confrontation et pas de tissus manquant a remplacer (le blastéme
ventral est en contact avec le moignon ventral et le blastéme dorsal est en contact avec le
moignon dorsal). Toutefois, les coordonnées de cercles complets sont présentes de chaque
coté du plan dorsoventral et deux nouveaux blastémes peuvent donc se former de chaque
coté en respectant la reégle de plus courte intercalation (fig. 1.4D). Le résultat de cette greffe

menera donc a la régénération de trois pattes (fig. 1.4E). Soit celle qui était déja en
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régénération dans le blastéme greffé et deux autres provenant des blastémes néoformés par

intercalation de cellules de chaque c6té du blastéme greffe.
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Figure 1.4: Le modéle de coordonnées polaires

Des blastémes sont présents sur la patte gauche (A) et sur la patte droite (B) d’une
salamandre. Si le blastéme de la patte gauche est transféré (sans rotation du blastéme) sur le
moignon de la patte droite, il y aura une confrontation antéropostérieure, sans confrontation
dorsoventrale, entre le moignon et le blastéme transféré (C). Deux nouveaux blastémes se
formeront de chaque coté du blasteme greffé (D). Le résultat de cette greffe ménera a la
régénération de trois pattes (E). Les figures A-C montrent une vue dorsale de la patte et la
figure D montre une coupe transverse de la patte en régénération. A, antérieur; P,

postérieur, D, dorsal; V, ventral.

Figure adaptée de Wallace (1979)
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Figure 1.4
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1.6.1.6 La dépendance aux nerfs

Durant la phase de préparation de 1’épimorphose, la présence des nerfs dans la patte n’est
pas requise pour la formation de 1’épithélium de guérison, mais la dénervation de la patte
amputée inhibera la migration des cellules dédifférenciées, qui surviendrait normalement
dans une patte innervée, et empéchera la prolifération des cellules pour donner naissance au
blastéme. Il y aura alors de la fibrose au bout du moignon, et la régénération sera
complétement stoppée (Bryant et al., 2002). A partir du stade LB (i.e. au début de la phase
de redéveloppement), la présence des nerfs dans la patte n’est plus requise et I’épimorphose

se poursuit méme en absence de nerfs.

Une étude a démontré que le facteur de croissance nAG est exprimé dans 1’épithélium de
guérison et que son expression est régulée par les nerfs (Kumar et al., 2007). nAG est une
protéine sécrétée et interagissant avec Prod-1, une protéine de surface impliquée dans
I’identité¢ des cellules du blastéme (da Silva et al., 2002). Suite a une amputation, la
protéine nAG est exprimée d’abord dans les cellules de Schwann des nerfs du moignon et
ensuite dans I’épithélium de guérison. La dénervation de la patte supprime 1’expression
dans les deux régions (Kumar et al., 2007). L’ ¢lectroporation de nAG sous 1’épithélium de
guérison, 5 jours apreés ’amputation d’une patte dénervée, induit son expression dans
I’épithélium de guérison et restaure la régénération. Ces résultats suggerent que
I’expression de nAG dans les cellules de Schwann du nerf est responsable d’induire sa

propre expression dans 1’épithélium de guérison durant la régénération normale (Brockes
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and Kumar, 2008). nAG n’est pas exprimée directement par les axones des nerfs, mais est

sous le contréle d’un facteur libéré par les axones.

Le facteur de transcription 8 homéodomaine DIx-3 est exprimé dans la CAE durant la phase
de préparation de 1’épimorphose. La dénervation de la patte durant cette phase nerf
dépendante régule a la baisse 1I’expression de DIx-3 (Mullen et al., 1996). Toutefois, durant
la phase de redéveloppement nerf indépendante, la dénervation n’a plus d’effet sur son
expression (Singer, 1974, Mullen et al., 1996). L’implantation de billes de la protéine FGF-
2 dans la CAE d’une patte dénervée restaure 1’expression de DIx-3 et permet a la
régénération de se poursuivre (Mullen et al., 1996). Durant la régénération, FGF-2 est
exprimée dans la CAE et dans les nerfs, mais le type cellulaire exprimant FGF-2 n’a pas été
déterminé. Une dénervation de la patte durant I’épimorphose régule a la baisse 1’expression
de FGF-2 dans la CAE et dans les nerfs. FGF-2 pourrait donc étre 1’une des molécules
essentielles libérées par les axones du nerf, ou a tout le moins, sous le contrdle de cette

molécule.

1.6.2 La phase de redéveloppement

Au début de la phase de redéveloppement, le blastetme de régénération est au stade LB
(fig.1.3B; voir aussi la figure 1.1 pour une vue d’ensemble des stades de régénération du

blastéme). A ce stade, le blastéme ressemble en quelque sorte au bourgeon d’une patte
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embryonnaire en développement et comme pour ce bourgeon en développement, la
formation du patron de développement du blastéme est maintenant établie (Roy and
Levesque, 2006). Egalement, a partir de la phase de redéveloppement, I’expression de
plusieurs génes est virtuellement identique a celle du  développement
embryonnaire(Muneoka and Bryant, 1982, Gardiner et al., 1993, Gardiner et al., 1995,
Torok et al., 1999). De plus, dans les deux cas (développement et redéveloppement) la
présence des nerfs n’est pas requise pour la croissance, le développement et la
différenciation des cellules du bourgeon (Tassava et al., 1974, Tassava and Mescher, 1975,
Tassava et al., 1987, Tomlinson and Tassava, 1987, Mullen et al., 1996). Pour toutes ces
raisons il est maintenant généralement reconnu que la phase de redéveloppement de
I’épimorphose de la patte est en fait une répétition de son développement embryonnaire
(Wallace, 1981, Gardiner, 2005). Par exemple, durant le développement embryonnaire,
suite a ’induction de I’AER, des cellules quittant proximalement la PZ commencent déja a
se condenser pour entreprendre la chondrogénése. Le cartilage des structures proximales de
la patte commence alors sa formation (Capdevila and Izpisua Belmonte, 2001). De la méme
facon, chez I’axolotl, le blastéme proximal déclenche sa chondrogenése au début de la
phase de redéveloppement au stade LB (fig. 1.4B) (Fitch et al., 1989, Bell et al., 1997,
Hutchison et al., 2006). Au stade Pal, la formation du cartilage progresse proximalement et
simultanément, des cellules se condensent et se différencient aux endroits ou se formera le
squelette des doigts dans le blasteme distal (fig. 1.5A) (Hutchison et al., 2006, Carlson,

2007b). Parall¢lement, les cellules musculaires se redifférencient et les muscles se forment
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le long du blastéme de maniére virtuellement identique a ce qui se produit au cours
du développement embryonnaire de la patte (Grim and Carlson, 1974) (fig. 1.5A). Le
squelette de la patte est ensuite complété en cartilage et ce dernier enclot le périoste de I’os
résiduel du moignon (fig.1.5B). Plus tard, lorsque le membre aura récupéré sa taille

originale, le cartilage sera transformé en os par ossification endochondrale.
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Figure 1.5: Phase de redéveloppement de la patte supérieure chez I’axolotl mature

Au début de la phase de redéveloppement, le blastéme est au stade LB et déclenche sa
chondrogenese (fig. 4). Au stade suivant, le stade Pal, le cartilage est formé dans le
blastéme proximal, et simultanément, des cellules se condensent et se différencient aux
endroits ou se formera le squelette des doigts dans le blastéme distal (A). Parallélement, les
cellules musculaires se redifférencient et les muscles se forment le long du blastéme de
maniere virtuellement identique au développement embryonnaire de la patte (A). Ensuite,
lorsque la patte atteint le stade « patron complété » le squelette de la patte est enticrement

formé en cartilage et enclot le périoste de 1I’os du moignon (B).

Figure adaptée de Carlson (2007)
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1.7 La peau, importante source de cellules pour la formation du

blastéme de régénération

Des expériences de greffes de peau ont démontré que la peau peut fournir a elle seule
presque tous les types cellulaires pour reconstruire une patte. Une démonstration directe de
I’importance de la peau provient d’expériences de régénération de pattes irradiées aux
rayon-X. Les pattes irradiées sont incapables de régénération, mais cette derniére peut étre
restaurée par une greffe de peau non-irradiée (Holder, 1989). Pour faire 1’expérience, un
lambeau circulaire de peau, un « skin cuff », contenant le derme et 1’épiderme a été retiré
au centre d’une patte (fig. 1.6 A-B). La patte était ensuite irradié¢e au complet (fig. 1.6C) et
le lambeau circulaire de peau non irradiée regreffé a son emplacement d’origine (fig. 1.6D).
Une semaine plus tard, la patte était amputée dans la partie distale de la greffe (fig. 1.6 E-F)
et une patte enticre était régénérée de cette amputation (fig. 1.6G). Cette patte était formée a
partir des cellules de la greffe (car les autres cellules irradiées de la patte n’avaient plus la
capacité¢ de proliférer). La formation du patron du squelette en redéveloppement, des
vaisseaux sanguins, des nerfs et des tissus conjonctifs étaient normaux. Le seul tissu
manquant était le muscle mais ses tendons étaient présents (Holder, 1989). Cette expérience
démontre bien que la peau peut, a elle seule, établir la formation du patron de
développement de la patte et qu’elle peut donner naissance a tous les tissus a I’exception du

muscle.
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Figure 1.6: Expérience de régénération d’une patte irradiée aux rayon-X restaurée

par une greffe de peau non-irradiée

Un lambeau circulaire de peau («skin cuff»), contenant le derme et I’épiderme est retiré de
la patte (A, B). La patte est ensuite irradiée au complet (C). Le lambeau circulaire de peau
(non irradiée) est remis en place (D). Une semaine plus tard, la patte est amputée dans la
partie distale du lambeau circulaire greffé (E). La peau greffée est alors la seule source de
cellules non irradiée (F). Une patte compléte est régénérée a partir des cellules de la greffe
(G). La formation du patron de redéveloppement du squelette, des vaisseaux sanguins, des
nerfs et des tissus conjonctifs est normale et le seul tissu manquant est le muscle mais ses

tendons sont présents.

Figure adaptée de Holder (1989)
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1.8 Les genes d’intéréts

Les mammiféres néonataux, incluant I’homme, peuvent régénérer d’une amputation de la
partie distale de la derniére phalange de leurs doigts mais uniquement dans la région
d’expression des génes MSX-1 et MSX-2 (Reginelli et al., 1995, Han et al., 2003, Allan et
al., 2006). Suite a une amputation dans cette région, une souris mutante pour MSX-/ (-/-) ne
parviendra pas a régénérer alors qu’une souris mutante pour MSX-2 (-/-) y parviendra (Han
et al.,, 2003). Il semble donc y avoir une corrélation spécifique entre le succes de la
régénération et I’expression de MSX-1. Toutefois, il a été¢ démontré que les protéines BMPs

sont impliquées dans le succes de cette régénération:

Chez une souris sauvage [MSX-1(+/+) & MSX-2 (+/+)], la régénération procede sans
probléme, et les transcrits pour les génes MSX-1, MSX-2 et BMP-4 sont tous exprimés dans

le blastéeme de régénération (lignel du tableau 1)(Han et al., 2003).

Chez une souris mutante pour MSX-1 [MSX-1(-/-) & MSX-2 (+/+)], la régénération est
inhibée, et les transcrits pour MSX-1, MSX-2 et BMP-4 sont également inhibés dans le
blastéme de régénération (ligne 2 du tableau 1)(Han et al., 2003). A premiére vue, il semble
que MSX-1 soit le géne maitre de la régénération et son absence bloquerait 1’expression de
ses genes cibles qui bloqueraient a leur tour la régénération. Le géne d’importance serait
BMP-4 puisque les souris mutantes pour MSX-/ (-/-) sont incapables de régénération et

qu’elles possedent les deux copies du géne MSX-2.
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Chez une souris mutante pour MSX-1 [MSX-1(-/-) & MSX-2 (+/+)], a laquelle on applique
directement la protéine BMP-4 au site d’amputation, la régénération est restaurée et
I’expression des génes MSX-2 et BMP-4 est réactivée dans le blastéme (ligne 3 du tableau
1)(Han et al., 2003). Il semble donc que I’un des rdoles de MSX-1 (chez les souris sauvages)
soit d’activer la protéine BMP-4 et que cette derni¢re ait une capacité de rétroactiver sa
propre expression et l’expression de MSX-2. On peut donc se demander ici si la
régénération est restaurée par la réexpression de BMP-4 ou par son effet sur la réexpression
de MSX-2. 11 est tentant de conclure encore une fois que le gene d’importance serait BMP-4
puisque les souris mutantes pour MSX-/ (-/-) sont incapables de régénérer méme si elles
possedent les deux copies du gene MSX-2. Toutefois, puisque les souris mutantes pour
MSX-1 (-/-) perdent I’expression de BMP-4 et MSX-2 et que ’application directe de la
protéine BMP-4 réactive I’expression de BMP-4 et MSX-2, il n’est pas impossible que
I’incapacité de régénération observée dans les souris mutantes pour MSX-/ (-/-) mais
possédant les deux copies fonctionnelles de MSX-2 soit simplement due au fait que
I’expression de MSX-2 soit inhibée par 1’absence de MSX-1. En absence de MSX-1, si
I’activation de 1’expression de MSX-2 est induite par un autre moyen que par MSX-1, la

protéine MSX-2 pourrait peut-étre maintenir la régénération.

Une autre expérience de la méme étude vient quelque peu apporter des €léments qui
favorisent la protéine BMP-4 comme la protéine effectrice de la régénération (ligne 4 du

tableau 1). En effet, chez une souris sauvage [MSX-1(+/+) & MSX-2 (+/+)] a laquelle on
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applique directement la protéine Noggin (antagoniste général de tous les BMPs), la
régénération est inhibée, mais les transcrits de MSX1, MSX-2 et BMP-4 sont tous présents(Han
et al., 2003). Ceci démontre que la protéine effectrice dans ce réseau complexe n’est surement
pas MSX-1 ou MSX-2 puisqu’elles sont exprimées dans ces conditions (ligne 4 du tableau
I)(Han et al., 2003). BMP-4 serait donc la protéine la plus en aval de la cascade qui donnerait
la capacité de régénération. Toutefois, comme Noggin est un antagoniste général des BMPs, il
n’est pas possible de conclure ici que la régénération chez les souris mutantes pour MSX-1 (-/-)
est restaurée uniquement par BMP-4. En effet, les BMPs comptant a ce jour plus de 20
membres chez les vertébrés (Attisano and Wrana, 2002, Massague et al., 2005, Robert, 2007,
Schmierer and Hill, 2007, Alaoui-Ismaili and Falb, 2009), il pourrait y en avoir plusieurs
capables de restaurer la régénération chez les souris mutantes. D’ailleurs, une amputation
proximale a la région d’expression de MSX-/ (région normalement incapable de régénération
endogéne) peut étre restaurée par épimorphose grace a 1’application des protéines BMP-2 ou
BMP-7 sur le moignon d’amputation (Yu et al., 2010). Curieusement, la protéine BMP-4 qui
pouvait restaurer la régénération de la partie la plus distale chez les souris MSX-1 (-/-), n’arrive

pas a restaurer la régénération proximale.

Tableau 1 : Expression de MSX-1, MSX-2 et BMP-4 et succes de la régénération de |'extrémité de la derniére phalange en fonction du traitement

Type de souris Traitement sur Succes de la Expression de MSX-1 Expression de MSX-2 Expression de BMP-4
I"'animal Régénération dans le blasteme dans le blasteme dans le blasteme

MSX-1 (+/+) Amputation + + + +

MSX-2 (+/+)

MSX-1(-/-) Amputation - - - -

MSX-2 (+/+)

MSX-1(-/-) Amputation + BMP-4 + - + +

MSX-2 (+/+)

MSX-1 (+/+) Amputation + Noggin _ + + +

MSX-2 (+/+)

Les résultats de ce tableau sont une compilation des expériences de (Han et al., 2003)
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A la vue de tous ces résultats, il devient évident qu’une meilleure compréhension des réles
des protéines MSXs et BMPs, et leurs interactions complexes, permettra une meilleure
compréhension de I’épimorphose. Entre autres il sera intéressant d’étudier quels sont les
mécanismes de contrdle en amont de 1’expression des protéines MSXs et BMPs afin de
remonter jusqu’au signal original de la cascade d’événements pouvant mener a la
régénération parfaite d’une patte par épimorphose. Bien sur, il n’existe pas de preuve que
ce signal existe vraiment ou qu’il soit unique, plusieurs signaux simultanés sont
potentiellement nécessaires, mais seule la recherche dans cette direction saura nous
apporter des ¢léments de réponse. Dans 1’éventualité ou un interrupteur maitre pour le
déclenchement de 1’épimorphose existe réellement, on pourrait alors espérer qu’en activant
cet interrupteur maitre, le corps humain pourrait lui-méme compléter le reste du processus

menant a la régénération parfaite.

Ainsi, nous avons choisi d’étudier I’expression et les roles des geénes MSX-1 et BMP-2
durant 1’épimorphose en raison des interactions BMPs/MSXs décrites plus haut. Le gene
MSX-1 a été choisi puisqu’il possede plusieurs caractéristiques trés intéressantes en
régénération, qui seront décrites dans la prochaine section, et également parce que son
expression est intimement corrélée au succes de 1’épimorphose chez plusieurs animaux
possédant cette capacité: les doigts de ’homme (Douglas, 1972, Illingworth, 1974, Allan
et al., 2006), les doigts de la souris (Reginelli et al., 1995, Han et al., 2003), la patte

d’urodele (Crews et al., 1995, Simon et al., 1995, Koshiba et al., 1998), la patte arriére du
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Xénope (Beck et al., 2006) et la nageoire du poisson ze¢bre (Akimenko et al., 1995, Poss et
al., 2000). Nous avons ¢également choisi d’étudier le géne de BMP-2 pour son potentiel
régénératif et pour ses interactions avec la protéine MSX-1 durant le développement et la
régénération chez les vertébrés (Barlow and Francis-West, 1997, Wang et al., 1999, Bei et
al., 2000, Rachmiel et al., 2004, Murashima-Suginami et al., 2008, Chen et al., 2009). De
plus, BMP-2 est structurellement et fonctionnellement trés semblable a la protéine BMP-4
(annexe 2), qui, comme il vient d’étre décrit, posseéde aussi des capacités régénératives treés
intéressantes. Cette section présente donc un tour d’horizon des différents roles des génes
MSX-1 et BMP-2 durant le développement et la régénération chez différents modéles

animaux.

1.8.1 Muscle Segment Homeobox Gene 1 (MSX-1)

Les génes a homéoboite sont une large famille de génes impliqués dans la régulation du
développement. Chez les vertébrés supérieurs, le groupe des génes a homéoboite MSX
comporte trois membres: MSX-1(Hox-7), MSX-2 (Hox-8) et MSX-3. MSX-1 et MSX-2 sont
exprimés dans plusieurs organes et divers tissus durant le développement embryonnaire
(Carlson et al., 1998, Koshiba et al., 1998, Alappat et al., 2003) alors que MSX-3 est

exprimé uniquement dans le tube neural dorsal (Alappat et al., 2003, Liu et al., 2004).

MSX-1 et MSX-2 codent pour des homéoprotéines contenant un homéodomaine de 60

acides aminés (DeWees and Geiger, , Hovde et al., 2001). Ces homéoprotéines sont des
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facteurs de transcription fonctionnant principalement comme des répresseurs de la
transcription (Catron et al., 1995, Lee et al., 1998 , Hu et al., 2001). L’expression de ces
deux facteurs de transcription est souvent associé¢e aux cellules progénitrices multipotentes,
donc peu différenciées (Hill et al., 1989, Robert et al., 1989 , Song et al., 1992 , Reginelli et
al., 1995 675, Hu et al., 2001 ). Par exemple, durant le développement de la patte, MSX-1
est exprimé dans les cellules progénitrices de la PZ mais est absent dans les parties
proximales de la patte ou les cellules ont commencé leur différenciation (Bendall and
Abate-Shen, 2000, Hu et al., 2001). Ces observations ont mené a 1’hypothése que MSX-1 et
MSX-2 correlent avec I’absence de différenciation cellulaire (Song et al., 1992, Catron et
al., 1996, Mina et al., 1996, Takahashi et al., 1996, Carlson et al., 1998, Bendall et al.,

1999, Dodig et al., 1999)

L’expression du géne MRF-4 (un marqueur de cellules musculaires différenciées) durant
I’épimorphose de la patte chez la salamandre supporte le role inhibiteur de MSX-1 sur la
différenciation cellulaire. Chez cet animal, MSX-1 est exprimé dans les pattes durant le
développement, et plus tard, ’expression s’arréte dans une patte mature (Simon et al., 1995,
Koshiba et al., 1998). Si la patte est amputée, MSX-1 est ré-exprimé durant la régénération
a partir du stade EB (Crews et al., 1995, Simon et al., 1995, Koshiba et al., 1998).
Parallelement, le géne myogénique MRF-4 montre un profil d’expression inverse a celui de

MSX-1 (Simon et al., 1995). MRF-4 est exprimé dans les muscles adultes, rapidement
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régulé a la baisse a un niveau indétectable dans le blastéme de régénération au stade EB et

seulement ré-exprimé a I’achévement de 1’épimorphose (Simon et al., 1995).

Plus récemment, une autre étude supporte 1’hypothése que MSX-1 et MSX-2 sont des
inhibiteurs de la différenciation cellulaire (Hu et al., 2001). En effet, il a été démontré que
MSX-1 peut inhiber la différenciation cellulaire dans différentes lignées mésenchymateuses
(myocytes, adipocytes, chondrocytes et ostéoblastes). L’expression de MSX-/ pendant leur
différenciation respective inhiberait la transformation morphologique des cellules propre a
chacun des types. De plus, il a été démontré dans la lignée des myocytes que 1’inhibition de
la différenciation s’effectue par la régulation du cycle cellulaire via une régulation a la
hausse de 1’expression de la cycline D1 et I’activité de sa kinase cycline dépendante CDK-
4. La cycline D1 et la CDK-4 sont responsables d’empécher les cellules de sortir du cycle
cellulaire et de rentrer en quiescence (transition G1-GO0). L’expression de MSX-/ induirait
la formation d’un complex cycline D1/CDK-4, et les cellules seraient alors incapables de
sortir du cycle cellulaire et de se différencier. Dans cette méme étude, il a également été
démontré que MSX-1 n’avait pas d’effet sur la prolifération cellulaire. Les mémes résultats

ont été obtenus avec le géne MSX-2(Hu et al., 2001).

Une autre ¢étude menée en culture cellulaire a démontré que MSX-1 inhibe la
différenciation des cellules musculaires murines par une interaction physique entre les

protéines MSX-1 et I’histone 1b (H1b) (Lee et al., 2004a). H1b est une « linker histone » se
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liant a I’ADN a I’entrée et a la sortie des enroulements autour des nucléosomes pour les
relier afin de former la chromatine (Cirillo and Zaret, 2004). Lorsque MSX-1 est présent, il
y a formation d’un complexe MSX-1/H1b qui se fixe a un activateur de MyoD et inhibe sa
transcription. Comme MyoD est un régulateur central de la différenciation musculaire, la
répression de sa transcription a pour effet de réprimer la myogénése. La nécessité de
I’interaction entre MSX-1 et H1b pour inhiber la différenciation a également ét¢ démontrée
(Lee et al., 2004a). Un ARN interférant (ARNi) contre H1b était co-transfecté avec MSX-1
dans les cellules musculaires (Lee et al., 2004a). La présence de I’ARNi avait pour effet de
favoriser la différenciation musculaire et [’expression d’un autre marqueur de la
différenciation musculaire, la protéine « myosine heavy chain» (MHC). Ces résultats
démontrent que si la transcription de HI/b est inhibée par I’ARNi, les cellules se
différencient méme en présence de MSX-1. La coopération entre MSX-1 et H1b semble
donc essentielle a ’inhibition de la différenciation cellulaire. L’ensemble des résultats
présentés jusqu’a maintenant suggere fortement que 1’un des roles des protéines MSX-1 et

MSX-2 est d’inhiber la différenciation cellulaire.

MSX-1 et MSX-2 semblent étre des acteurs importants dans le domaine de la régénération.
En effet, comme il a déja été¢ mentionné, les mammifeéres embryonnaires peuvent régénérer
la partie distale de la derniére phalange de leurs doigts (Douglas, 1972, Illingworth, 1974,
Reginelli et al., 1995, Han et al., 2003, Allan et al., 2006), mais seulement dans la région

d’expression de MSX-1 et MSX-2 (Reginelli et al., 1995, Han et al., 2003, Allan et al.,
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20006). Toutefois, il a été démontré chez des souris mutantes pour MSX-/ (-/-) ou pour

MSX-2 (-/-) que seul MSX-1 est essentiel a la régénération (Han et al., 2003).

