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Résumé

La méduse hydrozoaire Clytia hemisphaerica a une plasticité lui permettant de répondre
efficacement a différents types de blessure. Au cours de ma thése, je me suis intéressée aux
processus cellulaires et moléculaires au cours de la régénération de 1’organe digestif regroupant
la bouche et I’estomac (appelé ‘manubrium’) chez cette méduse. J’ai pu observer que la réponse
a la blessure se décompose en trois phases successives : la cicatrisation, le remodelage de
I’ombrelle rétablissant la forme méduse et la régénération de certains des organes manquants.
La régénération du manubrium repose sur la formation d’une zone de prolifération locale et sur
des migrations de cellules souches venant des gonades. Des ¢léments structuraux, notamment
les fibres musculaires, jouent un role clef dans le repatterning de 1’ombrelle et la position du
manubrium régénéré. J’ai également généré des données transcriptomiques des premiers stades
de la régénération. Ces données ont permis d’identifier des marqueurs de différents types
cellulaires du manubrium, et d’observer leur réapparition séquentielle au cours de la
régénération. Elles ont également révélé que la voie Wnt/B-caténine est la voie de signalisation
présentant 1’expression la plus dynamique dans le manubrium en régénération, jouant tres
certainement un role important dans la régénération de cet organe. Les travaux réalisés
confirment le potentiel de la méduse Clytia comme modele de régénération permettant
d’adresser de nombreuses questions sur le plan cellulaire et moléculaire, et ainsi de mieux
comprendre 1’évolution des mécanismes de régénération chez les métazoaires.

Abstract

The hydrozoan jellyfish Clytia hemisphaerica displays very efficient wound repair mechanisms
after different types of injury. During my PhD, I investigated in the medusa the cellular and
molecular processes involved in the regeneration of the feeding organ, called ‘manubrium’,
ensuring the function of the mouth and stomach. I could define three successive phases during
the wound response: wound healing, remodeling of the umbrella allowing the rapid recovery of
the circular medusae shape, followed by the regeneration of some of the missing organs.
Manubrium regeneration relies on local proliferation as well as cell migration from the gonads.
Structural elements, especially the muscle fibers, play a key role in the repatterning process of
the umbrella and the site of manubrium regeneration. I also generated transcriptomic data
covering the early steps of regeneration. These data allowed the identification of markers of
different cell types of the manubrium and documentation of their sequential reappearance
during regeneration. They also revealed dynamic expression profiles for Wnt/B-catenin
pathway components in the regenerating manubrium, strongly suggesting important roles for
this pathway during regeneration. This work confirmed the potential of Clytia medusae as an
experimental model for studying regeneration, allowing conserved cellular and molecular
mechanisms to be uncovered, and our knowledge about the evolution of regeneration
mechanisms in metazoans to be expanded.
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Préface

L’étude des capacités de régénération de la méduse Clytia hemisphaerica a Villefranche-sur-
Mer a commencé en 2014, avec 1’arrivée de Lucas Leclére et Chiara Sinigaglia dans 1’équipe
d’Evelyn Houliston et Tsuyoshi Momose, utilisant Clytia comme mod¢ele de biologie du
développement. L’idée initiale du projet était de décrypter les mécanismes du patterning de la
méduse adulte par 1’étude de ses capacités de régénération. Le projet s’est d’abord focalisé sur
la restauration de la forme méduse apres bissection et la régénération de la gonade et des canaux
radiaires aprés ablation. Le projet a ensuite évolué¢ vers I’¢tude de la régénération du
manubrium, notamment dans le cadre de ma thése, pour différentes raisons présentées dans le
chapitre 1. Le but de ma theése était de réaliser une caractérisation au niveau cellulaire et
moléculaire de la régénération du manubrium chez la méduse Clytia, pouvant servir de base
pour des études futures de la régénération chez ce modele.

La structure de ma thése est la suivante :

L’introduction est divisée en quatre sections. La premicre replace la régénération dans le
contexte général de la réponse a la blessure et présente les principaux organismes modéeles pour
I’étude de régénération. Ensuite j’ai détaillé deux problématiques communes a toute réponse
régénérative : la question des sources de cellules alimentant la régénération, et celle du
patterning de la structure en régénération. Le but de la troisiéme section est de présenter les
caractéristiques des principaux modeles cnidaires de régénération ainsi que les mécanismes
connus de régénération chez les cnidaires. Elle détaille également 1’état actuel des
connaissances concernant la régénération chez les méduses. La derniére section présente la
méduse Clytia comme modele d’étude.

La partie résultats comprend deux chapitres. Le premier est focalisé sur les mécanismes
cellulaires de la régénération du manubrium, ainsi que sur le repatterning de I’ombrelle au cours
de la réponse a la blessure, influengant le positionnement du manubrium en régénération. Ce
chapitre s’articule autour du manuscrit présenté, qui sera soumis bientdt au journal eLife. Le
deuxiéme chapitre présente l’analyse transcriptomique réalisée afin 1) d’identifier des
marqueurs des types cellulaires du manubrium et de visualiser leur réapparition lors de la
régénération et 2) d’identifier des geénes candidats potentiellement impliqués dans la
régénération (facteurs de transcription et voies de signalisation).

Dans la partie discussion, j’ai choisi de détailler, au vu des processus identifiés lors de ma thése,
les nombreuses potentialités de la méduse Clytia comme modele d’étude de la régénération.



INTRODUCTION



I Réponse a la blessure chez les métazoaires

Les invertébrés marins sont fréquemment blessés par leur environnement. La source principale
de blessure est la prédation sublétale. Par exemple, les organismes coloniaux vivants fixés
comme les coraux, les éponges ou les bryozoaires sont souvent mangés partiellement par les
prédateurs (Harvell 1984; Henry & Hart 2005). Les parties exposées sur les sédiments, comme
les palpes et segments postérieurs des polychétes, les bras des ophiures ou encore les siphons
des bivalves, servent également de source de nourriture sans entrainer la mort de la proie (de
Vlas 1979; Stancyk et al. 1994; Tomiyama & Ito 2006; Tomiyama et al. 2007). Les autres
causes de blessures comprennent 1’autotomie défensive, les interactions compétitives intra- ou
interspécifiques, 1’activité humaine, ainsi que les facteurs abiotiques comme 1’abrasion et les
mouvements de I’eau (review : (Lindsay 2010)). Une étude récente a montré que 33 a 47% de
la faune marine benthique est blessée a un temps donné, les fréquences variant entre les phyla
et la localisation (Lindsay 2010). Des mécanismes efficaces de réparation des blessures sont
donc nécessaires et ce, a tous les niveaux d’organisation (cellules, tissus, organes, structures,
organismes). Les stratégies de réponses aux blessures ne sont pas limitées aux métazoaires ; les
bactéries (Hambleton 1971), les protistes (Szubinska 1971; Slabodnick ef al. 2013) et les
plantes (Volkmann & BaluSka 1999) en possedent aussi.

Dans cette section, je vais tout d’abord décrire succinctement les mécanismes de réponse a une
blessure, avant de focaliser sur la capacité de régénération, en présentant sa répartition chez les
métazoaires, les implications évolutives de sa distribution dans I’arbre phylogénétique et
quelques modeles de régénération.

I.1. Différents mécanismes de réponse a une blessure

Suite a une blessure, divers mécanismes sont mis en jeu. Il est possible de les séparer en trois
catégories en fonction du degré de restauration de la structure et de la fonction : cicatrisation,
réparation des tissus et régénération (Fig.1) (Galliot ef al. 2017).

Réponse a |

Cicatrisation| | Réparation des tissus | { Régénération
Fonction rétablie X ’\/ ‘\/
Structure correcte X X \/

Figure 1 : Différents types de réponse suite a une blessure.



I.1.1. Processus de cicatrisation

La premiére phase, suite a une blessure, est toujours la cicatrisation. Il s’agit de la ré-
épithélialisation de la blessure ou du plan d’amputation. La continuité de 1’épithélium est ainsi
rétablie, permettant d’éviter I’entrée de pathogenes, les pertes de cellules et de tissus, le choc
osmotique ou la dessiccation selon le milieu de vie terrestre ou aquatique. La cicatrisation
comprend une phase indépendante de la transcription partagée par quasiment tous les
métazoaires (Cordeiro & Jacinto 2013) consistant, entre autre, en I’induction de vagues de
calcium (ex. xénope (Benink & Bement 2005)) et la formation d’un gradient d’H202 (ex.
poisson zebre (Niethammer et al. 2009)) permettant la détection du dommage. Ensuite, la ré-
¢épithélialisation de la blessure a lieu grace a la formation d’un céble d’actomyosine ainsi que
la migration et la prolifération des cellules bordant la blessure (review : (Sonnemann & Bement
2011)). Le cable d’actomyosine est une structure contractile supracellulaire composée de
filaments d’actine et de myosine. Cette structure est conservée lors de la réponse a la blessure
chez les métazoaires (cnidaires : Clytia hemisphaerica (Kamran et al. 2017)), arthropodes :
drosophile (Antunes et al. 2013), mammiféres : embryons de souris (McCluskey & Martin
1995)). La cicatrisation inclue également une phase d’inflammation consistant en 1’infiltration
de cellules immunitaires dans la blessure, permettant d’éliminer les pathogénes. Cette phase est
assez variable entre les phyla. Par exemple elle implique des amaebocytes chez les cnidaires
(Palmer et al. 2011; Gold & Jacobs 2013), des hémocytes phagocytant les pathogénes chez les
mollusques (Franchini & Ottaviani 2000) et différents types cellulaires du systéme immunitaire

comme les neutrophiles, leucocytes et macrophages chez les mammiferes (Martin & Leibovich
2005; Eming et al. 2009).

Chez les mammifeéres, la cicatrisation a principalement lieu par fibrose et entraine la formation
d’une cicatrice. La réponse a la blessure s’arréte une fois la blessure recouverte d’un amas de
cellules (principalement des fibroblastes) et de matrice extracellulaire (ECM) désorganisée
(Gurtner et al. 2008). La cicatrisation par fibrose ne permet ni la réparation des tissus, ni
I’initiation d’une réponse régénérative. Par exemple, dans le cas d’une blessure dans
I’épiderme, la continuité de I’épithélium est bien rétablie grace a la cicatrice, cependant les
follicules pilleux et les glandes de la peau ne sont pas régénérés (Takeo et al. 2015). La structure
et la fonction sont perdues. En revanche, chez certains animaux, la cicatrisation se poursuit par
des étapes permettant la restauration de la fonction et/ou de la structure.

[.2.2. Régénération des structures perdues

Le nom de Thomas Hunt Morgan est associ¢ a la théorie chromosomique de 1’hérédité, pour
laquelle il obtient le prix Nobel de médecine en 1933. Ses travaux ne se résument pas a la
génétique, il a également documenté en détail les capacités de régénération de nombreux
métazoaires. Sa définition de la régénération est la suivante :

“The word regeneration has come to mean, in general usage, not only the replacement of
a lost part, but also the development of a new, whole organism, or even a part of an
organism, from a piece of an adult, or of an embryo, or of an egg. We must include also



these cases in which the part replaced is less than the part removed, or even different in
kind.” (Morgan 1901a)

Cette définition de la régénération inclue la restauration d’une structure adulte perdue suite a
une blessure, présente dans la plupart des définitions actuelles (Bely & Nyberg 2010), ainsi que
la capacité de certains embryons a compenser la perte de blastoméres pendant le développement
précoce. Morgan a ¢étudié les capacités de régénération, entre autre, de ’hydre, de méduses
hydrozoaires, des planaires, des annélides et des amphibiens urodeles (Morgan 1901a). De
nombreux métazoaires sont capables de régénérer les structures manquantes, rétablissant a la
fois la forme et la fonction perdues.

La régénération est parfois imparfaite. Chez les étoiles de mer Asterias forbesi, des bras sur- ou
sous-numéraires ont été observés. La présence des cinq muscles aboraux au centre du corps
indique que les individus avaient une symétrie originale pentaradiaire, qui a été perdue suite a
une blessure (Hotchkiss 1979). Les membres régénérés des 1ézards, amphibiens, poissons ou
insectes sont parfois plus petits que les membres originaux (review : (Maginnis 2006)).

