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Résumé — L’Hydre d’eau douce fournit un modeéle trés performant pour identifier les
mécanismes qui sous-tendent la régénération d’un animal adulte, en particulier ceux
qui, suffisamment robustes, ont été maintenus au cours de I’évolution. Aprés bissec-
tion 4 mi-corps, la régénération de la téte de I’Hydre est déclenchée par une vague de
mort cellulaire massive suivie d’une prolifération compensatoire via ’activation de la
cascade Wnt3 par les cellules apoptotiques. Ce processus pourrait représenter 1’un des
mécanismes de déclenchement de la régénération conservés au cours de I’évolution.
Cependant la route suivie pour régénérer une structure aussi complexe que la téte
varie suivant le niveau de bissection de ’animal. En effet, aprés décapitation, ’'Hydre
n’utilise pas ’apoptose inductrice de prolifération compensatoire pour régénérer sa
téte. Or la densité en cellules souches varie significativement entre ces deux positions,
suggérant que 1’état cellulaire du tissu blessé influence le processus de régénération. A
partir de ces observations, nous proposons un modéele tri-modulaire de la régénération,
composé d’un « module initial de réparation de la blessure », suivi d’un module transi-
tionnel nommé « module inducteur de la régénération », nécessaire au recrutement du
troisieme module, « module de re-développement » qui reforme la structure manquante.
Parmi ces trois modules successifs, le module inducteur de la régénération est le plus
fortement contraint par 1’état homéostatique du tissu ou de 1’organe au moment de la
blessure et donc le plus variable.

Mots clés : Systeme modele de I'Hydre / plasticité de la régénération adulte / apoptose
et prolifération compensatrice / cascade de signalisation Wnt3_ 3-caténine

Abstract — Between homeostasis and development, which strategies to regenerate?

The Hydra model system is well suited to decipher the mechanisms underlying
adult regeneration, specifically those that were robust enough to be maintained
across evolution. After mid-gastric bissection head regeneration in Hydra relies
on apoptosis-induced compensatory proliferation via the release of Wnt3 by the
apoptotic interstitial cells and activation of the (-catenin pathway in the surrounding
cycling interstitial cells. As apoptosis-induced compensatory proliferation is also at
work in Drosophila regenerating imaginal discs, Xenopus tadpole regenerating their
tail and mice regenerating their skin or their liver, this mechanism might represent an
evolutionarily-conserved way to launch a regenerative response. However after decapi-
tation, the analysis of the activation of the canonical Wnt pathway in decapitated Hydra
showed that apoptosis-induced compensatory proliferation does not take place in this
context. Given that the proportion of interstitial stem cells is significantly higher in the
middle part than in the upper part of the body column, this suggested that the route
taken to regenerate a structure as complex as the head dramatically varies according
to the homeostatic status of the tissue at the time of injury. From these observations,
we propose a tri-modular model for animal regeneration where the first module or
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“wound healing module” is followed by a transient module named “inducing module of
regeneration” that allows the recruitment of the third module named “re-development
module”, necessary for repatterning the missing structure. We claim that among these
three modules, the inducing module of regeneration is the most drastically constrained
by the homeostatic conditions of any given tissue or organ at the time of injury and

therefore the most variable.

Key words: Hydra model system / plasticity of adult regeneration / apoptosis and comensating

proliferation / Wnt3_ 8-catenin signaling cascade

La nécessité de développer de nouveaux
modeles pour comprendre les principes
de la régénération

Les différents types de régénération animale

De multiples especes animales appartenant a la plu-
part des phyla vertébrés ou invertébrés sont douées
de régénération (figure 1), cependant le potentiel
de régénération varie considérablement entre especes,
qu’elles appartiennent a différents phyla, ou au
méme phylum (Brockes & Kumar, 2008; Bely &
Nyberg, 2010). Par ailleurs la plupart des espeéces qui
régénerent peu a l’état adulte ont perdu ce poten-
tiel régénératif au cours du développement. En fonc-
tion du stade de développement, et de la maturité
sexuelle, nous distinguons cing types de régénération
(tableau 1) dont nous présentons ici brievement les
caractéristiques.

Si nous suivons la séquence chronologique du cycle
de la vie, le potentiel régénératif le plus précoce peut
étre détecté chez 'embryon qui, dans de nombreuses
especes, est capable de régulation embryonnaire, c’est
a dire capable de remplacer intégralement toute par-
tie manquante apres amputation. Ceci a été démontré
initialement chez 'oursin (Driesch, 1900), puis ensuite
chez le Xénope, le poulet et les embryons de mam-
miferes (voir Galliot & Ghila, 2010).