Une caractéristique pouvant donner cette aptitude pro-régénération a MSX-1 pourrait
provenir de son habileté a induire la dédifférenciation cellulaire (Odelberg et al., 2000,
Odelberg, 2005) et a maintenir les cellules dans un état non différencié durant la
régénération (Hu et al., 2001). Il a ét¢ démontré que la surexpression de MSX-1 dans des
myotubes en culture réduisait 1’expression des marqueurs musculaires MyoD, Myogenin,
MRF-4 et p-21 a un niveau indétectable et induisait la cellularisation des myotubes
multinucléés (Odelberg et al, 2000). Les cellules mononucléées résultantes se
dédifférenciaient et entraient en intense prolifération. Ces cellules pouvaient ensuite
exprimer des facteurs chondrogéniques, adipogéniques, myogéniques ou ostéogéniques si
elles étaient induites avec un facteur de différenciation correspondant. Ces résultats
suggerent premicrement que MSX-1 possede la capacité d’induire la dédifférenciation
cellulaire et deuxiémement que les cellules mammifeéres possedent le potentiel de se

dédifférencier.

Le role potentiel de MSX-1 dans la dédifférenciation est également supporté par des
expériences menées sur des cultures de fibres musculaires de salamandre (Kumar et al.,
2004). Ces expériences en culture cellulaires ont démontré que la dissociation de fibres

musculaires multinucléées, reproduisant un traumatisme du muscle, activait leur
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cellularisation. L’inhibition de la transcription de MSX-/ a 1’aide de morpholinos contre
I’ARNm de MSX-1 inhibait la traduction de la proteine MSX-1 et induisait une inhibition
marquée de la cellularisation. Ces résultats démontrent que les myofibres de salamandre
répondent aux traumatismes par 1’activation d’un programme endogéne de cellularisation

impliquant la traduction de MSX-1 (Kumar et al., 2004).

Un autre réle possible de MSX-1 durant la régénération pourrait avoir un lien avec la
fonction pro-apoptotique de la protéine p53. Une étude a démontré que I’inhibition de la
voie de signalisation de p53 (Komarov et al., 1999, Gudkov and Komarova, 2005) inhibait
significativement 1’épimorphose de la patte chez I’axolotl (Villiard et al., 2007). Toutefois,
on ne comprend pas encore comment l’absence de signalisation de p53 inhibe la
régénération. p53 peut empécher la transformation tumorale en prévenant la prolifération
des cellules contenant des anomalies génomiques par la régulation du cycle cellulaire et de
I’apoptose (Vogelstein et al., 2000, Vousden and Lu, 2002). Dans ses fonctions
apoptotiques, la stabilité de p53 est critique et il a été démontré que MSX-1 favorise
I’apoptose des cellules tumorales en stabilisant p53 par une interaction protéine-protéine
(Park et al., 2005). Son expression dans le blastéme de régénération, pendant une période
d’intense prolifération cellulaire, pourrait servir a stabiliser p53 durant cette période afin
d’assurer 1’apoptose pendant une période ou les possibilités d’anormalités génomiques sont

¢élevées.
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Cette hypothése est supportée par une étude récente chez la souris ou il a ét¢ démontré que
I’un des roles de MSX-1 durant le développement de la patte est de controler I’apoptose des
cellules mésenchymateuses et probablement patron de développement (Lallemand et al.,
2009). Comme il a été mentionné précédemment, les souris mutantes pour Shh (-/-)
présentent un phénotype hypomorphique de la patte (Litingtung et al., 2002). Chez ces
souris, I’expression de MSX-1 est régulée a la hausse et 1’apoptose est augmentée
(Lallemand et al., 2009). Chez les souris doubles mutantes Shh et MSX-1[ Shh (-/-) &
MSX-1 (-/-)], apoptose et le patron de développement de la patte étaient partiellement
restaurés. Ces résultats suggerent que MSX-1 pourrait avoir un réle dans I’apoptose mais

aussi dans la formation du patron de développement.

1.8.2 Bone morphogenetic protein-2 (BMP-2)

La protéine BMP-2 fait partic de la famille des protéines morphogénétiques de 1’os
(BMPs); des molécules de signalisation sécrétées appartenant a la trés grande superfamille
des facteurs de croissances transformant beta (TGF-Bs). Les BMPs on été nommés sur la
base de leur habileté a induire la formation d’os ectopique lorsqu’implantés dans des tissus
mous in vivo (Urist, 1965, Reddi and Huggins, 1972, Wozney et al., 1988). La famille des
BMPs compte a ce jour plus de 20 membres chez les vertébrés (Attisano and Wrana, 2002,
Massague et al., 2005, Robert, 2007, Schmierer and Hill, 2007, Alaoui-Ismaili and Falb,
2009). Bien que leur appellation d’origine laisse croire qu’ils sont uniquement impliqués

dans la formation de 1’os, leur réle est beaucoup plus large que leur nom laisse supposer.
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Les BMPs sont impliqués dans une multitude de processus lors du développement
embryonnaire: lors de I’induction neurale; durant 1’angiogénése; durant la formation du
patron de développement de la patte; durant 1’induction du cartilage et de ’os; et aussi
durant bien d’autres processus (Klingensmith et al., , Francis et al., 1994, Kawakami et al.,
1996, Monsoro-Burq et al., 1996, Suzuki et al., 1997, Pizette et al., 2001, Munoz-Sanjuan
and Brivanlou, 2002, Chen et al., 2004, Wan and Cao, 2005, Hong and Yu, 2009,

Ripamonti and Petit, 2009, Ye et al., 2009).

1.8.2.1 La biosynthese des BMPs

La plupart des BMPs sont synthétisés sous forme d’un pré-pro-peptide comprenant une
séquence signale, une pro-région et un domaine actif possédant sept cystéines (fig. 1.7A).
Par exemple, chez I’humain, le pré-pro-peptide de BMP-2 comprend une séquence signal
de 19 acides aminés, une pro-région de 263 acides aminés et un segment actif de 114 acides
aminés. La séquence signal dirige la synthése vers la voie de sécrétion alors que la pro-
région assure un repliement adéquat de la protéine avant la sécrétion. Durant la
transcription, I’ARNm du pré-pro-peptide est dirigé par la séquence signal vers le réticulum
endoplasmique rugueux, ou, suite a sa traduction, la séquence peptidique de la séquence
signal est clivée (Felin et al., , Wan and Cao, 2005, Xiao et al., 2007). Le tandem pro-
région/domaine actif libéré se dimérise avec un autre tandem pro-région/domaine actif par
un seul pont disulfure (cystine) entre les deux tandems monomériques. Les six autres

cystéines de chaque domaine actif forment des ponts disulfures intra-chaine (fig. 1.7
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B)(Wan and Cao, 2005). Les deux domaines actifs sont ensuite libérés de leur pro-région
par une pro-protéine convertase et le dimere mature (fig. 1.7C) est alors sécrété a 1’extérieur
de la cellule (Felin et al.). Les dimeéres sécrétés peuvent étre des homodimeéres ou des
hétérodimeres, par exemple, BMP-2/BMP-2 ou BMP-2/BMP-7 ou BMP-4/BMP-7, etc.
(Xiao et al., 2007). Bien que la formation d’hétérodimeres a été démontrée in vitro et qu’ils
ont possiblement un effet plus puissant que les homodimeéres, leurs fonctions in vivo est

encore mal comprise (Xiao et al., 2007).
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Figure 1.7: Schématisation de la synthese des BMPs

Deux pré-pro-peptides sont traduits séparément dans la cellule avec chacun une séquence
signal (N-terminal), un pro-peptide et une séquence active (C-terminal) contenant sept
cystéines (A). Les pré-pro-peptides sont ensuite libérés de leur séquence signal et les
monomeres résultants se lient ensemble par un seul pont disulfure (S-S) pour former un
homodimeére (B). Les six autres cystéines de chaque domaine actif forment des ponts
disulfures intra-chaine (B). Finalement, une pro-protéine convertase libére les séquences
actives et le dimere final (C) est sécrété hors de la cellule. Les ions sulfures des cystines

intra-chaine ne sont pas dessinés pour plus de clarté du schéma.
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1.8.2.2 Activation des récepteurs des BMPs et transduction de la signalisation
intracellulaire

Il existe au moins six types de récepteurs pour les BMPs qui peuvent étres divisés en deux
classes fonctionnelles: les types I et les types II (Schmierer and Hill, 2007). 11 a été
démontré que trois formes de récepteurs de type I peuvent lier les BMPs, soit ActR-IA,
BMPR-1A et BMPR-1B. Ces deux derniers lient exclusivement les BMPs alors que ActR-
IA peut également lier les activines (Wan and Cao, 2005). Trois récepteurs de type II on
également été identifiés pour lier un ligan BMP. Il s’agit de BMPR-II, ActR-II et ActR-IIB.
BMPR-II lie exclusivement les BMPs alors que ActR-II et ActR-1IB peuvent lier d’autres

membres de la superfamille de TGF-Bs (Schmierer and Hill, 2007).

Lorsqu’un dimére de BMPs se lie a ses récepteurs, les récepteurs forment un complexe
hétérotétramérique activé (deux récepteurs de type I et deux récepteurs de type II; fig.1.8).
Les récepteurs de type I lient ensuite une proteine Smad. Dans le cas des TGF-fs de la
famille des BMPs, les smads seront Smad-1, Smad-5 ou Smad-8 (pour les TGF-fs de la
famille des TGF-Bs, ce sera Smad-2 et Smad-3). Le récepteur de type II (récepteur
sérine/thréonine kinase) phosphoryle les résidus Sérine et Thréonine du domaine
intracellulaire du récepteur de type I. Le récepteur kinase de type I phosphoryle a son tour
le Smad qui lui est associé¢ (Smads 1, 5 ou 8), et ce Smad phosphorylé est libéré du
récepteur de type I. Deux de ces Smads libres et phosphorylés se lieront ensuite 8 Smad-4,

¢galement nommé co-smad (Smad-4 peut se lier a Smad 1,2,3,5 et 8). Le trimére de Smads
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est alors transport¢ au noyau cellulaire (fig. 1.8) ou il participera a 1’activation de la
transcription de génes cibles avec ’aide de facteur de transcriptions (Schmierer and Hill,

2007).

1.8.2.3 Quelques modes de régulation de la signalisation BMP

Noggin

Noggin (fig. 1.8, numéro 1) est une protéine sécrétée pouvant se lier a BMP-2, BMP-4 et
BMP-7. La co-crystalisation de Noggin et BMP-7 a démontré que Noggin peut inhiber la
signalisation BMP en bloquant I’interface moléculaire du domaine des BMPs se liant au
récepteurs de type I et II (Groppe et al., 2002). La structure cristalline en trois dimensions

de Noggin a clairement démontré que Noggin peut au moins bloquer la signalisation de

BMP-2,4 et 7.

Smad-6

Smad-6 (fig. 1.8, numéro 2) est un autre membre de la famille des Smads et joue un role de
régulation négative de la signalisation BMP en bloquant I’acceés des Smads 1, 5 et 8 aux
récepteurs de type I (Imamura et al.,, 1997). La surexpression de Smad-6 dans des
chondrocytes provoque un délai de la différenciation des chondrocytes et de leur maturation
(Horiki et al., 2004). Chez la souris, le promoteur de Smad-6 posseéde des sites de liaison
pour Smad-1 et Smad-5 (Ishida et al., 2000), ce qui suggere une boucle de régulation

négative de la signalisation BMP.
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Tob

Tob (Figure 1.8, numéro 3) est une protéine antiproliférative et inhibe la transcription Smad
dépendante induite par les BMPs dans les ostéoblastes par son association avec Smad-1 ou
Smad-5 (Yoshida et al., 2000). Chez les souris mutantes pour 7ob (-/-), la signalisation
BMP-2 est augmentée et I’effet de BMP-2 sur la prolifération et la différenciation des
ostéoblastes est augmentée parallélement. L’ostéoinduction locale via BMP-2 est également

augmentée chez les souris Tob (-/-) (Usui et al., 2002).

Smurf-1

Smurfl (Smad ubiquitin regulatory factor-1) est une ubiquitine ligase (fig. 1.8, numéro 4, 5
et 6). Elle interagit avec Smad-1 et Smad-5 pour induire leur protéolyse. La dégradation de
Smad-1 et Smad-5 (sous formes phosphorylé ou non phosphorylé¢ et ceci dans le
cytoplasme comme dans le noyau cellulaire) par Smurf-1 se produit indépendamment de
I’activation des récepteurs des BMPs et semble responsable de maintenir un niveau

d’équilibre de ces deux Smads (Chen et al., 2004).
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Figure 1.8: Voies de signalisation ostéogénique activées par les BMPs

Un ligand BMP (homodimere) se lie a son récepteur (hétérotétramére de récepteurs de type
I et IT). Les deux récepteurs de type I se lient & Smad-1. Les deux récepteurs de type II
phosphorylent les résidus Sérine et Thréonine du domaine intracellulaire des récepteurs de
type 1. Les récepteur de type I phosphorylent a leur tour Smad-1 qui est alors libéré des
récepteurs de type I. Deux protéines Smad-1 libres et phosphorylés se lieront ensuite a
Smad-4. Le trimére de Smads est alors transporté au noyau cellulaire ou il se liera avec le
facteur de transcription RUNX-2 a I’élément ostéogénique OSE2 (osteoblast-specific cis-
acting element two) (Schmierer and Hill, 2007). @ En extracellulaire, Noggin peut
antagoniser la signalisation BMP en bloquant I’interface moléculaire du domaine des BMPs
se liant au récepteurs de type I et 1. @ Dans le cytoplasme, Smad-6 joue un role de
régulation négative de la signalisation BMP en bloquant I’acceés de Smad-1 aux récepteurs
de type I. ®FEgalement dans le cytoplasme, Tob peut inhiber la transcription Smad
dépendante induite par les BMPs. @®® Dans le cytoplasme et dans le noyau cellulaire,
Smurfl interagit avec Smad-1 et Smad-5 pour induire leur protéolyse. La dégradation de
Smad-1 et Smad-5 (sous formes phosphorylé ou non phosphoryl¢) par Smurf-1 se produit
indépendamment de D’activation des récepteurs des BMPs et semble responsable de

maintenir un niveau d’équilibre de ces deux Smads. Figure adaptée de Chen et al. (2004).
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1.8.2.4 Réles physiologiques de BMP-2

Chez les amniotes en général, BMP-2 a recu beaucoup d’intérét di a son expression dans
la ZPA de la patte en développement (Geetha-Loganathan et al., 2006). La ZPA est la
région responsable de la formation du patron de développement antéropostérieur de la patte
et Shh, un morphogéne exprimé exclusivement dans la ZPA, en est le principal médiateur
(Riddle et al., 1993, Lopez-Martinez et al., 1995, McGlinn and Tabin, 2006). A cause de
cette expression restreinte a la ZPA, on comprend mal comment ce geéne peut controler la
formation du patron de développement de toute la largeur de la patte et on pense qu’il
pourrait peut-étre le faire via un signal secondaire. C’est pour cette raison que BMP-2 a
soulevé beaucoup d’intéréts (Hogan, 1996). Chez les tétrapodes amniotes, I’expression de
Shh est restreinte a la ZPA de la patte en développement et chevauche 1’expression de
BMP-2. Toutefois, I’expression de BMP-2 n’est pas restreinte a la région postérieure mais
forme un gradient postéro-antérieur. Des expériences ont aussi démontré que BMP-2 peut
étre induit par Shh dans le bourgeon d’un membre de poulet en développement (Laufer et
al., 1994, Yang et al.,, 1997). Cependant, différentes études ont démontré que la
surexpression de BMP-2 ne peut pas reproduire les effets phénotypiques de Shh, que
I’expression de BMP-2 est maintenue chez les souris mutantes nulles pour Shh, et que
BMP-2 n’est pas essentiel pour relayer la signalisation de Shh lors de la formation du
patron de développement de la patte (Duprez et al., 1996b, Drossopoulou et al., 2000,

Litingtung et al., 2002 , Bandyopadhyay et al., 2006). Il semble donc que si I’expression de
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BMP-2 durant le développement de la patte est associée a la formation du patron de

développement, elle n’est pas activée par Shh.

Des expériences avec des antagonistes de la signalisation BMP dans les espaces
interdigitales du membre en développement ont suggérées que 1’expression des BMPs
(surtout BMP-2, BMP-4 et BMP-7) est importante pour diriger la formation du patron de
développement des doigts (Dahn and Fallon, 2000). Toutefois, une étude plus récente avec
des souris mutantes pour BMP-2 (-/-), BMP-4 (-/-) ou BMP-7 (-/-) a démontré qu’aucun de
ces trois BMPs est essentiel pour spécifier 1’identité des phalanges mais qu’ils peuvent
induire collectivement I’apoptose interdigitale (Bandyopadhyay et al., 2006). Chez le
poulet, la surexpression de récepteurs dominants négatifs de types I-A ou I-B (dnBMPR-IA
or dnBMPR-IB) dans la patte en développement réduit I’apoptose interdigitale; résultant en
des pattes palmé ressamblant a celles du canard (Yokouchi et al., 1996, Zou and
Niswander, 1996). Au contraire, I’application de BMP-2 ou BMP-7 dans I’espace
interdigitale accélere et intensifie 1’apopotose interdigitale (Macias et al., 1997). Chez le
canard (Laufer et al., 1997) et la chauve-souris (Weatherbee et al., 2006), les BMPs sont
aussi exprimé dans l’espace interdigitale. Cependant, dans les deux cas il n’y a pas
d’apopotose interdigitale. Ceci peut s’expliquer chez le canard par le fait que Gremlin
(antagoniste des BMPs) est également exprimé dans I’space interdigitale (Laufer et al.,

1997) mais cela n’a pas ét¢ démontré chez la chauve souris. Néanmoins, ces résultats
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suggerent qu’en plus d’induire de 1’apoptose, 1’expression des BMPs dans les espaces

interdigitales a d’autres réles dans le développement de la patte.

Le développement squelettique de la patte est un aspect clairement affecté par 1’expression
de BMP-2 (Duprez et al., 1996a, Duprez et al., 1996b, Healy et al., 1999, Drossopoulou et
al., 2000, Pizette and Niswander, 2001, Quint et al., 2002). D’ailleurs, les BMPs, ont été
découverts par la formation ectopique de cartilage et d’os suite a I’implantation de matrice
osseuse déminéralisée dans les tissus mous d’un animal (Urist, 1965, Wozney, 2002). 1l a
été démontré, chez le poulet, que les BMPs participent a la détermination et/ou la
condensation des cellules chondroprogénitrices et leur différenciation subséquente en
chondrocytes (Pizette and Niswander, 2000). Chez les souris dont I’expression de BMP-2 et
BMP-4 est absente uniquement dans les pattes, la différenciation des préchondrocytes en
chondrocytes est retardée, indiquant qu’un seuil de BMPs est requis pour déclencher la
chondrogenése (Bandyopadhyay et al., 2006). Chez ces souris mutantes, les deux doigts
postérieures ne parviennent pas a se former conséquemment a I’absence d’expression du
gene SOX-9; le facteur de transcription représentant le marqueur le plus précoce connu de
la chondrogeneése (Weston et al., 2003) et un régulateur du collagéne de type II (un
constituant majeur du cartilage hyalin (Bell et al., 1997, Healy et al., 1999)). SOX-9 est une
cible de BMP-2 (Zehentner et al., 1999) et la surexpression de BMP-2 dans un membre de
poulet en développement induit I’expression de SOX-9 qui stimule ensuite la formation de

cartilage (Healy et al., 1999).
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L’expression de BMP-2 et Shh a également été démontrée durant le développement des
nageoires chez le poisson z¢bre (Martinez-Barbera et al., 1997, Laforest et al., 1998, Quint
et al., 2002, Crotwell et al., 2004, Smith et al., 2006, Hadzhiev et al., 2007). L’exosquelette
des nageoires est formé de rayons osseux et deux copies de BMP-2 (BMP-2a et BMP-2b) y
sont exprimées durant le développement des nageoires (Martinez-Barbera et al., 1997,
Quint et al., 2002, Crotwell et al., 2004). Une amputation au niveau de 1’exosquelette de la
nageoire caudale (la queue du poisson) stimule sa régénération par épimorphose qui est
complétée en environ 3 semaines (Smith et al., 2006). Durant la régénération, il a été
démontré que BMP-2b et Shh sont exprimés dans les rayons de la nageoire (Quint et al.,
2002). La méme étude a démontré que la surexpression de BMP-2b ou Shh entre deux
rayons voisins induisait de I’0os en exces entre les rayons et altérait la formation du patron
de développement de la nageoire. Toutefois, la surexpression de Sh/4 induisait 1I’expression
de Ptcl (le récepteur membranaire de Shh) entre les rayons alors que la surexpression de

BMP-2b n’avait pas d’effet sur I’expression de Prcl.

Ainsi, ’augmentation de Ptcl entre les rayons aprés surexpression de Shhi durant la
régénération de la nageoire chez le poisson zébre, suggere que I’os en exces induit par Shh
entre les rayons est un effet sur la formation du patron de développement de la nageoire et
que I’os formé est possiblement le résultat de cellules artificiellement spécifiées par la
surexpression de Shh. Leur nouvelle spécification ferait qu’elles répondraient aux BMPs.

Dr’ailleurs, dans la méme étude, la co-expression de Chordin (antagoniste de la signalisation
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de tous les BMPs et non de Shh) pendant la surexpression de Shi annulait la formation
osseuse ectopique induite par la surexpression de Shh, ce qui démontre que les effets de la
surexpression de Shh impliquent des BMPs. Parallélement, 1’absence d’activation de Ptc/
suite a la surexpression de BMP-2b suggere que 1’altération du patron de développement
provoquée par la surexpression est reliée directement a la formation d’os ectopique plutdt
qu’a un effet sur le patron de développement. L’ensemble des résultats de cette étude
supporte donc que, méme si I’expression de BMP-2 et Shh est chevauchante, leurs rdles est
différents et que BMP-2 est associé¢ directement a la régénération osseuse. Ceci est
d’ailleurs appuyé par les expériences précédemment mentionnées chez la souris ou les
protéines BMP-2, BMP-4 et BMP-7 sont toutes capables d’induire la régénération

phalangienne impliquant de la régénération osseuse (Han et al., 2003, Yu et al., 2010).

1.9 Les perspectives de la médecine régénérative

La combinaison de la bio ingénierie et des nanotechnologies permet déja le développement
d’applications de plus en plus sophistiquées en médecine régénérative. Ces applications
prennent naissance dans la recherche fondamentale et sont possibles entre autres grace aux
découvertes en biologie de la régénération. C’est dans cette optique que 1’étude de
I’expression et des fonctions des geénes MSX-I et BMP-2 lors de 1’épimorphose chez

I’axolotl ont été menées. La compréhension des roles de ces genes chez I’axolotl pourrait
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mener a la capacité d’induction de 1’épimorphose chez I’humain et lui donner ainsi la

capacité d’utiliser ses propres cellules afin de se régénérer lui-méme.
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1.10 Hypotheéses et objectifs

A la vue des résultats discutés dans ’introduction, les hypothéses suivantes ont été testées

dans cette thése:

Les hypotheses testées au chapitre un sont:

1- L’expression de BMP-2 est indépendante de la signalisation Shh

2- L’expression de BMP-2 est corrélée a I’initiation de la chondrogenese et a 1’ordre de

développement des phalanges durant 1’épimorphose de la patte chez I’axolotl.

L’objectif a atteindre pour tester I’hypotheése un était d’analyser I’effet de la
cyclopamine (antagoniste de la signalisation hedgehog) sur ’expression de

BMP-2 et SOX-9 dans la patte d’axolotl en développement et en régénération.

L’objectif a atteindre pour tester I’hypotheése deux était d’analyser 1’effet d’une
surexpression de BMP-2 ou de Noggin (un antagoniste de la signalisation BMP)
dans la région postérieure du bourgeon de la patte en régénération pendant que

les phalanges postérieures sont en redéveloppement.
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Les hypotheses testées au chapitre deux sont:

1- Durant 1’épimorphose de la patte, I’expression de MSX-I chez 1’axolotl
commence avant la formation du blastéme et est corrélée a la dédifférenciation

cellulaire durant I’épimorphose.

2- Durant D’épimorphose de la patte, MSX-1 contréle le patron de

développement et I’apoptose via la signalisation Shh.

- L’objectif a atteindre pour tester I’hypothése un du chapitre deux était
d’analyser et de comparer 1’expression déja publiée de MSX-/ chez 1’axolotl par
un autre groupe. L expression déja publiée démontrait que I’expression de MSX-
1 commencait seulement au stade Pal, soit bien aprés le début de la

dédifférenciation cellulaire.

- L’objectif a atteindre pour tester 1’hypothése deux du chapitre deux était

d’analyser ’effet de la cyclopamine sur I’expression de MSX-1.