La régénération et la cicatrisation donnent des résultats trés différents, cependant les deux
processus sont liés. En effet, I’étape de cicatrisation par migration de cellules épithéliales au
niveau de la blessure est nécessaire a I’initiation de la régénération (Brockes & Kumar 2008).
Chez la salamandre, il est possible d’empécher la régénération en suturant une couche de peau
sur le plan d’amputation, indiquant que des signaux nécessaires au déclenchement de la réponse
régénérative sont produits lors de la cicatrisation (Mescher 1976).

1.2.3. Réparation des tissus

La réparation des tissus se distingue de la régénération par le fait qu’elle permet la restauration
de la fonction, mais pas de la structure originale.

Le foie est I’organe principal responsable de I’élimination des toxines. Il fait partie des rares
organes régénérant chez les mammiferes adultes. La régénération du foie a été étudiée chez les
rongeurs par hépatectomie partielle, consistant a en Oter les deux tiers (Taub 2004). Une
semaine apres dissection, la masse originale du foie est restaurée grace a la prolifération des
hépatocytes, les cellules différenciées représentant 80% des cellules du foie (Taub 2004).
Cependant, les lobes perdus suite a la dissection ne repoussent pas, il ne s’agit donc pas de
régénération. La restauration de la masse hépatique a lieu par croissance compensatoire du ou
des lobes restant (Fausto et al. 2006) rétablissant ainsi la fonction, mais pas la structure. Chez
le poisson zebre, capable de régénérer la structure de nombreux organes (la nageoire caudale et
le cceur entre autres), la régénération du foie a également lieu par croissance compensatoire
(Kan et al. 2009).

La restauration de la fonction, sans régénérer la structure a aussi été observée a 1’échelle
d’animaux entiers. Les méduses juvéniles de 1’espece Aurelia aurita (scyphozoaire) possedent
huit bras répartis régulierement autour du disque central portant la bouche. Aprés amputation,

8



par exemple de trois bras, la symétrie radiaire est restaurée, non pas en régénérant les bras
manquant, mais en réorganisant les cinq bras restants. L’adulte se développant a partir d’une
éphyrule a cinq bras adopte une symétrie pentaradiée. Ce phénomeéne a été appelé symétrisation,
et permet le rétablissement de la fonction de nage (Abrams ef al. 2015). Le méme processus a
¢galement été observé chez les éphyrules des scyphozoaires Chrysaora pacifica, Mastigias sp.
et Cotylorhyza tuberculata (Abrams et al. 2015), et chez des méduses hydrozoaires (Hargitt
1899; Schmid & Tardent 1971). Il sera discuté plus en détail dans la section II1.3.3 de
I’Introduction.

Le cténophore Mnemiopsis régénere les parties manquantes, incluant les rangées de peignes et
I’organe apical suite a une coupe longitudinale. Certains des fragments observés par Coonfield
(1936), n’ont pas réussi a régénérer les rangées de peignes mais ont rétabli la forme circulaire
de la méme fagon que les éphyrules d’Aurelia aurita, et continuent de vivre avec des rangées
mangquantes.

Le phénomene de réparation de la blessure par réorganisation des parties restantes sera plus
développé dans la section I1.1.1 de I’Introduction.

I.2. La régénération, une capacité trés répandue chez les métazoaires
I.2.1. Répartition et variabilité de la capacité de régénération

La capacité de régénération est extrémement répandue (Sdnchez Alvarado 2000; Brockes et al.
2001). Des espéces de tous les phyla sont capables de régénérer des parties du corps et les
structures régénérées sont extrémement diverses, allant du corps des planaires au cceur des
poissons téléostéens en passant par le systeme digestif des holothuries (Fig.2).

Cependant, toutes les especes d’'un méme phylum n’ont pas nécessairement les mémes
capacités de régénération. Par exemple les capacités de régénération des annélides sont tres
variables. La plupart sont capables de régénérer les segments antérieurs et postérieurs, une
capacité qui est probablement ancestrale aux annélides (review : (Bely 2006)). Cependant,
quelques espéces, dont Arenicola marina sont incapables de régénérer les segments antérieurs
et postérieurs, tandis que d’autres régénérent uniquement les segments postérieurs. Les especes
dépourvues de capacités de régénération peuvent se trouver dans des groupes connus pour leurs
capacités de régénération, comme Myxicola infundibulum dans le groupe des sabellidae
régénérant le segment antérieur (Bely 2006). Les variations chez les annélides sont aussi
visibles par le nombre de segments régénérés et le nombre de segments pouvant étre 6tés.

Larégénération a lieu a différents niveaux d’organisation biologique, allant de la cellule comme
les neurones ou les fibres musculaires, a I’organisme en entier a partir d’un fragment, ce qui
nécessite de restaurer 1’axe primaire du corps (ex. hydre et planaires) (Fig.3). Un individu peut
étre capable de régénérer uniquement certains niveaux, et seulement certaines structures par
niveau. Par exemple les 1ézards sont capables de régénérer la queue, mais pas les pattes
(Alibardi & Toni 2005). De méme, la capacité de régénération varie avec 1’age et le stade du
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Figure 2 : Répartition de la capacité de régénération et diversité des structures régénérées.
De nombreux organismes sont capables de régénérer des parties du corps perdues. Les cnidaires
sont connus pour leurs grandes capacités de régénération, par exemple I’hydre peut régénérer
I’extrémité orale et aboral aprés amputation, et méme un animal entier a partir de fragments
(Bosch 2007, Holstein et al. 2003). Certains ecdysozoaires sont capables de régénérer les pattes,
comme le cafard Blattela germinica (O’ Farrell & Stock 1953), I’araignée Latrodectus variolus
(Randall 1981) et I’amphipode Paryhale hawaiensis (Alwes et al. 2016). Parmi les
lophotrochozoaires, les capacités de régénération des planaires sont connues depuis plus de 100
ans (Morgan 1900). Certains annélides polychaetes et oligochaetes régénérent les segments
antérieurs et postérieurs aprés amputation (Bely 2006). Certains échinodermes comme le
concombre de mer régénérent le systeme digestif qu’ils expulsent en cas d’agression (Mashanov
& Garcia-Arraras 2011), ou les bras dans le cas des étoiles de mer (Ben Khadra et al. 2017),
des crinoides (Kondo & Akasaka 2010) et des ophiures (Czarkwiani et al. 2016).
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Figure 2 : Répartition de la capacité de régénération et diversité des structures régénérées
(suite de la légende).

Les ascidies solitaires comme Ciona régénérent le siphon aprés amputation (Whitaker 1975),
et certaines ascidies coloniales comme Botryllus schlosseri, le corps entier a partir du systéme
vasculaire (Brown et al. 2009). Parmi les vertébrés, les amphibiens urodeles ont les capacités
de régénération les plus grandes. Le triton, I’axolotl et le xénope régenérent des structures aussi
diverses que les membres et la rétine (Simon & Tanaka 2013 ; Haas & Whited 2017 ; Del Tsonis
& Tsonis 2003). Les poissons téléostéens comme le poisson zébre régénérent les nageoires et
le cceur (Sehring et al. 2016). Les mammiféres en revanche ont des capacités de régénération
assez limitées. Les structures régénérant sont les bouts des doigts chez les feetus et juvéniles de
souris et humains (Seifert & Muneoka 2018), le foie chez les adultes (Fausto et al. 2006), et les
bois des cervidés (Li et al. 2014).

Adapté de Bely & Nyberg (2010).

Biological
level Examples Pre-amputation Post-amputation Regenerate
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Figure 3 : Niveaux d’organisation biologique présentant une réponse régénérative.

Les lignes rouges pointillées indiquent le plan d’amputation, les lignes rouges continues la zone
de coupure et les zones bleues la structure régénérée.

Tiré de Bely & Nyberg (2010).
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cycle de vie, les extrémités de doigts des mammiferes ne se régénérant qu’au stade foetus par
exemple. Les cas de régénération sont multiples et les structures a régénérer tres diverses.

1.2.2. Evolution de la capacité de régénération

La capacité de régénération est tres répandue parmi les métazoaires, mais que peut-on dire de
son origine évolutive ? Les capacités de régénération les plus grandes, dont celle de régénérer
le corps en entier, se situent majoritairement dans les phyla non-bilatériens. Il a été ainsi
présumé que la régénération serait une capacité ancestrale des métazoaires, apparue en méme
temps que la multicellularité (Bely & Nyberg 2010). Les capacités de régénération plus faibles
des autres groupes (par exemple chez les vertébrés et de fagon plus extréme chez les oiseaux et
les mammiferes) seraient dues a des restrictions et pertes dans les différentes lignées évolutives
chez les bilatériens.

Plusieurs hypothéses expliquent le maintien (ou la réapparition) de la capacité de régénération.
Celle-ci peut conférer un réel avantage évolutif, et donc étre maintenue de fagon active par
I’évolution (Bely & Nyberg 2010). Selon ce scénario, le maintien de la capacité de régénération
a pu €tre favorisé par la perte des tissus due a la prédation et aux facteurs abiotiques. Plusieurs
auteurs dans les années 1700 (Réaumur 1742 ; Bonnet 1745 ; Lessona 1769 : mentionnés dans
(Morgan 1901a)) ont fait le lien entre la capacité¢ de régénération et la susceptibilité aux
blessures des structures régénérant, de méme que Morgan au début du XXeéme siecle dans son
ouvrage ‘Regeneration’ (Morgan 1901a). Cependant I’hydre et les planaires, qui ont de grandes
capacités de régénération, sont relativement peu blessées dans le milieu naturel (Bely & Nyberg
2010). D’autres mécanismes sont donc probablement en jeu. La capacité¢ de régénération
pourrait aussi €tre maintenue par pléiotropie (couplage entre les processus cellulaires et
moléculaires mis en jeu lors de la régénération, et d’autres processus indispensables a la survie
de Dl’organisme, comme le développement ou I’homéostasie des tissus), ou par inertie

phylogénique dans les cas ou la régénération ne confére pas d’avantage évolutif (Bely & Nyberg
2010).

Si la capacité de régénération a bien une origine unique, sa perte probable au cours de
I’évolution au sein des bilatériens indique que celle—ci pourrait conférer un désavantage
évolutif. En effet, la régénération a un cout énergétique non négligeable pouvant entrainer une
diminution de la croissance et de la reproduction (Maginnis 2006; Naya et al. 2007). De plus,
la présence d’une structure partiellement régénérée et non fonctionnelle le temps de la
régénération, peut entrainer une géne pour les fonctions normales. Par exemple chez certaines
araignées, une patte en régénération a des mouvements moins précis qu’un membre entier et
est plus handicapante pour le tissage de la toile qu’un membre manquant (Vollrath 1990).

La perte de la capacité de régénération semble également étre corrélée avec le développement
de la réponse immunitaire (Mescher & Neff 2005; Brockes & Kumar 2008). Le systéme
immunitaire aurait évolué en paralléle de I’apparition de la machoire chez les chordés pour faire
face a de nouveaux pathogeénes (Matsunaga & Rahman 1998). Chez les mammiféres, les
blessures se referment par cicatrisation par fibrose, ne permettant pas I’initiation d’une réponse
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régénérative. Le seul stade de développement présentant une réponse a la blessure sans fibrose
est le stade foetus, ayant un systéme immunitaire encore peu développé et la capacité de
régénérer le bout des doigts (Mescher & Neff 2005). La corrélation entre ’activation du
systéme immunitaire et la diminution de la capacité de régénération est aussi visible chez le
xénope. Les tétards perdent leur capacité a régénérer la queue au moment de 1’activation des
lymphocytes T (Fukazawa et al. 2009).

Un deuxiéme scénario sur 1’origine de la régénération, qui n’est pas incompatible avec une
origine unique de la régénération, postule la co-option des processus développementaux pour
la régénération. Il est appelé ‘hypothése de 1’épiphénoméne’ pour 1’origine de la régénération
(Brockes & Kumar 2008; Bely & Nyberg 2010). Il existe de nombreuses similarités entre la
régénération et le développement embryonnaire et post-embryonnaire. La capacité de
régénération serait une conséquence d’un programme développemental déja présent (Bely &
Nyberg 2010). En effet, certaines voies de signalisation utilisées pour la régénération le sont
¢galement pendant le développement, comme Wnt, BMP, RA, FGF (review : (Tiozzo & Copley
2015), arthropodes : Gryllus bimaculatus (Nakamura et al. 2008), amphibiens : Ambystoma
mexicanum (Ghosh et al. 2008)). Par exemple chez Nematostella vectensis, une partie des génes
utilisés pour le développement est réutilisée pour la régénération ; certains genes spécifiques a
la régénération sont également activés suite a I’amputation (Warner et al. 2019). Malgré les
similarités, régénération et développement sont bien deux phénomenes distincts. Certains
processus sont spécifiques a la régénération, comme [’initiation suite a la cicatrisation, la
dédifférenciation, transdifférenciation et prolifération de cellules différenciées, qui sont rares
lors du développement (Vervoort 2011). De plus, lors de la régénération chez certaines especes,
la structure régénérée provient d’une structure spécialisée appelée blastéme (plus de détails
dans la section I1.1.2 de I’Introduction). Enfin la régénération dépend du systéme nerveux chez
de nombreux organismes (entre autre amphibiens et annélides) et dans certains cas de
I’expression de genes spécifiques a la régénération (Brockes & Kumar 2008).