Au stade larvaire, de nombreuses especes d’in-
sectes (criquet, mouche) mais aussi de vertébrés et en
particulier d’amphibiens peuvent régénérer leurs ap-
pendices ainsi qu'un certain nombre d’organes. Cette
régénération larvaire est tres proche de la régénération
juvénile. En effet apres ’éclosion ou apres la naissance,
les organismes qui n’ont pas encore atteint la matu-
rité sexuelle présentent fréquemment des capacités de
régénération qui seront ensuite perdues a 1’age adulte ;
ainsi les jeunes enfants et les jeunes rongeurs peuvent
régénérer leur phalange distale (Yu et al., 2010). Fina-
lement une fois la maturité sexuelle atteinte, bien peu
d’especes sont capables de remplacer leurs organes ou
leurs appendices ; cependant, curieusement, les especes
douées de régénération a ’age adulte sont présentes
dans un grand nombre de phyla (figure 1).

La régénération adulte peut en fait étre divisée
en deux classes, la premiere est appelée régénération
pédomorphique et concerne les organismes qui suivent
un développement hétérochronique (Gould, 2000).
Dans ce cas, soit le développement sexuel trop précoce
n’a pas permis 'achevement du développement so-
matique (progénésis), soit le développement soma-
tique trop lent n’est pas achevé lorsque l’animal
parvient & sa maturité sexuelle (néoténie). Par op-
position, la régénération pleinement adulte a lieu
chez des organismes dont le développement sexuel et
le développement somatique, restés synchrones, sont
achevés.

Cependant, méme en ’absence de régénération de
structures complexes avec restauration d’une struc-
ture tri-dimensionnelle liée a la fonction, la plupart
des especes animales sont douées de renouvellement
cellulaire et souvent de réparation tissulaire. Tandis
que la réparation tissulaire et la régénération sont in-
duites par des forces externes (blessure, lésions tissu-
laires, amputation), le renouvellement tissulaire qui
résulte de la combinaison de la prolifération, de la
mort et de la différenciation cellulaires, répond plus
généralement & des signaux endogenes (Pellettieri &
Sanchez Alvarado, 2007).

Les questions qui se posent sont alors les sui-
vantes : quels sont les caracteres partagés par tous
ces processus régénératifs? Est-il possible d’identi-
fier des mécanismes communs qui sous-tendent la
régénération chez un organisme adulte? Quels sont
les modeles les plus adaptés pour identifier ces prin-
cipes? A priori ce ne sont pas les modeles utilisés
classiquement en génétique! D’une part les mam-
miferes ont un potentiel de régénération plus li-
mité, ayant en effet perdu la possibilité de former
un blasteme de régénération, structure typique du
re-développement adulte, essentielle pour la dyna-
mique de la régénération. D’autre part, les génomes
des especes vertébrées ancestrales ont subi plu-
sieurs cycles de duplications, d’ou des génomes com-
plexes et redondants chez les especes vertébrées mo-
dernes. Par ailleurs les deux modeles d’invertébrés
les plus puissants génétiquement, le nématode et la
Drosophile, ne sont pas les plus appropriés pour
étudier la régénération adulte car le renouvellement
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Fig. 1. Arbre phylogénétique des especes présentant un fort potentiel de régénération. Celles schématisées sur la droite
de l’arbre sont utilisées comme modeles pour analyser les mécanismes de la régénération animale.

de leurs tissus somatiques est limité (tel le renou-
vellement intestinal chez la mouche), voire inexis-
tant & létat adulte (comme chez le nématode). En
conséquence, il apparailt impérieux d’identifier des
modeles expérimentaux qui offrent la possibilité de
tester de fagon comparative les mécanismes cellu-
laires et moléculaires du renouvellement cellulaire en
contexte homéostatique, et ceux de la réparation tis-
sulaire et de la régénération adulte.

La force du systeme modele de I'Hydre

Les travaux d’Abraham Trembley au cours du XVIII®
siecle ont permis de reconnaitre I’'Hydre d’eau douce
d’une part comme un animal et non une plante
(la question concernait l’ensemble des cnidaires &
cette époque), d’autre part comme un modele de
régénération animale étonnant puisque ’'Hydre rem-
place en quelques jours apres bissection n’importe
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Tableau 1. Critéres et exemples caractérisant les différents types de régénération animale. Seuls les types 4 et 5
correspondent a un processus de régénération adulte, c’est-a-dire utilisant les ressources d’organismes ayant cessé de se

développer et sexuellement mirs (Tanaka & Ferretti, 2009 ; Galliot & Ghila, 2010).

Types de régénération

Stade de développement
auquel la régénération a lieu

Contexte représentatif
— type de structure régénérée

1. Régénération régulative

Embryogénese

e Xénope — embryon entier
e Poulet — tube neural

2. Régénération feetale
et larvaire

Organogénese ou Développement
larvaire (précédant I’éclosion ou la
métamorphose)

e larve de Drosophile — appendices,
e nymphe de Cricket — appendices,
e tétard de Xénope — queue