Chapitre 1 — Article 1
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2.0 Mise en contexte

Parmi les tétrapodes vertébrés, la formation du patron de développement de 1’autopode des
urodeles amphibiens (e.g. les axolotls) est unique. Durant le développement ou la
régénération de I’autopode, les phalanges se forment séquentiellement en commengant avec
les phalanges antérieures. Inversement, les amniotes développent leurs phalanges presque

simultanément mais les phalanges postérieures se forment 1égérement en avance.

L’ordre de développement des phalanges chez les amniotes corréle avec 1’expression des
genes BMP-2 et Shh qui se chevauchent spatiotemporellement dans la partie postérieure du
bourgeon de la patte. L expression de Shh est toutefois tres restreinte et s’étend beaucoup
moins antérieurement que celle de BMP-2. Shh est le principal médiateur de la formation
du patron de développement antéropostérieur des membres. Puisque 1’expression de BMP-2
s’étend plus distalement que celle de Shh, BMP-2 était jusqu’a maintenant considéré
médiateur secondaire de Shh pour la formation du patron de développement
antéropostérieur des membres. Cependant, de plus en plus de données d’évidences chez la
souris suggérent que BMP-2 n’est pas impliqué dans la formation du patron de

développement.
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La particularité de 1’ordre d’apparition des phalanges chez 1’axolotl nous a permis de
démontrer que durant le développement et la régénération de la patte, I’expression de BMP-

2 correle avec I’ordre d’apparition des phalanges et est opposée a 1’expression de Shh.

L’ordre de développement unique des phalanges durant la régénération chez 1’axolotl a
également permis de démontrer que BMP-2 n’est pas sous le controle de Shh et que les
fonctions de ces deux génes sont indépendantes. L’expression de Shk induit la formation
du patron de développement. L’expression de BMP-2 induit la condensation des cellules
qui formeront le squelette des phalanges et non la formation du patron de développement.
Finalement, nos résultats ont également démontré que BMP-2 induit de I’apoptose durant la
régénération de la patte tel qu’il a déja ét¢ démontré durant le développement de la patte

chez les amniotes.
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2.4 Abstract

2.4.1 Background

Axolotls have the unique ability, among vertebrates, to perfectly regenerate complex body
parts, such as limbs, after amputation. In addition, axolotls pattern developing and
regenerating autopods from the anterior to posterior axis instead of posterior to anterior like
all tetrapods studied to date. Sonic hedgehog is important in establishing this anterior-
posterior axis of limbs in all tetrapods including axolotls. Interestingly, its expression is
conserved (to the posterior side of limb buds and blastemas) in axolotl limbs as in other
tetrapods. It has been suggested that BMP-2 may be the secondary mediator of sonic
hedgehog, although there is mounting evidence to the contrary in mice. Since BMP-2
expression is on the anterior portion of developing and regenerating limbs prior to digit
patterning, opposite to the expression of sonic hedgehog, we examined whether BMP-2
expression was dependent on sonic hedgehog signaling and whether it affects patterning of

the autopod during regeneration.

2.4.2 Results

The expression of BMP-2 and SOX-9 in developing and regenerating axolotl limbs
corresponded to the first digits forming in the anterior portion of the autopods. The

inhibition of sonic hedgehog signaling with cyclopamine caused hypomorphic limbs
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(during development and regeneration) but did not affect the expression of BMP-2 and
SOX-9. Overexpression of BMP-2 in regenerating limbs caused a loss of digits.
Overexpression of Noggin (BMP antagonist) in regenerating limbs also resulted in a loss of
digits. Histological analysis indicated that the loss due to BMP-2 overexpression was the
result of increased cell condensation and apoptosis while the loss caused by Noggin was

due to a decrease in cell division.

2.4.3 Conclusion

The expression of BMP-2 and its target SOX-9 was independent of sonic hedgehog
signaling in developing and regenerating limbs. Their expression correlated with
chondrogenesis and the appearance of skeletal elements as described in other tetrapods.
Overexpression of BMP-2 did not cause the formation of extra digits, which is consistent
with the hypothesis that it is not the secondary signal of sonic hedgehog. However, it did
cause the formation of hypomorphic limbs as a result of increased cellular condensation
and apoptosis. Taken together, these results suggest that BMP-2 does not have a direct role
in patterning regenerating limbs but may be important to trigger condensation prior to

ossification and to mediate apoptosis.
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2.5 Background

Bone morphogenetic proteins (BMPs) are members of the transforming growth factor-3
superfamily and were first discovered when ectopic cartilage and bone formation were
induced by demineralized bone matrix implanted into soft tissues of animals (Urist, 1965,
Wozney, 2002). However, their biological roles go far beyond osteogenesis (Suzuki et al.,
1997, Munoz-Sanjuan and Brivanlou, 2002). BMPs have been extensively studied during
the development of the vertebrate limb, which has long been recognized as an excellent
experimental system to study the genes and signaling pathways involved in patterning

complex structures.

The first stage in which BMPs were assessed in limb development is the establishment of
the anterior-posterior limb axis. In amniotes, the posterior region of the forming limb bud is
referred to as the zone of polarizing activity (ZPA) and is an organizer of the anterior-
posterior patterning of developing limbs (Riddle et al., 1993). When cells from the ZPA are
grafted into the anterior region of a chick limb bud, polydactyly is induced (Tickle et al.,
1975, Honig and Summerbell, 1985). Previous studies have shown that sonic hedgehog
(Shh) is expressed exclusively in the ZPA and that implanting Shh expressing cells, or
beads of Shh, in the anterior limb bud is sufficient to reproduce the polydactyly induced
with ZPA transplants (Riddle et al., 1993, Lopez-Martinez et al., 1995). On the other hand,

knockout mice for Shh display a major deficiency in the anterior-posterior patterning of
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their autopods which resemble a spike like structure (Litingtung et al., 2002). Thus, Shh
appears to be a mediator for the patterning of the anterior-posterior axis of the limb (Riddle
et al., 1993, Lopez-Martinez et al., 1995, McGlinn and Tabin, 2006). Because of the
restricted expression of Shh to the posterior margin, it remains unclear, however, whether
Shh induces the limb polarity directly or through a secondary signal. BMP-2 has received
much attention as a downstream target of Shh. Indeed, BMP-2 expression overlaps
spatiotemporally with the expression of Shh in the early developing limb bud of
mammalian and avian embryos (Francis et al., 1994, Laufer et al., 1994, Hogan, 1996,
Yang et al., 1997, Geetha-Loganathan et al., 2006) and can be induced in chick anterior
wing buds by ectopic Shh expression (Laufer et al., 1994, Yang et al., 1997). However,
overexpression of BMP-2 alone does not reproduce the polydactyly obtained with Shh
overexpression in chick embryos (Duprez et al., 1996b, Drossopoulou et al., 2000).
Moreover, BMP-2 expression is maintained in the limb buds of Shhi knockout mice
(Litingtung et al., 2002). In addition, the polarity and digit identity is normal in mice with
BMP-2 deficient limbs (Bandyopadhyay et al., 2006). Hence, these data show that BMP-2

is not essential to relay Shh signaling in developing limbs.

In more advanced limb developmental stages, BMP-2, BMP-4 and BMP-7 are all expressed
in the interdigital (ID) tissue (Francis et al., 1994, Laufer et al., 1997, Geetha-Loganathan et
al., 2006). Extirpation experiments of ID tissues have shown that anterior-posterior identity

is not a fixed property of digital primordia and that the ID tissues are important for digit
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patterning (Dahn and Fallon, 2000). Experiments with inhibitors of BMP signaling in ID
tissue suggested that differential levels of BMPs in the ID mesenchyme may be important
in directing digit patterning (Dahn and Fallon, 2000). However, a recent study
(Bandyopadhyay et al., 2006) with conditional knockout for BMP-2, BMP-4 or BMP-7
showed that these BMPs are not essential as signals from the ID mesenchyme for
specifying digit identity but that they mediate ID programmed cell death as previously
reported (Ganan et al., 1996, Chen and Zhao, 1998). In the chicken, overexpression of
dominant negative type I-A or type I-B BMP receptors (dnBMPR-IA or dnBMPR-IB), in
embryonic hind limbs, reduced ID tissue apoptosis and resulted in webbed feet (Yokouchi
et al., 1996, Zou and Niswander, 1996). On the contrary, application of BMP-2 or BMP-7
in the ID tissues accelerated and intensified apoptosis (Macias et al., 1997). In ducks
(Laufer et al., 1997) and bats (Weatherbee et al., 2006), BMPs are also expressed in the ID
tissues of developing digits. However, these animals have webbed autopods and apoptosis
is absent in ID tissues, suggesting expression of BMPs could have other roles in digit

formation.

One aspect that is clearly affected by the expression of BMP-2 in developing limbs is
skeletal development (Duprez et al., 1996a, Duprez et al., 1996b, Healy et al., 1999,
Drossopoulou et al., 2000, Pizette and Niswander, 2001). It was shown, in chicks, that
BMPs are needed for chondroprogenitor cell determination and/or condensation and

subsequent differentiation into chondrocytes (Pizette and Niswander, 2000). In mice with
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BMP-2/BMP-4 deficient limbs, differentiation of condensed prechondrocytes into
chondrocytes is delayed, indicating that a threshold level of BMPs is required to trigger
chondrogenesis (Bandyopadhyay et al., 2006). In these mutants, the two posterior digits fail
to form as a consequence of the misexpression of the SOX-9 gene. SOX-9, a High Mobility
Group (HMG)-domain transcription factor, is the earliest marker of chondrogenesis
(Weston et al., 2003), and a regulator of the type II collagen gene, which is a major
constituent of cartilage (Bell et al., 1997, Healy et al., 1999). SOX-9 is a known target of
BMP-2 (Zehentner et al., 1999) and overexpression of BMP-2 in developing chick limbs

induces SOX-9 expression which then stimulates cartilage formation (Healy et al., 1999).

Among tetrapod vertebrates, urodele amphibians (i.e. axolotls) have a unique
developmental pattern of their limbs. Indeed, while amniotes and anurans develop their
digits almost simultaneously with a slightly accelerated onset of posterior digit formation
(digit 4 being the first digit to condense in mice) (Shubin and Alberch, 1986, Vargas and
Fallon, 2005, Zhu et al.,, 2008), urodeles show a reversed sequence with a more
progressive/successive development of anterior digits followed by posterior digits (Shubin
and Alberch, 1986, Hinchliffe and Vorobyeva, 1999). Although the order of digit
development is different between the aforementioned animals, the end point is the same
with similar digit identity in the mature limb (Franssen et al., 2005). Moreover, even
though there is no clearly defined ZPA per se in axolotl and newt, Shh is expressed, as in

amniotes, in the posterior mesenchyme of their developing and regenerating limb buds
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(Imokawa and Yoshizato, 1997, Imokawa and Yoshizato, 1998, Torok et al., 1999). The
inhibition of Shh signaling with cyclopamine leads to an anterior-posterior truncation of
autopod elements in the developing and regenerating axolotl limbs (Roy and Gardiner,
2002, Stopper and Wagner, 2007). In addition, overexpression of Shh in the anterior
mesenchyme of regenerating limbs induces polydactyly (Roy et al., 2000), showing that as
in amniotes, Shh has a morphogenetic property in patterning the anterior-posterior axis in

developing and regenerating urodele limbs.

The present study addresses the role of BMP-2 during limb regeneration in axolotl. We
report the first cloning of an axolotl full length BMP cDNA (BMP-2). We use cyclopamine,
a pharmacological antagonist of the hedgehog signaling pathway, to show that, as in mouse,
BMP-2 is not likely to be the secondary signal of Shh. BMP-2 is expressed in the ID tissues
of developing digits in virtually all tetrapod species (Francis et al., 1994, Yokouchi et al.,
1996, Laufer et al., 1997, Beck et al., 2006, Geetha-Loganathan et al., 2006, Weatherbee et
al., 2006, Pajni-Underwood et al., 2007) and the expression of SOX-9 in these digits is
linked to BMP-2 expression (Healy et al., 1999, Pizette and Niswander, 2000, Akiyama et
al., 2002, Akiyama et al., 2007). The fact that the sequential development/regeneration of
digits in axolotl limbs is the opposite of that observed in other tetrapods (anterior digits
form first in axolotls instead of the posterior digits), even though Sh#k is expressed on the
posterior side of axolotl developing/regenerating limbs, allowed us to assess whether the

expression of BMP-2 and SOX-9 correlated with digits appearance (as they condense) or
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whether their expression correlated with Shh signaling in conditions where it was normal or
inhibited. The effect of BMP-2 or Noggin (a general BMP antagonist) overexpression on

regenerating digits was also assessed.

2.6 Results

2.6.1 Cloning and analysis of BMP-2

The axolotl full-length cDNA encoding BMP-2 was cloned, sequenced and compared to the
sequence of other vertebrates. Several BMP-2 clones were isolated from an axolotl cDNA
library. The longest clone of 2228 bp [GenBank: EU339232.1] comprising an open reading
frame (ORF) of 1188 bp was selected. The analysis of this ORF, using NCBI-BLAST,
showed a highly conserved sequence homology of the BMP-2 ORF with that of other
species: 83% identity to human; 83% to mouse; and 67.3 % to Xenopus laevis. Moreover,
the 3 UTR of the BMP-2 mRNA was highly conserved with that of other species (data not

shown).

The translated ORF of axolotl BMP-2 has a predicted amino acid sequence of 395 amino
acids (Additional File 1: Figure S1) that varies by less than 1% in length when compared to

that of human, mouse and Xenopus laevis. The amino acid sequence derived from the ORF



96

also showed a highly conserved protein homology between species: 73% with human, 72%
with mouse, and 68% with Xenopus laevis and resulted in an expected value (E-value) of
less than 1e'® when blasted in Gen Bank. Seven highly conserved cysteine residues
characteristic to all members of the TGF-f super family (Massague, 1990, Gomez-Escobar

et al., 1998) are also present (Additional File 1: Figure S1 shaded amino acids).

2.6.2 BMP-2 and SOX-9 expression during limb development

Whole-mount in sifu hybridization was performed on developing forelimbs of axolotl from
developmental stages 41 to 53. The nomenclature of Nye et al. (Nye et al., 2003) was used
to determine the staging and to label the digits of the forelimb. Digit 1 is the anterior most
(corresponding to the index side in human) and digit 4 the posterior most.

At stage 47, the expression of BMP-2 was mainly detected as a narrow band that
surrounded the anterior border of the limb bud and extended slightly to the posterior part of
the distal end. Prior to stage 47, BMP-2 was expressed as a band at the edge of the limb
covering both the anterior to posterior portions of the limb (data not shown) as described
previously for Xenopus laevis (Christen and Slack, 1998). SOX-9 was also expressed in the
anterior portion of the limb bud at stage 47 while Shh expression is restricted to the
posterior (i.e. opposite to that of BMP-2; Figure 2.1). At stage 48, the expression of BMP-2
had become restricted to the interdigital space between the developing digits 1 and 2 and is

adjacent to the expression of SOX-9 in these two digits at stage 49 (Figure 2.1). At this
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stage, SOX-9 expression correlates with the developing cartilage elements of the wrist
(carpals) and the first two digits (phalanges) (Figure 2.1; Victoria blue of stage 49). At
stage 50, BMP-2 was mainly expressed between developing digits 2 and 3 and was adjacent
to the expression of SOX-9 in these two digits at stage 51 (Figure 2.1). At this stage, the
expression of SOX-9 at the tip of digit 2 correlated with the formation of skeletal elements
in digit 2 (i.e. the phalanges) and the expression in digit 3 primordium was not yet
associated with skeletal elements as revealed by Victoria blue staining (Figure 2.1; Victoria
blue of stage 51). Finally, at stage 52, BMP-2 was expressed between developing digits 3
and 4 and was adjacent to the expression of SOX-9 in these two digits at stage 53
(Figure 2.1). At that stage, the expression of SOX-9 at the tip of digit 3 correlated with the
formation of skeletal elements in digit 3 but the expression in digit 4 primordium was not
yet associated with skeletal elements as revealed by Victoria blue staining (Figure 2.1;
Victoria blue of stage 53). In addition to its expression between digits 3 and 4 at stage 52,
BMP-2 expression was still detectable at the base of all 4 digits. This expression was not
investigated further in the present study but has been associated with the elongation phase

of digits in other species (De Luca et al., 2001, Minina et al., 2001, Sears et al., 2006).
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Figure 2.1: Expression patterns (whole mount in situ hybridisation) for BMP-2, SOX-9

and Shh in developing limbs and cartilage staining (Victoria blue; V.b.)

All pictures show a dorsal view of the limb with the posterior side on top. Numbers in the

upper left of each panel refers to the developmental stages.
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2.6.3 Effects of blocking Shh signaling in developing digits

As described above, at stage 47, BMP-2 and Shh expression are on opposite sides of the
developing limb bud (Figure 2.1; first column). It has been clearly demonstrated in mouse
that BMP-2 is not essential for digit identity (Bandyopadhyay et al., 2006). It was shown
(in knockout mice for Shh) that Shh is not essential for chondrogenesis and is dispensable
for BMP-2 expression (Litingtung et al., 2002). Based on these observations, we tested, in
axolotl, whether BMP-2 expression is independent of Shh signaling. The hedgehog
pathway antagonist cyclopamine (Chen et al., 2002) was used to determine whether BMP-2
expression is independent of Shh signaling. The expression of BMP-2 and SOX-9 were
assessed in limbs of animals treated with 2 different concentrations of cyclopamine that
were shown in a previous study to prevent the formation of posterior digits (Stopper and
Wagner, 2007). In the aforementioned study, the digits that remained after cyclopamine
treatment were identified as follows: when 2 digits remained after treatment, they were
found to be digits 1 and 2, and when only 1 digit remained (the result of a higher
concentration of cyclopamine), it was identified as digit 1 (Stopper and Wagner, 2007). In
the present study, cyclopamine treatment was initiated at developmental stage 41 which
corresponds to the onset of Shh expression (Imokawa and Yoshizato, 1997, Nye et al.,
2003). We confirmed that the expression of Shh at various limb development stages (data
not shown) was as it had been reported previously by two other groups (Imokawa and

Yoshizato, 1997, Torok et al., 1999). The group of Imokawa et al. (1997) also reported that
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Shh 1s expressed as late as the 2-3 digit stage which corresponds to stage 51-52 based on
Nye et al. (2003). The expression of BMP-2 and SOX-9 was assessed after 14 (stage 51)
and 21 (stage 53) days of treatment to see whether their expression correlated with
skeletogenesis even in the absence of Shh signaling. BMP-2 expression was not affected by
the presence of cyclopamine prior to stage 51 of limb development (see Additional File 2:
Figure S2 for the expression of BMP-2 at stage 45 in control and cyclopamine treated
limbs). The expression of SOX-9 was not affected either at stage 45 in cyclopamine treated

animals (see Additional File 2: Figure S2).

2.6.3.1 14 days

After 14 days of treatment (Figure 2.2A-F), control animals (treated with ethanol, the
carrier for cyclopamine) had reached stage 51 with digits 1 and 2 in formation
(Figure 2.2 A, D). BMP-2 was expressed in the interdigital space of digits 1-2 and 2-3
(Figure 2.2 A) and SOX-9 was expressed at the tips of digits 1 and 2, and fully expressed in
the forming digit 3 and in the carpal elements of the wrist (Figure 2.2 D). As expected,
BMP-2 expression was adjacent to SOX-9 expression in digits 1, 2 and 3. In limbs treated
with 1 pg/mL of cyclopamine (Figure 2.2 B, E), digits 1 and 2 were deformed and in
animals treated with 2 pg/mL of cyclopamine (Figure 2.2 C, F), only 1 digit was formed.
The expression pattern of BMP-2 was adjacent to the expression of SOX-9 in the forming

digits of cyclopamine treated animals just as it is in control animals.
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2.6.3.2 21 days

After 21 days of treatment (Figure 2.2 G-O), control animals had reached stage 53, and at
this stage the pattern is complete. Limbs treated with 1 pg/mL of cyclopamine developed
only digits 1 and 2 and limbs treated with 2 pg/mL of cyclopamine developed only digit 1.
In control animals, the expression of BMP-2 was observed around the digits, and the
expression of SOX-9 was in digits 3 and 4. This developmental stage corresponds to the
elongation phase of digits in other species (De Luca et al., 2001, Minina et al., 2001, Sears
et al., 2006) and as previously mentioned, was not investigated further. In the animals
treated with 1 pg/mL (Figure 2.2 H, K, N) or 2 pg/mL of cyclopamine (Figure 2.2 I, L, O)
the expression of BMP-2 and SOX-9 in the digits that have formed (digits 1 and 2 for
1 pg/mL treatment and digit 1 for 2 pg/mL treatment) was adjacent, with the expression of

BMP-2 surrounding the expression of SOX-9 as in the digits of control animals.
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Figure 2.2: Expression of BMP-2 and SOX-9 detected by whole mount in situ

hybridisation, and cartilage staining in developing limbs treated with cyclopamine

Expression of BMP-2 (A-C) and SOX-9 (D-F) detected by whole mount in situ
hybridisation in developing limbs treated 14 days with cyclopamine. Expression of BMP-2
(G-I) and SOX-9 (J-L) in developing limbs treated 21 days with cyclopamine. Left column
(A, D, G, J, M) shows control animals (0.4 uL. EtOH/mL), middle column (B, E, H, K, N)
shows the animals treated with 1 pg/mL of cyclopamine and right column (C, F, I, L, O)
shows the animals treated with 2 pg/mL of cyclopamine. All pictures show a dorsal view of
the limbs with posterior side on top. Arrowheads in C, H and K indicate the expression of
BMP-2 on both sides of the developing digits and the expression of SOX-9 in the middle of
the developing digits. The last row (M-O) shows the cartilage staining (Victoria blue) of the

skeletal elements at the end of cyclopamine treatments (21 days).
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2.6.4 BMP-2 and SOX-9 expression during limb regeneration

Limb regeneration in salamander can be divided into two main phases. 1) A preparation
phase that starts at amputation time and focuses mainly on the formation of the blastema;
and 2) a redevelopment phase that starts approximately at the late bud stage and focuses
mainly on the differentiation and repatterning of the blastema into a new limb (see
reference (Iten and Bryant, 1973) for stages description). To determine when BMP-2 and
SOX-9 are expressed, whole mount in situ hybridisation was performed for both genes
throughout limb regeneration. The onset of BMP-2 expression occurred at the early bud
stage (EB; Figure 2.3A) while SOX-9 was not yet expressed (Figure 2.3D). The expression
of BMP-2 was maintained distally in the blastema of medium bud (MB) and late bud (LB)
stages (Figure 2.3 B-C) and was adjacent to the more proximal expression of SOX-9; which
starts at MB stage (Figure 2.3 E-F). At the Palette (Pal) stage, BMP-2 (Figure 2.3 G) and
SOX-9 (Figure 2.3 J) expression started to localize in the anterior region where the first two
digits eventually form (as revealed by Victoria blue staining; Figure 2.3 N). At this stage,
the expression of BMP-2 (Figure 2.3 G) versus that of Shh was on the opposite side of the
autopod (Figure 2.3 M). As in development at stage 47 (Figure 2.1), the opposing pattern of
expression of Shh and BMP-2 just preceded the onset of digit chondrogenesis. At Pal stage,
BMP-2 (Figure 2.3 G) delineates the first 2 digits, and at early differentiation (ED) stage,
BMP-2 expression also appears between digits 3 and 4 (Figure 2.3H). At these two stages

(Pal and ED), the expression of SOX-9 (Figure 2.3 J-K), was adjacent to BMP-2 expression
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(Figure 2.3 G-H) and corresponded to the exact location of the skeletal elements. In later
stages (Figure 2.3 K-L) SOX-9 expression was tightly correlated to digit chondrogenesis as

revealed by Victoria blue staining (Figure 2.3 N-O).
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Figure 2.3: Expression pattern, by whole mount in situ hybridisation, for BMP-2,
SOX-9 and Shh transcript, and cartilage staining of skeletal elements at different

stages of limb regeneration

Expression pattern, by whole mount in situ hybridisation, for BMP-2 (A-C and G-I), SOX-
9 (D-F and J-L), Shh (M) and cartilage staining of skeletal elements (Victoria blue; N-O) at
different stages of limb regeneration. All pictures show a dorsal view of the regenerating
limbs with posterior side on the left. EB, early bud; MB, medium bud; LB, late bud; Pal,
palette; ED, early differentiation; LD, late differentiation. The arrowhead in panel M

indicates the restricted expression of Sh/ in the posterior portion of the blastema.
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Figure 2.3
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2.6.5 Effects of blocking Shh signaling on regenerating digits