I1 existe aussi des processus cellulaires et moléculaires partagés entre la régénération et la
reproduction asexuée (cnidaire : Nematostella vectensis (Burton & Finnerty 2009), annélide :
Lumbriculus variegatus (Martinez et al. 2005), Pristina leidyi (Bely & Wray 2001),
echinodermes (Carnevali 2006), urochordé : Polycitor proliferus (Kawamura et al. 2008)) et
entre la régénération et 1’homéostasie (annelides : Pristina leidyi (Bely & Wray 2001),
lophotrochozoaires : Schmidtea mediterranea (Gurley et al. 2008)). Au vu des similarités entre
certains processus de reproduction asexuée (fragmentation et fission) et la régénération apres
amputation, il est probable que régénération et reproduction asexuée soient liées d’un point de
vue évolutif. La distribution phylogénétique de la régénération n’est pas exactement identique
a celle de la reproduction asexuée. Le lien entre les deux a pu étre perdu dans certains groupes.
Par exemple quelques annélides se reproduisent de fagon asexué, mais ne sont pas capables de
régénérer des segments manquants (Bely 1999; Bely & Wray 2001).

L’hypothése de 1’origine de la régénération concomitante avec I’apparition de la
multicellularité, considére la régénération comme un caractere unique pouvant étre placé sur un
arbre phylogénétique. Cependant, il existe une grande diversité des structures pouvant étre
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régénérées, ces derniéres ne sont pas toutes directement comparables. Par exemple, la
régénération des pattes des salamandres et des bras des étoiles de mer est partagée, ce qui ne
veut pas nécessairement dire qu’elle est conservée (Tiozzo & Copley 2015). La conservation
impliquerait des mécanismes hérités d’un ancétre commun. Afin d’étudier I’évolution de la
régénération, il semble plus cohérent de comparer 1’évolution des mécanismes, plutot que celle
de la capacité de régénération réduite a un caractére (Tiozzo & Copley 2015). Les grands
mécanismes de régénération partagés pas tous les métazoaires peuvent étre séparés en trois
catégories : cicatrisation (réparation de I’épithélium), mobilisation des précurseurs (activation
des cellules participant) et morphogenése (processus permettant la reconstruction totale ou
partielle de la structure) (Tiozzo & Copley 2015).

1.2.3. Modzéles principaux d’étude de la régénération

Si de nombreux animaux présentent des capacités de régénération, celles des especes modeles
classiques utilisés en biologie du développement (souris, xénope, drosophile, Caenorhabditis
elegans) sont plutot limitées. La drosophile régénére les disques imaginaux (structure
épithéliale donnant naissance aux structures de 1’adulte pendant la métamorphose) (Bergantifios
et al. 2010). Les axones de C. elegans repoussent apres section (Ghosh-Roy & Chisholm 2010).
Malgré leurs faibles capacités de régénération, les techniques d’imagerie et les outils
moléculaires disponibles en font des modeles intéressants. Le poisson zebre est une exception.
I1 est capable de régénérer ses nageoires, le cceur, la rétine et la moelle épini¢re (Akimenko et
al. 2003; Sehring et al. 2016). Les modeles classiques ne permettent pas de couvrir tous les cas
de régénération et ne sont pas représentatifs de la diversité des structures a régénérer. Par
exemple, aucun n’est capable de régénération du corps en entier. De plus, des modeles variés
venant de tous les phyla, dont les non-bilatériens, sont nécessaires pour trancher la question de
I’origine de la capacité de régénération.

L’¢étude de la régénération a été initiée par Trembley en 1744, décrivant les capacités de
régénération des polypes d’hydre (Trembley 1744). Celles-ci sont maintenant bien connues :
I’hydre peut régénérer 1’extrémité orale et aborale apreés amputation, et méme un animal entier
a partir de fragments ou d’un agrégat de cellules (Gierer et al. 1972; Holstein et al. 2003; Bosch
2007). L’hydre est maintenant un mode¢le utilis€é en routine au laboratoire, des lignées
transgéniques sont disponibles ainsi que de nombreux outils (Galliot 2012) (voir aussi section
I11.2.1 de I’Introduction).

Parmi les bilatériens, les planaires ont des capacités de régénération rivalisant avec celles de
I’hydre. Elles ont été décrites pour la premiere fois en 1774, puis redécouvertes a la fin du
XIXeme (Fig.4.A) (Randolph 1897; Morgan 1898; Reddien & Alvarado 2004). Les planaires
sont capables de régénérer la téte et la queue aprés amputation et méme un organisme complet
a partir de fragments. Morgan (1898) a déterminé qu’un fragment faisant 1/279™ d’un animal
peut régénérer un animal entier, ce qui correspond a 1000 cellules (Montgomery & Coward
2006). La grande plasticité des planaires permet d’étudier les mécanismes de régénération grace
a une approche de coupes variées.
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Figure 4 : Les planaires comme modele d’étude de la régénération.
(A) Dessins tirés des articles originaux de Randolf (1897) et Morgan (1898), illustrant quelques

coupes réalisées et la réponse a la blessure des fragments de planaires.

Tiré de Newmark & Alvarado (2002).
(B) Représentation schématique des organes principaux de Dugesia japonica. (a) Systéme
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Les planaires sont des vers plats non parasitiques appartenant au phylum des plathelminthes.
Ils possédent une symétrie bilatérale et des organes bien définis. Toutes les planaires n’ont pas
les mémes capacités de régénération (Egger ef al. 2007), certaines étant incapables de régénérer
le cerveau, les yeux ou le pharynx. Les planaires principalement utilisées pour 1’étude de la
régénération sont les planaires d’eau douce de 1’ordre des triclades. Leur nom vient de la
morphologie de leur systeme gastrovasculaire, organisé en trois branches principales (Fig.4.B).
Le systéme nerveux des planaires est composé d’un ganglion cérébral a deux lobes a I’extrémité
antérieure, d’ou partent deux cordons nerveux longitudinaux sur le coté ventral (Fig.4.B). Des
photorécepteurs et chimiorécepteurs sont localisés a I’extrémité antérieure (Newmark &
Alvarado 2002). Les deux especes principalement utilisées pour 1’étude de la régénération sont
Dungesia japonica et Schmidtea mediterranea. Le génome de Schmidtea méditerranea est
disponible (Grohme et al. 2018), ainsi que des outils de perturbation de 1’expression de genes
comme le RNAi (Molina et al. 2007; Gurley et al. 2008; Iglesias et al. 2008; Petersen &
Reddien 2009a) permettant des études fonctionnelles.

Les autres mode¢les historiques d’étude de la régénération sont les amphibiens urodéles. La
premiére description des capacités de régénération des amphibiens date de 1768 (Spallanzani
1768). Celles-ci sont assez variables. Les tritons et I’axolotl ont les capacités de régénération
les plus grandes. Ils sont capables de régénérer les pattes, la queue et des parties du cerveau
apres ablation (Singh et al. 2010, 2018; Simon & Tanaka 2013; Haas & Whited 2017; Urata et
al. 2018). Le triton régénére également la lentille (Del Rio-Tsonis & Tsonis 2003), et I’axolotl
les branchies (Saito et al. 2019). Les especes couramment utilisées aujourd’hui au laboratoire
sont les tritons Notophthalmus viridescens et Cynops pyrroghaster, et 1’axolotl Ambystoma
mexicanum, plus facile a élever que les tritons (plus de détails dans la section I1.1.3 de
I’Introduction).

Les capacités de régénération de nombreux autres animaux ont été décrites au cours du XXeéme
siecle (ex. annélides : FEisenia foetida (Gates 1950), Platynereis dumerilii (Miiller 1973) ;
crustacés : Asellus aquaticus (Needham 1950), lophotrochozoaires : Achatina fulica et Helix
aspersa (Wagge & Mittler 1953)). Cependant, le développement des organismes modele a cette
époque a privilégié quelques animaux relativement simples, petits et ayant un cycle de vie court
afin d’étudier des problématiques comme le développement et la génétique (drosophile, souris,
C. elegans). Les outils et les ressources (bases de données, lignées, infrastructures) ont été
développés spécifiquement pour ces modeles (Russell ef al. 2017). La tendance est maintenant
au développement d’une plus grande diversit¢ de modéles, dont des organismes adaptés a
I’étude de la régénération, et des représentants de différents phyla afin de mettre en évidence
différents aspects du processus et aussi de retracer I’histoire évolutive de caractéres. Le
développement de nouveaux protocoles et 1’acces facilité aux ressources génomiques et
transcriptomiques a permis ’essor de I’utilisation d’organismes ‘non traditionnels’ comme
modeles d’études de la régénération (Fig.5). Par exemple le crustacé amphipode Paryhale
hawaiensis est capable de régénérer les membres aprés ablation. Le séquengage du génome
(Kao et al. 2016) a permis la création de lignées transgéniques exprimant des marqueurs dans
différentes lignées cellulaires. Il est possible d’immobiliser le membre en régénération et ainsi
d’imager tout le processus de régénération (Konstantinides & Averof 2014; Alwes et al. 2016).
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Les lignées transgéniques alliées aux techniques d’imagerie font de Paryhale un modele
intéressant pour suivre les différents types cellulaires pendant la régénération. D’autres mod¢les
aujourd’hui couramment utilisés pour 1’étude de la régénération comprennent par exemple
I’annélide Platynereis dumerilli (Planques et al. 2019) et D’ascidie coloniale Botryllus
schlosserii.
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Figure 5: Outils d’analyse fonctionnelle disponibles chez les modéles invertébrés de
régénération.
Adapté de Lai & Abbobaker (2018).
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I1. Mécanismes de régénération

“Cellular models for regeneration must explain two essential attributes of adult tissues:
the potential for regeneration and the information to guide regeneration. The potential for
regeneration refers to the capacity of particular adult cells to replace missing cells. The
information for regeneration refers to the molecular instructions that guide which cell
types are regenerated.” (Witchley et al. 2013)

Au cours de la régénération, les différents types cellulaires et leur organisation dans I’espace
sont contrdlés précisément, afin d’assurer que la structure régénérée soit fonctionnelle. De plus,
celle-ci est intégrée dans ’organisme adulte. Cette section porte sur les deux aspects de la
régénération mentionnés par Witchley et al. (2013), auxquels je me suis intéressée au cours de
la réponse a la blessure chez la méduse Clytia : la source des cellules permettant la régénération,
et I’information responsable du patterning de la structure en régénération (Fig.6). La question
du signal moléculaire déclenchant la régénération est aussi une des questions principales posée
par I’étude de la régénération. Comme je n’ai pas pu ’aborder lors de mon étude sur Clytia,
elle ne sera pas détaillée ici.

I1.1. Source des cellules participant a la régénération

Les cellules alimentant les structures en régénération sont d’origines diverses (Fig.7). Il peut
s’agir de :
- Cellules encore présentes dans 1’organisme se réorganisant et reformant la structure
manquante ;

- Cellules souches résidentes capables d’auto-renouvellement et de produire des types
cellulaires différenciés (Weissman et al. 2001) ;

- Cellules différenciées se dédifférenciant et formant des cellules capables de se diviser
et de jouer le role de progéniteurs (cellules prolifératives avec nombre limité de division
et des possibilités de différenciation souvent limitées a un seul type cellulaire) (Jopling
etal 2011);

- Cellules différenciées se transdifférenciant (changement d’état différencié) (Jopling et
al. 2011).