3. Régénération juvénile

Organisme développé mais encore
immature sexuellement

e Jeunes rongeurs, jeunes enfants —
phalange distale

4. Régénération pédomorphique

Organisme adulte présentant une
persistance des traits larvaires ou
juvéniles due a un développement

e Hydre — toute partie du corps
e Axolotl — appendices, queue

progénétique ou néoténique

5. Régénération adulte

Organisme adulte ayant acquis une
maturité sexuelle et somatique

e Planaires — toute partie du corps,
e Echinodermes — intestin, bras,
e Poisson zébre — nageoires,
ceeur, systéme nerveux,
e Triton — membres, machoire,
cristallin,
e Daim — bois

quelle partie de son corps (Trembley, 1744). L'Hydre
est un hydrozoaire qui appartient au phylum des
cnidaires, phylum qui, avec celui des cténophores,
forme un groupe frere de celui des bilatériens (Philippe
et al., 2009). Cependant I'Hydre a un cycle de vie
différent de celui de la plupart des hydrozoaires qui
prennent la forme de méduse a 1’dge adulte. En ef-
fet I'Hydre a perdu la faculté de se transformer
en méduse, persistant donc toute sa vie au stade
de polype considéré comme un stade larvaire. En
conséquence la régénération de I'Hydre est du type
pédomorphique.

L’Hydre présente une anatomie tres simple, celle
d’un tube qui a l'extrémité apicale différencie une
téte avec un orifice appelée bouche, entourée d’un
doéme (appelé hypostome), lui-méme entouré a sa base
d’un cercle de tentacules. L’extrémité basale (nommée
pied) est simplement arrondie, caractérisée par des cel-
lules sécrétrices qui produisent le mucus permettant a
lanimal de s’attacher au substrat (figure 2A). Cette
anatomie simple n’empéche pas I’'Hydre d’élaborer des

comportements aussi complexes que la capture de
nourriture (I'Hydre est carnivore) ou le déplacement
actif grace a un systéme neuromusculaire déja com-

plexe (Galliot et al., 2009).

Formée de deux couches tissulaires, I’ectoderme
et I'endoderme, I'Hydre différencie des types cellu-
laires qui correspondent aux types cellulaires ba-
siques partagés par les eumétazoaires : des cellules
épithéliales qui ont la particularité de différencier
des myofibrilles, des cellules glandulaires qui sécretent
des enzymes digestives (tres similaires a nos cellules
pancréatiques exocrines), des cellules qui sécretent
du mucus, des neurones sensoriels et sensorimoteurs,
des interneurones appelés cellules ganglionnaires (fi-
gure 2B). Par ailleurs, les cnidaires différencient
des cellules méchano-sensorielles nommées cnidocytes
ou nématocytes qui sont équipées dun cil senso-
riel mais également d’une capsule venimeuse (le
nématocyste ou cnidocyste). Cette derniere structure

constitue un trait spécifique des cnidaires. A coté
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Fig. 2. (A) Anatomie de I’hydre. (B) Représentation schématique de l'organisation tissulaire et cellulaire de 'Hydre.
Trois populations distinctes de cellules souches (C.S.) produisent les différents types cellulaires qui composent le feuillet
externe ou ectoderme et le feuillet interne, endoderme. Une matrice extracellulaire nommée mésoglée sépare ces deux
couches. Dans la colonne corporelle, les tissus de I'Hydre sont constamment renouvelés, d’'une part, par les cellules
interstitielles qui se divisent chaque jour, d’autre part, par les cellules épithéliales qui se divisent tous les trois ou quatre
jours. Les cellules différenciées qui composent les extrémités sont régulierement éliminées et remplacées.

de la différenciation somatique, la gamétogenese et
le développement embryonnaire obéissent également
a des regles partagées avec les animaux bilatériens
(Martin et al., 1997 ; Alexandrova et al., 2005).

Les formes de développement adulte de I'Hydre
sont multiples régulierement nourrie, 1'Hydre
se reproduit de fagon asexuée en bourgeonnant
régulierement (Otto & Campbell, 1977). Par ailleurs
I’amputation de sa colonne corporelle a n’importe quel
niveau induit un processus de régénération. Comme
dans plusieurs especes d’hydrozoaires, le processus de
régénération peut méme démarrer a partir de cellules
réagrégées obtenues apres dissociation hyperosmo-
tique des tissus (Noda, 1971 ; Gierer et al., 1972). Plus
banalement, le développement sexué est activé lorsque
les conditions environnantes deviennent défavorables,
telles la baisse de température et de lumiere a 'au-
tomne ou la diminution de nourriture. Ces modifica-
tions de l’environnement induisent la gamétogenese
chez les polypes qui vont mourir apres avoir pro-
duit des embryons. Ces embryons sont protégés par
une épaisse cuticule qui leur permet de survivre jus-
qu’au moment ou les conditions redeviennent favo-
rables, ce qui dans la nature correspond au printemps
suivant. Alors rapidement ces embryons terminent leur
développement et éclosent (Martin et al., 1997). Dans
nos pays, de mai a fin octobre, il est donc facile
de trouver des Hydres dans les étangs, volontiers at-
tachées sous les feuilles de nénuphar.