As described above, at Pal stage, BMP-2 expression is on the opposite side of the
regenerating limb bud compared to that of Shh (Figure 2.3 G & M). To determine if Shh
signaling had an effect on BMP-2 expression during limb regeneration, as determined for
axolotl developing limbs (Figure 2.2), axolotls were treated with cyclopamine. The
expression of BMP-2 and SOX-9 (determined by RT-PCR at MB stage when BMP-2, SOX-
9 and Shh are first co-expressed) was not affected after 6 or 24 hours of exposure to 1 or 2
png/mL of cyclopamine (data not shown). The expression of BMP-2 at medium bud was not
affected in regenerating limbs exposed to cyclopamine from the time of amputation either
(see Additional File 3: Figure S3). Therefore, in order to mimic as close as possible the Shh
knockout phenotype, axolotls were treated from the moment of limb amputation until ED
(when patterning is completed). The expression of BMP-2 and SOX-9 was assessed at ED
stage to determine whether their expression correlated with skeletogenesis during the
redevelopment phase of regeneration as shown for development (see Figure 2.2). In animals
treated with 1 pg/mL of cyclopamine, BMP-2 expression (Figure 2.4 B) was adjacent to
SOX-9 expression (Figure 2.4 E). The same observation was made in the 2 pg/mL treated
animals (compare Figure 2.4C with 2.4 F). Under these conditions, the expression of BMP-
2 and SOX-9 relative to each other was the same as observed in corresponding digits of
control limbs (Figure2.4 A & D). As in development, the 1 pg/mL treated animals

regenerated limbs with only two digits (Figure 2.4 H) while the 2 pg/mL treated animals
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regenerated limbs with only one digit (Figure 2.4 I). Hence, the effect of cyclopamine on
patterning regenerated skeletal elements as well as the expression of BMP-2 and SOX-9

were virtually identical to that observed in developing limbs treated with cyclopamine



111

Figure 2.4: Expression pattern, by whole mount in situ hybridisation, for BMP-2 and

SOX-9 in regenerating limbs treated with cyclopamine

Expression pattern, by whole mount in situ hybridisation, for BMP-2 (A-C) and SOX-9 (D-
F) at the ED stage in regenerating limb treated with cyclopamine from the time of
amputation until fixed at ED. Left column (A, D, G) shows control animals (treated with
the carrier 0.4 pL. EtOH/mL), middle column (B, E, H) shows the animals treated with 1
pug/mL of cyclopamine and right column (C, F, I) shows the animals treated with 2 pg/mL
of cyclopamine. All pictures show a dorsal view of the limbs with the posterior side on the
left. The bottom row (G, H, I) show the skeletal staining (Victoria blue) at the end of the

treatments when the control animals had completely regenerated.
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2.6.6 Overexpression of BMP-2 and Noggin in regenerating limbs

Prior to investigating the in vivo role of BMP-2 during limb regeneration, constructs
expressing the monomeric red fluorescent protein (mRFP), BMP-2 and Noggin were tested
in vitro to verify their efficacy (Figure 2.5). C28/12 cells were cotransfected with mRFP,
axolotl BMP-2 and Xenopus laevis Noggin along with the BMP-responsive BRE2-luc
luciferase reporter construct (Korchynskyi and ten Dijke, 2002) as well as a CMV-j3-
galactosidase construct as a control. Luciferase and P-galactosidase activities were
determined 48 hours later and results (mean + sd; n=3/condition) are presented as relative
light unit (RLU) normalised with B-galactosidase. The first bar shows a basal activity
(mRFP alone) of 4.6 + 0.6. The second bar shows that axolotl BMP-2 activity is
significantly (p<0.05) higher (27.7 + 3.4) than the basal activity (an increase of 6.0 fold). In
the third bar, the activity of Xenopus laevis Noggin (general BMP antagonist) alone (3.1 +
0.3) is significantly (p<0.05) lower than BMP-2 activity and also significantly (p<0.05)
lower than basal activity. Finally, the fourth bar shows the activity (13.3 + 1.9) resulting
from BMP-2 in the presence of Noggin. The activity of this combination (BMP-2 +
Noggin) is significantly (p<0.05) lower than the BMP-2 activity alone (a decrease of 2.0
fold). Comparison between each condition (n=3/condition) was tested using Kruskal-Wallis
One Way Analysis of Variance on Ranks. Hence, these results show the plasmids

expressing axolotl BMP-2 and Xenopus laevis Noggin produced functional proteins. As
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expected, the BMP responsive luciferase reporter construct was activated in the BMP-2

transfected cells and was antagonized in the Noggin transfected cells (Figure 2.5).
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Figure 2.5: Activation of BMP responsive promoter construct by ectopic expression of

axolotl BMP-2

The graphic summarizes BMP responsive luciferase activity performed in the human
chondrocyte cell line, C28/12, after the transfection of BMP-2, Noggin or BMP-2 and
Noggin expression plasmids combined. For each condition, the BMP responsive reporter
construct and the B-galactosidase reporter construct were always co-transfected. The first
bar shows the basal luciferase activity (transfected with mRFP without axolotl BMP-2 or
Xenopus laevis Noggin) of 4.6 = 0.6. The second bar shows a significant increase (27.7 +
3.4) in luciferase activity when the axolotl BMP-2 expressing plasmid was transfected. The
third bar indicates that transfection of the Xenopus laevis Noggin expressing plasmid
decreased luciferase activity (3.1 + 0.3) compared to basal activity. The fourth bar shows
the luciferase activity from the co-transfection of the axolotl BMP-2 and the Xenopus laevis
Noggin expressing plasmids. This co-expression resulted in a significant decrease in
luciferase activity (13.3 + 1.9) compared to the expression of BMP-2 alone. All results
(mean + sd; n = 3/condition) are expressed as relative light unit (RLU) normalised with -

galactosidase activity.
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In vivo experiments were performed on regenerating limbs and were based on the
expression pattern of BMP-2 and SOX-9 determined by whole mount in sifu hybridisation
(Figure 2.3 G & J). BMP-2 and Noggin containing plasmids were electroporated in the
posterior-half of the blastema at the LB stages in order to obtain maximal expression of the
transgene by the time the regenerates reached Pal; the stage when expression of BMP-2 and
SOX-9 is localized in the anterior portion of the limb (Figure 2.3 G & J). Hence, the
electroporation was performed to induce BMP-2 or Noggin at a time and place when no or

low endogenous expression of BMP-2 and SOX-9 is detected.

The electroporation of BMP-2 at the LB stage (Figure 2.6 A) resulted in the absence of
digit formation (Figure 2.6 B-C) in the region of the electroporation (n=6/7), while controls
(electroporation of mRFP alone; Figure 2.6 G) were normal (Figure 2.6 H-I) in most cases
(n=6/7). In 1 control electroporated limb, 1 digit was missing as it sometimes happens in
untreated animals (approximately 1% of the time, unpublished observations). The
electroporation of Xenopus laevis Noggin under the same conditions (Figure 2.6 D) resulted
in a similar phenotype (Figure 2.6 E-F; n=4/4) to those obtained with the electroporation of
BMP-2. When the same quantity of plasmid was injected throughout the blastema to obtain
an even distribution of expression across the blastema with BMP-2 (n=2/2) or Noggin
(n=3/4), regeneration was inhibited (data not shown). Expression of the mRFP construct
alone throughout the blastema resulted in normally regenerating limbs (n=4/4) therefore

ruling out the electroporation itself as a cause for the inhibition of regeneration (data not
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shown). All electroporations performed prior to the LB stages with BMP-2 in the full
blastema had very mild effects (n=3/10; digits were a little shorter in the electroporated
region) and in the majority of cases, had no effect (n="7/10) (data not shown). The
electroporation with Noggin prior to the LB stage had no effect in all cases (n=12/12)
(data not shown). In control animals the electroporation of mRFP prior to LB gave rise to
normal limbs (n=9/9). With every construct combination used (BMP-2/mRFP or
Noggin/mRFP or mRFP alone), the fluorescence detected from the mRFP construct lasted a
short time (5-7 days) when the electroporation was done prior to LB stage, compared to

electroporation at LB stage which lasted longer (up to 15 days).
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Figure 2.6: Ectopic expression of axolotl BMP-2 and Xenopus laevis Noggin by

electroporating the expression plasmids directly into regenerating limbs

Different plasmid combinations were transfected to test the effect of BMP-2 and Noggin on
the regeneration process. In order to assess the efficiency of the electroporation in vivo
(first column A, D, G), the mRFP expressing plasmid was co-transfected with axolotl
BMP-2 (A), Xenopus laevis Noggin (D) or mRFP alone (G; control) in the posterior half of
regenerating blastema at the LB stage. The second column (B, E, H) show the resulting
phenotypes once the controls (mRFP ectopic expression alone) were fully regenerated and

the third column (C, F, I) show their skeletal elements using Victoria blue staining.
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To investigate further the effects of BMP-2 mis-expression, histological analysis was
performed using the Masson’s trichrome staining on limbs electroporated with BMP-2 or
Noggin (Figure 2.7 A, D, G). Although the phenotypes of animals electroporated with
BMP-2 or Noggin appeared similar from an exterior perspective (Figure 2.6), the histology
results showed significant differences at the tissue level. While limbs electroporated with
BMP-2 showed an increase in cellular density (possibly due to cellular condensation; n=3)
in the electroporated region (Figure 2.7 A), limbs electroporated with Noggin (n=3) did not
show any sign of such increase in cellular density or condensation (Figure 2.7 D). Hence,
these results suggest that the similarity between the phenotypes obtained with BMP-2 and
Noggin are caused by opposite effects of the ectopically expressed genes; an increase in
cellular density or condensation with BMP-2 and a lack of cellular density or condensation

with Noggin leading to a loss of digits.

Histological analysis provided some indication as to why BMP-2 and Noggin
overexpression caused a loss of digits in regenerating limbs but it did not provide any
mechanisms. Therefore, in order to help uncover the mechanism(s) as to how digit loss
resulted following BMP-2 and Noggin overexpression, cell division and apoptosis were
measured 6 days after electroporation of mRFP, BMP-2 and Noggin. Electroporation was
performed at LB stage as described above and cell division was determined by 5-bromo-2-
deoxyuridine (BrdU) incorporation (n=3) and apoptosis was determined by terminal

deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling (TUNEL) assay (n=3). BMP-2
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overexpression did not seem to cause major changes in cell division (Figure 2.7 B)
compared to the controls electroporated with mRFP (Figure 2.7 H) which regenerated
normally (Figure 2.7 G). Although BMP-2 overexpression did not cause major changes in
cell division, it did cause a marked increase in the number of apoptotic cells (Figure 2.7 C)
when compared to control electroporated with mRFP (Figure 2.7 1). On the opposite,
Noggin overexpression resulted in a marked reduction in cell division (Figure 2.7 E) and
the near absence of apoptotic cells (Figure 2.7 F) compared to BMP-2 overexpression and

the control electroporated with mRFP.
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Figure 2.7: Histological analysis, cellular proliferation and apoptosis of regenerating

limbs transfected with axolotl BMP-2, Xenopus laevis Noggin and mRFP

Ectopic expression of axolotl BMP-2 (A-C), Xenopus laevis Noggin (D-F) and mRFP (G-I)
by electroporating the expression plasmids directly into regenerating limbs were further
analysed at the cellular level. Panels A, D and G show the resulting phenotypes at the tissue
level on 10 um sections with the Masson's trichrome staining. Clear differences can be
observed between the ectopic expression of axolotl BMP-2 (A: condensation area pointed
out by the black arrow), Xenopus laevis Noggin (D: no condensation visible) and the mRFP
control (G, normal regenerate). Panels B, E and H show the level of BrdU incorporation as
a measure of cell division. Overexpression of BMP-2 6 days after electroporation (B) did
not seem to affect cell division compared to mRFP control (H). However, Noggin
overexpression significantly reduced the number of BrdU positive cells 6 days after
electroporation, especially on the posterior side where it was overexpressed (E). Panels C, F
and I show the level of apoptosis as determined by TUNEL assay. BMP-2 overexpression
(C) significantly increased the number of apoptotic cells during regeneration compared to

Noggin (F), which reduced apoptosis, and mRFP control (I).
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2.7 Discussion

Our results show that the expression of BMP-2 and SOX-9 in developing axolotl digits is
very similar to the expression observed in other non amphibian species (e.g. mouse &
chicken) (Roy and Gardiner, 2002, Stopper and Wagner, 2007). The expression pattern of
these two genes is also reproduced during digit formation in regenerating axolotl limbs.
Since SOX-9 is the earliest marker of chondrogenesis and a known target of BMP-2, these
results suggest an activation of SOX-9 expression (in cells that will form the digit bones) by

BMP-2 expressing cells (in the ID tissue).

As described by previous studies (Litingtung et al., 2002), the number of digits that form in
cyclopamine treated animals (during development and regeneration) is dose-dependent. In
the digits that do form in cyclopamine treated animals, the expression of BMP-2 and SOX-9
as well as chondrogenesis proceed normally. These results suggest that in axolotl just as it
was observed in mice (Niswander and Martin, 1993), BMP-2 is not likely to be a secondary
signal for Shh signaling. This is also supported by the fact that when digits begin to
condense in developing and regenerating limbs, BMP-2 and Shh expression are on opposite
sides of the limbs (along the anterior-posterior axis) and do not overlap. Hence, these
results suggest that, as in mouse, BMP-2 can trigger cell condensation independently of Shh

signaling.
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Our results strongly suggest that the inhibition of digit regeneration, in the limbs in which
BMP-2 was overexpressed, is the result of increased cell condensation and apoptosis. This
is also supported by a previous study showing an inhibition of chick limb development in
the presence of ectopic BMP-2 (Gardiner et al., 1999, Roy and Levesque, 2006). The BMP-
2 overexpression experiments and the complementarities of expression of BMP-2 and SOX-
9 (in developing and regenerating limbs), support our hypothesis that BMP-2 triggers the
condensation of adjacent cells destined to become chondrocytes (e.g. in the digits). Taken
together, these results suggest that the role of BMP-2 during limb regeneration is to trigger
cell condensation and may be to control, to some extent, apoptosis. The data obtained with
Noggin overexpression also provides further insight on the potential role of BMP signaling
in the regeneration process. Noggin is an antagonist of BMPs and therefore the results
obtained could potentially affect BMPs other than BMP-2. However, these results indicate
that BMP signaling is essential for cellular division and apoptosis during the regeneration

process, since both processes are inhibited when Noggin is overexpressed.

The fact that the effects of BMP-2 and Noggin were observed when overexpressed at the
LB stage suggest that BMP-2 regulates cellular activities during the redevelopment phase of
regeneration that starts approximately at the LB stage or later (see (Bandyopadhyay et al.,
2006) for a more complete description of the different phases of regeneration which are
often referred to as: preparation phase which includes the initial stages leading to blastema

formation; and redevelopment phase which includes the stages that give rise to the
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differentiated tissues and the patterning of the regenerated limb). However given that
overexpression of BMP-2 and Noggin were performed using electroporation of plasmids,
technical limitations do not allow us to draw any conclusion regarding the role of BMP-2
during the preparation phase of regeneration. Given the high level of cell proliferation and
tissue reorganisation during the stages prior to the LB stage, it is possible that the
electroporated plasmids could have been degraded before affecting the regeneration process
or that cells compensated somehow to overcome the ectopic BMP signaling. This is
supported by the rapid rate of fading of red fluorescence resulting from the reporter mRFP
plasmid, when electroporations were done prior to LB stage. In addition, the fact that
Noggin did not affect regeneration when overexpressed prior to LB stage is indicative that

BMP signaling may not be essential for cellular proliferation during EB and MB stages.

2.8 Conclusion

This work represents the first study on the role of BMPs during the process of limb
regeneration in urodele amphibians. Our data demonstrate that the role of BMP-2 is
conserved in limb regeneration as in limb development and that its function is related to
skeletogenesis, cellular proliferation and apoptosis but not pattern formation, as previously
demonstrated by the group of Tabin in mice (Gardiner et al., 1995). The ectopic expression
of BMP-2 led to the condensation of cells in regenerating axolotl limbs. The expression of

BMP-2 and SOX-9 in addition to our functional analysis data from the ectopic expression of
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both BMP-2 and Noggin clearly indicate that BMP signaling is essential for the process of
limb regeneration especially during the redevelopment phase where re-differentiation of all

the different cell types and pattern formation occur.

2.9 Methods

2.9.1 Animal maintenance and surgery

Axolotl embryos and larvae (3.0 cm to 8.5 cm from snout to tip of the tail) were purchased
from the Ambystoma Genetic Stock Center (Lexington, KY, USA). Animals were kept in
20% Holtfreter’s solution at a temperature varying from 19-22°C with a photoperiod cycle
of 12 hours of light and 12 hours of darkness. Embryos were used for limb development
experiments and larvae for limb regeneration experiments. For all manipulations
performed, axolotls were anaesthetized in 0.1% MS222 (ethyl 3-aminobenzoate
methanesulfonate salt, Sigma-Aldrich, MO, USA) in Holtfreter’s solution at pH 7.0.
Axolotls were allowed to recover from anaesthesia in 20% Holtfreter’s or were
euthanized/fixed for subsequent experiments. All animal care and experiments were done in

agreement with the Université¢ de Montréal animal care committee’s guidelines.
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2.9.2 Cloning of axolotl BMP-2 full length cDNA

Partial axolotl BMP-2 cDNA of 239 bases was obtained from axolotl larvae total RNA by
RT-PCR. The 239 base cDNA was amplified with primers (see Additional File 4: Figure
S4) designed from a partial cDNA sequence of BMP-2/4 like directly submitted to Genbank
by Dalglish,G. et al. (Accession number : AY326272). The full length BMP-2 ¢cDNA was
subsequently obtained by screening an axolotl ¢cDNA library (Stratagene, CA, USA),
following the manufacturer’s instructions and using the 239 bp fragment as a probe

radioactively labeled with 32P-dCTP (Perkin Elmer, MA, USA).

2.9.3 Whole-mount in situ hybridization

Whole-mount in situ hybridization was performed as described in Gardiner ef al. (Imokawa
and Yoshizato, 1997, Imokawa and Yoshizato, 1998, Torok et al., 1999) with a few
modifications: The axolotls were anaesthetized and euthanized/fixed in 1X MEMFA (10X
MEM salt (1IM MOPS pH 7.4, 20mM EGTA, 10mM MgSO,), 3,7% formaldehyde in
DEPC treated H,O) then transferred to 100% methanol and stored at -20°C until needed.
Fragments of 449bp and 381bp (for BMP-2 probes), 458bp and 455bp (for SOX-9 probes)
and 371bp (for Shh probe) were generated by RT-PCR (see Additional File 4: Figure S4 for
primers used) and cloned separately into the pCRII-TOPO cloning vector (Invitrogen, CA,

USA). These plasmids were then linearized using the appropriate restriction enzymes and
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used as template for generating antisense RNA probes. Digoxigenin (DIG) labelled
antisense RNA probes were generated using T7 or SP6 RNA polymerase (Invitrogen, CA,
USA) and DIG RNA labelling mix (Roche Diagnostics, QC., Canada). Two different
probes for BMP-2 were synthesised. The 3 UTR of the BMP-2 gene is highly conserved
throughout evolution and it was utilized to make a highly specific probe for BMP-2. Thus,
one probe of 381 bp was designed to overlap part of the 3> UTR and the ORF of BMP-2. A
second probe of 449 bp was designed in the region overlapping the 5° UTR and the ORF of
the gene which confirmed the expression observed with the 381bp probe (data not shown).
The expression pattern of SOX-9 was also determined using two different probes with
identical results obtained for both probes (data obtained using the 455 bp probe are not
shown). The expression of Shh was assessed with only one probe since the results were
identical to the results published by two different groups (Bryant and Iten, 1974). For tissue
permeabilization of developing embryos, the limbs were incubated with 20pg/mL
proteinase K for 15 min on ice and then at 37°C for 5 min. For permeabilization of
regenerating tissues, limbs were incubated with 30pg/mL proteinase K for 1 h on ice and
then at 37°C for 45 min. Probes were hybridized 24h for embryos and 72h for regenerating
animals. Prehybridization and hybridization temperatures were done at: 55°C for the BMP-
2 449 bp probe and 60°C for all the other probes. Finally, BM purple (Roche Diagnostics,
QC., Canada) was used as the alkaline phosphatase substrate for the colorimetric reaction.

Each time point presented were performed at least 3 times.
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2.9.4 Whole mount skeletal staining of limbs

Cartilage was stained using the Victoria Blue method (Luna, 1968). Limbs were fixed in
Bouin's fixative solution for 24 h before being rinsed several times with 70% ethanol.
Specimens were then rinsed in 3.5% NH4OH for 2 days and subsequently treated with Acid
alcohol for 2 h. Specimens were stained with 1% Victoria Blue for 2 h and then rinsed with
70% ethanol. Limbs were dehydrated using a gradient ethanol series of 95% and 100%,

then cleared and stored in methyl salicylate.

2.9.5 Histology

Electroporated limbs were fixed overnight in Bouin's fixative solution and then rinsed
thoroughly with 70% alcohol. Limbs were embedded in paraffin and cut to 10 pm sections.
Slides were deparaffinised through 3 baths of toluene for 5 minutes each. Slides were then
rehydrated in a graded series of 100%, 90%, 70% and 50% ethanol and then distilled water
for 5 minutes each. Masson's trichrome staining method was used to stain cell cytoplasm in

red, nuclei in black and collagen in blue (Nye et al., 2003).

2.9.6 Cyclopamine treatments

Cyclopamine powder (Cedarlane, ON., Canada) was dissolved in 100% ethanol at a

concentration of 5 mg/mL and stored at -20°C. Cyclopamine was administered by adding it
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directly to the Holtfreter’s solution to the desired concentrations. For each conditions
presented in this study, 10 animals were treated with cyclopamine or ethanol (control). For
experiments on developing limbs, treatments began at the developmental stage 41
according to Nye et al. (Iten and Bryant, 1973) and animals were fixed after 14 and 21 days
of treatment (corresponding approximately to stage 51 and 53 in control animals). For
regenerating animals, treatments began at the time of limb amputation and animals were
fixed when the controls reached the palette stage (see (Goldring et al., 1994) for stages
description) and at completion of regeneration. For limb development as well as limb
regenerating experiments, control animals were treated with the same volume of 100%
ethanol that was used to dissolve the cyclopamine. Controls were done for both volumes of
ethanol (0.2 uL/mL and 0.4 uL/mL) used for the 1 and 2 pg/mL cyclopamine treatment.
There was no difference in limb development between these two control conditions (data
not shown) and therefore only those corresponding to 2 pg/mL cyclopamine treatment are
presented. When the control animals with ethanol were compared with animals bathing in
ethanol free solution, there was no difference in limb patterning and gene expression. All
solutions were changed daily. Animals were euthanized at the end of the experiment and

fixed.
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2.9.7 Luciferase assays

The immortalized human chondrocyte cell line, C28/12, has been described previously
(Goldring et al., 1994). It was developed from chondrocytes isolated from juvenile human
costal cartilage and immortalized by retroviral infection of the SV40 large T antigen
(Korchynskyi and ten Dijke, 2002). C28/I2 cells were cultured in D-MEM/F12 containing

10% FBS with antibiotics (penstrep, fungizone) and 2 mM L-glutamine.

Transfection was performed using Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA). BRE,-
luc was described previously (Finnson et al., 2008). C28/I2 cells were seeded at a density of
7.5 x 104 cells in a 12-well plate. The next day, cells were transfected with the following
constructs and concentrations: axolotl BMP-2 = 0 or 0.4 ug, Xenopus laevis Noggin = 0 or
0.4 ug, BRE,-luc = 0.35 pug and pCMV-fgal = 0.35 ug. The total DNA concentration was
brought up to 1.5 pg using pTYFP (expression vector for mRFP) as filler DNA. Cell lysates
were prepared 48 hours later and analyzed for luciferase and B-galactosidase activity as
described previously (Vlaskalin et al., 2004). Data are expressed as a mean + standard
deviation luciferase activity normalized to [-galactosidase activity. Comparison among
each condition (n=3/condition) was tested using Kruskal-Wallis One Way Analysis of

Variance on Ranks.
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2.9.8 Injections and electroporation of constructs

For injections/electroporation of constructs expressing axolotl BMP-2 or Xenopus laevis
Noggin, blastemas were injected with 1-1.5uL of circular DNA solution through a glass
needle with a 0.2-0.4 um diameter tip, using a cell microinjector PM-1000 (Micro Data
Instrument, Inc., NJ, USA). Immediately following injections, constructs were
electroporated in blastemas. Thin gold plated rectangular electrodes (3mm x 5 mm) were
placed under (anode) and over (cathode) the blastema. 5 trains (1 train/second) of 20 square
wave pulses (200 Hz for 100 ms), at 10 Volts peak to peak, were applied through the
electrodes using a S8 stimulator (Grass instruments, MA, USA; Additional File 5: Figure
S5). Vectors containing axolotl BMP-2 (5ug/LL) or Xenopus laevis Noggin (Sug/UL) were
always co-injected with a vector containing the mRFP (2.81g/UL) to monitor the spread of
the injection over time and space. Control animals were injected with 7.8ug/uL of mRFP
(the vector containing BMP-2 or Noggin was replaced by the same amount of mRFP).
BMP-2, Noggin and mRFP expressions were all under the control of the constitutive CMV

promoter in the pcDNA1/AMP expression vector (Invitrogen, CA).