Les cellules souches déja présentes, ou les progéniteurs formés par dédifférenciation, peuvent
étre restreints a un type cellulaire (unipotents) ou étre capable de donner naissance a de
nombreux types cellulaires (multipotents) (Fig.7).

I1.1.1. Régénération morphallactique

“There are known two general ways in which regeneration may take place, although the
two processes are not sharply separated, and may even appear combined in the same
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Figure 6 : Mécanismes principaux participant a la régénération.
Ces mécanismes sont communs a toutes les réponses régénératives.
Tiré de Sanchez-Alvarado et al. (2006).
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Figure 7 : Cellules contribuant a la régénération.

(A) Autorenouvellement et différenciation d’une cellule souche.

Dédifférenciation produisant un progéniteur produisant d’autres cellules différenciées.
Transdifférenciation d’un type cellulaire en un autre.

(B) Différentes capacités de différenciation des progéniteurs. A gauche, progéniteur donnant
naissance a des types cellulaires différents. A droite, progéniteurs produisant uniquement des
cellules de méme lignée.

Tiré de Tanaka & Reddien (2011).

20



form. [...]I propose to call those cases of regeneration in which a proliferation of material
precedes the development of the new part, ‘epimorphosis.” The other mode, in which a
part is transformed directly into a new organism, or part of an organism without
proliferation at the cut-surfaces, ‘morphallaxis’.”(Morgan 1901a)

Suite a ses observations sur la régénération chez les planaires, Morgan (1901) définit deux
modes de régénération. L’épimorphose est la régénération d’une structure nécessitant la
prolifération cellulaire ; et la morphallaxie la régénération basée sur la réorganisation des tissus
existants et ne nécessitant pas de prolifération. Les techniques de I’époque n’étaient pas assez
perfectionnées pour décrire les mécanismes cellulaires impliqués dans la morphallaxie. La
distinction principale entre les deux processus est basée sur ’origine de la structure régénérée,
venant des tissus existants pour la morphallaxie, ou de la formation de nouveaux tissus pour
I’épimorphose (Morgan 1901a).

Les deux processus peuvent coexister au cours d’une méme réponse régénérative (Morgan
1901a). Chez la planaire, sur un fragment postérieur, la téte est régénérée par croissance au
niveau de la zone de coupure (épimorphose). Les cellules en prolifération assurent uniquement
la régénération de la partie antérieure, et non pas la croissance du reste du corps. Le reste du
corps est réorganis¢ afin de rétablir les bonnes proportions (allongement et amincissement de
la planaire) (Fig.4.A) et une organisation correcte des organes (pharynx en position centrale et
réorganisation du systéme gastrovasculaire par exemple). La définition originale de la
morphallaxie concerne ce phénoméne de remodelage observé chez la planaire, en complément
de la régénération par épimorphose.

“Thus the relative proportions of the planarian are attained by a remodelling of the old
tissue. I would suggest that this process of transformation be called a process of
morpholaxis.” (Morgan 1898)

“In planarians also the formation of a new worm from a piece involves a change in the
form of the old part, as well as the addition of new material at the cut-end.” (Morgan
1901a)

Ces observations ont été confirmées par les études plus récentes. Suite a une amputation, seule
la téte est régénérée par prolifération a partir des cellules présentes a la zone de coupure. La
morphologie globale anormale résultant de la coupe est corrigée par une réorganisation globale
des tissus. Il s’agit bien d’un phénomene de morphallaxie (Reddien & Alvarado 2004; Pellettieri
2019).

Les deux termes épimorphose et morphallaxie ont ét¢ utilisés dans I’étude de la régénération
chez d’autres organismes. Ils sont cependant devenus synonymes d’implication ou non de la
prolifération. Ceci est visible par exemple dans la définition de Vervoort (2001):

“Regeneration that does not require cell divisions is referred to as morphallaxis— the
restoration of the missing body part is solely due to the remodeling of pre-existing cells
and/or tissues. There are only a few examples of morphallactic regeneration, such as the
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initial phases of head regeneration in Hydra and of liver regeneration (after acute
pancreatitis) in mammals. In most cases, regeneration requires cell proliferation— this
type of regeneration has been named epimorphosis”

Selon cette définition, le seul animal régénérant par morphallaxie, est effectivement 1’hydre,
pouvant régénérer I’extrémité orale aprés amputation, méme aprés blocage de la prolifération
cellulaire (Cummings & Bode 1984; Galliot 1997). 1l y a cependant deux limitations :
- L’amputation doit étre faite dans la partie supérieure du corps, la prolifération cellulaire
étant nécessaire a la régénération de la partie orale suite a une amputation au milieu du
corps (Chera et al. 2009).

- De plus, méme si la partie orale régénérée en 1’absence de division cellulaire est
fonctionnelle (capable de se nourrir), elle est incompléte. Le nombre de tentacules
régénérés est inférieur a I’original et le systéme nerveux n’est pas régénéré (Marcum &
Campbell 1978; Cummings & Bode 1984).

Méme chez la planaire, I’organisme ayant servi a poser la définition originale, la distinction
entre épimorphose et morphallaxie n’est pas claire, les deux processus étant imbriqués dans une
méme réponse régénérative.

“Thus, planarian regeneration cannot be classified into either of the two classic categories.
The literature about the terms epimorphosis and morphallaxis is a potential source of
confusion” (Agata et al. 2003)

“Based on these observations, we propose that ‘epimorphosis’ and ‘morphallaxis’ should
no longer be used to classify regeneration phenomena, because regeneration cannot
actually be divided into these categories.” (Agata et al. 2007)

Afin de clarifier les définitions, Agata et al. (2007) proposent d’abandonner les termes
d’épimorphose et de morphallaxie qui sont source de confusion chez la planaire. Ils suggerent
a la place d’utiliser les termes de distalisation et d’intercallation. Au cours de la régénération
chez les planaires, les zones de coupure antérieure et postérieure régénerent respectivement le
cerveau et la queue uniquement (distalisation), et les tissus sont ensuite réorganisés pour
correspondre a leur nouvelle position (intercallation) (Agata et al. 2007). Ces deux termes
permettent aussi de décrire la régénération des membres chez les vertébrés.

Pellettieri (2019) propose une nouvelle définition de la morphallaxie, mettant plus 1’accent sur
I’origine de la structure régénérée, qui était déja présente dans la définition de Morgan.

“We now know that purely epimorphic or morphallactic regeneration are unlikely to
occur in nature [...] In light of these considerations, it can be misleading to use Morgan’s
terminology when referring to a regenerative process in its entirety. Nevertheless, I
believe there is justification for continued use of the classic terms, particularly if we allow
for a revision to the definition of ‘morphallaxis’.” (Pellettieri 2019)
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Sa nouvelle définition de la morphallaxie est la suivante : “Regenerative process in which
anatomical patterning, scale, and proportion are restored through remodeling of an existing
part” (Pellettieri 2019). Le terme ‘morphallaxie’ devient synonyme de ‘régénération par
remodelage des tissus’. Pelletieri insiste également sur la coexistence de la morphallaxie et
I’épimorphose au cours d’'une méme réponse régénérative (Pellettieri 2019).

Selon cette définition, différents éléments de la réponse régénérative des planaires peuvent étre
qualifiés de morphallactiques :

- Le patterning global du corps est assuré par 1’expression différentielle de geénes le long
de I’axe antéro-postérieur (AP). Suite a une amputation, I’expression est ajustée aux
nouvelles positions, restaurant le patterning global du corps, ceci méme sans
prolifération (Witchley et al. 2013).

- Le systéme gastrovasculaire est composé de trois branches primaires, une antérieure et
deux postérieures, qui sont ramifiées ensuite avec des branches secondaires et tertiaires
(Fig.4.B). Aprés décapitation, le systéme gastrovasculaire antérieur est formé par
épimorphose, le reste est réorganisé¢ par morphallaxie en fonction du niveau du plan
d’amputation et restaure 1’organisation des trois branches (Forsthoefel ez al. 2011).

- Le pharynx est régénéré en dehors de la zone de coupure mais est bien régénéré par
prolifération des cellules souches, ce qui est un exemple d’épimorphose. En revanche,
la poche pharyngienne dans laquelle il est repli¢ est reformée par réorganisation
morphallactique des branches de la cavité gastrovasculaire pendant la régénération.

La régénération morphallactique a été décrite, chez quelques modéles de régénération.
L’annélide Lumbriculus variegatus régénére la partie antérieure aprés amputation. Le systéme
nerveux des segments postérieurs est alors réorganisé pour correspondre a la nouvelle position
par un processus de morphallaxie (Martinez et al. 2005). Chez I'unicellulaire Stentor coeruleus,
la bissection entraine une restauration de la forme par un réarrangement des parties restantes et
non pas par addition de nouvelle partie (Morgan 1901b).

I1.1.2. Activation de cellules souches multipotentes

Deux types de cellules souches multipotentes ont été particulierement bien caractérisés pendant
la régénération, il s’agit des cellules souches interstitielles (i-cells) des hydrozoaires et des
néoblastes des planaires.

Les néoblastes sont les seules cellules prolifératives des planaires adultes (Fig.8.A). Elles sont
localisées dans le parenchyme (tissus entourant I’intestin et le systéme nerveux) de tout
I’animal, a I’exception de I’extrémité de la téte et du pharynx, ce qui peut expliquer le fait que
ces régions sont incapables de régénérer seules le reste du corps (Morgan 1898; Newmark &
Sanchez Alvarado 2000; Reddien & Alvarado 2004). Il s’agit d’une population hétérogéne
comprenant des cellules pluripotentes et leurs dérivés (Reddien & Alvarado 2004; Tanaka &
Reddien 2011; Wagner ef al. 2011; Alessandra & Rossi 2019). L’¢élimination des néoblastes
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BrdU Phospho-histone-H3

Figure 8 : Régénération épimorphique chez les planaires Schmidtea mediterranea.

(A) Localisation des néoblastes dans une planaire non disséquée. En vert, cellules ayant
incorporé le BrdU dans les 8h avant la fixation. En rouge, cellules en mitose marquées par
I’anticorps anti phospho-histone-H3. Détail d’un néoblaste observé en microscopie
¢lectronique a transmission.

(B) Photos d’une planaire en cours de régénération. Le blastéme est la zone orale non
pigmentée. Les nombres indiquent les jours aprés décapitation.

Adapté de Newmark & Sanchez-Alvarado (2002).
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par irradiation inhibe la régénération et cause la mort des planaires, indiquant leur contribution
a la régénération ainsi qu’a I’homéostasie des tissus adultes, qui sont en renouvellement
constant (Bardeen & Baetjer 1904). Les cellules souches pluripotentes, appelées néoblastes
clonogéniques (c-neoblastes), ont été identifiées par Wagner et al. (2011). La démonstration de
leur totipotence a été faite de deux fagons :

- Il est possible d’irradier les planaires de facon sub-létale, laissant quelques néoblastes
aprés irradiation. Certains de ces néoblastes, les c-néoblastes, donnent naissance par
expansion clonale a des clusters de cellules exprimant le marqueur de cellules souches
smedwil ainsi que des marqueurs de cellules différenciées. Les c-néoblastes peuvent
donc se différencier en plusieurs types cellulaires et sont répartis dans tout le corps de
la planaire.

- La démonstration de la multipotence des c-néoblastes a été réalisée en transplantant des
c-néoblastes individuels dans des planaires dont toutes les cellules en prolifération ont
été préalablement éliminées par irradiation. La transplantation d’un seul néoblaste suffit
pour renouveler tous les types cellulaires et ainsi permettre la survie des planaires.

Depuis, des marqueurs moléculaires des c-néoblastes ont été identifiées. Van Wolfswinkel et
al. (2014) ont généré un jeu de données issu de qRT-PCR sur cellule unique sur un millier de
néoblastes isolés, avec 96 génes incluant des marqueurs de néoblastes, de cycle cellulaire et de
dérivés de néoblastes caractérisés. Ceci leur a permis de séparer les néoblastes en trois
populations : zeta ({), sigma (o) et gamma (y) ; les néoblastes ¢ renfermant les néoblastes
pluripotents (van Wolfswinkel et al. 2014). Les données récentes de séquengage de
transcriptome de cellules uniques confirment le fait que toutes les cellules différenciées des
planaires se différencient bien a partir d’une unique population de cellules souches (Plass et al.
2018). Elles ont également permis d’identifier une population de néoblastes avec un fort niveau
d’expression de Piwi, exprimant la fetraspanin (codant pour une protéine exprimée a la
membrane) et ayant les mémes caractéristiques que les c-néoblastes (survivent a I’irradiation
sublétale, recolonisent I’animal par expansion clonale et la transplantation d’une cellule sauve
une planaire irradiée de fagon 1étale) (Zeng et al. 2018). La tetraspanin est bien exprimée dans
les néoblastes o, préalablement identifiés par Van Wolfswinkel et al. (2014) comme la
population de cellules contenant les c-néoblastes (Zeng et al. 2018).