De facon remarquable, 'Hydre partage avec la pla-
naire de nombreuses caractéristiques, comme : (i) un
stock de cellules souches pluripotentes qui produisent
tout au long de la vie de ’animal des cellules germi-
nales et des cellules somatiques (un cas plutdt rare
chez les eumétazoaires dont les cellules germinales se

ségregent tot au cours du développement embryon-
naire) ; (ii) un remplacement tissulaire continu grace
au stock de cellules souches tres actives mitotiquement
(stock unique chez la planaire, triple chez 1’hydre);
(iii) une reproduction asexuée efficace (le bourgeon-
nement chez la premiere, la fission chez la seconde) ;
(iv) la capacité de régénérer toute partie manquante
de leur corps; (v) une apparente absence de vieillis-
sement tant que les animaux restent asexués (Brien,
1953 ; Martinez, 1998; Yoshida et al., 2006 ; Pearson
& Sanchez Alvarado, 2008).

Dans les deux systemes modeles, des outils
moléculaires et cellulaires performants ont été
développés pour disséquer les mécanismes a 1’ori-
gine de ces propriétés. En particulier dans les deux
modeles, il est possible d’éteindre spécifiquement mais
transitoirement 'expression de genes grace a ’ARN
interférence, obtenue en nourrissant les animaux avec
des bactéries qui produisent des ARNs double-brin
(Newmark et al., 2003; Reddien et al., 2005; Chera
et al., 2006; Buzgariu et al, 2008). Dans les deux
systemes, le séquengage de collections d’ADNc et de
séquences génomiques a mis en évidence la grande
conservation des cascades de signalisation au sein des
eumétazoaires (Guder et al., 2006 ; Sanchez Alvarado
& Tsonis, 2006; Chapman et al., 2010). Par ailleurs
chez 'Hydre, des lignées transgéniques peuvent étre
produites, permettant ainsi de suivre le remodelage
cellulaire induit par bissection (Wittlieb et al., 2006 ;
Khalturin et al., 2007). Pour toutes ces raisons, la
compréhension des mécanismes qui conduisent a la
régénération de ’'Hydre et de la planaire devrait per-
mettre d’identifier quelques principes de régénération
conservés des cnidaires aux animaux bilatériens.
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Comment transcrire une blessure
en un code de régénération ?

En effet, 'une des énigmes de la régénération est
lactivation dans un organisme déja développé de
processus développementaux proches de ceux uti-
lisés au cours de l’embryogenese ou de l'organo-
genese a la suite d’'une blessure. L’analyse des phases
immédiates et précoces consiste donc a caractériser
les signaux délivrés au moment de Iamputation, si-
gnaux qui induisent une réponse cellulaire spécifique
et transitoire, qui elle-méme active le programme
nécessaire au re-développement de la structure man-
quante. Nous ne discuterons pas ici cette derniere
phase de re-développement, souvent similaire au pro-
gramme de développement originel (Technau & Bode,
1999; Bryant et al., 2002; Beck et al., 2003; Pearl
et al., 2008).

Multiples programmes de régénération chez I'Hydre

Immeédiatement apres bissection transversale de 1’axe
apico-basal, les deux moitiés d’Hydre démarrent une
suite de processus asymétriques par lesquels la moitié
apicale régénere un pied en deux jours, la moitié ba-
sale une téte en trois jours. Les analyses biochimiques,
cellulaires et moléculaires ont effectivement démontré
que ces deux régions qui étaient adjacentes et iden-
tiques avant la bissection, subissent une réorganisation
immeédiate tres différente afin de devenir rapidement
des bourgeons de régénération spécifiques de la struc-
ture qu’ils vont régénérer. En particulier, apres bis-
section au niveau mi-gastrique, 'activation de la voie
MAPK et la phosphorylation du facteur de transcrip-
tion CREB par la kinase RSK sont immédiatement
observées du coté qui régénere une téte, induisant une
apoptose massive des cellules de la lignée interstitielle
et une augmentation rapide de la prolifération cellu-
laire (Kaloulis et al., 2004 ; Chera et al., 2009 ; Chera
et al., 2011). Ces deux types de régénération se dis-
tinguent sur bien des points puisque, dans le cas de la
régénération du pied, il s’agit d'un processus proche
de la réparation tissulaire incluant une phase de cica-
trisation et une phase de différenciation des cellules du
disque basal, tandis que dans le cas de la régénération
de la téte, une étape de morphogenese permet la mise
en place d'une structure aussi complexe que la téte.
Cependant, mis a part ces deux types de
régénération qui peuvent étre comparés dans des tis-
sus provenant d’un méme animal, les analyses mor-
phologiques, cellulaires et moléculaires ont également
démontré que la régénération de la téte apres
décapitation (aussi appelée régénération « apicale »
de la téte) et la régénération de la téte apres
bissection dans la région centrale du corps (aussi

appelée régénération « basale » de la téte) sont
différentes. Apres décapitation, les tentacules appa-
raissent d’abord, suivies de la bouche et de I’hypo-
stome. Au contraire, aprés bissection mi-gastrique,
I’hypostome se forme d’abord suivi des tentacules
(Technau & Holstein, 1995). Cette différence peut
s’expliquer par des différences quantitatives et qualita-
tives significatives entre ces deux régions : d'une part
les cellules souches sont beaucoup plus nombreuses
dans la région centrale de la colonne corporelle que
dans les régions apicale et distale (David & Plotnick,
1980), d’autre part les cellules précurseurs situées a
proximité des régions apicales et distales ont entamé
leur détermination tandis qu’au niveau mi-gastrique,
les cellules souches ne sont pas engagées vers une voie
de différenciation apicale ou basale (Steele, 2002).

