N

N

Un trio de mécanismes au coeur de ’'initiation de la
régénération chez les animaux

Aurore Vullien, Eric Rottinger, Michel Vervoort, Eve Gazave

» To cite this version:

Aurore Vullien, Eric Rottinger, Michel Vervoort, Eve Gazave. Un trio de mécanismes au cceur de I'initiation
de la régénération chez les animaux. Médecine/Sciences, 2021, 37 (4), pp.349-358. (10.1051/medsci/2021037).
<hal-03252163)

HAL Id: hal-03252163
https://hal.science/hal-03252163v1

Submitted on 5 Jul 2021

HAL is a multi-disciplinary open access archive L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est des-
for the deposit and dissemination of scientific re- tinée au dépoét et a la diffusion de documents scien-
search documents, whether they are published or not. tifiques de niveau recherche, publiés ou non, émanant
The documents may come from teaching and research  des établissements d’enseignement et de recherche
institutions in France or abroad, or from public or pri- francais ou étrangers, des laboratoires publics ou
vate research centers. privés.

Au‘to':'lizition
HAL Authorization


https://hal.science/hal-03252163v1
https://about.hal.science/hal-authorisation-v1/
https://about.hal.science/hal-authorisation-v1/
https://hal.archives-ouvertes.fr

médecine/sciences 2021 ; 37 : 349-58

m's

médecine/sciences

> La régénération d’'un membre ou du corps entier
est un processus largement répandu chez les
animaux. Méme si les capacités régénératives
varient d’une espece a I’autre, trois mécanismes
sont observés de facon récurrente lors de I'initia-
tion de la régénération : la production de dérivés
réactifs de I'oxygéne (DRO), I'apoptose, et la
prolifération cellulaire. De nombreux travaux ont
mis en évidence le fait que ces trois mécanismes
étaient nécessaires au bon déroulement de la
régénération chez des espéces pourtant phylogé-
nétiquement éloignées. Comprendre en détail les
mécanismes moléculaires et cellulaires qui sous-
tendent la coordination de ces trois processus
dans Iinitiation de la régénération pourrait aider
a développer des thérapies pro-régénératives. <

Importance et diversité de la régénération
chez les animaux

La régénération, c’est-a-dire la reformation d’une
partie du corps perdue, est un processus fascinant qui
intéresse les scientifiques et les naturalistes depuis des
siecles. Deux grands types de régénération peuvent étre
distingués [1, 2] : une régénération apparaissant dans
un contexte homéostatique, tel que le remplacement
de I’épiderme et de ses dérivés (poils, cheveux, etc.)
ou de I’épithélium digestif, et celle survenant a la suite
d’une blessure ou d’une amputation. Cette derniére, qui
est le sujet de cette revue, est trés largement répandue
chez les animaux, méme si les capacités régénératives
varient grandement d’une espéce a I’autre (Figure 1)
[2]. Certains animaux, comme les vers plats (ou pla-
thelminthes), sont capables de régénérer un individu
entier a partir d’un petit fragment corporel. D’autres,
comme certains arthropodes et certains vertébrés,
peuvent reformer des structures complexes, telles que
des pattes ou des nageoires. D’autres encore ont des
capacités plus limitées et ne peuvent régénérer que cer-
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tains organes (le foie chez les mammiféres, par exemple) ou certains
tissus (notamment les muscles). €nfin, certains animaux, tels que les
nématodes, ne semblent étre capables de régénérer que certains de
leurs axones. Pourquoi les capacités de régénération sont-elles tres
limitées chez certaines espeéces et tellement importantes chez d’autres
reste une question largement ouverte.

Outre son intérét pour la recherche fondamentale, la régénération
intéresse également un nouveau pan de la recherche médicale, la
médecine régénérative. Alors que les chercheurs de ce domaine se
sont longtemps focalisés sur le potentiel des cellules souches, nombre
d’entre eux s’intéressent désormais a la possibilité de stimuler la régé-
nération a partir de tissus déja en place. Il est donc devenu nécessaire
de déchiffrer les mécanismes qui permettront a la régénération d’étre
compléte et réussie [3]. Dans cette Synthése, nous décrivons et dis-
cutons les mécanismes responsables de initiation de la régénération.
Nous nous intéresserons plus particulierement aux roles des dérivés
réactifs de I’oxygéne (DRO) (en anglais, ROS pour reactive oxygen
species), de I’apoptose, et de la prolifération cellulaire. Nous présen-
terons également les voies de signalisation qui permettent le lien entre
ces trois mécanismes clés.