2.9.9 BrdU incorporation assay

Regenerating axolotls were injected intra-peritoneally, 6 days after electroporation of

plasmids (as described above); with 10uL of BrdU stock solution using a ratio of 1-
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2mL/100g of body weight according to the manufacturer’s instructions (GE Healthcare, #
RPN201). Animals were fixed 12 hours after injection in 4% paraformaldehyde in 0.7x
PBS for 24 hours at 4°C. Samples were paraffin embedded, deparaffinized and rehydrated
as for histology. For immuno-histochemistry, slides were washed 4x15 minutes in PBST
(1x PBS with 0,1% Tween 20). They were incubated with 0.8% Pepsin in 0,2N HCI for 10
minutes at 37°C to promote denaturation of DNA. Slides were then washed 3x10 minutes
in PBST, and incubated in a blocking solution (2% bovine serum albumin, 1% DMSO,
10% sheep serum and 0,1% Triton X-100) at room temperature for one hour. Slides were
then incubated overnight at 4°C with an anti-BrdU mouse monoclonal antibody (BrdU Ab-
3, Labvision/Neomarkers, Fremont, CA.) diluted 1:50 in blocking solution. PBST washes
(4x15 minutes) were done before incubating with an anti-mouse secondary antibody
coupled to horseradish peroxidase, dilution 1:250, for 2 hours at room temperature (GE
Healthcare). Slides were washed again 4x15 minutes in PBST before being incubated in
DAB (Zymed, Invitrogen CA) for signal detection. Slides were counterstained with methyl
green for 6 minutes (Dako, Mississauga, ON) before being serially dehydrated 2x2 minutes
each in 90% EtOH, 100% EtOH and 100% Xylene. Slides were mounted with Permount
(Fisher scientific, Ottawa, ON). Immunohistochemical detection for BrdU incorporation

was done on three different samples for each condition tested.
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2.9.10 TUNEL assay

TUNEL assay was adapted from Vlaskalin et al. (Koshiba et al., 1998) with minor
modifications. Tissue sections were deparaffinised and rehydrated as for histology. In a
humidified chamber, sections were incubated for 20 minutes in TBS (Tris-buffered saline:
100mM Tris-HCL pH 7.5 + 150 mM NaCl), containing 20 pg/ml proteinase K at RT and
rinsed 3x1 minute in TBS. Slides were rinsed in TBS, equilibrated in 1x TdT buffer for 5
minutes and incubated in TdT buffer containing 75 U/ml TdT and 2 uM digoxygenin-dUTP
for 1 h at 37°C. End labelling was stopped by transferring the sections into 1x TBS/1 mM
EDTA for 10 minutes at RT, followed by 2x2 minutes rinses in TBS. Sections were
equilibrated for 5 minutes in TBS and incubated in blocking solution [2% sheep serum in
TBS] for 1h at RT. Tissues were incubated overnight at 4°C in blocking solution containing
1:1500 dilution of anti-DIG-AP. The following day, sections were rinsed in PBS and
equilibrated 5 minutes in AP buffer. The chromogenic reaction was carried out in AP buffer
containing 100 mg/ml NBT and 50 mg/ml BCIP. The reaction was monitored for up to 15

minutes and stopped by several washes in 1x PBS.

2.9.11 Image treatments

Pictures of whole mounts, Victoria blue staining, and mRFP fluorescence were taken by a

digital infinity 2 camera (Lumenera corporation, ON., Canada) through a Leica MZ-16F
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binocular (Leica Microsystems Ltd., Switzerland). Images of fluorescence in regenerating
limbs were merged with white light images using Photoshop 7.0.1 (Adobe Systems Inc.,

CA, USA).
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2.12 Additional files

Additional File 1

Figure S1: Sequence analysis of axolotl BMP-2

Sequence analysis and alignment of the axolotl BMP-2 protein. Alignment of the predicted
axolotl BMP-2 protein with human, mouse and Xenopus. Seven cysteine residues that are
highly conserved and characteristic to all members of the 7gf-3 superfamily are shaded in

red.
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Additional File 2:

Figure S2: Expression of BMP-2 and SOX-9 at stage 45 of limb development

Expression of BMP-2 and SOX-9 at stage 45 of limb development in control and
cyclopamine treated (2pg/mL) axolotls. Shh has been shown to be expressed at this stage of
axolotl limb development. Our results indicate that the expression of BMP-2 and SOX-9
during limb development is not dependent on Shh signaling as they are not affected by
cyclopamine treatment. Panels A and B show the expression of BMP-2 in control (A) and
cyclopamine treated (B) animals. Panels C and D show the expression of SOX-9 in control

(C) and cyclopamine treated (D) animals.
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Additional File 3:

Figure S3: Expression of BMP-2 and SOX-9 at MB with cyclopamine

Expression of BMP-2 and SOX-9 at MB stage of limb regeneration in control and
cyclopamine treated (2pg/mL) axolotls. Shh has been shown to be expressed at this stage of
axolotl limb regeneration. Our results indicate that the expression of BMP-2 during limb
regeneration is not dependent on Shh signaling as it is not affected by cyclopamine
treatment. Panels A and B show the expression of BMP-2 in control (A) and cyclopamine
treated (B) animals. Panels C and D show the expression of SOX-9 in control (C) and

cyclopamine treated (D) animals.
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Additional File 4:

Figure S4: Primers

Primers used for PCR amplification of the different probes used for whole mount in situ

hybridization and cDNA library screening.



Figure S4

Primers for the 239 bp radioactively labelled probe for Bmp-2
cDNA library screening screening

AFB4-19 = 5- GTGGG(GAC) TGGAATGACTGGAT-3

ARB4-258 = 5'- TCCTGGTAATTCTTGAGCAC-3’

Primers for the 381 bp probe for Bmp-2

AB2F-484 = 5- CGCACCTTTGAAGAT CC-3
AB2R-865 = 5'- AGCAGGCGGAGCTCGAACTC-3'

Primers for the 448 bp probe for Bmp-2

AFB4-97 = 3'- GACCACATGAACTCCACGAA -3
ARB4-545 = 5-ACTTCATGTGCTGGEEGLTAA-3

Primers for the 458 bp probe for Sox-9
DFSOXS: 5-GA(C/TCAGTA(CT)CC{G/IC)CA(CIT)ICTGCA-3
DRSOX9 5-TGCT(GICIAG(CTITCATICIGICCA/GIATGTCC-3

Primers for the 455 bp probe for Sox-9

AETSX9FG1: 5 -TACGACTACACCGACCACCA-Y
AETSXO9RS16 5-GCAAAAGGCTTTCCTTTCCAG-3

Primers for the 371 bp probe for Shh

ASHHF41: 5-CAGGCTAATGACCCAGAGGT-3
ASHHR412: 5-CTCAGGTCTTTCACCGGTCT-3'

146
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Additional File 5:

Figure S5: In vivo electroporation

Schematic representation of the electric pulses used for electroporating the plasmids in
regenerating tissues. 5 trains of pulses were applied for the in vivo electroporation of
expression constructs. For each electroporation, a train of 20 square waves (10V peak to
peak) in 100ms (200 Hz) is applied every second (1 Hz) over five seconds (5 trains in

total).
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Schematic of the 5 trains of pulses applied for the electroporation of constructs to over expressed Bmp-2 or Noggin.
For each electroporation, a train of 20 square waves (10V ...} in 100ms (200 Hz) is applied every second (1 Hz) over five seconds (35 trains in total).

Figure S5
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Titre: Expression pattern of MSX-1 during limb regeneration in axolotl
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3.0 Mise en contexte

Les mammifeéres néonataux, incluant I’homme, peuvent régénérer d’'une amputation de la
partie distale de leur derniere phalange mais uniquement dans la région d’expression du
gene MSX-1. Une amputation chez une souris mutante pour MSX-/ (-/-) ne parviendra pas a
régénérer. Chez I’axolotl, MSX-1 n’est pas exprimé dans la patte d’un animal adulte, mais
si la patte est amputée a n’importe quel niveau, MSX-/ sera ré-exprimé et la patte sera
parfaitement régénérée. La capacité d’induire 1’expression de MSX-1 a tous les niveaux
d’amputation du membre pourrait expliquer pourquoi 1’axolotl n’est pas limité, comme les
mammiféres, a la régénération de la partie distale de sa derni¢re phalange. Deux
caractéristiques qui pourraient donner cette aptitude pro-régénération a la protéine MSX-1
est son habileté a induire la dédifférenciation cellulaire et a maintenir les cellules dans un
état non différencié puisque ces processus sont nécessaires a la formation et a la croissance
du blasteme de régénération. Il a également ét¢ démontré durant le développement de la
patte chez la souris, que MSX-1 est une cible de la voie signalisation Shh/Gli3 et qu’il est au
moins partiellement responsable du phénotype hypomorphique observé chez les souris
mutantes pour Shh (-/-). En plus de son habileté a induire la dédifférenciation cellulaire et a
maintenir les cellules dans un état non différencié, la protéine MSX-1 peut jouer un role

dans la formation du patron de développement.

Nous avons déja démontré au chapitre un que ’inhibition de la voie de signalisation Shh a

I’aide de la cyclopamine durant 1’épimorphose chez 1’axolotl peut moduler la formation du
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patron de développement de la patte et reproduire le phénotype de la patte hypomorphique
observée chez les souris mutantes pour Shh (-/-). Toutefois, le patron d’expression
spatiotemporelle du géne MSX-1 chez ’axolotl a déja été établi par un autre groupe de
recherche (Crews et al., 1995, Simon et al.,, 1995) et ce patron ne démontrait aucune
expression dans le blastéme avant le stade Pal de 1’épimorphose, stade auquel le patron de
développement du blastéme est déja spécifié. A premiére vue, il serait donc peu probable
que la protéine MSX-1 puisse jouer un rdle dans la formation du patron de développement
du blastéme. Néanmoins, deux autres études indépendantes ont démontré, chez le triton, des
résultats d’expression différents de MSX-1 par buvardage de type Northern et par essai de
protection contre la ribonucléase. Dans ces deux études, MSX-/ était exprimé dans le
blastéme durant la phase de préparation (Koshiba et al., 1998). Les différences d’expression
du géne MSX-1 entre 1’axolotl et le triton sont surprenantes puisque les deux especes font
partie de ’ordre des urodéles qui ont des capacités régénératives pratiquement identiques.
Ainsi, afin de valider les résultats d’expression de MSX-1 chez I’axolotl, le premier objectif
de cet article était de caractériser 1I’expression spatiotemporelle de MSX-1 par hybridation in
situ « whole mount » durant les phases de préparation et de redéveloppement a tous les
stades de régénération définis dans la littérature (fig. 1 de I’introduction). Le deuxiéme
objectif était d’évaluer si I’expression de MSX-1 pouvait étre modulée par I’inhibition de la
voie de signalisation de Shh en tirant profit de la facilité d’utilisation de la cyclopamine tel

qu’il a été démontré au chapitre un.
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Nos résultats ont démontré que contrairement au patron d’expression spatiotemporelle du
géne MSX-1 établi chez ’axolotl par un autre groupe de recherche (Crews et al., 1995,
Simon et al., 1995), I’expression de MSX-1 était clairement détectable dans le blastéme de
régénération durant la phase de préparation et également durant la phase de
redéveloppement. Ces résultats, chez 1’axolotl, sont en accord avec les résultats chez le
triton de Crews et al. (1995) et de Simon et al. (1995) mentionnés ci-haut (Douglas, 1972,
[llingworth, 1974, Borgens, 1982, Reginelli et al., 1995, Han et al., 2003, Allan et al.,
2006). De plus, ce patron spatiotemporel de MSX-1 était trés similaire a celui de BMP-2
(chapitre un). Les deux génes initiaient leur expression au stade EB et maintenaient leurs
expressions jusqu’a ce que le patron de la patte soit complétement formé. Enfin, les
expériences d’inhibition a la cyclopamine ont démontré que contrairement a la patte de
souris en développement, le patron d’expression de MSX-1 semble inaffecté par 1’inhibition

de la signalisation Shh durant la régénération de la patte d’axolotl.

Cet article sera soumis sous peu au journal « Gene Expression Patterns » dont le format
exige que les résultats et la discussion soient présentés simultanément dans une méme
section et que I’introduction soit intégrée a cette section. Puisque les résultats obtenus avec
la cyclopamine dans cet article ce sont avérés sans effet sur 1’expression de MSX-1, I’étude
est a caractere descriptif. Le journal « Gene Expression Patterns » a donc été choisi pour
son style expéditif et sa spécialisation dans la publication de clonage et d’expression de

genes. Cet article se veut un prélude a des études approfondies du géne MSX-1 qui se
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poursuivront dans le laboratoire a 1’aide d’axolotls transgéniques qui n’étaient pas encore

au point au moment d’écrire cette thése, mais qui le seront trés bientot.
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3.4 Abstract

Urodele amphibians (e.g., axolotls) have the unique ability, among vertebrates, to perfectly
regenerate an amputated limb by epimorphosis which progresses through the formation of a
regenerative blastema that grows by the proliferation of embryonic-like cells obtained by
cellular dedifferentiation. MSX-1 is expressed in the regeneration blastema in urodeles.
Since MSX-1 is capable of triggering cellular dedifferentiation and maintaining cells in an
undifferentiated state, its expression in the blastema could be related to these capacities
during epimorphosis. It was shown that MSX-1/ is a target gene of the Shh/Gli3 pathway in
developing limbs of knockout mice for Shh. In these mice, MSX-1 is up regulated and may
at least partially contribute to the hypomorphic limb resulting from the lack of Shh
expression. Therefore, MSX-1 may also have a function in patterning the regenerative
blastema during epimorphosis. The expression pattern of MSX-/ previously described in
axolotl by another group showed that the expression started when the dedifferentiation and
pattern formation processes were almost complete, making it unlikely that MSX-1 would
be involved with pattern formation or dedifferentiation. However, these results showed
discrepancies with MSX-1 expression in the newt where the onset was earlier in the period
prior to pattern formation. The difference between the expression of MSX-/ in axolotl and
the expression in newt is surprising since they display almost identical regenerative
capacities. In this paper, we reassess the expression pattern of MSX-/ in axolotl and show
that unlike what has been described earlier, the onset of MSX-/ expression in axolotl was

during the dedifferentiation phase when the cells of the blastema are in a highly
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proliferative state prior to pattern formation. We also showed that in animals treated with
cyclopamine at doses that reproduce the hypomorphic limb phenotype of knockout mice for
Shh, the MSX-1 expression was not modulated. Finally, we found that the spatiotemporal
expression of MSX-/ was very similar to that of BMP-2 that was previously published.
Taken together, these results are supportive for a role of MSX-1 in maintaining the cells of
the blastema in an undifferentiated state while also showing that it is unlikely that the MSX-
1 protein is related to the hypomorphic phenotype that results from an inhibition of the Shh

signalling pathway.
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3.5 Results and discussion

Urodele amphibians (e.g., axolotls) have the unique ability, among vertebrates, to perfectly
regenerate a limb amputated at any level by epimorphosis which progresses through the
formation of a blastema. Young mice and humans can also regenerate but only the last
phalanges of their digit tips where MSX-1 is expressed (Reginelli et al., 1995, Han et al.,
2003). Knockout mice for MSX-1 completely lose their capacity to regenerate (Crews et al.,
1995, Simon et al., 1995, Koshiba et al., 1998). Axolotl expresses MSX-/ during
development, including their developing limbs, but this expression stops in the adult
axolotl. If an amputation occurs at any level of the limb, MSX-1 will be re-expressed in the
regeneration blastema and a whole limb will be regenerated (Odelberg et al., 2000, Hu et
al., 2001). Some roles of MSX-1 during epimorphosis are possibly related to its ability to
induce cellular dedifferentiation and to maintain cells in an undifferentiated state
(Lallemand et al., 2009). However, it was shown in developing limbs of knockout mice for
Shh that MSX-1 is a target of the Shh/Gli3 pathway (Litingtung et al., 2002, Lallemand et
al., 2005, Lallemand et al., 2009). In these mice, MSX-1 is up regulated and may at least
partially contribute to the hypomorphic limb resulting from the lack of Shh expression
(Chiang et al., 1996, Litingtung et al., 2002, Roy and Gardiner, 2002, Stopper and Wagner,

2007, Guimond et al.).

In axolotl, cyclopamine, a pharmacological antagonist of the hedgehog signalling pathway,

can inhibit the anterior posterior pattern formation and reproduce the hypomorphic limb
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phenotype of knockout mice for Shh (Crews et al., 1995, Simon et al., 1995). Koshiba et al.
(1998) have shown by whole mount in sifu hybridization during limb epimorphosis in
axolotl that the onset of MSX-/ expression started when the pattern of the limb was already
specified. At first sight, it seems unlikely that MSX-1 would regulate the pattern formation
of the regenerating blastema in axolotl. On the other hand, other studies in the newt have
shown different results by Northern blot analysis and RNA protection assay. In these latter
studies, it was found that MSX-1 was expressed earlier during regeneration prior to pattern
formation while cells are still dedifferentiating and in a highly proliferative state (Koshiba
et al.,, 1998). The difference in MSX-I/ expression between axolotl and newt is very
surprising since both species are from the urodele order, with nearly identical regenerative
capacities. Therefore, the primary aim of this paper is to validate the spatiotemporal
expression of MSX-1 as previously reported by another group in axolotl (Yonei-Tamura et
al., 1999, Christensen and Tassava, 2000, Capdevila and Izpisua Belmonte, 2001, Gardiner
et al., 2002, Han et al., 2005), from amputation to completion of regeneration, and to test if
that expression is modulated by the inhibition of the Shh signalling pathway with the

hedgehog antagonist cyclopamine.

3.5.1 MSX-1 expression pattern during epimorphosis of the limb

Whole mount in sifu hybridization for MSX-1 was performed on regenerating limbs at

different stages (determined from the staging system of Iten et al. (1973)) from amputation
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to completion of regeneration. The expression of MSX-/ was first detected at the Early Bud
(EB) stage in the whole blastema (Fig. 1A). This expression was maintained as the
blastema was growing and reached the Medium Bud (MB) and Late Bud (LB) stages (Fig.
1B-C). At the beginning of the Palette (Pal) stage, the expression of MSX-/ started to fade
in the region where the first two digits will eventually form, but was maintained in their
interdigital space and the rest of the blastema (Fig. 1D). This pattern is more obvious at the
end of the Palette stage (Fig.1E). At the Early Differentiation (ED) stage the expression was
mainly surrounding the forming digits and was faintly expressed in the interdigital spaces
and the rest of the blastema (Fig.1F). Throughout the whole process of regeneration, from
EB stage to ED stage, the expression of MSX-1/ is virtually identical to the expression of
BMP-2 at each corresponding stage (Guimond et al., 2010). The latter results suggest that
they could potentially interact during the process of regeneration in axolotl. The expression
onset of MSX-1 at the EB stage does not support a role of MSX-1 in the dedifferentiation
process since dedifferentiation onset is a few days before, just after the formation of the
apical ectoderm cap (a structure very similar to the apical ectodermal ridge in other
vertebrates (Torok et al., 1999)). However, the dedifferentiation role of MSX-1 cannot be
ruled out in axolotl since in situ hybridization is not a highly sensitive technique. On the
other hand, the expression onset of MSX-/ at the EB stages and its maintained expression
up to the LB stage in the whole blastema supports a role of MSX-1 in maintaining the cells

of the blastema in an undifferentiated state. Indeed, at the EB stage, the cells of the newly
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formed blastema initiate a period of intense proliferation that will last up to the LB stage.

At that stage, cells of the blastema will undertake redifferentiation.
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Figure 3.1: Expression pattern by whole mount in situ hybridization for MSX-1

during different stages of limb regeneration

All pictures show a dorsal view of the regenerating limbs with posterior side on the left.
EB; Early Bud (A). MB; Medium Bud (B). LB; Late Bud (C). Pal; Palette (D-E). ED; Early

Differentiation (F).
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Figure 3.1
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3.5.2 Effects of blocking Hh signalling on the expression of MSX-1

To assess the effects of blocking Hh signalling pathway on the expression of MSX-1, the
pharmacological antagonist of the hedgehog signalling pathway cyclopamine was used.
The expression of MSX-1 was determined in animals treated with 1 pg/mL and 2 pg/mL of
cyclopamine at amputation time, and the assessment was performed at the MB stage, the
stage at which Shh expression is peaking (Roy and Gardiner, 2002, Guimond et al.). It was
previously shown that both concentrations affect the anterior posterior patterning of the
regenerating limb in a dose dependent manner (Lallemand et al., 2005). The MSX-I
expression was not affected at either concentrations of cyclopamine treatments (fig. 3.2 B-
C) and in both cases it was undistinguishable from control animals treated with EtOH (fig.
3.2 A). Therefore, in regenerating axolotl limbs, it is unlikely that the expression of MSX-1
is related to the hypomorphic phenotype that results from cyclopamine treatment
administered throughout the entire process of regeneration. In the knockout mice for Shh,
the expression of MSX-1 is weakly affected in the limb bud compared to the expression of
MSX-2 which could mean that MSX-2 has a predominant effect on patterning. However, the
autopods of knockout mice for MSX-1 (-/-) or for MSX-2 (-/-) or for double knockout MSX-
1(-/-) & MSX-2 (-/-), do not show an anterior posterior patterning defect comparable to that
of Shh knockout mice (Gardiner et al., 1995). For instance, in the limbs of double mutant

mice, at least three digits are always able to form.
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Figure 3.2: Expression pattern by whole mount in situ hybridization for MSX-1 at the

MB stage in regenerating limb treated with cyclopamine from the time of amputation

All pictures show a dorsal view of the regenerating limbs with the posterior side on the left.
A, control animals treated with the carrier (0.4 pL EtOH/mL). B, animal treated with 1

pg/mL of cyclopamine. C, animals treated with 2 pg/mL of cyclopamine.
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Figure 3.2
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3.6 Conclusion

The results presented in this study show that the expression of MSX-/ correlated with its
known capacity to maintain cells in an undifferentiated state since its expression is strong in
the whole blastema during the period when the undifferentiated cells of the blastema are in
a highly proliferative state. However, the expression of MSX-/ was not correlated to the
dedifferentiation period which occurs a few days before the onset of MSX-/ expression.
The dedifferentiation role of MSX-1 during epimorphosis cannot be ruled out since in situ
hybridization is not a highly sensitive technique and negative results are always to be taken
carefully. The virtually identical expressions of MSX-/ and BMP-2 throughout the whole
process of the epimorphosis suggest that these two genes may interact during the process of
regeneration in axolotl. Finally, the absence of modulation of MSX-I expression pattern in
axolotl deprived of Shh signalling suggest that unlike the developing mouse limb, MSX-1 is

not involved in patterning regenerating limbs.

3.7 Experimental procedures

3.7.1 Animal maintenance and surgery

Axolotl larvae (2.0 cm to 4.0 cm from snout to tip of the tail) were purchased from the

Ambystoma Genetic Stock Center (Lexington, KY, USA). Animals were kept in 20%
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Holtfreter’s solution at a temperature varying from 19-22°C with a photoperiod cycle of 12
hours of light and 12 hours of darkness. For amputation or fixation to perform whole mount
in situ hybridization, axolotls were anaesthetized in 0.1% MS222 (ethyl 3-aminobenzoate
methanesulfonate salt, Sigma-Aldrich, MO, USA) in Holtfreter’s solution at pH 7.0.
Axolotls were allowed to recover from anaesthesia in 20% Holtfreter’s or were
euthanized/fixed for subsequent experiments. All animal care and experiments were
performed in conformity with the Universit¢é de Montréal animal care committee’s

guidelines.

3.7.2 Whole-mount in situ hybridization

Whole-mount in situ hybridization was performed as described in Gardiner et al. (Iten and
Bryant, 1973) with a few modifications: The axolotls were anaesthetized and
euthanized/fixed in 1X MEMFA (10X MEM salt (1IM MOPS pH 7.4, 20mM EGTA,
10mM MgSO,), 3,7% formaldehyde in DEPC treated H,O) then transferred to 100%
methanol and stored at -20°C until needed. A fragment of 383bp obtained by RT-PCR on
total RNA, isolated from regenerating blastemas, was cloned into the pCRII-TOPO cloning
vector (Invitrogen, CA, USA). The vector was then linearized using the appropriate
restriction enzymes and used as template for generating antisense RNA probes.
Digoxigenin (DIG) labelled antisense RNA probes were generated using T7 RNA

polymerase (Invitrogen, CA, USA) and DIG RNA labelling mix (Roche Diagnostics, QC.,
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Canada). For permeabilization of regenerating tissues, limbs were incubated with 30pug/mL
proteinase K for 1 h on ice and then at 37°C for 45 min. Probes were hybridized for 72h.
Prehybridization and hybridization were both done at 60°C. Finally, BM purple (Roche)
was used as the alkaline phosphatase substrate for the colorimetric reaction. Each time

point presented was performed at least 3 times.