En résumé 'Hydre fournit un modele dans lequel
au moins trois programmes distincts de régénération
peuvent étre étudiés : (i) la régénération du pied qui
ne requiert pas une morphogeneése complexe; (ii) la
régénération apicale de la téte; et (iii) la régénération
basale de la téte, le choix entre ces deux derniers pro-
grammes étant dicté par le statut de la région am-
putée. Ces programmes sont différents aux niveaux
cellulaire et moléculaire et nous allons décrire ici les
différents modes d’activation de la cascade Wnt qui
conduisent a la régénération de la téte.

Les cellules apoptotiques, source de signalisation
de la voie Wnt3 aprés bissection mi-gastrique

Apres bissection au niveau mi-gastrique, le premier
évenement controlé par la voie Wnt3 au cours de la
régénération de la téte de I'Hydre peut étre détecté
des 15 minutes, lorsque les cellules de la lignée intersti-
tielle (neurones, nématoblastes, nématocytes) proches
du plan d’amputation sont soumises a une apop-
tose massive (Chera et al.,, 2009). En effet, pendant
une tres courte période, le cytoplasme de ces cellules
apparait fortement Wnt3 immunopositif. Cependant
cette phase immédiate et transitoire de surproduction
de la protéine Wnt3 ne semble pas étre sous controle
transcriptionnel dans la mesure ou une augmenta-
tion significative de ’abondance des transcrits n’est
détectée que quelques heures plus tard (Hobmayer
et al., 2000 ; Chera et al., 2009 ; Lengfeld et al., 2009).
Un scénario probable est que la protéine Wnt3 est en
fait déja présente dans les cellules qui vont mourir,
vraisembablement séquestrée dans un complexe dont
la conformation, la cohésion ou la composition est mo-
difiée par suite du stress de 'amputation. Ces modi-
fications permettraient donc a la protéine Wnt3 de
devenir détectable par immunofluorescence.

Ensuite le relargage de la protéine Wnt3 par les cel-
lules apoptotiques permet d’activer la voie (3-caténine
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spécifiquement dans les cellules adjacentes qui n’ont
pas été atteintes par la vague d’apoptose et sont dans
la phase S du cycle cellulaire au moment de I’amputa-
tion. Cette activation est objectivée par la transloca-
tion nucléaire de la (-caténine entre 60 et 90 minutes
apres amputation, activation qui conduit a la division
synchrone de ces cellules entre 3 et 4 heures apres am-
putation (Chera et al., 2009). En résumé, le stress de
I’amputation dans cette région active immédiatement
la voie de signalisation Wnt3_ $-caténine dans les cel-
lules interstitielles qui cyclent et migrent vers la zone
d’amputation, induisant leur division synchrone (fi-
gure 3). Effectivement, huit heures apres la bissection,
la densité cellulaire du bourgeon de régénération est
multipliée par trois. Ceci suggere que cette cascade
joue un role essentiel dans l'activation par la blessure
du programme de régénération de la téte.

De fagon intéressante, le niveau d’apoptose semble
étre un parametre essentiel de ce mécanisme car,
lorsque le niveau d’apoptose est bas (comme dans
les bourgeons qui régénerent un pied), la cascade
Wnt3_ F-caténine n’est pas activée et lorsque le niveau
d’apoptose est augmenté expérimentalement dans les
bourgeons destinés a régénérer un pied, une surpro-
duction du signal Wnt3 est notée, suivie d'une activa-
tion de la voie [-caténine dans les cellules en phase
S, et finalement de la régénération d'une téte a la
place d’un pied. Dans ce cas, la simple élévation du
niveau d’apoptose suffit donc a forcer I'activation de
la régénération de la téte dans une région destinée
a régénérer un pied (Chera et al., 2009). Cependant,
comme ’ont montré les travaux du laboratoire Hol-
stein, 'activation de la voie de signalisation Wnt_ (3-
caténine n’est pas restreinte a cette phase immédiate
de la régénération.