Prolifération cellulaire et formation d’un blastéme
de régénération

Malgré la diversité des modalités de régénération, il est possible de
subdiviser ce processus en trois grandes étapes, qui sont retrouvées
chez la plupart des animaux ayant des capacités régénératives [4].
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Figure 1. Capacités régénératives et prolifération cellulaire au cours de la régénération chez les animaux. U'arbre phylogénétique simplifié (&
gauche) montre quelques groupes d’animaux. Pour chaque groupe, sont indiqués (de gauche a droite) le nom d’une ou deux especes modeles prin-
cipales chez lesquelles la régénération est étudiée, quelles sont les capacités régénératives retrouvées, si un épisode d’hyper-prolifération cellu-
laire a été observé au cours de la régénération, et quelles techniques ont été employées pour mettre en évidence cette hyper-prolifération. Pastille
bleue : capacité a régénérer le corps entier. Pastille verte : capacité a régénérer des structures complexes, comme les membres chez I’axolotl ou
les nageoires chez le poisson-zébre. Pastille jaune : capacité a régénérer des organes, comme le cceur du poisson-zebre ou le cristallin de certains
amphibiens. Le 5-éthynyl-2’-désoxyuridine (€dU), le 5-bromo-2’-désoxyuridine (BrdU) et la thymidine tritiée (*H-TdR) sont des analogues de
nucléotides qui permettent de détecter les cellules en train de proliférer. Les anticorps dirigés contre les protéines PCNA (proliferating cell nuclear
antigen) (anti-PCNA) et contre la forme phosphorylée de I’histone H3 (anti-H3P) permettent également de mettre en évidence la prolifération
des cellules. Les noms des espéces modéles sont indiqués sous forme abrégée. Les noms complets sont (de haut en bas) : Sycon ciliatum, Hydra
vulgaris, Nematostella vectensis, Drosophila melanogaster, Parhyale hawaiensis, Schmidtea mediterranea, Octopus vulgaris, Platynereis dumerilii,

Hofstenia miamia, Ptychodera flava, Asterias rubens, Amphiura filiformis, Branchiostoma lanceolatum, Botryllus schlosseri, Danio rerio, Xenopus

laevis, Ambystoma mexicanum, Anolis carolinensis, Mus musculus (modifié d’apreés [22, 36] et réalisé a I’aide de BioRender.com).

Aprés une blessure ou une amputation, survient rapidement une
premiére étape, dite de cicatrisation, a I'issue de laquelle la bles-
sure est recouverte par un épithélium de cicatrisation qui restaure
I’intégrité du milieu intérieur de Ianimal. S’ensuit une seconde
étape, constituée par la mise en place et I’activation des cellules
précurseurs a 'origine des futures structures régénérées. Chez cer-
taines especes, cette étape repose sur la formation d’une structure
spécifique, appelée blasteme de régénération, qui consiste en une
masse de cellules indifférenciées recouverte d’un épithélium, et a
partir de laquelle seront reformées les parties perdues [1] au cours
d’une troisieme et derniére étape appelée morphogenese. Au cours
de cette étape, les différentes structures sont régénérées et leurs
cellules, tissus et organes constitutifs se différencient et retrouvent
leurs réles initiaux.
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La prolifération cellulaire joue généralement un
role important au cours des différentes étapes de
la régénération. Les cellules du blasteme se divisent
activement, produisant ainsi les trés nombreuses
cellules nécessaires a la formation des parties du
corps qui seront régénérées. La formation du blas-
teme lui-méme dépend de la prolifération de cel-
lules précurseurs, ce qui survient quelques dizaines
d’heures ou quelques jours apres I"amputation et la
cicatrisation. Cette hyper-prolifération consécutive
a 'amputation a pu étre observée, notamment grace
a lutilisation d’analogues modifiés de nucléotides,
qui permet de visualiser et de quantifier les cel-
lules en phase de synthése d’ADN (phase S du cycle



cellulaire) a différents moments aprés I’amputation (Figure 1)
[5-7]. Chez divers animaux trés distants d’un point de vue évolutif,
I’application, aprés une amputation, de molécules qui bloquent les
divisions cellulaires empéche la régénération des structures ampu-
tées, ce qui montre I"importance des divisions cellulaires pour la
réussite de cette régénération [6-8]. Dés lors, la question qui se
pose est d’identifier les mécanismes et les signaux qui stimulent
cette prolifération lors de I'initiation de la régénération. Une pre-
miere réponse, inattendue, a cette question a été trouvée : la mort
cellulaire par apoptose.