3.7.3 Cyclopamine treatments

Cyclopamine powder (Cedarlane, ON., Canada) was dissolved in 100% ethanol at a
concentration of 5 mg/mL and stored at -20°C. Cyclopamine was administered by adding
directly to the Holtfreter’s solution to the desired concentrations (1 and 2 pg/mL). For each
of the conditions studied in this paper, 5 animals were treated with cyclopamine or ethanol
(control). Treatments began at the time of amputation and animals were fixed when the
controls reached the MB stage (see (Han et al., 2003) for stage descriptions). Control
animals were treated with the same volume of 100% ethanol that was used to dissolve the
cyclopamine. Controls were done for both volumes of ethanol (0.2 pL/mL and 0.4 uL/mL)
used for the 1 and 2 pg/mL cyclopamine treatment. There was no difference in limb
regeneration between these two control conditions (data not shown). All solutions were
changed daily. When the control animals with ethanol were compared with animals bathing
in ethanol free solution, there was no difference in the limb patterning and gene expression.

Animals were euthanized at the end of the experiment and fixed.
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3.7.4 Image treatments

Pictures of whole mounts were taken by a digital infinity 2 camera (Lumenera corporation,
ON., Canada) through a Leica MZ-16F binocular (Leica Microsystems Ltd., Switzerland).

Images were treated using Photoshop 7.0.1 (Adobe Systems Inc., CA, USA).
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4.0 Analyse des résultats

Les résultats présentés dans cette thése se concentrent principalement sur 1’étude de la
protéine BMP-2. Ce gene a été choisi pour son interaction potentielle avec I’expression de
MSX-1 durant 1I’épimorphose de la patte chez 1’axolotl et pour ses propriétés régénératrices.
Le géne MSX-1 est indispensable pour 1’épimorphose de I’extrémité de la dernieére phalange
chez la souris (Han et al., 2003). Chez les souris mutantes pour MSX-/ (-/-) qui sont
incapables de régénération de la derniere phalange, la protéine BMP-4, qui est tres
semblable structurellement et fonctionnellement a la protéine BMP-2 (annexe 1), peut
restaurer la régénération et compenser I’absence de MSX-7 (Yu et al., 2010). De plus, une
amputation proximale a la région d’expression de MSX-/ (région normalement incapable de
régénération endogene) peut régénérer grace a ’application de la protéine BMP-2 sur le
moignon d’amputation (Healy et al., 1999). La protéine BMP-4 n’a pas encore été clonée
chez les urodeles mais plusieurs laboratoires a travers le monde, incluant le notre, tentent
d’obtenir la séquence du géne depuis plusieurs années (annexe 1). Dans notre laboratoire,
nous sommes toutefois parvenus a cloner le géne de la protéine BMP-2 et nous avons établi
son patron d’expression spatiotemporel durant le développement embryonnaire (appendice
2) et durant le développement et la régénération de la patte chez 1’axolotl. De plus, nous
avons effectué une analyse fonctionnelle de BMP-2 durant I’épimorphose de la patte. Cette
thése présente donc les résultats de la premicre étude d’un géne de la famille des BMPs

chez les urodéles.
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Au chapitre un, nos résultats ont démontré que 1’expression de BMP-2 et SOX-9 durant le
développement et la régénération de 1’autopode chez 1’axolotl est trés similaire a
I’expression des deux geénes durant le développement du membre chez les autres vertébrés
(e.g. la souris, la chauve-souris et le poulet). Puisque SOX-9 est le marqueur le plus précoce
connu de la chondrogenése, et que la surexpression de BMP-2 peut induire I’expression de
SOX-9, il a été suggéré que I’expression de SOX-9 est dépendante de BMP-2 durant la
chondrogenése (Bandyopadhyay et al., 2006). Cette hypothése est appuyée par nos résultats
qui nous ont amené a suggérer deux roles de BMP-2 durant le développement et la

régénération de la patte:

1) L'induction de la condensation des cellules qui formeront le squelette de la patte.
L'expression de BMP-2, dans les cellules du mésenchyme bordant le futur squelette de la
patte, induirait la condensation cellulaire et I'expression de SOX-9 dans les cellules qui
deviendront le squelette. Les cellules exprimant BMP-2 ne participeraient pas elles-méme
a la formation du squelette mais enverraient les signaux a partir des cellules du

mésenchyme adjacent.

2) L'induction d'apoptose dans le mésenchyme adjacent aux cellules qui formeront le

squelette du membre.
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L'expression de BMP-2 et SOX-9 durant la formation des phalanges représente bien ces
deux roles suggérés de BMP-2. Durant la formation des phalanges de I’autopode de
I’axolotl (développement ou régénération), BMP-2 est exprimé¢ dans le mésenchyme
interdigital présomptif (i.e., entre les futures phalanges). Cet espace doit étre découpé pour
éventuellement séparer les phalanges en voie de développement pour obtenir des doigts
indépendants, ce qui correspondrait avec la fonction d'apoptose de BMP-2. Simultanément,
les cellules du squelette des futures phalanges recevraient un signal des cellules exprimant
BMP-2, se condenseraient, exprimeraient SOX-9 et formeraient éventuellement le squelette

des phalanges.

Chez la souris mutante pour Shhi (-/-), le seul doigt se formant dans le membre
hypomorphique exprime BMP-2 et posséde un cartilage normal (Litingtung et al., 2002,
Roy and Gardiner, 2002, Stopper and Wagner, 2007). Chez les souris mutantes pour BMP-
2 (-/-), il a été démontré que BMP-2 n’est pas impliqué dans la formation du patron de
développement de la patte (Litingtung et al., 2002) comme on le croyait auparavant a cause
de I’expression chevauchante de BMP-2 avec Shh. Ces résultats démontrent que BMP-2
n’est pas le signal secondaire de Shh dans la formation du patron de développement du

membre.

Chez I’axolotl, le nombre de phalanges se formant durant le développement ou la

régénération de la patte chez des animaux traités a la cyclopamine est dose-dépendant, et a
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forte concentration, un seul doigt se forme tel que chez la souris mutante Shh (-/-)
(Litingtung et al., 2002, Roy and Gardiner, 2002, Stopper and Wagner, 2007). Dans ce
doigt, I’expression de BMP-2, SOX-9 et la formation du cartilage sont également normaux
(fig. 2.2 et 2.4) comme chez la souris mutante pour Shh (-/-)(Barlow and Francis-West,
1997, Wang et al., 1999, Bei et al., 2000, Rachmiel et al., 2004, Murashima-Suginami et
al., 2008, Chen et al., 2009). Ces résultats suggerent donc que, comme chez la souris, BMP-
2 n’est pas le signal secondaire de Shh dans la formation du patron de développement. Ceci
est également appuyé par les expressions opposées de BMP-2 et Shh durant le

développement (fig. 2.1) et la régénération (fig. 2.3 G & M) de la patte d’axolotl.

Globalement les résultats présentés au chapitre un suggerent que durant la phase de
redéveloppement de la régénération de la patte chez 1’axolotl, I’expression de BMP-2 est
impliquée dans la condensation cellulaire précédant la chondrogénése et dans ’activation
d’apoptose, mais n’affecte pas la morphogénése de la patte et est indépendante de la
signalisation Shh, qui elle, joue au contraire un role important sur la morphogénéese de la

patte comme chez les amniotes (Han et al., 2003).

Au chapitre deux, nos résultats ont démontré que 1’expression de MSX-1 était clairement
détectée dans le blasttme de régénération durant les phases de préparation et de
redéveloppement de la patte. Le patron d’expression spatiotemporel de MSX-7 était trés

similaire a celui de BMP-2 (chapitre un). Les deux génes initiaient leur expression au stade
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EB et maintenaient leur expression jusqu’a ce que le patron de la patte soit complétement
formé. Puisque la signalisation de BMP-2 semble avoir une interaction avec 1’expression de
MSX-1 durant le développement et la régénération chez les vertébrés (Han et al., 2003), ces
résultats suggérent que les deux geénes pourraient interagir, indirectement, durant la
régénération. Chez la souris, les expressions de MSX-1 et BMP-4 sont également corrélées
dans le blastétme de régénération de la derniére phalange de 1’autopode (Wozney et al.,
1988, Geiger et al., 2003, Chen et al., 2004). Il a également été démontré que la protéine
BMP-4 est sous le controle de MSX-1 (Harty et al., 2003). Les expériences d’interactions
BMP-2/MSX-1 durant I’épimorphose demeurent a faire chez ’axolotl, mais comme la
protéine BMP-2 est trés semblable structurellement et fonctionnellement a la protéine
BMP-4 (annexe 1) et que BMP-2, BMP-4 et MSX-1 sont associées a la régénération de la
derniére phalange chez la souris, il pourrait y avoir, chez 1’axolotl, une interaction entre la

signalisation de BMP-2 et I’expression de MSX-/ durant la régénération.

Nos résultats au chapitre deux montrent également que le patron d’expression
spatiotemporel de MSX-I durant 1’épimorphose supporte son role connu de maintien des
cellules dans un état non différencié. Les expériences d’inhibition a la cyclopamine
suggerent que contrairement a la patte de souris en développement, 1’expression de MSX-1/
¢tait inaffectée par I’inhibition de la signalisation Shh durant la régénération de la patte
d’axolotl. L’ensemble des résultats du chapitre deux suggérent que MSX-1 n’a pas

d’implication dans la dédifférenciation et dans la formation du patron de développement du
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blastéme. Toutefois, des méthodes de détection quantitative (Buvardage de type Northern

ou PCR) de I’expression de MSX-1 seront nécessaires pour confirmer ces résultats.

4.1 Perspectives de recherche dans notre laboratoire

Afin de poursuivre 1’étude des interactions entre la signalisation BMP-2 et MSX-/ durant
I’épimorphose chez I’axolotl et de mieux comprendre leurs rdles, des expériences de gain et
de perte de fonction des génes BMP-2 et MSX-1 sont a prévoir. Pour ce faire, une technique
qui est maintenant au point dans le laboratoire pourra étre utilisée. Cette technique permet
la génération d’axolotls transgéniques a ’aide de la méganucléase IScel utilisée pour
intégrer des séquences d’intéréts dans le génome des ceufs fécondés d’axolotls. Cette
méthode permet d’avoir rapidement des animaux surexprimant un geéne d’intérét ou des
animaux ou l’on peut bloquer I’expression d’un geéne (« knockdown ») par un ARN
interférant. L’induction de I’ARN interférant contre BMP-2 et/ou MSX-1 au moment désiré
serait possible en plagant I’ARN interférant contre le géne désiré sous le controle d’un
promoteur inductible du type Hsp-70. Un court choc thermique sur une seule patte
permettrait de conserver ’autre patte en controle interne. La méme méthode pourrait

¢galement étre utilisée pour la surexpression des genes BMP-2 et MSX-1.

Par cette méthode, il sera possible de vérifier si MSX-I ou BMP-2 est essentiel a la

régénération de la patte. Advenant le cas ou I’un des deux (ou les deux) soit indispensable,
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des expériences de restauration de la régénération pourront étre tentées. Par exemple, si
BMP-2 s’aveére indispensable a la régénération, son expression pourrait étre bloquée par
I’activation d’un ARN interférant et des tentatives pour restaurer la régénération pourraient
étre tentées en électroporant MSX-I. Alternativement, un axolotl double transgénique
exprimant un ARN interférant pour BMP-2 sous le controle du promoteur inductible de
Hsp-70 et exprimant également le géne MSX-1 mais sous le contrdle d’un gene inductible a
la tetracycline pourrait étre utilisé. Ce type d’expérience permettrait sirement de mieux
comprendre les interactions BMP-2/MSX-/ mais également les interactions impliquant

plusieurs autres BMPs a mesure que leur séquence sera disponible.

4.2 Perspectives de recherche en biologie de la régénération

L’objectif vis¢ par les recherches fondamentales en biologie de la régénération est
I’¢élaboration de thérapies régénératrices applicables chez I’humain. L’objectif ultime est la
régénération parfaite d’'un membre amputé ou d’un organe entier. Il est difficile de prédire
dans combien de temps cela sera possible mais il est légitime de croire que cela sera
possible un jour. A moins d’une découverte majeure, une personne pariant que ce ne sera
pas dans les cinq prochaines années aurait probablement d’excellentes chances de gagner
son pari! Toutefois, les recherches effectuées jusqu’a présent en biologie de la régénération
on permis le développement de traitements qui peuvent étre considérés comme solutions

intermédiaires pendant que la recherche se poursuit. Par exemple, il existe déja sur le
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marché des tissus bioartificiels, commercialisés sous le nom d’Apligraft® et Dermagraft®.
Lorsque ces tissus sont appliqués sur la plaie ulcérée du pied d’un diabétique, ils favorisent
la guérison de la plaie. Il existe également des produits de substitution a la greffe osseuse
qui utilisent entre autres, les protéines BMP-2 et BMP-7 et qui ont démontré leur utilité
pour le traitement des défectuosités osseuses (Harty et al., 2003, Han et al., 2005). Par
exemple, une éponge de collagéne contenant la protéine BMP-2 est commercialisée sous le
nom de « INFUSE® Bone Graft » et est utilisée comme alternative a la greffe osseuse pour
le traitement de la dégénérescence discale de la colonne vertébrale. Ces exemples de
produits commercialisés démontrent que les recherches en biologie de la régénération ont
surtout mené jusqu’a maintenant a des traitements améliorant les capacités de guérison chez
I’humain. Ces solutions sont trés intéressantes et offrent dans certains cas des résultats plus
qu’acceptables, mais ne remplacent jamais la fonction de la structure d’origine a 100%.
C’est pourquoi la recherche avec des modéles animaux tel que la salamandre, capable de
régénération parfaite, se poursuit dans le but d’induire un jour la régénération parfaite chez

I’humain.

L’une des choses apparaissant essentielle pour le futur des recherches chez les urodeles, et
qui permettra slrement 1’avancement rapide des connaissances en biologie de la
régénération, est la création d’un projet de séquengage complet du génome des urodeles.
Lorsque ce sera fait, il y aura alors possibilit¢é d’avoir accés a des biopuces a ADN

« microarray » beaucoup plus complets que ce qui existe actuellement. Ces biopuces a
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ADN pourront étre utilisés afin d’identifier les génes exprimés ou inhibés durant les
différentes étapes de la régénération. Ceci est vraiment essentiel pour le futur des
recherches en biologie de la régénération chez les urodéles puisque le succes de la
régénération pourrait étre le résultat de 1’activation de génes particuliers, mais également, le
résultat de I’inhibition de certains génes dont 1I’expression doit étre absente pour créer un

environnement pseudo-embryonnaire.

Dans les études en biologie de la régénération, en général, [’'une des raisons les plus citées
pour I’inhabilité de régénération chez les mammiféres est probablement la présence de
fibrose menant a la formation de cicatrice (Thornton, 1957, Brockes and Kumar, 2002). En
effet, chez les mammifgres, suite a une blessure profonde impliquant 1I’épiderme et le derme
de la peau, un tissu cicatriciel s’installe entre 1’épithélium de guérison et le derme sous
jacent. Il s’agit ici d’un facteur d’importance car la formation d’une cicatrice entre
I’épithélium de guérison et le mésoderme sous jacent ne permettra pas d’interactions
épithélio-mésenchymateuses qui sont reconnues comme essentielles a la régénération chez
les urodéles (Bryant et al., 2002, Kumar et al., 2007). Chez les urodéles, I’interaction entre
la CAE et le mésenchyme sous jacent au site d’amputation est essentielle a la
dédifférenciation, la prolifération et la migration des cellules qui formeront le blastéme
(Odelberg, 2005). Une meilleure compréhension des mécanismes menant a la fibrose sera
donc importante, et la capacité de bloquer ce processus chez les mammiféres pourrait étre

un des éléments favorisant le processus de régénération. D’ailleurs, méme chez les urodeles
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qui possedent la capacité de régénération parfaite, ’amputation d’une patte dénervée,
produira de la fibrose dans le moignon, la migration des cellules dédifférenciées sera
inhibée et la régénération sera completement stoppée (Crews et al., 1995, Simon et al.,
1995, Koshiba et al.,, 1998, Odelberg et al., 2000). Puisque durant 1’épimorphose la
présence des nerfs est essentielle a la régénération uniquement durant la phase de
préparation et que c’est durant cette phase que la fibrose s’installe si une patte est dénervée,
la comparaison des signaux moléculaires provenant des nerfs chez les mammiféres avec
ceux des urodeles pourrait apporter des éléments de réponse expliquant la capacité des
urodeles a ne pas former de fibrose et peut-&tre, expliquer la capacité de régénérer. Méme si
I’on sait que les interactions ¢épithélio-mésenchymateuses sont essentielles a Ia
dédifférenciation cellulaire chez les urodéles, les signaux moléculaires permettant ce
phénomeéne sont encore peu compris (Akimenko et al., 1995, Poss et al., 2000, Beck et al.,
2006). Le géne MSX-1 est un excellent candidat pour ce rdle puisqu’il parvient a induire la
dédifférenciation cellulaire in vitro et est exprimé dans le blastéme de régénération durant
I’épimorphose chez les urodeles (Hu et al., 2001, Lee et al., 2004a) De plus, il est associé
au succes de la régénération chez les modeles animaux capables d’épimorphose (Han et al.,
2003). En plus d’induire la dédifférenciation cellulaire, la protéine MSX-1 posseéde
¢galement la capacité de maintenir les cellules dans un état non différencié (Reginelli et al.,
1995, Han et al., 2003). Ceci pourrait expliquer son indispensabilité pour la régénération de
I’extrémité des phalanges chez la souris (Crews et al., 1995, Simon et al., 1995, Koshiba et

al.,, 1998). En effet, une différence significative entre la capacité¢ de régénération des
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phalanges distales chez la souris et de la patte chez les urodeles est que chez la souris, la
régénération s’opere dans la région exprimant déja MSX-1 (Han et al., 2003) alors que chez
les urodeles adultes, I’expression de MSX-/ est absente dans toute la patte mais est
réactivée suite & I’amputation (Han et al., 2003). Etant donné les roles connus de MSX-1
pour la dédifférenciation et le maintien des cellules dans un état non différencié, il est donc
possible que chez la souris, la régénération soit activée parce que des cellules dans un état
non différencié sont disponibles en raison de la présence de MSX-1. D’ailleurs, si
I’amputation est proximale a I’expression de MSX-1, il n’y a pas de régénération. Chez les
urodeles, I’expression de MSX-I est induite par ’amputation peu importe le niveau
d’amputation. Alors ici, MSX-1 peut jouer un double rdle, soit d’induire Ia
dédifférenciation cellulaire et de maintenir ces cellules dans un état non différencié. Ceci
suggere que les capacités différentes de régénération entre les souris et les urodéles,
proviendraient peut étre de 1’incapacité des mammiféres d’activer 1’expression de MSX-1
suite & un traumatisme. Les recherches futures concernant le géne MSX-1 pourraient donc
se concentrer, entre autres, sur les mécanismes de régulation de la transcription de MSX-1
chez les mammiferes et les urodeles. Une expérience qui pourrait étre tentée dans ce sens
serait de produire des souris transgéniques dont le promoteur endogéne de MSX-/ serait
remplacé par le promoteur du géne MSX-/ d’urodéle. On sait déja que la protéine MSX-1
de souris peut induire la dédifférenciation de cellules mammifére et soutenir leur état non
différencié. On sait également que MSX-1 est essentielle a la régénération de la derniere

phalange chez la souris. Donc, en utilisant le promoteur du géne MSX-/ d’axolotl pour
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contrdler I’expression du géne MSX-I chez la souris, il serait intéressant de voir
premiérement le patron d’expression dans une patte non amputée d’une souris adulte. Le
geéne serait-il toujours exprimé dans I’extrémité de la phalange, dans toute la patte, ou
encore, disparaitrait-il complétement tel que c’est le cas chez I’axolotl? Deuxiémement,
serait-t-il ré-exprimé suite a une amputation a n’importe quel niveau de la patte de souris et
induirait-t-il la régénération? Méme si une telle expérience ne parvenait pas a induire la
régénération chez la souris, 1’étude du controle de I’expression de MSX-I chez les
mammiféres et chez les urodeles apporterait surement des informations qui permettraient
peut-étre de remonter encore plus haut dans la cascade des événements pouvant déclencher
le processus d’épimorphose. La recherche dans cette direction est celle qui pourrait mener a
I’induction de 1’épimorphose d’un membre complet chez les mammiféres. On sait
¢galement que chez une souris mutante pour MSX-1(-/-) qui est incapable de régénérer le
bout de ses phalanges, 1’application directe de la protéine BMP-4 restaure la régénération et
I’expression des génes MSX-2 et BMP-4 dans le blastéeme (I’expression de ces deux génes
est absente dans le blastéme des souris mutante pour MSX-1 (-/-) (Xu et al., 1998, Cohn and
Bright, 1999, Yonei-Tamura et al., 1999, Capdevila and Izpisua Belmonte, 2001). De plus,
on sait que I’inhibition de tous les BMPs dans une souris sauvage (exprimant les génes
MSX-1 et MSX-2) inhibe la régénération de 1’extrémité des phalanges (Xu et al., 1998). Ces
résultats nous indiquent que les effecteurs de la régénération sont apparemment les BMPs
puisque méme en présence de MSX-1 et MSX-2, la régénération est inhibée (en prenant

pour acquis que la présence des ARN messagers des deux genes assure la présence des
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protéines correspondantes, ce qui n’a pas été démontré dans cette étude). A tout le moins,
ces résultats nous indiquent que les BMPs agissent en aval des MSXs durant la
régénération chez la souris. Mais une autre information trés intéressante peut également
étre extraite de ces résultats. En effet, ’absence de MSX-2 et BMP-4 dans le blastéme de
régénération chez les souris mutantes pour MSX-/(-/-) est renversée par la protéine BMP-4
et la régénération peut se poursuivre. Cette situation rappelle un phénoméne qui se produit
durant le développement embryonnaire du membre chez les amniotes en général. Chez ces
derniers, lorsque le bourgeon du membre commence a émerger de la lame latérale du
mésoderme, les cellules mésodermiques relachent le facteur de croissance FGF-10 dans
I’ectoderme pour le transformer en AER et y activer un autre facteur de croissance, soit
FGF-8 (Carlson et al., 1998, Koshiba et al., 1998). Ensuite, FGF-8 maintien 1’expression de
FGF-10 dans le mésoderme sous jacent a I’AER et les deux geénes se maintiennent ainsi
activés tout au long du développement du membre (Brunet et al., 1998, Capdevila and
Johnson, 1998, Merino et al., 1998, D'Souza and Patel, 1999, Merino et al., 1999, Zhang et
al., 2002, Han et al., 2003). Dans le cas de la souris mutante pour MSX-1(-/-), I’application
directe de la protéine BMP-4 rétroactive sa propre transcription dans le mésenchyme ainsi
que la transcription de MSX-2 dans le mésenchyme apicale et dans 1’épiderme. Donc
I’application directe de BMP-4 remplacerait I’action initiale de MSX-1. Il s’établirait alors
une boucle BMP-4 < MSX-2. Une fois la boucle mise en marche, 1’absence de MSX-1
n’aurait plus d’effet sur la régénération puisque la boucle serait maintenue par les

interactions mutuelles entre BMP-4 et MSX-2. Ceci est d’ailleurs appuyé par le fait que
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chez 1’axolotl, MSX-2 est exprimé dans 1’heure qui suit une amputation, et est maintenu
principalement dans la CAE et plus tard dans les cellules épidermiques jusqu’a la fin de la
régénération (Han et al., 2003). Enfin, chez les souris sauvages capables de régénérer
I’extrémité de leurs phalanges, la protéine Noggin et d’autres antagonistes de la
signalisation BMP ne sont pas exprimés dans les parties distales de la phalange capable de
régénérer, mais sont exprimés proximalement dans la région incapable de régénérer la
phalange (Yu et al., 2010). L’expression de multiples antagonistes de la signalisation BMP
suggere donc que I'inaptitude a régénérer des phalanges proximales soit une conséquence
de la régulation a la baisse des BMPs associées avec la différenciation squelettique
(Wallace, 1981). D’ailleurs, il semble que I’expression des multiples antagonistes de la
signalisation BMP peut étre contrée par 1’application directe des protéines BMP-2 et BMP-
7 sur le moignon, et induire I’épimorphose dans cette région normalement réfractaire a la
régénération (Wallace, 1981). Non seulement les BMPs agissent en aval des MSXs, ils ont
de toute évidence des roles a jouer sur la régulation de I’expression des MSXs par des
boucles de rétroaction. L’ensemble de tous ces résultats démontre clairement que la
compréhension de I’épimorphose au niveau moléculaire nécessitera certainement une
analyse exhaustive des multiples interactions possibles entre le BMPs et les MSXs durant

I’épimorphose.