Régulation monophasique ou biphasique de la voie
Whnt3 au cours de la régénération de la téte
en fonction du niveau d’amputation

L’analyse de la régulation temporo-spatiale du gene
Wnt3 apres décapitation et apres bissection mi-
gastrique a effectivement montré une surexpression
dans les cellules épithéliales du bourgeon, précoce
apres décapitation (des une heure), retardée apres
bissection mi-gastrique, les transcrits étant fortement
détectés a partir de trois heures (Hobmayer et al.,
2000; Chera et al., 2009 ; Lengfeld et al., 2009). Cette
induction de I'expression du gene Wnt8 correspond au
moment ou l'activité organisatrice commence a ap-
paraitre dans le bourgeon, comme 'ont montré les
expériences de transplantation (MacWilliams, 1983;
Broun et al., 2005; Lengfeld et al., 2009). Parmi les
différents genes de type Wnt, Wnt3 est effectivement
le premier dont I’expression est induite, ce qui suggere

que Wnt8 joue un role instructeur dans la forma-
tion du centre organisateur. Ensuite la plupart des
différents genes Wnt sont activés successivement au
cours du premier jour de régénération, suggérant que
la coordination temporale de ces signaux au sein du
bourgeon controle la régénération de la téte (Lengfeld
et al., 2009).

Cependant, les modes d’induction de la surex-
pression de Wnt3 sont différents apres décapitation
et apres bissection mi-gastrique. En effet si I’apop-
tose est inhibée apres bissection mi-gastrique, 1’ac-
tivation précoce de la voie Wnt3_[G-caténine n’est
plus observée dans les cellules interstitielles et la
surexpression deux heures plus tard du gene Wnt3
dans les cellules épithéliales est abolie. Ce résultat
indique que ces deux vagues successives d’activa-
tion de la voie Wnt3 sont liées, la premiere in-
duisant la seconde (Chera et al., 2009). Par contre
apres décapitation, l'activation de la voie Wnt3 dans
les cellules épithéliales semble étre directement in-
duite, une activation de cette voie dans les cellules
interstitielles n’ayant pas été observée (figure 3).
En conclusion, nous distinguerons une signalisation
Wnt3 immédiate et interstitielle, transitoire, proba-
blement indépendante de la transcription et observée
seulement au niveau mi-gastrique, d’une signalisa-
tion Wnt3 précoce et épithéliale, s’appuyant sur une
régulation transcriptionnelle. Dans les deux contextes,
régénération apicale et régénération mi-gastrique, ’ex-
pression Wnt3 épithéliale est soutenue tout le long du
processus régénératif, jusqu’a ce que la nouvelle téte
soit formée. Cette signalisation épithéliale apparait
donc nécessaire pour maintenir ’activité du centre or-
ganisateur.

La signalisation Wnt3 conduit a la formation
de la téte chez I'Hydre

Le role essentiel joué par la cascade de signalisa-
tion Wnt3_ f-caténine dans la régénération de la téte
est démontré par quatre séries distinctes d’analyses
fonctionnelles. Dans la premiere série d’expériences,
Lengfeld et al. ont traité les polypes mutants reg-
16 qui sont déficients pour la régénération de la téte
avec de la protéine Wnt3 (Wnt3 hydre ou Wnt3 sou-
ris) pendant 20 heures et ont ainsi pu sauver le pro-
cessus de régénération chez un grand nombre d’ani-
maux (Lengfeld et al., 2009). Ce traitement mime
vraisemblablement l'effet du Wnt3 épithélial. Dans
un deuxieme approche, les mémes auteurs montrent
qu’une tranche de tissu gastrique incubée dans de la
protéine Wnt3 pendant trois heures puis greffée sur
un animal non traité induit plus fréquemment la for-
mation d’une deuxieme téte sur 'hote. En ’absence
d’analyses cellulaires, il est difficile de conclure quelle
fonction Wnt3 est testée dans cette expérience, mais
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Fig. 3. Schéma comparant les phases précoces de la régénération de la téte de I'Hydre apres décapitation (régénération
apicale, partie supérieure) et aprés bissection & mi-corps (régénération basale, partie inférieure). Dans chaque contexte,
I’organisation cellulaire des bourgeons de régénération est montrée. La ligne pointillée rouge représente le plan d’ampu-
tation. Au cours de la régénération apicale de la téte, 'amputation n’induit pas d’apoptose et les cellules épithéliales
produisent rapidement le signal Wnt3. Au cours de la régénération basale de la téte, 'amputation induit ’apoptose de
la plupart des cellules de la lignée interstitielle tandis que les cellules épithéliales de ’endoderme perdent leur polarité
apico-basale et englobent les corps apoptotiques. En début d’apoptose, les cellules libérent le signal Wnt3 qui active la
cascade Wnt3_ B-caténine dans les cellules avoisinantes qui cyclent (en vert), conduisant & leur rapide division mitotique.

hpa : heures post-amputation.

étant donné la position de la greffe le long de 'axe
du receveur, on peut s’attendre a ce que ce traitement
Wnt3 mime plutét effet immédiat du Wnt3 intersti-
tiel, c’est-a-dire la synchronisation des cellules inter-
stitielles proliférantes.