Lapoptose, un acteur clé de la régénération

Lapoptose est une mort cellulaire programmée : les cellules concer-
nées orchestrent elles-mémes leur destruction en réaction a des
signaux internes ou externes (Figure 24). Les acteurs emblématiques
de 'apoptose sont les caspases, des protéases capables de couper
d’autres protéines et ainsi d’en modifier 'activité. Ce processus est a
I’origine de la mort de la cellule, notamment aprées une fragmentation
de son ADN [9]. Les signaux conduisant & I’activation des caspases
dites initiatrices peuvent étre externes ou intracellulaires, définissant
ainsi les deux grandes voies de I"apoptose : la voie extrinséque, acti-
vée par la fixation de molécules appelées ligands de mort, produites
par d’autres cellules, sur des récepteurs exprimés a la membrane des
cellules destinées a mourir; et la voie intrin-
séque, qui se déclenche en réponse a un stress
intracellulaire, par exemple, des altérations
importantes de I’ADN [43] (Figure 2A) (=¥).
Deux des rdles de I"apoptose sont bien connus :
cellules dysfonctionnelles, notamment celles présentant de trop nom-
breuses coupures de leur ADN ; I’élimination des cellules surnuméraires
produites lors du développement de certains tissus, contribuant ainsi
au fagonnement et a la fonctionnalité de certains organes. La mise
en place du cerveau et des doigts des mammiféres sont des exemples
représentatifs de I’importance de "apoptose au cours du développe-
ment [10].

Un réle clé de I’apoptose a été mis en évidence au cours de la régéné-
ration [11]. Des épisodes d’apoptose ont en effet été observés apres
une amputation chez différents organismes modeéles (Figure 3), grdce
a différents types de marquages moléculaires, notamment en utili-
sant la méthode TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP
nick end labeling). Celle-ci repose sur I'incorporation d’analogues de
nucléotides aux extrémités libres de ’ADN, révélant ainsi les cassures
du génome caractéristiques des cellules mourantes. Elle est fréquem-
ment employée en association avec d’autres marquages, notamment
ceux effectués avec des anticorps dirigés contre la forme active des
caspases [12]. Plus récemment, des senseurs génétiques, permettant
de suivre Iactivité des caspases in vivo dans des tissus vivants, ont
été développés [13, 14]. Il s’agit de protéines fluorescentes produites
dans des organismes génétiquement modifiés et dont la fluorescence
ou la localisation subcellulaire sont modifiée par 'activité des cas-
pases (Figure 2B).

(=) Voir le numéro
thématique Vieillissement
et mort, m/s n° 12,
décembre 2020

I’élimination des
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Chez I'hydre d’eau douce (Hydra vulgaris), une unique
vague d’apoptose a lieu dans les deux heures suivant
I’amputation (ou heures post-amputation, hpa) [15]. Au
cours de la régénération du corps entier chez "anémone
de mer Nematostella vectensis [16], de méme que lors de
la régénération de la nageoire caudale chez le poisson-
zébre Danio rerio [17], deux pics de mort cellulaire sont
détectés. Chez le poisson-zebre, le premier pic (entre 0
et 10 hpa) pourrait correspondre & la nécrose induite par
la blessure. Le second pic, qui apparait vers 15 hpa, cor-
respond & une apoptose. Chez la drosophile (Drosophila
melanogaster), I'induction d’une blessure des disques
imaginaux (des structures présentes chez la larve & 'ori-
gine de différents organes chez "adulte, comme les ailes
et les yeux) est suivie de la mort des cellules au site de
la blessure, mais aussi de celle de cellules de territoires
adjacents [18].