L’amputation d’une partie de planaire entraine la cicatrisation de la blessure par changement
de morphologie et migration des cellules épithéliales (Sanchez Alvarado & Newmark 1998).
Puis une premicre vague de prolifération a lieu dans tout le corps ; il s’agit d’une réponse
générique a tout type de blessure (Wenemoser & Reddien 2010). Suite a une perte de tissus
uniquement, les néoblastes sont ensuite recrutés vers la zone de coupure, formant une
excroissance appelée blasteme (Fig.8.B) (Sanchez Alvarado & Newmark 1998; Newmark &
Sanchez Alvarado 2000). Il s’agit d’un amas de cellules indifférenciées a partir duquel la
nouvelle structure se forme. Le blasteme est formé de deux compartiments : une couche
superficielle de cellules épithéliales, et une masse interne de cellules mésenchymateuses
(Vervoort 2011). Le blasteme est une structure observée parmi les invertébrés et vertébrés,
associée a la régénération épimorphique. Chez les planaires, la prolifération des néoblastes a
lieu dans la zone a la limite entre les tissus restants et le blastéme et non pas dans le blastéme
(Sal6 & Baguiia 1984, 2002). Les néoblastes contribuent cependant bien a la formation de ce
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dernier et a la régénération. En effet, I’élimination des néoblastes par irradiation bloque la
formation du blastéme et la régénération (Bardeen & Baetjer 1904; Wolff & Dubois 1948;
Newmark & Sénchez Alvarado 2000), et la transplantation de tissu non irradié, donc contenant
des néoblastes, est suffisante pour rétablir la régénération (Wolff & Dubois 1948). Les
néoblastes étant les seules cellules en prolifération des planaires, leur localisation ainsi que leur
migration peuvent étre visualisées grace a I’incorporation de I’analogue de la thymidine, la
bromodeoxyuridine (BrdU) dans I’ADN pendant la phase de réplication. Aprés incubation des
planaires dans le BrdU et amputation, la présence de cellules marquées au BrdU dans le
blastéme indique la contribution des néoblastes dans la formation de ce dernier (Newmark &
Sanchez Alvarado 2000). La migration des néoblastes vers la zone de coupure a lieu
uniquement suite & une blessure. Dans les planaires intactes, les néoblastes sont stationnaires
(Guedelhoefer & Alvarado 2012). Le blastéme est composé¢ de populations de néoblastes
hétérogenes (Scimone et al. 2014a).

Chez les polypes hydrozoaires, Hydractinia et I’hydre, la régénération de la partie orale apres
amputation transversale au milieu du corps dépend également d’une population de cellules
souches multipotentes, les cellules souches interstitielles (Chera et al. 2009; Bradshaw et al.
2015). Ces exemples seront détaillés dans la section II1.2.1 et I11.2.2 de I’Introduction.

I1.1.3. Contribution des cellules différenciées

A la différence des planaires, le blastéme des vertébrés permettant la régénération des membres
est formé par dédifférenciation ou transdifférenciation des cellules adultes a la zone de coupure.
Les principaux modeles de régénération des membres chez les vertébrés sont les pattes des
amphibiens urodéles (triton, axolotl), la queue du tétard de grenouille et la nageoire caudale du
poisson zebre. Cette section présente deux cas de dédifférenciation (régénération des pattes des
urodeles et régénération du coeur et des nageoires du poisson zebre) et un cas de
transdifférenciation (régénération de la lentille du triton).

Cas de la régénération des membres chez les amphibiens

L’¢étude de la régénération des membres a été faite surtout sur les pattes des tritons et de
I’axolotl. L’axolotl est un amphibien néoténique, aquatique en permanence. Son cycle de vie
rapide, en comparaison des autres salamandres (moins d’un an), et la possibilité de le compléter
au laboratoire, a permis le développement de techniques de modification du génome par
CRISPR/Cas9 (Fei et al. 2014; Flowers et al. 2014) et TALEN (Kuo et al. 2015). Les membres
des urodeles sont composés de nombreux tissus, comprenant entre autres de 1’épiderme, des
tissus nerveux périphériques, des muscles, des os et des vaisseaux sanguins du mésoderme, qui
doivent étre régénéré apres amputation. Les pattes sont structurées en trois segments : le bras,
I’avant-bras et la main selon 1’axe proximo-distal (Fig.9.A).

Aprés amputation, la blessure cicatrise par migration des cellules épidermiques présentes aux

alentours (Haas & Whited 2017), formant un épiderme de blessure (Fig.9.B et C). L’épiderme
de blessure a un nombre supérieur de couches de cellules comparé a un épiderme intact. Il est
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Figure 9 : Formation du blastéme suite a I’amputation d’une patte d’amphibien urodéle.
(A) Organisation du squelette d’une patte. Selon I’axe proximo-distal : U : bras, L : avant bras,
H : main.

(B) et (C) Formation du blastéme suite a I’amputation. Le blastéme est recouvert par 1’épiderme
de blessure (en bleu). La partie mésenchymateuse est composée d’une population de cellules
indifférenciées hétérogene, issues des muscles (en rouge), des fibroblastes (en blanc), du
cartilage (en gris), et de cellules de Schwann (en vert).

Tiré de Nacu & Tanaka 2011.
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parfois appelé ‘Apical Epithélial Cap’ (AEC) (Stoick-Cooper et al. 2007; Campbell & Crews
2008). Quatre a cinq jours apres amputation, des signaux de 1’épithélium de blessure induisent
la dédifférenciation des cellules des tissus adjacents, visible par I’histolyse des tissus, la
diminution de marqueurs de différenciation et une augmentation de la division cellulaire
(Odelberg 2005). Le blastéme, a partir duquel le nouveau membre régénére, se forme par
migration des progéniteurs puis grandit par prolifération des cellules dédifférenciées (Odelberg
2005; Stoick-Cooper et al. 2007; Haas & Whited 2017). Ensuite, la différenciation des cellules
et la croissance du membre ont lieu, jusqu’a ce que le membre regagne sa taille originale au
bout de cinq a sept semaines chez le triton.

La dédifférenciation n’est pas la seule source de cellules alimentant le blasttme. Selon les
especes, les cellules musculaires du membre régénéré peuvent provenir a la fois de la
dédifférenciation des fibres musculaires, et 1’utilisation des cellules souches associées aux
cellules musculaires squelettiques. Ces derniéres sont appelées cellules souches satellites et
expriment pax7 (review : (Le Grand & Rudnicki 2007)). Au cours de la régénération de la queue
de I’axolotl et des pattes du triton adulte, les fibres musculaires proches de 1’épiderme de
blessure se fragmentent en cellules mononucléées qui proliférent dans le blastéme et participent
a la régénération (Echeverri et al. 2001; Sandoval-Guzman et al. 2014; Tanaka 2016). En
revanche, au cours de la régénération des pattes chez 1’axolotl, I’activation des cellules
satellites, et non pas la dédifférenciation des cellules musculaires contribue a la formation du
blastéme (Sandoval-Guzman et al. 2014).

Les cellules satellites contribuent aussi potentiellement a la formation du blastéme et la
régénération des pattes du triton. En effet, Morrison et al. (2006, 2010) montrent que des
cellules exprimant pax7, associées aux muscles squelettiques, sont bien présentes dans les
membres du triton. Aprés amputation, celles-ci se mettent a proliférer et sont présentes dans le
blastéme a sa formation (Morrison et al. 2006). L’expression de Pax7 diminue dans le blasteme
et elles ne sont plus détectables apres 14 jours (Morrison ef al. 2010; Sandoval-Guzman et al.
2014), ce qui a conduit a supposer leur non-implication dans la régénération (Sandoval-Guzman
et al. 2014). Cependant, des cellules exprimant pax7 injectées dans le blastéme contribuent bien
a la régénération (Morrison et al. 2006, 2010). Afin de déterminer le role des cellules pax7+
dans des conditions physiologiques, il faudrait suivre leurs dérivés mais cela n’est pas encore
possible (Wang & Simon 2016).

Les cellules du blasteme sont issues de différents tissus et donnent naissance a des dérivés
variés. Une des questions importantes sur la régénération des membres des vertébrés concerne
donc la potentialité des cellules présentes dans le blastéme. Celle-ci été tranchée par Kragl et
al. (2009) dans les membres de ’axolotl. En greffant des portions d’embryon transgéniques
exprimant la GFP dans des hotes GFP-, ils ont pu marquer les différentes lignées cellulaires
composant les membres avec la GFP. Ils ont ainsi constaté, suite a ’amputation des membres,
que les cellules musculaires et sanguines reforment ces deux types de tissus, les cellules
dermiques forment le cartilage et le tissu connectif, et les cellules nerveuses donnent naissance
uniquement aux cellules nerveuses. Les progéniteurs issus de la dédifférenciation ne deviennent
donc pas pluripotent mais leurs capacités de différenciation restent restreintes a leur lignée
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cellulaire d’origine. Le blastéme est donc composé¢ de différentes populations de cellules ayant
des dérivés différents (Kragl et al. 2009).

Dédifférenciation au cours de la régénération chez le poisson zébre
La dédifférenciation de cellules adultes contribue également a la régénération de la nageoire
caudale et du cceur chez le poisson zebre.

Les nageoires du poisson zébre sont composées de rayons osseux segmentés, séparés par du
tissu épidermique (Fig.10.A-C). Chaque rayon est compos¢ d’os recouverts par un ¢piderme
pigmenté dans lequel sont incorporés des fibroblastes, des vaisseaux sanguins et des nerfs
(Akimenko et al. 2003; Sehring et al. 2016). Suite a I’amputation, la cicatrisation a lieuen 1 a
3h par migration des cellules épithéliales, puis un blastéme est formé a 1’extrémité de chaque
rayon osseux. La division cellulaire commence aprés 24h. Les ostéoblastes matures se
dédifférencient, redeviennent capables de proliférer et migrent pour former le blastéme
(Fig.10.D). La dédifférenciation donne naissance a des progéniteurs unipotents formant
uniquement des ostéoblastes (Knopf et al. 2011). Le blastéme est organis¢ en une zone
proximale en cours de re-différenciation, une zone médiane dédifférenciée en cours de
prolifération, et ’extrémité distale composée de cellules dédifférenciées et ne proliférant pas
(Akimenko et al. 2003; Wehner & Weidinger 2015). Les autres populations de cellules
composant la nageoire ont le méme comportement que les ostéoblastes. Des animaux
mosaiques ont été générés par transposon Tol2, exprimant la GFP dans les cellules de la
nageoire venant d’un méme progéniteur (Tu & Johnson 2011). Les différentes lignées ont ainsi
pu étre suivies au cours de la régénération, révélant que neuf lignées cellulaires différentes
contribuent a la formation du blastéme par dédifférenciation. Apres redifférenciation, les types
cellulaires conservent leur lignée (Tu & Johnson 2011). Comme chez I’axolotl, le blastéme du
poisson zebre est formé de différentes populations de progéniteurs, issues de la
dédifférenciation de cellules matures, capables de se différencier uniquement en leur type
cellulaire d’origine.

Le cceur du poisson zebre régénére en deux mois aprés une amputation de 20% des tissus (Poss
2002). La dédifférenciation des cardiomyocytes est la source de cellules principales de la
régénération (Jopling et al. 2010; Kikuchi 2014). Leur comportement a été observé grace a des
lignées transgéniques ayant les cardiomyocytes marqués a la GFP grace au systéme Cre/lox.
Au cours de la régénération, les cardiomyocytes se dédifférencient partiellement, les
sarcomeres se désassemblent mais 1’expression de la GFP est conservée. Ils regagnent la
capacité de proliférer et remplacent ainsi les tissus manquants (Jopling et al. 2010).