Le développement de nouvelles thérapies en médecine régénérative exigera

vraisemblablement une meilleure compréhension des processus cellulaires et moléculaires
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menant a [’induction de [’épimorphose. En activant les mécanismes endogenes,
possiblement latents chez 1’humain, pour 1’épimorphose, le corps risque de prendre la
reléve pour supporter tous les aspects du processus. Par exemple, il est maintenant possible
d’obtenir des cellules souches induites in vitro, mais ces cellules ont un potentiel oncogene
¢levé. Si la dédifférenciation est induite directement dans les cellules résidentes a un site
de Iésion, les mécanismes de controle endogeénes auront potentiellement une meilleure
protection contre la formation d’un cancer. Il est donc important de comprendre les
interactions moléculaires soutenant 1’épimorphose. Dans cette optique, 1’étude des
interactions MSXs/BMPs pourraient aider a comprendre les mécanismes de support de la

dédifférenciation cellulaire et du maintien des cellules dans un état non différencié.

La capacité¢ d’induire 1’épimorphose chez I’humain ne se limitera certainement pas au
traitement de ’amputation d’un membre. En effet, 1’axolotl posséde la capacité de
régénérer sa peau, sa machoire, son cerveau, sa moelle épinicre, I’apex de son coeur et bien
sur, ses pattes. Il est donc facile d’imaginer le nombre de conditions pathologiques ou
traumatiques qui pourraient étre traitées: récupération post infarctus, Alzheimer, Parkinson,
grands brulés, tétraplégie traumatique, etc. Les personnes atteintes de 1'une ou 1’autre de

ces conditions verraient leur vie grandement transformée et pour le mieux.



Conclusion
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Cette these présente les résultats de la premiere étude d’un membre de la famille des
« Bone Morphogenetic Proteins » chez ’axolotl; soit la protéine BMP-2. La séquence
compléte du gene a été clonée, et son expression a été déterminée exhaustivement durant le
développement et la régénération de la patte ainsi que durant I’embryogénése. L’expression
de BMP-2 durant le développement embryonnaire est comparable a son expression durant
le développement chez la plupart des vertébrés. L’expression de BMP-2 dans le membre en
développement chez 1’axolotl est virtuellement identique a son expression chez les autres
vertébrés. Nos résultats fonctionnels et I’expression de BMP-2 durant la régénération de la
patte démontrent que les roles connus de BMP-2 durant le développement de la patte chez
les autres vertébrés sont conservés durant la régénération de la patte. Les expériences de
surexpression du géne BMP-2 durant la régénération de la patte ont démontré son
implication dans la formation du squelette, dans I’apoptose et dans 1’activation de la
condensation cellulaire. Ces résultats sont supportés par nos expériences de surexpression
de P’antagoniste des BMPs, la protéine Noggin, durant la régénération de la patte. La
surexpression de Noggin a démontré une absence de formation des éléments squelettiques,
une absence d’apoptose, de condensation cellulaire ainsi que 1’absence de prolifération
cellulaire. Nos résultats ont également démontré que BMP-2 n’est pas impliqué dans la
formation du patron de développement de la patte tel qu’on le croyait jusqu’a récemment.
Ces résultats confirment les résultats obtenus récemment chez la souris mutante pour BMP-
2 (-/-) qui ne présentait pas de défaut du patron de formation antéropostérieur de la patte.

L’inhibition complete de la régénération par I’expression de Noggin dans la totalité du
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blastéeme de régénération démontre clairement la nécessité de la signalisation des BMPs
dans la régénération épimorphique tel qu’il a également été démontré durant 1’épimorphose
de la derniére phalange de la patte de souris sauvages. De plus chez leurs fréres et sceurs
mutantes pour MSX-1 (-/-), la régénération était inhibée mais pouvait étre restaurée par
I’application directe de la protéine BMP-4 qui est pratiquement identique a la protéine
BMP-2 (annexe 1). Ceci est également corrélé avec nos résultats présenté au chapitre 2 ou
le patron d’expression spatiotemporel de MSX-1 était comparable a celui de BMP-2 a
chaque stade de régénération. Le géne MSX-1 est capable de maintenir les cellules dans un
état non différencié, il peut induire la dédifférenciation cellulaire, il est exprimé durant les
deux phases de 1’épimorphose chez 1’axolotl et il est essentiel a la régénération de la
derniére phalange chez la souris. Ainsi, son patron d’expression spatiotemporel comparable
a celui de BMP-2 a chaque stade de 1’épimorphose chez I’axolotl mérite que I’on porte
attention aux interactions entre ces deux geénes durant I’épimorphose de la patte. La
génération d’animaux transgéniques étant maintenant une technologie applicable chez
I’axolotl, la poursuite de I’é¢tude des interactions entre BMP-2 et MSX-1 et éventuellement
entre les BMPs et les MSXs en général pourraient ouvrir la voie a de nouvelles percées qui
permettront de comprendre d’avantage les mécanismes moléculaires soutenant
I’épimorphose chez 1’axolotl. Ultimement, ces recherches permettront peut-étre un jour

d’induire 1’épimorphose menant a la régénération de tissus complexes chez I’humain.
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Cet appendice contient un article complet sur la caractérisation du géne Hsp-70 durant le
développement et la régénération de la patte chez I’axolotl. Cet article est présenté en
annexe puisque la contribution de Jean-Charles Guimond n’était pas déterminante pour sa
publication. Toutefois, une participation substantielle & la production des résultats de

I’article et a la révision du manuscrit justifient son intégration dans la these.
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Mise en contexte

La protéine de choc thermique 70 (Hsp-70) est normalement induite rapidement suivant
toute sorte de stress (traumatisme, chaleur, ou irradiation U.V.). Puisque 1’amputation d’une
patte représente un traumatisme important, 1’étude d’une protéine comme Hsp-70 durant la
régénération pourrait aider a mieux comprendre le processus de régénération. Les résultats
présentés dans cet article montrent que Hsp-70 est exprimé 24h post amputation et que
I’expression est maintenue tout au long du processus de régénération. Les résultats
montrent également que Hsp-70 est exprimé lors du développement embryonnaire de la
patte. De plus, 1’analyse de 1’expression de Hsp-70 dans divers organes de 1’axolotl a
démontré que I’expression de Hsp-70 était absente dans 1’ceil de 1’axolotl qui ne peut
régénérer sa lentille. L’expression rapide de Hsp-70 durant la phase de préparation et
I’absence d’expression dans I’ceil d’axolotl suggére que Hsp-70 pourrait avoir un rdle

spécifique pour la régénération.
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Abstract

Urodele amphibians (e.g. axolotls) have the unique ability, among vertebrates, to perfectly
regenerate many parts of their body following amputation. The limb has been the most
widely studied regenerating structure in these organisms and provides an ideal model in
which to understand how vertebrates can regenerate complex tissues. The present study
focuses on Hsp-70, a member of the stress related heat-shock protein family. This protein is
normally induced following a stress or trauma such as heat-shock, UV irradiation or
wounding. Thus, studying its expression during axolotl limb regeneration, a response to an
important traumatic event (amputation), is of great interest to further understand how the
regenerative process is mediated. Using molecular biology and biochemical techniques, we
have characterized both the spatio-temporal and quantitative expression patterns of Hsp-70
in axolotl development and regeneration. Our results show that Hsp-70 is expressed and
regulated during axolotl development as in other vertebrates. Our data also demonstrate an
upregulation of the RNA transcript for Hsp-70 during limb regeneration as early as 24
hours post amputation that is maintained up to early differentiation. We also demonstrate a
similar pattern of expression for the protein during regeneration. Finally, we show that

axolotl Hsp-70 is induced 3 fold following heat-shock as observed in other vertebrates.

Keywords: Axolotl, regeneration, Hsp-70, limb, urodele, amphibian, salamander, heat-

shock, stress response.
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Introduction

Vertebrate limb regeneration is of particular interest when one considers the problems
caused by injuries such as amputation of a finger, arm or leg. Urodele amphibians, such as
the axolotl (Ambystoma mexicanum), have the unique ability, among vertebrates, to
regenerate perfectly many parts of their bodies throughout their life. Among the complex
structures that can be regenerated in salamanders, the limb is the most widely studied
(Simon and Tabin, 1993, Gardiner et al., 1995, Roy et al., 2000). Limb regeneration
represents an elaborate process in which wound healing, cellular dedifferentiation, tissue
remodeling and patterning occur to replace the amputated appendage. Understanding
urodele limb regeneration could be helpful in the design and development of novel
therapies in regenerative medicine. Until recently, regeneration studies in urodeles focused
primarily on the description of physiological and cellular events such as apical ectodermal
cap (AEC), blastema formation and cell migration (Tanaka et al., 1997). The advent of
molecular biology techniques has allowed us to look specifically at the many genes
involved in the regeneration process. Some of the genes that have been studied so far have
roles in determining limb patterning(Mullen et al., 1996), the cell cycle (Carlson et al.,
1998, Koshiba et al., 1998), epithelio-mesenchymal interactions (Parsell and Lindquist,
1993), and finally cellular dedifferentiation (Parsell and Lindquist, 1993). Although the
number of genes that have been described in regenerating tissues is constantly increasing,

there are still many families of genes that have never been studied in the context of
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regeneration. Therefore, considering the enormous stress caused by the amputation (wound
healing, inflammation, swelling, etc) and the availability of the gene encoding for the heat
shock protein 70 in axolotls (Genbank access # AY029210), it became an obvious choice as

a protein family with potential interest to better understand the process of regeneration.

Heat shock proteins are molecular chaperones, acting in normal and/or stress conditions,
facilitating folding, assembly and transport of nascent proteins and proteolysis of abnormal
proteins (Krone, 2003). They are mainly recognized for providing thermotolerance to
organisms or cells (Parsell and Lindquist, 1993), but recent observations have shown they
have multiple roles in embryogenesis, development and aging in organisms such as
Xenopus, zebrafish, drosophila and mice (Bienz, 1984b). This study, focuses on Heat-
shock protein-70 (Hsp-70) an ATP-dependent molecular chaperone expressed in various
species from E. coli to mammals(Capon and Mordon, 2003) and the principal member of
the heat shock protein family. Its role in thermotolerance was first studied in the Xenopus
laevis frog where it was shown to be constitutively expressed in oocytes(Capon and
Mordon, 2003). In fact the regulation of Hsp-70 is very important in thermotolerance, but
also in other processes like wound healing (O'Kane and Ferguson, 1997). Hsp-70 was
shown to be expressed in skin wound healing in rats, during laser-assisted treatments of
scars (Cao et al., 1999, Diez-Fernandez et al., 2002). Capon and Mordon, in the same
paper, point out the importance of genes like transforming growth factor beta (TGF-p) 1, 2

and 3 in skin wound closure. TGF-fs have many roles in wound healing including cellular
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proliferation and differentiation, extracellular matrix formation and cellular migration and
scarring(Kwon et al., 2002). Interestingly, TGF-f has been shown to regulate Hsp-70
expression, therefore linking Hsp-70 to a potential role in wound healing(Patruno et al.,
2001). Evidence of such a role became obvious in the Hsp-70 knockout (KO) mouse. KO
mice irradiated with UVs displayed diminished skin wound healing ability compared to

their normal littermates (Armstrong and Malacinski, 1989).

Knowing that Hsp-70 is playing an important role in protein folding and degradation, and
in wound healing, has led us to investigate its expression patterns during development and
limb regeneration in the axolotl. Patruno et al. have shown that Hsp-70 is expressed during
arm regeneration in echinoderms, invertebrate starfishes that regenerate by going through a
blastema state similar to salamanders (Nye et al., 2003), therefore providing further
incentive to investigate Hsp-70 expression in a regenerating vertebrate model. In this paper,
we present results which show that Hsp-70 is expressed and regulated during development

and limb regeneration in axolotl.
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Results

In situ analysis of Hsp-70 expression during embryogenesis and limb development

We used whole-mount in situ hybridization to characterize the expression of Hsp-70 during
development of the axolotl embryo, from stages 10,5 to 52 (Fig. 1 A-I) according to
Armstrong and Malacinski (Beauchemin et al., 1994). Hsp-70 was first detected at stage
10,5 (gastrula) in the ectoderm of the axolotl embryo (Fig. 1 A). Expression of Hsp-70 was
intense on the dorsal side and weaker in the ectoderm closest to the yolk plug. At stage 17
(neurula), Hsp-70 expression was concentrated in the neural folds of the closing neural tube
(Fig. 1 B). This expression was strongest in the anterior part of the embryo but was also
present in the posterior part of the neural folds. At stage 26, the expression was more
intense in the prospective head region but was still present in the dorsal tissues (Fig. 1 C).
We detected the expression of Hsp-70 at stage 31, in the developing head, branchial arches
and in the somites (Fig. 1 D). At stage 38, the expression pattern of Hsp-70 was more
specific: the head, the neural tube and the dorsal region showed strong signal compared to
the ventral side in which we did not detect any more signal at this stage (Fig. 1 E). At
stages 41, Hsp-70 expression was detected only in the head, gills, and torso, no more signal
was detectable in the dorsal tissues of the embryo (Fig. 1 F). In the final stages, from 46 to
53, where the limb buds appeared, the expression pattern was very similar at each stage.
Hsp-70 was detected mainly in the gills, tail fins, lateral lines and limb buds (Fig. 1 H).
Limb development stages were classified following the classification of Nye et al.(Bienz,

1984b, Bienz, 1984a). We characterized Hsp-70 expression during limb development
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starting at stage 46 when the limb bud extends proximo-distally. At this stage the signal
was intense and covered the entire limb buds, from the body to the tip (Fig. 1 J). At stages
47, 48 and 50, the signal was weaker but still covered the entire limb bud and the
developing fingers (Fig. 1 K-M). At stage 52, the expression pattern still covered the entire
bud, but was stronger on the posterior side of the limb bud and at the tip of the second
finger and in the developing third finger (Fig. 1 N). At this stage we could also detect Hsp-

70 expression in the developing hindlimb bud (Fig. 1 O).
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Figure 1: Whole-mount in situ hybridization of Hsp-70 and cartilage staining in

developing embryos

For whole-mounts, blue/purple staining defines the expression domain of Hsp-70. (A)
Stage 10,5 embryo. (B) Stage 17 embryo. (C) Stage 26 embryo. (D) Stage 31 embryo. (E)
Stage 38 embryo. (F) Stage 41 embryo. (G, I) Victoria blue cartilage staining for stage 44
and 47 embryos respectively. (H) Stage 46 embryo. (J-O) Limb development stages. (J)
Forelimb stage 46. (K) Forelimb stage 47. (L) Forelimb stage 48. (M) Forelimb stage 50.

(N) Forelimb stage 52. (O) Hindlimb bud stage 52.
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Analysis of Hsp-70 expression in limb regeneration

The expression pattern of Hsp-70 was studied in regenerating limbs for both distal and
proximal level of amputations. In forelimbs, we detected a very weak signal in the stump
cells just under the amputation site (Fig. 2 B, J). At 48 hours post-amputation, the
expression of Hsp-70 had increased above the level detected at 24 hours and covered the
entire tip of the limb stump (Fig. 2 C, K). At the early bud stage, when the blastema is
formed and the dedifferentiation process is at its maximum, the signal for Hsp-70
expression was very intense and covered the whole blastema for both distal and proximal
amputations (Fig. 2 D, L). At medium and late bud stages, when cellular dedifferentiation
stops and proliferation peaks, the expression for Hsp-70 was still present in the entire
blastema and very intense (Fig. 2 E, M and F, N). At palette stage, Hsp-70 expression was
maintained in the entire blastema (Fig. 2 G, O). At early differentiation stage, when fingers
began to form, the expression was diminished in the anterior part of the limb, where the
tissues to be regenerated were almost complete, although Hsp-70 was still intensely
expressed at the tips of the first two fingers and on the posterior side (Fig. 2 H, P). The
expression of Hsp-70 in hindlimb regeneration was identical with that of forelimbs (data

not shown).
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Figure 2: Whole-mount in situ hybridization of Hsp-70 in regenerating forelimbs

(A-H) Distal amputations through radius and ulna. (A) 6 h. post-amputation. (B) 24 h. post-
amputation. (C) 48 h. post-amputation. (D) Early bud stage. (E) Medium bud stage. (F)
Late bud stage. (G) Palette stage. (H) Early differentiation stage. (I-P) Proximal
amputations through humerus. (I) 6 h. post-amputation. (J) 24 h post-amputation. (K) 48 h
post-amputation. (L) Early bud stage. (M) Medium bud stage. (N) Late bud stage. (O)

Palette stage. (P) Early differentiation stage.
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Hsp-70 RNA transcript was detected as a single band of approximately 2,2 Kb on Northern
blot analysis of RNA isolated from regenerating limb blastemas (Fig. 3 A). We detected a
weak signal in the control lane, which corresponds to non regenerating mature limb tissue.
This result indicates the presence of low level constitutive expression of Hsp-70 in the
axolotl limb tissues. A 1.5 to 2 fold statistically significant increase in expression (Fig. 3 B)
was observed at 24h and 48h corresponding to the beginning of the cellular
dedifferentiation phase and peaked at palette stage (2.5 fold). The increase in expression
was maintained throughout the formation of the blastema and until the latter phases of the
regeneration process (Fig. 3 B). Similar results were observed in regenerating hindlimb
(data not shown). Using monoclonal and polyclonal antibodies raised against the human
and E. coli Hsp-70 proteins respectively, we were able to detect a band corresponding to
Hsp-70 of approximately 70 kDa during forelimb and hindlimb (data not shown)
regeneration. Figure 3 C shows Western blot results with the polyclonal antibody for
forelimb regeneration (results obtained with the monoclonal antibody were identical, data
not shown). As with the Northern blot analysis, we detected a signal for Hsp-70 in non
regenerating mature tissue. Our results indicate that the expression patterns for Hsp-70
protein and RNA were similar for limb regeneration with a slight delay in protein induction

which reached statistical significance at medium bud (Fig. 3 B & D).
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Figure 3: Regulation of Hsp-70 mRNA and protein expression during axolotl limb

regeneration

(A) Northern blot analysis showing the temporal expression and regulation of Hsp-70
transcript during forelimb regeneration. Oh represents mature non-regenerating limb tissue.
A 2,2 Kb transcript corresponding to the axolotl Hsp-70 mRNA was detected which is
similar to the transcript length of other species. EF'/-a transcript was used as a control for
loading. (B) Quantitation of multiple Northern blot analysis (n=3) showing relative RNA
expression value for each stage calculated from the ratio of Hsp-70/EF-a. (C) Western
blot analysis showing the temporal expression and regulation of Hsp-70 protein during
forelimb regeneration. Oh represents mature non-regenerating limb tissue. Resuts obtained
with the anti-Hsp-70 polyclonal antibody are shown. Coomassie blue staining of the
proteins on the membrane was used for loading control. (D) Quantitation of multiple
Western blot analysis (n=4) showing relative protein expression value for each stage
calculated from the ratio of Hsp-70/loading control. The Oh time point was assigned an
arbitrary value of one (1) as a reference for densitometric analysis in panels B and D. ( «
Student T-test statistical analysis with a significant p < 0.05 compared to time Oh). EB:

early bud, MB: medium bud, LB: late bud, Pal: pallette, ED: early differentiation.
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Northern blot results were further confirmed by in sifu hybridization on mature and
regenerating limb sections. This approach provided a higher resolution for gene expression
at the cellular level than whole-mount and allowed us to establish the expression pattern of
Hsp-70 more accurately in mature tissues. In mature non-regenerating tissues, we detected
a few skin cells expressing Hsp-70 RNA transcript (Fig. 4 A-B) which accounts for the
transcript and protein detected at Oh (non regenerating mature tissue) with Northern and
Western blot analyses (Fig. 4 A & C). In medium bud blastemas, we detected many
positive cells, mostly found in the mesenchyme (Fig. 4 C- D). Control sense probe did not

yield any signal (Fig. 4 E- F).
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Figure 4: Representative In situ hybridization for Hsp-70 expression in limb sections

(A) 10X view of mature limb tissue showing few cells positive for Hsp-70 mRNA (red
cells are positive). (B) 40X magnification of the boxed region in A. Positive cells are
mostly found in the skin and are identified by arrows. (C) 10X view of regenerating
medium bud blastema showing multiple positive cells. (D) 40X magnification of the boxed
region in C. Positive cells are identified by arrows and are predominantly found in the
mesenchyme. (E) 10X view of regenerating medium bud blastema hybridized with sense

RNA probe showing no signal. (F) 40X magnification of the boxed region in E.
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Figure 4
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RT-PCR analysis of Hsp-70 expression in various organs

The relative gene expression of Hsp-70 in various organs was determined by RT-PCR and
results are depicted in figure Fig. 5 where a band of the expected size (600 bp) is observed
in each of the organs tested except in the eyes (lane 2), where no signal was detected. A
very faint band was observed in heart and liver tissues indicating low levels of constitutive
Hsp-70 expression in those organs. EFI-o loading control was also very weak for the liver,
which could indicate that the signal in this organ may be stronger. Although this is unlikely
since we have repeated these experiments multiple times (6 times) and we always observe
lower EFl-a level in the liver compared to other organs. It may be that EF/-¢ is not
expressed consistently in every organ and tissue as confirmed by Northern blot analysis
(unpublished data). Similar observations were also reported for actin expression in Newt
tissues and organs by Beauchemin et al. (Heikkila et al., 1997). Stomach, spleen, gonads
and brain tissues presented a mid-intensity signal for Hsp-70, as the intestine expressed the

transcript very strongly.
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Figure 5: RT-PCR analysis of the expression of Hsp-70 in various axolotl organs

We detected a band of 600 base pairs for each organ except lane 2, concordantly with the
cDNA length expected with primers AFH56 and ARH657 (see materials and methods).
Lane description: L: DNA ladder, 1: stomach, 2: eyes, 3: heart, 4: liver, 5: gonads, 6:

intestine, 7: spleen, 8: brain. EF'/-o. was used as a control.
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Heat shock induction of the axolotl Hsp-70

To verify if the axolotl Hsp-70 responded to heat shock as observed in other species, we
exposed an axolotl fibroblast cell line to heat shock. The heat shocked cells showed a 2-3
folds increase in Hsp-70 expression following exposure to 420C compared to the control
cells. The level of Hsp-70 expression increased as early as 3 hours and was maintained at 6
and 9 hours following heat-shock (Fig. 6 A,). In stage 36 embryos, the pattern of expression
of Hsp-70 following heat-shock was different. The expression of Hsp-70 in embryos fixed
3 hours post-heat-shock was increased about 2-3 folds compared to controls (Fig. 6 B,
compare Hsp-70 band with EF[-a band for control, 3h and 6h-post heat-shock). In embryos
fixed 6 hours following heat-shock, Hsp-70 expression had gone back down to control
levels, presenting a faster time course of Hsp-70 recovery to basal levels in whole embryos
than in cultured cells. We confirmed the expression of Hsp-70 in embryos after heat shock
by Western blotting (Fig. 6 C). Protein level at 3h post-heat shock was about 3 times higher
than control. Embryos fixed 6h post-heat shock showed a band intensity similar to control,

while tubulin detection confirmed equal loading of proteins in each lane.
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Figure 6: Heat-shock induction of Hsp-70 in axolotl cells and embryos

(A) RT-PCR experiment showing Hsp-70 induction in axolotl cell line following heat-
shock at 42 °C. Control lane is amplification on RNA collected from cells with no heat-
shock. Other lanes are amplification on RNA collected from cells exposed to a 20 minutes
heat-shock and collected 3, 6 and 9 hours following heat exposure. (B) RT-PCR experiment
showing Hsp-70 induction in axolotl stage 36 embryos following heat-shock at 37 °C.
Control lane is amplification on RNA collected from embryos with no heat-shock. Other
lanes are amplification on RNA collected from embryos exposed to a 20 minutes heat-shock
and collected 3 and 6 hours following heat exposition. EFI-a was used as a control in A
and B. (C) Western blot analysis showing Hsp-70 protein expression and regulation in
stage 36 embryos. Control lane proteins come from embryos with no heat-shock. Other
lanes are signals from embryos exposed to a 20 minutes heat-shock and collected 3 and 6

hours following heat exposure.
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Discussion

In this paper, we present data showing that the axolotl Hsp-70 gene is regulated during both
development and limb regeneration that may suggest a role for this chaperone in tissue
regeneration. Heat-shock proteins have been shown to be expressed during the development
of many organisms. In Xenopus development, Hsp-70 mRNA transcripts are detected in
oocytes and thus provide the eggs with a source of Hsp-70 protein in case a stress occurs
that could put in peril the developmental process(Loones and Morange, 1998). The
presence of Hsp-70 could potentially serve two roles in oocyte development: it could
prevent aggregation or misfolding of proteins following a stress or it could bind proteins to
prevent their premature activation (Oberringer et al., 1995). In mice, Hsp-70 expression is
associated with cartilage and bone development (Kwon et al., 2002). Our expression data
during axolotl development, where Hsp-70 expression covers the entire head, corresponds
to the appearance of cartilage (Fig. 1 F-I) and correlates with the results observed in mice.
Limb development is another process that involves cartilage formation where Hsp-70 is
also expressed in axolotl. To our knowledge, this is the first study to look at Hsp-70
expression in a limb development model. Again, protection or promotion of protein
interactions during development may be the reason for the intense expression of Hsp-70 in

developing limbs.
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Oberringer et al. presented results showing that Hsp-70 was up-regulated in human tissues
from patients with good healing capacities and down-regulated in tissues from patients with
chronic wounds (Oberringer et al., 1995). It was also shown that knockout mice for Hsp-
70.1 displayed impaired skin wound healing following UV light exposure compared to
normal littermates (Laplante et al., 1998). These latter studies present different experiments
demonstrating the presence of Hsp-70 in skin wound healing which links this chaperone to
many functions related to wound healing. Oberringer et al. also suggested that Hsp-70 may
be involved in endothelial cells proliferation by promoting assembly of molecules required
for this process (Thomson et al., 2004). Studies have also demonstrated that wounding
induces a Hsp-70 response similar to other stresses like heat, chemicals or UV light
exposure(Vlaskalin et al., 2004). Interestingly, recent findings have shown that distinct
stimuli (e.g. heat-shock and sodium arsenite) can activate Hsp-70 expression via different
pathways (Parsell and Lindquist, 1993, Uzawa et al., 1995, Helmbrecht et al., 2000, Geraci
et al., 2003, Lee et al., 2004b). Amputation or wounding could represent a distinct stress
causing an Hsp-70 response as UV, heat-shock or some chemicals do. One of the most
important roles of Hsp-70 during wound healing may be its interactions with proteins that
are key regulators of proliferation and apoptosis. Recently, in a study looking at apoptosis
during limb development and regeneration in newts (Notophthalmus viridescens), TUNEL
experiments revealed few apoptotic cells in the regenerates as a whole. There were
extensive TUNEL positive cells, indicative of high apoptosis level, 24h post-amputation.