Des expériences d’inhibition pharmacologique réalisées
au moyen de molécules telles que le Z-VAD!, un inhibi-
teur universel de caspases, ou le NS36942, un inhibiteur
de 'apoptosome® (Figure 2A), suggérent que I'apoptose
joue un rdle important dans le bon déroulement de la
régénération. Le traitement par I'un ou Iautre de ces
inhibiteurs empéche en effet la formation du blasteme
et une régénération normale, chez ’hydre [15], le pois-
son-zébre [17] et anémone de mer [16]. La prolifé-
ration cellulaire, essentielle a la régénération, n’a pas
lieu chez les organismes traités avec ces inhibiteurs de
’apoptose. Chez la larve de drosophile, des expériences
de génétique moléculaire ont permis d’induire I'entrée
en apoptose de cellules des disques imaginaux tout en
empéchant leur mort effective et leur élimination [19].
La persistance de ces cellules « mortes-vivantes »
s’accompagne d’une hyper-prolifération des cellules
voisines. 'apoptose de certaines cellules pourrait donc
stimuler la prolifération de cellules avoisinantes au
cours de la régénération, comme le suggere d’ailleurs
I’organisation temporelle des pics de mort et de prolifé-
ration cellulaire, qui se suivent ou se chevauchent chez
ces espéces [11]. Le terme « prolifération compensa-
toire induite par I’apoptose » (en anglais apoptosis-
induced compensatory proliferation) [20] s’est imposé
pour désigner ce phénomeéne. U'apoptose jouerait aussi
d’autres rdles au cours de la régénération, lors de la
migration et de la différenciation cellulaire, ainsi qu’au
cours de la réponse immunitaire induite par 'amputa-
tion [21].

! N-Benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp(0-Me).
? 4-chloro-2-[3-(3-trifluoromethyl-phenyl)-ureido]benzoic acid.

¥ Complexe multimoléculaire formé par Iinteraction du cytochrome avec I’Apaf-1
(apoptosis activating factor 1) et la procaspase-9. Il permet le clivage de la pro-
caspase 9, ce qui induit la formation de la forme active de cette enzyme.
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Quels sont les signaux émis par les cellules en apoptose
qui stimulent la prolifération cellulaire ?

Chez plusieurs espéces animales, 'induction du processus d’apoptose

joue donc un rdle essentiel dans I’initiation de la prolifération cellu-
laire requise pour une régénération réussie. Les cellules en apoptose
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induisent en effet, via I’émission de signaux mitogeénes,
I’entrée en division des cellules avoisinantes (Figure 3).
U'identité de ces molécules mitogénes n’est cependant
actuellement connue que dans un nombre tres réduit
de cas de régénération. Elles pourraient différer (au
moins partiellement) selon les espéces et les types