Transdifférenciation au cours de la régénération de la lentille chez le triton

La contribution de cellules différenciées peut aussi prendre la forme de transdifférenciation.
Certains amphibiens sont capables de régénérer la lentille et la rétine (Del Rio-Tsonis & Tsonis
2003; Tsonis et al. 2004). Chez le triton, les cellules permettant la régénération de la lentille
sont les cellules différenciées de 1’iris dorsal appelées cellules de 1’épithélium pigmenté. Celles-
ci se dédifférencient, ce qui est visible a la perte de la pigmentation, redeviennent capables de
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Figure 10 : Formation du blastéme suite a4 I’amputation de la nageoire caudale du poisson
zébre.

(A) Nageoire caudale d’un poisson zebre. Les couleurs sont dues a des cellules pigmentées : les
mélanocytes, xantophores et iridophores. Les autres cellules sont transparentes.

(B) Détail d’un des 18 rayons osseux composant la nageoire caudale.

(C) Schéma d’une section transversale d’un rayon osseux illustrant I’organisation des dix types
cellulaires le composant.

(D) Schéma de I’organisation d’un blastéme situé¢ sur I’extrémité distale d’un rayon osseux
deux jours apreés amputation.

(A), (B) et (C) Tiré de Tu & Johnson (2011). (D) Tiré de Wehner & Weidinger (2015).
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se diviser, puis se transdifférencient en cellules épithéliales de la lentille. Les cellules souches
ne sont pas impliquées dans la régénération de la lentille (review : (Tsonis 2007)).

I1.2. Intégration et patterning de la structure régénérée

Pour tout processus de morphogenése (développement, régénération, reproduction asexuée), un
systéme assurant le patterning est nécessaire, afin que la structure soit formée avec une
organisation, une taille et des proportions correctes ; un défaut de patterning pouvant signifier
une structure non fonctionnelle. Le concept de patterning implique que le comportement des
cellules soit déterminé par sa position dans I’embryon ou I’organisme. La régénération est un
cas particulier par rapport au développement car la structure régénérée doit s’intégrer dans un
corps déja développé et régionalisé. Le systeme de patterning de la structure régénérée doit
donc s’intégrer dans le patterning global de I’organisme. De plus, le systéme de patterning doit
étre suffisamment flexible pour s’adapter a des conditions de départ multiples.

La problématique du patterning des tissus n’est pas nouvelle. A la fin du XVIIléme siécle,
Driesch remarque qu’un embryon d’oursin se développe normalement a partir d’un seul des
deux premiers blastomeres, un processus appelé régulation des embryons. Il en conclue que la
position des cellules est déterminée par un systeme de coordonnées qui dicte son comportement
(Wolpert 1996). Puis Morgan, en étudiant la régénération chez 1’hydrozoaire Turbularia
remarque des différences dans le temps de régénération en fonction du niveau d’amputation
(Morgan 1906). Il en déduit I’existence de gradient responsable de la polarité de I’organisme.
Dans les années 1930, des systemes de gradients ont été observés chez quelques organismes
(Huxley & De Beer 1963).

Puis en 1969, Wolpert développe le concept clé pour tout processus de morphogenese, celui de
I’information de position. Il s’agit du mécanisme spécifiant la position des cellules dans
I’organisme et régulant leur état de différenciation. L’ identité des cellules serait déterminée par
un systeme de coordonnées défini par des gradients entre plusieurs points du systéme.

Le concept de I’information de position repose sur cinq points (Wolpert 1969) :

1) La position des cellules dans un organisme est spécifiée par rapport a certains points de ce
systéme. Ces cellules forment alors un champ de position (“positional field”).

2) Suite a une étape d’interprétation par la cellule, I’information de position détermine son état
de différenciation. Cette étape permet la création de patterns différents a partir d’'une méme
information de position si celle-ci est interprétée différemment par les cellules.

3) Les cellules ont une polarité par rapport aux points de référence du systéme (appelés
‘boundary’).

4) Les mécanismes spécifiant la position peuvent agir dans des organismes différents.

5) La régénération du pattern d’origine dépend de la capacité des cellules a changer leur
information de position, et a adapter leur état de différenciation a ce changement.

Wolpert illustre I’information de position par le modele du drapeau francais (Fig.11.A). Le
point de départ du modele est une ligne de cellules ayant chacune la capacité de se différencier
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Figure 11 : Modéle du drapeau francais de Wolpert

(A) Spécification de I’information de position dans un tissu par un gradient. La pente du
gradient détermine la polarité, et les valeurs seuil 1’état de différenciation des tissus. Les points
de référence sont ici les deux extrémités.

(B) Deux modes de rétablissement de I’information de position suite a une amputation, Dans le
cas de I’épimorphose, les valeurs de position manquantes sont générées par la croissance des
tissus. Dans le cas de la morphallaxie, I’information de position est re-spécifiée par rapport au
nouveau point de référence formé par la zone de coupure.

Inspiré de Wolpert (1996).
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en une cellule bleue, blanche ou rouge. Une fois 1’information de position spécifiée sous forme
d’un gradient, celle-ci est interprétée par les cellules qui forment le pattern (ici du drapeau) en
se différenciant. Deux éléments sont importants pour I’interprétation du gradient : la pente
donnant la polarité et les valeurs seuil changeant I’état de différenciation (Wolpert 1969).

Les modes de régénération épimorphique et morphallactique peuvent étre expliqués par la
spécification de I’information de position. Dans le cas de la morphallaxie, la zone de coupure
devient un point a partir duquel I’information de position est spécifiée ; toutes les valeurs
intermédiaires sont redéfinies a partir de ce point. Dans le cas de 1’épimorphose, les nouvelles
informations de position sont ajoutées a partir de la zone de coupure pendant la croissance
(Fig.11.B).

L’information de position est inscrite dans les tissus de différentes manicres, par exemple par
des gradients de morphogénes ou dans les molécules structurales. Ces deux exemples seront
développés dans la suite.

I1.2.1. Modéle classique : patterning par morphogénes

La vision classique du patterning est le patterning par des signaux chimiques diffusibles
(morphogenes). Des gradients de morphogenes dans un tissu peuvent, par exemple, étre générés
selon le systéme de réaction-diffusion de morphogenes de Turing (1952) et/ou le modele
Gierer-Meinhardt (1972). Parmi les différents organismes utilisés comme exemple, 1’hydre et
ses capacités de régénération ont fortement contribué a 1’établissement de ces modéles et a leur
validation expérimentale (ex. (Wolpert et al. 1972)).

L’hydre est un cnidaire vivant en eau douce, avec un corps cylindrique polarisé le long de 1’axe
oral-aboral. A la base est localis¢ le pédoncule permettant I’attachement au substrat, a
I’extrémité orale la bouche, appelée hypostome, entourée d’un anneau de tentacules (Fig.12)
(Brusca 2016). Le corps est composé de deux couches de tissus : ’ectoderme a I’extérieur et
I’endoderme tapissant la cavité digestive. L hydre a de grandes capacités de régénération. Le
polype peut régénérer les deux extrémités aprés amputation, ainsi qu’un animal entier a partir
d’un fragment (Holstein ef al. 2003; Bosch 2007). 500 cellules sont suffisantes pour régénérer
un animal complet (Bode & Bode 1980), une hydre en contient en moyenne 10° (Bode et al.
1973). L’hydre est également capable de régénérer un animal a partir d’agrégat de cellules
dissociées (Gierer et al. 1972). La morphologie de I’hydre et ses capacités de régénération
seront décrites plus en détail dans la section II1.2.1 de I’Introduction.
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Figure 12 : Morphologie de I’hydre.

(A) Photo d’hydra magnipapillata.

Tiré de Glauber et al. (2010).

(B) Schéma d’une coupe longitudinale d’une hydre.
Tiré de Bode (1996).

Le mod¢le de réaction—diffusion de Turing (1952) postule que la formation de patterns dans un
tissus peut étre expliquée par la présence de deux substances chimiques, appelées morphogenes,
interagissant entre elles, et ayant des propriétés de diffusion différentes. Les cellules présentes
dans le champ d’action des morphogenes sont capables d’y répondre en changeant leur état de
différenciation ou leur comportement. Turing utilise la localisation des tentacules de 1’hydre
comme exemple de pattern périodique le long d’un cercle (Turing 1952). Les patterns formés
sont typiquement des points ou des rayures. Contrairement au modele de Wolpert reposant sur
I’information de position, chaque point ou rayure est formé de la méme fagon par réaction des
deux morphogenes, et non pas en réponse a une information de position unique (Green &
Sharpe 2015).

En 1972, Gierer et Meinhardt proposent eux aussi un modéle expliquant la formation de patterns
dans un tissus (Gierer & Meinhardt 1972) de fagon indépendante a Turing (Meinhardt 2012).
Selon ce modele, les patterns sont créés par l’interaction de deux morphogenes dont les
concentrations changent rapidement : un activateur local autocatalytique, et un inhibiteur
agissant a longue distance (Gierer & Meinhardt 1972).
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Trois ans apres la publication du concept d’information de position, Wolpert et al. (1972)
démontrent de facon expérimentale, grace aux capacités de régénération de I’hydre, que des
gradients de morphogenes peuvent effectivement contrdler la différenciation des cellules et
donc encoder I’information de position (Wolpert et al. 1972).

Wolpert et Meinhardt ont tous deux proposé un modele expliquant la polarité et la position du
pole oral et du pied de I’hydre, basé sur la diffusion de morphogeénes. Wolpert et al. (1974)
partent du principe que 1’information de position est spécifiée par rapport aux deux extrémités,
I’hypostome et le disque basal, par deux morphogénes sécrétés au niveau de 1’hypostome. Un
premier morphogene sécrété localement a une durée de vie courte, il est utilisé pour former un
deuxieme gradient de position plus étendu par un deuxieéme morphogeéne, et a une action
inhibitrice sur ce dernier. Apres décapitation de 1’hydre, le premier morphogéne disparait. Le
second augmente donc jusqu’a atteindre une valeur seuil a partir de laquelle les cellules
secrétent a nouveau le premier morphogeéne qui induit la différenciation de la téte (Wolpert et
al. 1974). Meinhardt (1993) propose un modele plus complet expliquant également la formation
de la téte, du pied, des tentacules et du bourgeonnement (Meinhardt 1993). Selon son modéle,
la téte et le pied sécrétent chacun un activateur et un inhibiteur agissant de la méme fagon que
dans le modele de Wolpert. Les deux extrémités ne s’inhibent pas I'une 1’autre mais se
repoussent si elles sont trop proches.

Les concepts d’information de position et de patterning par gradients de morphogeénes
expliquent bien les mécanismes de patterning chez les métazoaires. Les principaux acteurs
moléculaires sont les voies de signalisation Wnt/B-caténine et BMP, bien connues pour leur
implication dans la morphogenése. La voie Wnt/B-caténine joue un role dans la formation du
pole antérieur (pdle oral) chez les cnidaires (Hobmayer et al. 2000; Broun 2005; Kusserow et
al. 2005; Lengfeld et al. 2009) et du pdle postérieur chez les planaires (Fig.13) (Gurley et al.
2008; Iglesias et al. 2008; Petersen & Reddien 2008). De plus, la voie de signalisation Wnt/[3-
caténine contrdle I’identité postérieure chez la plupart des bilatériens (review : (Petersen &
Reddien 2009b)). Le role de la voie BMP et son inhibiteur chordin a ét¢ montré chez les
bilatériens (Holley et al. 1995; De Robertis & Sasai 1996). Ceci a conduit Niehrs (2010) a
supposer qu’un systéme de coordonnées cartésiennes guidant le patterning des organismes
serait codé par la voie Wnt/B-caténine pour I’axe AP, et la voie BMP pour I’axe dorso-ventral
chez I’ancétre des bilatériens (Fig.14) (Niehrs 2010). L’ information de position serait encodée
par ces voies de signalisation.

Dans cette section, le role des voies de signalisation dans le patterning au cours de la

régénération sera illustré par deux exemples: la régénération chez les planaires, et la
régénération des membres des vertébrés.
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Figure 13 : Role de la voie Wnt/B-caténine dans le patterning de I’axe primaire.

(A) La voie Wnt canonique agit par I’action de la B-caténine. En 1’absence de ligand Wnt, la
B-caténine est séquestrée dans le cytoplasme par un complexe protéique composé de la GSK-
3B, APC et axin. La liaison d’un ligand Wnt au récepteurs Frizzled (Fzl) provoque la
libération de la B-caténine. Elle est alors transloquée dans le noyau, se lie au FT TCF qui
active la transcription des geénes cible. Des molécules extracellulaires sécrétés SFRP et Dkk
peuvent agir comme inhibiteurs (review Logan & Nusse 2004).