Dans un troisieme type d’expériences, les po-
lypes bissectés au niveau gastrique ont été exposés a
un inhibiteur de I'apoptose qui bloque le processus
régénératif. Lorsque les animaux sont en méme temps
incubés avec de la protéine Wnt3, le processus de
régénération est sauvé, conduisant & 100 % d’animaux

régénérant leur téte contre 0 % chez ceux qui ne
regoivent pas de protéine Wnt3. Ceci prouve que la
protéine Wnt3 exogene peut compenser l'absence de
Wnt3 interstitielle (Chera et al., 2009). Finalement
les mémes auteurs ont montré qu’une vague d’apop-
tose ectopique, obtenue en chauffant localement les
bourgeons régénérant un pied, peut induire une sur-
expression de Wnt3 dans les cellules apoptotiques, la
translocation nucléaire de la [-caténine dans les cel-
lules avoisinantes et la formation d’une téte ectopique.
De nouveau, cette expérience démontre le role essentiel
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joué par la voie Wnt3 immédiate interstitielle dans
lactivation d’un programme de régénération de la
téte.

Le modele de I’'Hydre confirme le lien
entre prolifération compensatrice induite
par I'apoptose et régénération

Bien que la régénération soit largement distribuée
au sein du royaume animal, la question de savoir si
des mécanismes de base sont partagés par différentes
especes au cours de cette régénération est loin d’étre
résolue (Brockes & Kumar, 2008 ; Tanaka & Ferretti,
2009 ; Bely & Nyberg, 2010). Récemment, nous avons
proposé que la prolifération compensatrice induite par
I’apoptose agisse comme un mécanisme conservé ca-
pable de déclencher une réponse de type régénératif
a une blessure. Ce mécanisme semble en effet étre
a loeuvre chez la larve de mouche qui régénere
ses disques imaginaux (Fan & Bergmann, 2008a;
Bergantinos et al., 2010; Morata et al., 2011), chez le
tétard de Xénope qui régénere sa queue (Tseng et al.,
2007), chez 'Hydre qui régénere sa téte apres bissec-
tion mi-gastrique (Chera et al., 2009), ou chez la souris
qui régénere sa peau ou son foie (Li et al., 2010). Par
ailleurs 'apoptose a été détectée dans de nombreux
contextes régénératifs tels que la planaire régénérant
son corps (Hwang et al., 2004 ; Pellettieri et al., 2009).

Les radiologistes et les dermatologistes ont été en
fait les premiers a établir une corrélation entre mort
et prolifération cellulaire, ayant observé chez des pa-
tients que les régions avoisinant les zones irradiées pro-
liféraient plus volontiers que les zones non irradiées
(Danno & Horio, 1982; Kondo, 1988; Li & Wong,
1998). Effectivement en 1988, Sohei Kondo a proposé
I’hypothese selon laquelle « L’inactivation de cellules
radiosensibles par une irradiation a faible dose d’un
organe en croissance ou se renouvelant lentement sti-
mule la prolifération des cellules primordiales intactes.
Cette augmentation de la prolifération cellulaire peut
conduire, au moins pendant une courte période, a une
augmentation de l'activité fonctionnelle de l’organe ».
Il a identifié le comportement des cellules qui meurent
comme <« un suicide altruiste » et a nommé ce pro-
cessus « la réparation par le remplacement cellulaire »
(Kondo, 1988).

L’apoptose étant un processus trés rapide (en
général completement achevé en moins d’une heure),
il fut tres difficile d’identifier le relargage par les cel-
lules apoptotiques de signaux qui stimulent la pro-
lifération cellulaire des cellules avoisinantes. La confir-
mation de ce mécanisme fut apportée seulement en
2004 lorsque les généticiens de la mouche purent pro-
duire des cellules « non-mortes » qui expriment artifi-
ciellement I'inhibiteur de caspases p35. En effet a la

suite d’une irradiation ou bien de la surexpression de
facteurs pro-apoptotiques, ces cellules « non-mortes »
entrent normalement en apoptose mais ne terminent
pas le processus apoptotique, les caspases effectrices
étant inhibées (Huh et al., 2004 ; Perez-Garijo et al.,
2004 ; Ryoo et al., 2004). Cet état d’apoptose prolongé
a permis de montrer que les signaux wingless (wg) et
decapentaplegic (dpp) relargués par les cellules « non-
mortes » du disque imaginal d’aile de la Drosophile
induisent effectivement une prolifération compensa-
trice des cellules avoisinantes. De fagon surprenante, le
méme signal Wnt3 fut identifié dans les cellules apop-
totiques d’Hydre immédiatement apres bissection, si-
gnal qui induit rapidement la division mitotique syn-
chrone des cellules avoisinantes (Chera et al., 2009).

La plasticité de la régénération
est contrainte par les conditions
homeéostatiques

Cependant ces signaux mitogeénes peuvent varier en
fonction du statut des cellules qui entrent en apoptose.
La meilleure illustration de ce concept est donnée par
le disque imaginal de I'ceil de Drosophile, ou les cel-
lules apoptotiques immortalisées situées dans le com-
partiment antérieur qui est prolifératif relarguent Wg
et Dpp comme dans le disque imaginal de 'aile. Par
contre, celles situées dans le compartiment postérieur
ol les cellules se différencient en neurones, relarguent
Hedgehog (Hh) et non Wg ou Dpp (Fan & Bergmann,
2008a). Ces deux types de signalisation, qui dépendent
donc de la niche cellulaire ou ils sont initiés, cor-
respondent en fait & deux formes distinctes de pro-
lifération compensatrice induite par ’apoptose. En ef-
fet, dans les tissus qui proliferent, le relargage de Wg
ou Dpp s’appuie sur activation de la caspase initia-
trice Dronc (caspase 9) tandis que dans les tissus en
voie de différenciation, le relargage de Hh s’appuie sur
Pactivation des caspases effectrices Drlce et Depl (cas-
pase 3) (Fan & Bergmann, 2008b).