P Figure 2. Voies d’induction de ’apoptose chez les mammiféres et senseurs génétiques permettant son étude. (A) Les acteurs emblématiques de
I'apoptose sont les caspases, dont on distingue deux types : les caspases initiatrices (8, 9, et 10 chez les mammiféres), dotées d’un domaine spécifique
permettant leur recrutement dans des complexes protéiques (voir ci-dessous), au sein desquels elles passent d’un état inactif (pro-caspase) a un
état actif (caspase) en se coupant elles-mémes (auto-clivage) ; les caspases effectrices (3, 6, 7 chez les mammiféres), activées apres leur coupure
par les caspases initiatrices et induisant la mort de la cellule, en clivant elles-mémes de nombreuses protéines (at-tubuline, DNases, etc.) [37]. La
voie extrinseque implique la fixation de ligands extracellulaires (comme FAS ligand : dérivé de FS-7-associated surface antigen) a des récepteurs de
mort membranaires (comme FAS), provoquant le recrutement d’un complexe protéique appelé DISC (death-inducing signaling complex) constitué
de FADD (FAS-associated proteins with death domains) et des caspases initiatrices sous leur forme inactive (pro-caspases). Ce recrutement permet
I’activation des caspases 8/10, ce qui conduit a I’activation des caspases effectrices 3/6/7. Dans le cas de la voie extrinséque, des signaux de stress
intracellulaires conduisent a la perméabilisation de la membrane mitochondriale (MOMP : mitochondrial outer membrane permeabilization). Cette
perméabilisation est gouvernée par I’action antagoniste de protéines de la famille Bcl2, pro-apoptotiques (Bax, Bak, Bid, Bok) et anti-apoptotiques
(Bcl2, BCL2L1/2/3, BCL2AL). Plusieurs facteurs sont alors libérés dans le cytoplasme. Htra2 et Smac sont des inhibiteurs des protéines IAP/BIRC (inhi-
bitors of apoptosis, aussi appelés baculoviral IAP repeat-containing protein), elles-mémes inhibitrices de différentes caspases. Le cytochrome C,
libéré via des canaux formés par Bax et Bak, s’associe a Apafl et a la pro-caspase 9 pour former I’apoptosome. Ce complexe permet le clivage de cette
derniere en caspase 9, qui, a son tour, active les caspases 3, 6 et 7. Les deux voies ne sont pas indépendantes : ainsi les caspases 8/10, impliquées
dans la voie extrinséque, peuvent activer, en la clivant, la protéine pro-apoptotique BID, qui favorise la perméabilisation mitochondriale (schéma
modifié d’apres [38]). (B) Les senseurs génétiques, Apoliner (B.i) et FPX (échange de protéine fluorescente ou fluorescent protein exchange), (B.ii)
permettent de mettre en évidence I’activité des caspases au sein des tissus vivants. (B.i) Le senseur Apoliner a été mis au point chez des embryons
de drosophile et de poulet par Bardet et al. en 2008 [13]. Ce senseur comprend deux protéines fluorescentes différentes : mRFP (fluorescence rouge,
protéine membranaire) et eGFP (fluorescence verte, protéine nucléaire du fait de la présence dans sa séquence d’un domaine de localisation nucléaire,
NLS pour nuclear localisation signal), reliés par une séquence (disque bleu) reconnue et clivée par les caspases effectrices (séquence appelée CCS
pour caspase cleavage sequence). £n absence d’activité des caspases, le senseur est localisé a la membrane plasmique et y induit une fluorescence a
la fois rouge et verte. La membrane apparait donc jaune. €n cas d’activité des caspases, apres le clivage de la CCS, les deux protéines fluorescentes
se séparent I'une de 'autre. eGFP est transportée dans le noyau, y produisant une fluorescence verte, tandis que mRFP reste associée a la membrane,
ol I’on observe une fluorescence rouge. (B.ii) Le systeme FPX a été développé par Ding et al. en 2015 [14], en utilisant des cellules de mammiféres en
culture. Il est fondé sur ’emploi de protéines qui ne sont initialement pas fluorescentes (protéines GA et RA), mais qui le deviennent en s’associant &
une autre protéine (protéine B). Le systéme repose sur la production dans les cellules de B et de RA qui sont liées I'une a I’autre par une séquence CCS
(disque bleu), et de GA. Cette derniere, seule, n’est pas fluorescente, alors que RA, qui est associée a B, émet de la fluorescence rouge. Des séquences
de localisation nucléaire NLS ou extranucléaire (NES, pour nuclear export sequence) positionnent la molécule non-fluorescente GA dans le noyau, tan-
dis que le complexe RA-B fluorescent, rouge, est présent dans toute la cellule. C'est la situation qui est observée en absence d’activité des caspases.
€n présence de caspases actives, apres le clivage de la séquence CCS, B va se dissocier de RA (qui ne va donc plus émettre de fluorescence) et s’associe

a GA, présent dans le noyau. Le complexe GA-B émet alors de la fluorescence verte et le noyau devient donc vert.

de régénération. Nous ne détaillerons ici que quelques-unes de ces
molécules (pour une liste détaillée de ces molécules et des voies de
signalisation qui leur sont associées, voir [11, 22]).