However, at 1 week post-amputation, only a few positive cells (1-2%) were observed and
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by 2 to 3 weeks post-amputation no detectable TUNEL signal remained (Stone, 1967). Our
data indicate that Hsp-70 expression increases throughout blastema formation from 48h to
palette at which point a peak of expression is reached and maintained at early
differentiation as confirmed by Northern and Western blots (Fig. 3 B & D). This data
correlates with an anti-apoptotic function for this chaperone during regeneration. Therefore,
Hsp-70 expression could be up-regulated during axolotl limb regeneration to prevent

programmed cell death and to protect blastemal integrity.

We also investigated the extent of Hsp-70 expression in various organs of the axolotl. We
observed high levels of expression in intestine, where Hsp-70 could be required to transport
proteins or to provide protection to cells constantly being renewed in order to maintain the
gut epithelium (Fig. 5 lane 6). Other organs like stomach, heart, liver, gonads, spleen and
brain presented low to moderate levels of Hsp-70 expression (Fig. 5 lanes 1, 3,4, 5, 7 and 8
respectively). Hsp-70 could perform many roles of transport, protection and degradation of
cellular proteins in these tissues as well(Prudhomme et al., 1997, O'Connell-Rodwell et al.,
2004). No expression of Hsp-70 was detected in the eyes (Fig. 5 lane 2). This latter point is
of particular interest since axolotls cannot regenerate their eye lens while newts are able to
(Parsell and Lindquist, 1993, Gabai et al., 1997, Moseley, 1997, Li et al., 2000, Kregel,
2002, Mosser and Morimoto, 2004). It would therefore be interesting to look at Hsp-70
expression following lentectomy in the axolotl and in the newt to compare if Hsp-70 is

expressed in the regenerating lens.
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We finally characterized the heat-shock response in an axolotl cell line and in whole
embryos in order to correlate our findings with what has been observed in other species.
RT-PCR and Western blot results provided evidence that heat-shock response was also
present in whole embryos heat shocked at 37°C for 20 min (Fig. 6 B and C) (42°C heat-
shock was lethal to embryos). The time course for the regulation of Hsp-70 expression
following heat-shock in embryos was faster than in cells with a peak of expression at 3
hours post-heat-shock that was down regulated to normal levels by 6 hours. This time-
course confirms previous work in urodeles (including the extent of induction) and solidifies
the fact that heat-shock response is conserved between amphibians and mammals (Gardiner
et al., 1999). The effects of heat shock, as administered to embryos, was also tested on
regenerating limbs at two different time points (6h post-amputation and medium bud) and
no apparent differences in the time course and integrity of the regenerates were observed
with size matched controls (data not shown). The up-regulation of Hsp-70 during the
regenerative process could therefore be responsible for conferring the observed resistance
to heat-shock. In fact, multiple studies have demonstrated that the presence of elevated
Hsp-70 protein level prior to heat-shock confers a marked resistance to thermal stress
(Echeverri and Tanaka, 2003). Therefore the upregulation of Hsp-70 in the blastema could
represent an adaptive response to prevent environmental stresses from disturbing the

molecular interactions necessary for regeneration.
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In conclusion, this is the first study to present results showing that the expression of the
molecular chaperone Hsp-70 is regulated during development and regeneration in axolotls.
Our data supports the possibility that Hsp-70 may be implicated in the formation of head
structures and cartilage during axolotl development. Hsp-70 is also expressed in the
developing limb and could promote cell growth and proliferation in this structure. In
regenerating tissues, Hsp-70 could promote cell proliferation and prevent programmed cell
death. The similarity in the expression pattern of Hsp-70 during limb development and
regeneration (Fig. 1 & 4.4) supports the hypothesis that the axolotl ability to heal and
regenerate its tissues perfectly is by reverting to a pseudo-embryonic like state and that the
regenerative process is in part a recapitulation of development(Ueda et al., 2005).
Amputation and wounding are important traumas that cause cell stress and therefore induce
production of Hsp-70 similar to heat shock. Future investigations on the exact functions of
Hsp-70 during wound healing and regeneration will be needed to fully understand how this
chaperone influences cellular activity in those two complex processes. Interestingly, recent
advances in electroporating spinal cord cells during regeneration (Gardiner et al., 1995) and
the generation of transgenic Japanese newts (Cynops pyrrhogaster) (Tank et al., 1976)

provide promising avenues to directly test the function of genes during limb regeneration.
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Experimental procedures

Animal maintenance/Cell culture

Axolotl (Ambystoma mexicanum) embryos and larvae were purchased from the Indiana
University Axolotl colony (Bloomington, IN). Larvae were maintained in 20% Holtfreter’s
solution at 19-22 oC on a 12 hours of light, 12 hours of darkness cycle. Animals were
anesthetized in 0,1% MS222 (Ethyl 3-aminobenzoate methanesulfonate salt, Sigma-
Aldrich, St-Louis, MO) for amputations. Animals of 3 to 5 cm in length were used for
proximal (through humerus or femur) and distal (through radius / ulna or tibia / fibula)
amputations. Axolotl cells grown in culture were maintained at a constant temperature of
270C without CO; in Leibovitz’s L-15 medium (L-15 60,0% with 1X L-glutamine, 1X
antibiotic-antimycotic, 1X insulin-transferrin-selenium and 5% Fetal Bovine Serum)
(Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA). Animal care and experiments were done in accordance

with the Université de Montréal animal care committee’s guidelines.

RT-PCR

Total RNA was extracted from axolotl larvae, organs and cells using Trizol reagent
(Invitrogen, Carlsbad, CA). Reverse transcription reactions were done at 50 oC using
Superscript II reverse transcriptase (Invitrogen). A cDNA fragment encoding axolotl Hsp-
70 was amplified by RT-PCR from larvae total RNA with primers AFH56 for Axolotl

forward Hsp-70 56 (5’ ATGTCGAAAGGACCATCAGTG 3’) and ARH657 for Axolotl
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reverse Hsp-70 657 (5° CCAAGGTCAAAGATCAACACG 3’) using the sequence
originally cloned by Ordonez et al. (Genbank accession number AY029210). PCR product
was cloned in pCR II-TOPO plasmid (Invitrogen) and sequenced with M13 reverse primer
at the sequencing facility of the Universit¢ de Montréal Biochemistry department. The
cloned fragment was 602 base pairs and corresponded to Hsp-70 when blasted in GenBank.
To amplify Hsp-70 in organs and axolotl cells, PCR was done using the aforementioned
primers AFH56 and ARH657. EF1-o. control PCR was amplified using primers EF[-a-1
(5 AACATCGTGGTCATCGGCCAT 3%) and EFI-0-2
(5 GGAGGTGCCAGTGATCATGTT 3’). RT-PCR reactions were performed on at least 3

separate RNA preparations.

Whole-mount in situ hybridization

Whole-mount in situ hybridization was performed as described in Gardiner et al. (Iten and
Bryant, 1973) with a few modifications. Digoxygenin labeled antisense and sense RNA
probes were synthesized using either SP6 or T7 RNA polymerase (Invitrogen) and DIG
RNA Ilabeling mix (Roche Diagnostics, Laval, Canada). The pCR II-TOPO vector
containing the 602bp Hsp-70 fragment was linearized with either ECORV or Sacl restriction
enzymes and used as template for probe synthesis. For tissue permeabilization, limbs were
incubated with 30pg/ml proteinase K for 30-60 minutes on ice and then at 37 oC for 45-60
minutes with the time adjusted for blastema size. Embryos, above stage 30, were incubated

with 20ug/ml proteinase K 15 minutes on ice and 5 minutes at 370C. Embryos under stage
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30 were not permeabilized. Probe hybridization was 72 hours for limbs and 24 hours for
embryos. Prehybridization and hybridization temperature was 650C. For alkaline-
phosphatase reaction, BM purple (Roche) was used as the enzyme substrate for the
colorimetric reaction. No signal was detected at any stage when the sense probe was used
for in situ hybridization (data not shown). Whole-mount in situ hybridization was
performed on at least 5 separate samples for each stage of development and regeneration

presented in this paper.

Northern blots

Limb regeneration stages were determined using Tank (Roy et al.,, 1994) and Iten
(Laemmli, 1970) staging systems. Total RNA was extracted from blastemas at each stage
as described above. Messenger RNA was extracted using GenElute mRNA Miniprep kit
(Sigma-Aldrich). 20 ug of total RNA or 5 ug of mRNA were loaded per lane on a 1%
agarose-6,9% formaldehyde gel. RNA was transferred from the gel to a nylon membrane
(Pall, USA) by capillary transfer. A cDNA probe coding for the axolotl Hsp-70 was
amplified from the pCR-II-TOPO plasmid. The membranes were hybridized with this
cDNA probe labeled with [a-32P]deoxy-CTP by the random hexamer method as in Roy et
al.(Welch and Suhan, 1986). Northern blots were repeated 3 times with different RNA

samples for each regeneration stage.
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Western blots

Total proteins were extracted by sonicating the tissues (blastemas, cells or whole embryos)
in sodium dodecyl sulfate (SDS) sample buffer and denatured in boiling water 5 minutes
before electrophoresis on 12% polyacrylamide-SDS gels according to the method of
Laemmli (Spemann, 1921, Holtfreter, 1933, Brunst, 1955, Nieuwkoop, 1996). Fifty
micrograms of proteins were loaded per lane. The proteins were transferred
electrophoretically onto PVDF membranes (Immobilon-P, Millipore, Bedford, MA). Two
antibodies, which have been previously characterized to recognize specifically Hsp-70
(Armstrong and Malacinski, 1989, Andeol et al., 1998, Nye et al., 2003), were used to
detect the axolotl Hsp-70: a rabbit polyclonal antibody raised against E. coli purified heat
shock protein (DnaK) (Lab Vision/Neomarkers, Fremont, CA), and a monoclonal antibody
raised against purified Hsp-70 from HeLa cells (Calbiochem, San Diego, CA).
Immunodetection of primary antibodies was visualized using the ECL Western blotting kit
according to the manufacturer’s directions (Amersham biosciences, Piscataway, NJ).
Western blot experiments were repeated 4 times with different protein samples for each

regeneration stage.

In situ hybridization on tissue sections
Axolotl limbs were fixed as for whole-mounts and embedded in paraffin. Ten-micron thick

sections were prepared on Superfrost slides (Fisher). After dewaxing and rehydration,
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slides were treated in 0,3% Triton X-100 in 1X PBS for 15 minutes, permeabilized with
proteinase K for 30 minutes at 37 oC, post-fixed in 4% paraformaldehyde for 5 minutes at
40C and acetylated with 0,25% acetic anhydride in 0,1M triethanolamine 10 minutes at
room temperature. Sections were prehybridized in 4X SSC with 50% formamide 1 hour at
460C in a humidified chamber. Slides were hybridized overnight with denatured RNA
probe diluted at 1 pg/mL in hybridization solution (4X SSC, 50% formamide, 1X
Denhardt’s, 5% dextran-sulfate, 0,5 mg/mL salmon sperm DNA, 0,25 mg/mL yeast tRNA)
at 460C. Slides were then washed with 2X SSC for 15 minutes at room temperature.
Treatment with RNase A (20pg/mL RNase A diluted in 500mM NaCl, 10mM Tris and 1
mM EDTA) was then performed to remove non-specific signal. Slides were washed with
1X SSC and 0,1X SSC both 15 minutes at room temperature. The slides were then washed
in buffer 1 (100mM Tris, 150 mM NaCL) for 10 minutes and blocked for 1 hour with
buffer 1 containing 10% normal horse serum. After blocking, slides were incubated at 40C
overnight with anti-digoxygenin alkaline-phosphatase conjugated antibody diluted 1/500 in
buffer 1 containing 1% normal horse serum and 0,3% Triton X-100. After rinsing in buffer
1 for 15 minutes and buffer 3 (100 mM Tris, 100 mM NaCl and 50 mM MgCl,, pH 9,5) for
15 minutes, colorimetric detection of RNA-RNA hybrids was performed using Fast-Red
(DakoCytomation, Mississauga, Ontario). Slides were counterstained with Methyl green.
Sections were mounted with Aquatex (EMD Chemicals, NJ). In situ hybridization was

performed at least 3 times for each stage.
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Heat-shock

Axolotl cells grown in culture and embryos, stage 36, were subjected to heat-shock to
measure the induction of Hsp-70. Axolotl cells grown at 270C were incubated at 420C for
20 minutes to induce heat shock and were put back at 270C for recovery. Cells were
collected 3, 6 and 9 hours following heat-shock. Total RNA was extracted as described
above and RT-PCR was performed to measure Hsp-70 induction. Embryos normally kept at
room temperature, were immersed in 370C Holtfreter’s for 20 minutes to induce heat
shock. They were sacrificed at 3 and 6 hours after heat-shock and total proteins and RNA
were extracted as described above. RT-PCR and Western blots analyses were done as

described above on 3 different series of animals.
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Appendice 2 — Résultats supplémentaires



Présentation

Cette section contient des résultats qui avaient été générés avant d’entreprendre I’étude
exhaustive de BMP-2 durant le développement et la régénération de la patte. Puisqu’aucun
BMP n’avait encore été étudié chez les urodeles, 1’objectif était de comparer 1I’expression
embryonnaire de BMP-2 a celle observée chez le Xénope et non de caractériser le role de
BMP-2 durant le développement embryonnaire de 1’axolotl. Ces résultats n’ont pas été
incorporés dans I’article du chapitre un mais completent 1’étude de 1’expression de BMP-2
chez I’axolotl. L’expression semi-quantitative de BMP-2 dans les organes d’axolotl a

¢galement été établie.

Résultats

Les embryons d’axolotl sont faciles @ manipuler, on peut en obtenir un grand nombre suite
a une seule ponte d’ceufs et on peut facilement observer leur développement dans une
binoculaire. Conséquemment, les urodeles ont souvent été utilisés comme modele d’étude
pour le développement des vertébrés (Hemmati-Brivanlou and Thomsen, 1995). Les
aspects morphologiques du développement des embryons d’axolotl sont également bien
établi et I’expression d’un géne peut donc étre précisément corrélée avec un changement
morphologique particulier (Fritz et al., 2004). Ces caractéristiques des embryons d’axolotl
ont permis de comparer l’expression du geéne BMP-2 durant le développement
embryonnaire précoce avec l’expression de BMP-2 chez le Xénope (Armstrong and

Malacinski, 1989).
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Expression de BMP-2 durant le développement embryonnaire chez

I’axolotl

Chez les amniotes, la séquence en acides aminés de la protéine BMP-2 peut avoir jusqu’a
91 % de similarité avec celle de BMP-4 (Wozney et al., 1990, Suzuki et al., 1993, Mohan et
al., 1998, Kawai et al., 2003). Afin d’avoir un marquage spécifique pour BMP-2, des
mesures préventives devaient étre prises pour éviter la possibilité de marquage simultané de
BMP-2 et BMP-4 avec une sonde non spécifique. Heureusement, tel qu’il est mentionné
dans D’article numéro un, D’extrémité 3’ non traduite du géne BMP-2 est hautement
conservée entre les différentes espeéces, contrairement a BMP-4 dont I’extrémité 3’non
traduite est faiblement conservée. Cette particularité de BMP-2 a donc été utilisée pour
synthétiser une sonde spécifique pour BMP-2 chevauchant I’extrémité 3’non traduite de
I’ARN messager de BMP-2 et une partie de I’extrémité 3’ de la séquence codante. Une
autre sonde contre une région différente du géne a également été synthétisée. L’expression
obtenue avec les deux sondes était identiques tel que démontré dans les deux embryons au
stade 29 de la figure 1. L’expression de BMP-2 a été établie du stade gastrula (stade 10.5)
jusqu’a ce que le bourgeon de la patte émerge du mésoderme latéral au stade 41 (selon
Armstrong)(Hemmati-Brivanlou and Thomsen, 1995, Knochel et al., 2001). Les résultats
ont été confirmés avec les deux sondes pour chacun des stades illustrés a la figure 1.
Toutefois, seuls les résultats obtenus avec la sonde contre la région 3° de ’ARN messager
de BMP-2 sont illustrés. Au stade 10.5 (gastrula précoce), aucun signal n’a été détecté dans

I’embryon (non démontré). Au stade 16 (neurula), ’expression de BMP-2 était confinée
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dans la partie supérieure des crétes neurales (fig. 1). A partir du stade 22 jusqu’au stade 32
(voir les stades 29 et 32 a la figure 1), BMP-2 était exprimé dans la partie rostrale de
I’embryon et le long de la région spinale. Enfin, au stade 41, BMP-2 ¢était faiblement
exprimé dans la région de la téte, le long de la ligne dorsale, faisait le tour de la queue, et
commengait a étre exprimé dans le bourgeon de la patte supérieure (fig. 1). Ce patron
d’expression était maintenu jusqu’au stade 44 ou I’expression devenait exclusive a la patte

(non démontré).
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Figure 1: Patron d’expression du gene BMP-2 durant le développement embryonnaire

de ’axolotl

L’expression de BMP-2 a été établie par hybridation in situ « whole mount » chez des
embryons au stade 16, 25, 29, 32 et 41. Les stades de développement sont identifiés dans le
coin supérieur gauche des photos. La figure montre deux exemples de marquage effectués
avec deux sondes différentes au stade de développement 29. Le marquage de 1’expression

est identique avec les deux sondes.
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Analyse de I’expression de BMP-2 dans les organes d’axolotls adultes par

RT-PCR semi-quantitatif

Afin de terminer I’étude de 1’expression de BMP-2 chez I’axolotl, son expression a été
déterminée dans les principaux organes de I’axolotl par RT-PCR semi-quantitatif (fig. 2).
L’expression relative de BMP-2 dans le cerveau, le cceur, I’estomac, le foie, le muscle
squelettique, la rate et I’oeil était corrélé a I’expression de BMP-2 chez le Xénope et les

mammiféres en général (Hemmati-Brivanlou and Thomsen, 1995).
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Figure 2: Expression de BMP-2 dans les organes d’axolotls adultes

L’expression du géne BMP-2 a été déterminée chez ’axolotl dans le cerveau, le cceur,
I’estomac, le foie, le muscle squelettique, la rate et 1’ceil par RT-PCR semi quantitatif. —RT,
controle négatif d’une réaction de transcription inverse en absence de la transcriptase
inverse sur de I’ARN de cerveau. WB, second controle négatif, le produit de la
transcription inverse est remplacé par de I’eau lors du PCR. EF1a, géne de controle pour le

chargement du gel.
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Discussion

L’objectif de ces résultats étant simplement de vérifier que I’expression de BMP-2
correspondait bien a son expression chez le Xénope, la discussion se limitera ici a la

description de la comparaison de BMP-2 entre I’axolotl et le Xénope.

L’absence d’expression de BMP-2 au stade 10.5 (gastrula précoce; non démontré) d’axolotl
correspondent a ce qui a été observé chez le Xénope ou aucune expression n’est détectée
par hybridation in situ ou par RT-PCR au stade gastrula (Hemmati-Brivanlou and
Thomsen, 1995). Au stade 16 (neurula), I’expression de BMP-2 correspondait exactement a
I’expression de BMP-2 au stade neurula chez le Xénope (Bininda-Emonds et al., 2007).
L’expression de BMP-2 chez ’axolotl a partir du stade 22 jusqu’au stade 32 coincidait a
son expression aux stades correspondants chez le Xénope (Wozney et al., 1990, Suzuki et
al., 1993, Mohan et al., 1998, Kawali et al., 2003). Au stade 41, ’expression de BMP-2 chez
I’axolotl coincidait avec le stade respectif chez le Xénope avec une seule différence: chez
I’axolotl, il y avait un début d’expression dans le bourgeon du membre supérieur. Ce
résultat est tout a fait attendu puisque le Xénope développe sa patte arriére en premier et a
ce stade le primordium de sa patte avant n’est pas encore formé (Fritz et al., 2004). Afin de
terminer I’étude de I’expression de BMP-2 chez I’axolotl adulte, son expression a été
déterminée dans les principaux organes de l’axolotl par RT-PCR semi-quantitatif et
I’expression relative de BMP-2 dans les organes était corrélée a son expression dans les
organes correspondantes chez les autres vertébrés (Fritz et al., 2004). L’ensemble de ces

résultats démontre que durant I’embryogéneése de méme que dans les individus adultes,
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I’expression de BMP-2 ne présente pas de particularité d’expression par rapport aux autres

vertébrés.



Annexe 1 — Similarités entre les protéines BMP-2 et
BMP-4 et expériences effectuées afin d’isoler la séquence

codante pour le géne BMP-4 chez I’axolotl
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Durant le développement embryonnaire chez les souris mutantes pour BMP-2 (-/-) ou BMP-
4 (-/-), la protéine BMP-2 ne peut pas compenser 1’absence de la protéine BMP-4, et vice
versa. Apparemment, cette absence de redondance entre les deux protéines s’explique par
leurs expressions respectives dans des régions différentes (Bandyopadhyay et al., 2006). Ce
qui revient a dire que leurs différentes fonctions durant le développement embryonnaire
seraient dues a une différence du contréle de leur transcription respective et non a la
fonction de la protéine elle méme. Cette hypothese est supportée par le fait que chez les
vertébrés, la séquence en acides aminés de la protéine BMP-2 peut avoir jusqu’a 91 % de
similarité¢ avec celle de BMP-4 et que les deux protéines fonctionnent de la méme fagon
dans les expériences in vitro . De plus, durant le développement du membre chez la souris,
les deux protéines sont redondantes fonctionnellement (Bandyopadhyay et al., 2006). La
protéine BMP-4 n’a pas encore été clonée chez les urodeles et pourtant plusieurs
laboratoires a travers le monde tentent d’obtenir la séquence du geéne. Dans notre
laboratoire, plusieurs rondes de PCR a I’aide d’amorces dégénérées ont été effectuées sur
différents tissus d’axolotl dans le but d’isoler le géne BMP-4. Les amorces utilisées pour les
PCR ¢taient basées sur la séquence de BMP-4 de Xénope et sur la seule séquence
disponible potentiellement reliées a la séquence du géne BMP-4 chez 1’axolotl. La séquence
en question avait été soumise directement & Genbank par le groupe de Dalglish, G. ef al.
(Accession number : AY326272). De toutes les rondes de PCR effectuées avec les amorces
basées sur ces séquence, aucune n’a permis d’obtenir un seul fragment spécifique du gene
BMP-4, mais les séquences codantes partielles des génes BMP-2/4, BMP-5, et BMP-7 ont
pu étre isolées. Plusieurs rondes de criblage d’une librairie d’ADNc d’axolotl ont

¢galement ¢été effectuées pendant plus de deux ans avec des sondes synthétisées a partir de
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la séquence du géne BMP-2/4 obtenu par PCR et a partir de la séquence du gene BMP-4 de
Xeénope. De toutes ces rondes, la séquence codante compléte d’un seul géne a pu étre
obtenue et cette séquence était celle du géne BMP-2. Aucune ronde n’a permis d’isoler la

séquence compléte ou méme un fragment du gene BMP-4.