(B) Défaut de 1’axe primaire suite a la perturbation de la voie Wnt/B-caténine. A gauche :
Elargissement de la téte et non développement de la queue suite a ’inhibition de Wnt3a par
MO chez le poisson zébre (Shimizu ef al. 2005). Au milieu : Formation ectopique de la téte
chez la planaire suite a la diminution de I’expression de Smed-Bcat-1 par RNAi (Gurley et al.
2008, Iglesias et al. 2008, Petersen & Reddien 2008). A droite : formation de tentacules
ectopiques chez I’hydre suite a la suractivation de la voie P-caténine par traitement a
I’alsterpaullone (Broun ef al. 2005).

Tiré de Petersen & Reddien (2009).
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Figure 14 : Formation et maintien des axes AP et DV par les gradients Wnt et BMP.
(A) Chez un embryon de vertébrés, dessin d’un stade neurula.

(B) Chez un protostome, dessin d’une planaire.

Tiré de Niehrs (2010).

Information de position chez les planaires

Différents auteurs, dont Morgan (1901), ont proposé la présence de gradients de morphogénes
chez les planaires controlant la polarité. L hypothése est inspirée de I’observation de capacités
de régénérations différentes le long de I’axe AP. En effet, chez certaines especes, le taux de
régénération des photorécepteurs est plus faible si I’amputation est réalisée vers le coté
postérieur (Reddien & Alvarado 2004). D’autres arguments sont en faveur de la présence de
gradients chez les planaires. En effet, sur des fragments courts selon I’axe AP, le taux de vers
régénérant une téte a chaque extrémité est plus élevé que sur des fragments plus longs. Ceci
indique qu’une distance minimale le long de 1’axe AP est nécessaire pour restaurer la polarité,
ce qui correspond bien aux propriétés d’un gradient (Morgan 1898).

Le patterning des planaires le long des axes AP et DV est connu pour étre controlé par les voies
de signalisation Wnt/B-caténine et BMP (Fig.14, Fig.15). Des perturbations de ces voies
entrainent des défauts de régénération. En effet, I’incubation de planaires avec RNAIi S-caténine
(Gurley et al. 2008; Iglesias et al. 2008; Petersen & Reddien 2008) ou Wntl (Petersen &
Reddien 2009a) avant décapitation entraine la régénération d’une téte sur les moiti€s antérieures
régénérant la queue en ’absence de traitement. Au contraire, la diminution de 1’expression
d’APC ou notum par RNAIi cause la régénération d’une queue sur les moitiés postérieures
régénérant la téte en I’absence de perturbation de la voie Wnt/B-caténine (Gurley et al. 2008;
Petersen & Reddien 2011). Notum est exprimé au niveau des blessures face au coté antérieur,
et permet la régénération de la téte en inhibant la voie Wnt/B-caténine (Petersen & Reddien
2011). Concernant la voie BMP, I’incubation de planaires dans RNAi bmp4, smadl, smad4
(Molina et al. 2007; Orii & Watanabe 2007; Reddien et al. 2007) ou I’antagoniste noggin
(Molina et al. 2011)entraine respectivement la ventralisation ou la dorsalisation des blastémes.

Un candidat pour le role de morphogene le long de I’axe AP est la B-caténine. Adell ez al. (2010)
proposent 1’existence d’un gradient de B-caténine avec un maximum en région postérieure,

37



sfrEE
wntP-2/wniti1-5

W2 m— p— A
- Wit 1-2
= it

Wnt inhibition

Anterior
101431504

DKK1 Xwnit3a
sFRPffrzb Xwni8
FGFRL1 Xwnt11

Bmp4
Tolloid

Ventral
Figure 15 : Domaines d’expression de composants de la voie Wnt et BMP chez la planaire

adulte et ’embryon de xénope.
(A) Planaire et vue dorsal, embryon de xénope en vue sagittale.
(B) Section transverse de la planaire et section sagittale de I’embryon de xénope.

Adapté de Reddien (2011).
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controlé par les ligands Wnt exprimés au pole postérieur (Smed-wntP-1, Smed-wntP-2, Smed-
wntll-1, et Smed-wntll-2) (Petersen & Reddien 2008; Adell et al. 2009, 2010). D’apres
Owlarn (2016) la régénération de la téte des planaires serait de type intercalaire. Apres
amputation de la téte, I’expression de Notum au niveau du blasteme forme une zone ou la
signalisation Wnt/B-caténine est réduite, accolée a une zone postérieure ou la signalisation
Wnt/B-caténine est plus forte, créant une interruption dans le continuum et donnant ainsi le
signal de régénérer les parties manquantes aux néoblastes (Owlarn & Bartscherer 2016). Selon
le mode¢le de Wolpert, ce cas de régénération correspond bien a la régénération morphallactique.
L’intercalation a lieu méme apres élimination des néoblastes par irradiation ce qui indique que
I’information de position est présente dans les tissus différenciés (Kato ef al. 2001).

Umesono et al. (2013) proposent la présence d’un deuxi¢me gradient de morphogene opposé a
celui de la B-caténine. La décision de la polarité AP chez la planaire aprés amputation serait
médiée par un gradient de signaling ERK plus fort au c6té antérieur, et un gradient de B-caténine
plus fort au coté postérieur (Umesono et al. 2013).

Chez les planaires adultes, les génes impliqués dans le patterning sont exprimés de fagon
constitutive et régionalisée (Reddien 2011). L’information de position est donc active en
permanence. De nombreux geénes ont une expression régionalisée le long d’un des axes du
corps. Ceux codant pour des protéines régulant des voies de signalisation importantes pour le
patterning ou dont la perturbation de I’expression par RNAi entraine un défaut de patterning
sont définis comme les ‘Position Control Genes’ (PCG) (Witchley et al. 2013). Wntl exprimé
a la queue (Petersen & Reddien 2009a), notum au pole antérieur (Petersen & Reddien 2011) et
bmp4 au coté dorsal (Orii & Watanabe 2007) font partie des PCG. Les PCG formeraient un
systéme de coordonnées le long des axes des planaires. Leur expression est dynamique apres
amputation, par exemple les déterminants de polarité notum (Petersen & Reddien 2011) et Wntl
(Petersen & Reddien 2009a) sont réexprimés respectivement aux extrémités antérieures et
postérieures aprés amputation. L’expression des PCG est ajustée aprés amputation pour
correspondre a la nouvelle position (Witchley ef al. 2013; Reuter et al. 2015). L ajustement de
I’expression des PCG se produit méme dans les animaux irradiés, elle est donc indépendante
des néoblastes (Witchley et al. 2013). Suite a une blessure, I’ajustement de I’expression des
PCG a leur nouvelle position dans les cellules différenciées et I’expression de nouveaux PCG
au niveau de la blessure pourrait influencer les types cellulaires produits par les néoblastes
(Witchley et al. 2013). L’expression de certains PCG forme un gradient AP et leur expression
dépend de la Wnt/B-caténine (Owen et al. 2015; Reuter et al. 2015).

Information de position chez les vertébrés

Parmi les vertébrés, les amphibiens et les poissons téléostéens sont capables de régénérer les
membres ou les nageoires (review : (Akimenko et al. 2003; Brockes & Kumar 2003)). De
nombreux points communs entre la régulation de la régénération et du développement ont été
mis en évidence, notamment I’implication des voies de signalisation shh, Wnt et FGF (Brockes
& Kumar 2003; Stoick-Cooper et al. 2007; Lin & Slack 2008; Singh et al. 2012; Delgado &
Torres 2017). La régénération des membres des urodeles est médiée par les voies de
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signalisation FGF, Wnt, HH et I’acide rétinoique (Scadding & Maden 1994; Mullen et al. 1996,
Endo et al. 1997; Han et al. 2001; Ghosh et al. 2008; Nacu & Tanaka 2011; Singh et al. 2012).

Différents modeles théoriques ont été ¢laborés pour expliquer le patterning des membres des
vertébrés, entre autre celui de French (1976), et deux modéles élaborés par Meinhardt (1983,
1983).

Le modele de French (1976) se focalise sur la détermination de I’information de position. Il
propose que celle-ci soit donnée par un systéme de coordonnées polaires (French et al. 1976).
Selon son modele, les cellules soumises a 1’information de position adopteraient deux types de
comportements: 1’intercalation et la distalisation. L’intercalation suppose la présence de
marqueurs de position localisés le long des axes du corps et utilisés comme coordonnées. La
juxtaposition de deux tissus avec des marqueurs de position normalement éloignés entraine la
régénération entre les deux tissus de ceux correspondant aux coordonnées manquantes. La
régénération intercalaire a lieu chez les vertébrés en cas de greffe d’extrémité distale d’un
membre (Roensch ef al. 2013). La distalisation consiste en la production de cellules ayant des
valeurs plus distale que le marqueur. En 1’absence de greffe, la régénération des membres des
vertébrés se fait par distalisation (Roensch et al. 2013).

Meinhardt (1983, 1983) a proposé deux modeles expliquant le développement et la régénération
des membres chez les urodéles, basés sur la sécrétion de morphogénes. Le ‘boundary model’
explique [D’initiation et la maintenance du développement: la juxtaposition de cellules
mésenchymateuses antérieures, postérieures, dorsales et ventrales induirait la production d’un
morphogene soluble par 1’épiderme, qui adopterait une identité distale (Meinhardt 1983a). Le
modéle bootstrap postule que les cellules a I’extrémité distale favorisent la production du
morphogéne distalisant (Meinhardt 1983Db).

La présence de gradients de morphogene n’a pas été formellement prouvée chez les vertébrés.
Certaines voies de signalisation comme I’acide rétinoique, FGF et HH pourraient jouer le role
de morphogénes. Chez 1’axolotl, I’acide rétinoique forme un gradient dans le blastéme, avec
une concentration plus forte dans la partie postérieure que dans la partie antérieure (Scadding
& Maden 1994) et est impliqué dans le controle de I’information de position dans le blastéme
(Crawford & Stocum 1988). De plus, il est connu pour influencer 1’expression des génes Hox
au cours de la régénération (Gardiner et al. 1995). Cependant, Kragl ef al. (2009) ont montré
que seule une partie des cellules contient 1’information de position. En effet, les cellules
dérivées du cartilage expriment des marqueurs associés a I’identité proximo-distale
(localisation nucleaire de MEIS 1+2, et ARNm HoxA), et conservent I’information de position
méme apres greffe sur un autre blastéme. Ce n’est cependant pas le cas des cellules de schwann
(Kragl et al. 2009).

Au cours de la régénération, la croissance de la nageoire caudale du poisson zebre est régulée
de telle sorte que la nageoire régénérée ait la méme taille que I’originale (Akimenko ez al. 2003).
Lee et al. (2005) ont observé que le taux de prolifération dans le blastéme, le taux de croissance
de la nageoire, ainsi que le niveau de signalisation FGF sont dépendants du niveau proximo-
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distal du plan d’amputation. De plus, ils ont déterminé que I’atténuation de la signalisation FGF
diminue la prolifération dans le blastéme et donc la croissance de la nageoire. Chez le poisson
z¢bre, la signalisation FGF contrdle le taux de croissance dépendant de la position (Lee 2005).

Chez I’axolotl, le modéle du membre accessoire (‘accessory limb model’) consiste en
I’induction de la régénération a partir d’une blessure au niveau d’un membre, qui ne déclenche
normalement pas de réponse régénérative. Suite a la blessure, la déviation des nerfs vers la
blessure déclenche la formation du blastéme, puis la greffe de tissus venant du c6té opposé du
membre induit la régénération ectopique d’un membre (Satoh et al. 2007, 2015). Il permet de
tester directement 1’effet inductif de signaux sur la régénération. La stimulation de la voie de
signalisation HH par traitement avec un agoniste de smoothened permet le développement du
membre accessoire sans greffe de tissus (Nacu et al. 2016).