Une étude pionniére, portant sur la régénération de la téte chez
I’hydre, a montré que les cellules apoptotiques émettaient des pro-
téines Wnt3*, et que celles-ci étaient nécessaires a la prolifération
cellulaire et & une régénération correcte [15]. Wnt3 appartient a la
grande famille des protéines de signalisation Wnt, connues pour leurs
multiples roles au cours du développement, de la régénération et de la
cancérogenése [23]. Notons néanmoins que la production de protéines
Wnt par des cellules apoptotiques n’a été clairement montrée, a ce
jour, que dans un seul autre cas: la régénération homéostatique de
I’épiderme chez le poisson-zébre [24]. Lors de ce processus, de petites
vésicules extracellulaires (appelées corps apoptotiques) émises & la
suite de I'apoptose des cellules et contenant des protéines Wnt8a,

“ Des protéines de la famille Wnt dérivant des premiers membres identifiés chez la drosophile (Wingless) et
chez la souris (Int-1), impliqués dans de nombreux processus lors du développement.
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induisent la division de cellules voisines, en fusionnant
avec ces cellules, via I'activation de la voie de signali-
sation Wnt/B-caténine. La question de I’existence de
tels mécanismes impliquant des protéines Wnt dans
d’autres cas de régénération reste discutée.

Une autre observation récente a montré que des cellules
apoptotiques pouvaient influencer des cellules avoisi-
nantes via la sécrétion ciblée de certains métabolites,
notamment des nucléotides ou des molécules produites
lors de la glycolyse ou du métabolisme des acides ami-
nés [25]. Ces molécules, dont la sécrétion dépend de
activité des caspases, induisent de multiples méca-
nismes dans les cellules voisines, notamment leur proli-
fération. Notons que ces données ont été obtenues dans
un contexte de cultures de cellules in vitro. Lexistence
ainsi que le role de telles sécrétions dans un contexte
de régénération in vivo restent donc a démontrer et a
étudier. Ces données font néanmoins écho au rdle de
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Figure 3. Synthése des données connues sur I'implication de ’apoptose et des DRO au cours de la régénération. |'arbre phylogénétique de la Figure 1

est repris. Pour chaque groupe, il est indiqué si la présence d’apoptose ou de DRO a été mise en évidence au cours de la régénération chez au moins

une espeéce de ce groupe, quelle(s) technique(s) a(ont) permis de détecter cette présence, si des études fonctionnelles ont établi que ces méca-

nismes sont nécessaires a la poursuite de la régénération, si un role dans le contrdle de "apoptose et de la prolifération a été mis en évidence, et,

enfin, quelles sont les voies de signalisation impliquées. €n fonction des techniques utilisées, la coloration indique que la mise en évidence des

DRO s’est faite grace a des colorants sensibles a la présence de DRO dans les cellules. HyPer est un senseur génétique de H,0, et est décrit dans

la Figure 4. La méthode TUNEL est décrite dans le texte principal, et « immunomarquage » indique "utilisation d’anticorps marquant les cellules

en apoptose, en particulier celle d’anticorps dirigés contre la forme clivée active des capsases effectrices. 'ensemble des informations de cette

figure a été synthétisé a partir de [11, 22].

I’ATP (et de ses métabolites, comme I’adénosine) dans la stimulation
de la prolifération au cours de la régénération chez certains animaux
[26].

Les cellules apoptotiques semblent donc capables de produire divers
signaux induisant la prolifération des cellules voisines. Mais quels sont
les signaux qui causent 'entrée en apoptose de certaines cellules ?
Plusieurs études indiquent un signal commun, la production de DRO,
faisant suite a la blessure ou a ’amputation.

Role des dérivés réactifs de I’oxygene
dans Pinitiation de la régénération

Un dérivé réactif de I"oxygene est une molécule oxygénée qui présente
un électron libre a I'origine de sa forte réactivité chimique. Le plus
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connu est sans doute le peroxyde d’hydrogéne (H,0,).
Les DRO sont produits par la chaine respiratoire mito-
chondriale ou par certains complexes enzymatiques
(Figure 4A). lls peuvent étre inhibés par le systéme
antioxydant de la cellule, constitué de différentes
enzymes qui les catabolisent en eau et dioxygene.
Ils peuvent également étre a I'origine de radicaux
hydroxyles qui seront responsables du stress oxydant,
une agression des composants cellulaires par les radi-
caux libres produits. Ces derniers sont en effet capables
d’altérer les macromolécules de la cellule et ne sont pas
éliminés par des réactions enzymatiques.