De nouveau, un parallele intéressant peut étre
fait avec le cas de I’'Hydre chez qui les processus
qui conduisent a la régénération de la téte different
immeédiatement selon le statut du tissu o1 la bissection
a lieu. En effet ’'Hydre utilise la prolifération compen-
satrice induite par 'apoptose seulement apres bissec-
tion au niveau mi-gastrique, tandis que ce processus
n’est pas activé apres décapitation. Ces deux régions a
partir desquelles la régénération de la téte est activée
sont en fait tres différentes : la région mi-gastrique
contient une forte proportion de cellules souches tan-
dis que la partie supérieure de la colonne gastrique
contient peu de cellules souches mais des cellules
progénitrices en voie de différenciation et des cellules
différenciées (David & Plotnick, 1980; Steele, 2002).
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Fig. 4. Représentation de la structure tri-modulaire des différents types de régénération animale. Une réponse
régénérative complete apres lésion tissulaire ou amputation repose sur trois modules successifs, qui peuvent néanmoins
se chevaucher : (I) un module de réparation & la lésion; (II) un module inductif de la régénération; (III) un module
de redéveloppement. Les processus cellulaires impliqués dans le module I (non indiqués sur ce schéma) sont activés par
les produits des genes de réparation en présence ou en absence de régénération. Le module II est le plus variable de
ces trois modules, reposant sur 'utilisation d’une palette de processus cellulaires qui peuvent se combiner. En effet,
des especes régénérant des structures homologues peuvent utiliser des routes différentes (comme les salamandres et le
Xénope régénérant leurs appendices), une espéce donnée utilise généralement des routes différentes pour régénérer des
structures différentes, ou méme dans le cas de 'Hydre peut utiliser des routes différentes pour régénérer une méme
structure. Cette variabilité reflete les contraintes dues d’une part au stade de développement de I'organisme qui régénere,
d’autre part a I’état homéostatique de la structure qui régénere au moment de la blessure. En effet, 'importance de ce
module est inversement liée au dynamisme développemental de 'organisme. Par ailleurs ce module est conditionné par
I’état homéostatique du tissu ou de la structure au moment de la lésion car il recrute et amplifie les outils cellulaires
présents dans le tissu ou la structure au moment ot a lieu la 1ésion. Il permet d’activer le programme de redéveloppement
(module IIT), qui le plus souvent repose sur les cascades de signalisation utilisées au cours de organogenése.

Ces résultats suggerent fortement que, comme dans
le cas de la Drosophile, I’environnement cellulaire in-
fluence de facon irrémédiable la réponse induite par la
blessure qui lance le programme de régénération de la
téte.

De facon plus générale, le fait que le contexte
homéostatique contraigne les voies possibles de

régénération met en évidence une interaction entre
mécanismes homéostatiques et programmes de
développement qui apparait comme une signature
propre au phénomene de régénération, quel que
soit le systeme utilisé comme modele (Galliot &
Ghila, 2010; Bergmann & Steller, 2010). Cette fagon
de considérer les processus régénératifs explique
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pourquoi la régénération ne peut étre réduite a
un processus de patterning ou a une dynamique
des cellules souches. Nous proposons un modele
tri-modulaire des processus régénératifs qui pourrait
s’appliquer a la plupart des contextes ou ils ont
lieu : en effet nous voyons la régénération comme
un processus essentiellement dynamique entre les
deux bornes temporelles que sont le processus de
réparation de la blessure et le re-développement
de la structure qui a été détruite ou amputée. Par
définition la connexion entre ces deux bornes doit
étre rétablie pour que le processus régénératif ait
lieu (Simon et al., 2009). Selon notre modele, le
choix parmi les routes possibles entre ces deux
bornes est essentiellement dicté par les conditions
homéostatiques du tissu ou de 'organe au moment de
la blessure ou de I'amputation, conditions qui vont
favoriser la dédifférenciation et/ou l'apoptose, et/ou
le recrutement de cellules souches, et/ou la trans-
différenciation (figure 4). Par ailleurs la longueur du
pont qui relie ces deux bornes est directement liée
a lintensité des processus de développement et de
vieillissement en place dans 'organisme qui régénere :
pratiquement aucun pont chez l’embryon mais un
pont qui s’allonge au fur et a mesure que les processus
développementaux s’éteignent et probablement, mais
cela reste a prouver, que les tissus vieillissent chez
I’adulte. Dans la construction de ce pont, le roéle
précis joué par la prolifération compensatrice induite
par I'apoptose reste encore a élucider.
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