Si les DRO ont longtemps été considérés uniquement
comme une cause de stress oxydant dans les cellules,



ils sont désormais également reconnus comme des acteurs majeurs de
la signalisation intercellulaire [27]. Ils ont un réle important au cours
de la régénération. En effet, apres des amputations ou des blessures,
une production de DRO a été observée a proximité des Iésions chez
différentes espéces, comme le xénope [28], la drosophile [29], le
poisson-zebre [17] et I’hydre [11] (Figure 3). Ces observations ont été
faites au moyen de molécules comme le dihydroéthidium (DHE), dont
la fluorescence est sensible a la présence de DRO. H,0,, acteur majeur
de la signalisation par les DRO, peut également étre révélé dans les
tissus vivants grace a des molécules fluorescentes sensibles a sa pré-
sence [30, 31], produites chez des animaux génétiquement modifiés
(Figure 4B).

La production de DRO, consécutive a une amputation, s’est révélée
indispensable au bon déroulement de la régénération chez différentes
espéces. Apreés I’amputation de la queue du tétard de xénope® [28] ou
de celle de 'axolotl® [32], la blessure des disques imaginaux de larves
de drosophile [29], ou "amputation de la nageoire caudale du pois-
son-zébre [17], inhibition de la production de DRO empéche en effet
la régénération de la structure lésée.

Chez certaines especes modeles, les pics d’apoptose et les vagues de
prolifération cellulaire observés au cours de la régénération n'ont pas
lieu en 'absence de production de DRO, indiquant que cette production
est nécessaire a I'induction de I"apoptose. Chez la drosophile, la surex-
pression d’enzymes métabolisant les DRO, ou Iinhibition de leur produc-
tion, affecte le processus de régénération. l'épisode d’apoptose, ainsi
que la prolifération cellulaire qu’il induit, requis pour la régénération,
n‘ont en effet pas lieu dans ces conditions [29]. Chez le poisson-zébre,
P’inhibition de I"activité de ’enzyme responsable de la production de DRO
est a I’origine d’une diminution du nombre de cellules apoptotiques et
d’une réduction de la taille du blasteme de régénération, empéchant, de
ce fait, la régénération correcte de la structure amputée [17].

Les voies de signalisation mises en ceuvre dans ces processus ne
sont encore que partiellement connues. La production des DRO peut
étre déclenchée par des signaux de dommages tissulaires, comme
une augmentation des concentrations en ions Ca? et d’ATP [33],
ou la libération d’uracile par des microorganismes pathogénes qui
s’introduisent dans I'organisme par la blessure qu’il a subi, comme
cela a été mis en évidence chez la drosophile [34]. Des travaux
menés chez cette espéce montrent que les DRO produits activent des
macrophages produisant du TNF-o. (tumor necrosis factor alpha) qui
cible des cellules épithéliales proches de la blessure. Cela provoque
I’entrée des cellules en apoptose et stimule la prolifération d’autres
cellules via la voie de signalisation JNK (c-jun N-terminal kinase)
[29]. Chez le poisson-zébre, les DRO induisent également une apop-
tose, et activent la voie JNK, stimulant la prolifération cellulaire
nécessaire a la formation du blastéme et I’activation d’autres voies
de signalisation nécessaires a la morphogeneése de la structure qui va
étre ainsi régénérée [17].

5 Xenopus laevis est une espéce d’amphibiens.

¢ Laxolotl, Ambystoma mexicanum, est une espéce de salamandre néoténique.
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Conclusions et perspectives

Les différents travaux que nous avons présentés ont
permis d’identifier un trio de mécanismes impliqués
dans la régénération et nécessaires a sa réussite dans
plusieurs especes animales. La production de DRO,
aprés une amputation, induit en effet le déclenche-
ment d’un ou plusieurs épisode(s) d’apoptose qui,
eux-mémes, conduisent a une prolifération cellulaire
compensatoire permettant de reformer les parties
manquantes. Le fait de retrouver ce trio de méca-
nismes chez des espéces distantes les unes des autres
d’un point de vue phylogénétique (par exemple la dro-
sophile, I’hydre et le poisson-zébre) et dans plusieurs
types de régénération (régénération du corps entier,
de structures complexes et d’organes), a conduit &
formuler I’hypothese de sa conservation au cours de
I’évolution et suggere qu’il serait au cceur de I’initia-
tion de la régénération chez tous les animaux ayant
cette capacité.

Néanmoins, ces mécanismes sont mis en ceuvre
selon des modalités trés variables d’un organisme
a I'autre : la durée et la fréquence des phénomenes
de mort et de prolifération cellulaire different en
effet, de méme que les voies de signalisation qui
sont impliquées. Le rdle de ce trio (DRO-apop-
tose-prolifération) et les voies de signalisation qui
participent a I'initiation de la régénération n’ont
en fait pu étre identifiés que dans un nombre tres
restreint d’espéces (Figure 3). Les données actuelles,
encore parcellaires, nécessitent donc des études
supplémentaires chez d’autres especes d’animaux
et s’intéressant a différents types de régénération.
Il sera alors possible de déterminer si ce trio était
déja impliqué dans la régénération chez des ancétres
communs a de nombreux animaux éloignés en termes
de phylogénie, ou s’il a été acquis indépendamment
dans différentes especes animales.

Chez I’homme, les capacités régénératives restent
trés limitées. U'étude des mécanismes de régénéra-
tion présente donc un grand intérét, en particulier
pour le développement de la médecine régénérative.
Ce domaine de recherche se développe selon deux
axes principaux : la fabrication de greffons artificiels
imitant les tissus a remplacer, et I"amélioration du
potentiel régénératif intrinséque chez ’lhomme. Cette
seconde approche repose essentiellement sur des ten-
tatives de reproduction du microenvironnement favo-
rable a la régénération, comme celui retrouvé chez
les animaux ayant une forte capacité de régénération
[35]. Cela nécessite de caractériser ce microenviron-
nement dans différents modeles animaux. ¢
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P> Figure 4. Principales voies du métabolisme des DRO et senseurs génétiques permettant leur étude. A. Stress oxydatif. Le superoxyde 0,” est un produit
secondaire de la chaine respiratoire mitochondriale et de I'activité de certaines enzymes comme la NADPH oxydase (NOX) et la dual oxydase (Duox).
’enzyme appelée superoxyde dismutase (Sod) convertit 0,” en H,0, qui participe a diverses signalisations cellulaires et peut étre converti en eau et
dioxygene par des enzymes appelées catalases et peroxydases. L'H,0, peut également donner naissance a des radicaux hydroxyles par la réaction de
Fenton. Ces composés peuvent altérer tous types de macromolécules et causent des dommages cellulaires importants a I’origine du stress oxydant
(schéma modifié d’apres [39]). B. Les senseurs génétiques HyPer (B1) et roGFP (B2) permettent de mettre en évidence la présence et de quantifier
I’H,0, dans les tissus vivants. (B1) Le senseur HyPer a été mis au point dans des cultures cellulaires humaines et murines par Belousov et al. en 2006
[30] et a été utilisé in vitro et in vivo chez plusieurs animaux, notamment le xénope [28], la souris [40] et le poisson-zébre [41]. Il est constitué d’une

protéine, appelée cpYFP (circularly permuted yellow fluorescent protein), insérée dans le domaine régulateur (RD) de la protéine procaryote OxyR (un

REVUES

facteur de transcription activé par I’H,0,). Uensemble est peu excitable en I’absence d’H,0,. En revanche, en présence d’H,0,, deux cystéines d’Oxy-RD
vont former un pont disulfure intramoléculaire (5-S), modifiant ainsi la conformation de la cpYFP et son spectre d’excitation (pic a 500nm). Le suivi
de la fluorescence émise permet ainsi de détecter la présence d’H,0,. (B2) Le senseur roGFP est constitué de deux protéines, Orpl et roGFP [42]. Orpl

est trés réactive a I’H,0, €n sa présence, elle est d’abord oxydée (induisant la formation d’un pont disulfure S-S) puis joue le rdle de relai oxydant,

en oxydant des protéines cibles proches, ici roGFP. roGFP a alors un spectre d’excitation changé: alors qu’a I’état réduit, il n’a qu’un pic d’excitation a

488 nm, apres oxydation, il présente deux pics d’intensité équivalents a 405 et 488 nm. U'évolution de la quantité de fluorescence émise a chacune de b
PR . 00
ces longueurs d’onde permet d’établir la présence d’H,0, dans les cellules. T
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