11.2.2. Role des éléments structuraux

Le role des voies de signalisation dans le patterning au cours de la morphogengése est bien établi.
Les ¢léments structuraux fournissent également des informations de position nécessaires, soit
au développement du bon pattern, soit a I’intégration de la structure en régénération dans les
tissus encore présents (Witchley ef al. 2013; Livshits et al. 2017; Oderberg et al. 2017). 1ls
peuvent étre source de molécules diffusibles ou exercer des contraintes mécaniques sur les
tissus en développement. Le role de forces mécaniques pendant le développement commence a
étre caractérisé chez quelques organismes (Beloussov 2008; Howard et al. 2011; Urdy 2012;
Guillot & Lecuit 2013; Heisenberg & Bellaiche 2013). Par exemple, les forces mécaniques
générées par le cytosquelette d’actomyosine (Munjal & Lecuit 2014; Munjal et al. 2015) ou
encore le changement de volume des cellules (Saias ef al. 2015) jouent un role sur la forme de
I’embryon. La déformation des tissus induit une information mécanique activant des voies de
signalisation (Pouille ef al. 2009; Hirata et al. 2015), induisant 1’expression de genes (Desprat
et al. 2008) ou dirigeant la différenciation cellulaire (Miller & Davidson 2013).

Deux exemples illustrant le role des éléments structuraux dans I’information de position seront
développés dans cette section : le cas de I’information de position fournie localement au niveau
de la blessure, et celui du codage de I’information de position dans des structures couvrant tout
I’organisme, les muscles.

Information au niveau de la blessure

Chez les planaires, la polarité AP est contrdlée par les ligands Wnt a I’extrémité postérieure, et
I’inhibiteur de la voie Wnt/B-caténine notum a I’extrémité antérieure (Petersen & Reddien
2011). Notum est exprimé dans un cluster de cellules localis¢ a I’extrémité du blasteme
antérieur, appelé le ‘pole antérieur’. Les cellules exprimant notum coexpriment le TF Zic-1 et
sont issues de néoblastes exprimant foxD. Ces deux genes sont nécessaires a la formation du
pole antérieur (Vasquez-Doorman & Petersen 2014). La diminution de leur expression par
RNAI entraine des défauts de régénération comme une fusion des lobes du cerveau ou des yeux
(Scimone et al. 2014b; Vasquez-Doorman & Petersen 2014; Vogg et al. 2014) indiquant que le
poOle antérieur est nécessaire au patterning AP et médio-latéral du blastéme. De plus, les cellules
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du poéle antérieur contiennent seules 1’information de polarité¢ et ont bien un role dans le
patterning oral, puisque sa transplantation sur la partie postérieure génere la formation d’une
excroissance polarisée.

Le pdle antérieur est une structure importante pour le patterning pendant la régénération. La
facon dont les cellules du pole antérieur sont spécifiées n’est en revanche pas connue. Oderberg
et al. (2017) ont montré que le pdle oral se forme systématiquement sur des blessures face au
coOté antérieur, au niveau de la midline, une structure connue pour guider la croissance des
axones chez les vertébrés et formant la ligne de séparation bilatérale du CNS, et de la fronti¢re
DV (Fig.16) (Oderberg et al. 2017). Les progéniteurs formant le pdle antérieur sont spécialisés
au niveau du plan médian de la midline puis s’accumulent au niveau de la frontiere DV une fois
devenus des progéniteurs post-mitotiques (Fig.16) (Oderberg et al. 2017). La spécification des
progéniteurs du pdle antérieur au niveau de la midline, et non pas sur le plan médian de la
blessure est cohérente avec le fait que le blastéme est formé au niveau de I’ancienne extrémité
antérieure, et non pas au milieu de la blessure (Oderberg et al. 2017). Ces observations
indiquent que chez les planaires, I’information de position permettant la formation du podle
antérieur, contrélant le patterning du blastéme, est localisée sur le plan de la blessure. Ce
systeme permet I’intégration des tissus régénérés dans les anciens.

Information donnée par les fibres musculaires

Parmi les ¢léments structuraux, les fibres musculaires peuvent étre une source d’information de
position. En effet, chez les planaires les PCG sont exprimés dans les cellules musculaires
(Witchley et al. 2013). Les PCG ont également été décrits chez les acoeles (Hofstenia miamia
Raz 2017). 11 s’agit de vers plats aquatiques a symétrie bilatérale (Brusca 2016). Leur
morphologie trés similaire a celle des planaires a conduit a les considérer comme appartenant
aux plathelminthes (Egger et al. 2009; Bely & Sikes 2010). Les phylogénies récentes placent
les acoeles dans les xenacoelomorphes, le groupe de bilatériens le plus primitif, groupe frére
des néphrozoa regroupant protostomiens et deutérostomiens (Halanych 2004; Philippe et al.
2007; Egger et al. 2009; Hejnol et al. 2009; Edgecombe ef al. 2011; Dunn ef al. 2014). Comme
les planaires, les acoeles sont capables de régénérer le corps en entier a partir de fragments
(Bely & Sikes 2010; Srivastava et al. 2014). La régénération est assurée par les néoblastes qui
sont les seules cellules en prolifération et expriment Piwi (De Mulder ef al. 2009) et la polarité
AP et DV est contrdlée par les voies de signalisation Wnt/B-caténine et BMP (Srivastava ef al.
2014). Les acoeles possedent des muscles circulaires et longitudinaux (Brusca 2016). Les PCG
des acoeles, comme ceux des planaires, sont exprimés dans les muscles en condition
d’homéostasie et de régénération, et présentent des domaines d’expression dynamiques suite a
une blessure (Raz 2017). Les muscles renferment donc I’information de position dans ces deux
groupes. Leur position phylogénétique a conduit Raz ef al. (2017) a formuler I’hypothese que
les muscles ne seraient a 1’origine pas uniquement un tissu contractile, mais serviraient de carte
physique de position contrdlant le patterning de 1’animal (Fig.17) (Raz et al. 2017).
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Figure 16 : Modéle pour la formation du pole antérieur.

(A) Les progéniteurs du pdle antérieur sont spécifiés sur une blessure antérieure au niveau de
la midline. Ils sont ensuite concentrés a la frontiére dorso-ventrale.

(B) Le pdle antérieur permet le patterning correct des axes AP et ML de la téte.
Tiré de Oderberg et al. (2017).
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Figure 17 : Information de position fournie par les fibres musculaires.

(A) Expression des PCG dans les muscles chez les planaires et 1’acoele Hofstenia miamia.
(B) Leur position phylogénétique distante suggere que les muscles seraient responsables de
I’information de position chez 1’ancétre des bilatériens.

Tiré de Raz et al. (2017).
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Chez les planaires Dungesia japonica et Schmidtea mediterranea, les muscles sont répartis en
couches avec différentes orientations. De I’extérieur vers l’intérieur, on trouve sous la
membrane sub-épidermale : des muscles circulaires, une couche de muscles orientés en
diagonale, une couche longitudinale fine puis épaisse (Fig.18.A) (Scimone et al. 2017).
Scimone ef al. (2017) montrent que les différents types musculaires jouent des roles distincts
pendant la régénération (Fig.18.B). Les fibres musculaires longitudinales sont spécifiées par le
FT myoD (FT bHLH avec un role conservé dans la myogenéese (Buckingham & Rigby 2014))
et expriment de nombreux PCG (Scimone ef al. 2017). La diminution de I’expression de MyoD
par RNAI entraine la disparition de ces fibres musculaires et un échec de la régénération orale
et aborale. La cicatrisation a bien lieu, mais Notum et Wntl, nécessaires a la formation des
blastémes antérieur et postérieur ne sont pas réexprimés. De plus, les domaines d’expression
des PCG ne sont pas rétablis aprés amputation. En revanche, la différenciation des néoblastes
n’est pas affectée puisque la régénération de I’ceil a toujours lieu. Les fibres longitudinales sont
donc nécessaires pour I’initiation de la régénération (Fig.18.B). Ce rdle est spécifique aux
muscles longitudinaux. L’incubation des planaires dans du RNAi nkx/-I (un FT a
homéodomaine) entraine la perte des fibres musculaires circulaires. Aprés décapitation, le
blastéeme se forme. Cependant, les tétes régénérées sont anormales, présentant des yeux
ectopiques, des branches de I’intestin surnuméraires, une midline bifurquée, et méme un double
axe (deux tétes fusionnées sur un méme blastéme). Les fibres circulaires sont donc impliquées
dans le patterning médio-latéral du blastéme (Fig.18.B) (Scimone et al. 2017) et peuvent
traduire des informations structurales en information de position.

Chez les planaires, I’action des muscles est médiée par les PCG et releve des voies de
signalisation (Witchley et al. 2013; Scimone et al. 2017). En revanche chez I’hydre, il a été
montré que les fibres musculaires jouent un role mécanique sur le controle de 1’axe oral-aboral
pendant la régénération a partir d’un fragment (Livshits ef al. 2017). Les couches épithéliales
ectodermiques et endodermiques sont composées en majorité de cellules myoépithéliales (aussi
appelées cellules épithélio-musculaires, voir section I1I.1.3 de I’Introduction) formant ensemble
un réseau supra-cellulaire de fibres d’actine (Kass-Simon 1976; West 1978; Seybold et al.
2016). Les fibres sont orientées de fagon longitudinale dans I’ectoderme, et circulaire dans
I’endoderme. L ’hydre est surtout étudiée pour le role des voies de signalisation comme la voie
Wnt/B-caténine (Hobmayer et al. 2000; Lengfeld et al. 2009; Bode 2012), ce qui en fait un
modele particuliérement intéressant pour étudier I’intégration des informations du cytosquelette
avec les voies de signalisation.

L’hydre est capable de régénérer un animal entier a partir d’un fragment (Holstein et al. 2003;
Bosch 2007). Apres dissection du fragment, celui-ci se replie tout d’abord en un spéroide vide
(Krahe et al. 2013), avant la régénération de 1’animal entier avec une téte et un pédoncule. Au
cours de la formation du sphéroide, le pliage des tissus rapproche des tissus qui étaient distants
dans I’hydre entiere, et donc déforme les gradients de morphogenes initialement présents. La
polarité chimique par rapport au parent est perdue (Livshits et al. 2017). Livshit et al. (2017)
ont montré que les fibres d’actine du sphéroide sont orientées préférentiellement selon une
direction (Fig.19). Cette orientation est héritée du fragment isolé et détermine 1’axe du polype
régénéré. L’ orientation de I’axe primaire est donc conservée entre le polype d’origine et le
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Figure 18 : Role des différents types musculaires de la planaire pendant la régénération.
(A) Schéma des différents types musculaires de la planaire.
Adapté de Cutie ef al. (2017).

(B) Défaut d’initiation de la régénération suite au RNAi myoD entrainant la perte d’une partie

des fibres longitudinale. Défaut de patterning ML suite au RNAi nkx/-1 entrainant la perte
d’une partie des fibres circulaires.
Adapté de Scimone ef al. (2017).
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polype régénéré, grace au cytosquelette d’actine. La régénération est influencée directement par
la forme du fragment de départ. En effet, un fragment en forme d’anneau ouvert se referme en
formant un sphéroide contenant deux orientations distinctes de fibres d’actine, qui donne
naissance a une hydre a deux tétes (Fig.20.A-C). La formation de 1’axe peut étre influencée par
une contrainte mécanique : I’insertion d’un filament de platine dans les fragments en forme
d’anneau ouvert diminue le nombre de doubles axes formés (Fig.20.A et D) (Livshits et al.
2017). Le sphéroide formé a tout d’abord les fibres d’actine orientées suivant deux orientations
distinctes. Celles-ci se réorganisent ensuite selon une seule orientation, ce qui indique que
I’information mécanique donnée par le filament joue un role dans la définition et la stabilisation
de I’axe du corps via I’organisation du cytosquelette (Fig.20.D). Dans les fibroblastes, la
déformation des cellules modifie 1’alignement des fibres d’actine (Sears 2016). Chez I’hydre,
la réorganisation active du cytosquelette d’actine suite a une contrainte mécanique pourrait
renforcer 1’alignement des fibres dans la cellule et entre les cellules, et ainsi permettre la
formation du réseau de fibres musculaires a I’échelle de 1’animal (Livshits et al. 2017).

Au cours de la régénération chez la méduse Clytia, j’ai pu observer un role similaire des fibres
musculaires dans le patterning de la méduse en régénération (voir Chapitre 1).
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Figure 19 : Organisation du cytosquelette d’actine pendant la régénération a partir d’un
fragment chez I’hydre.

(A) Diagramme montrant les proportions d’hydre régénérées normales (un seul axe), déformées
ou présentant des axes multiples.

(B) Cytosquelette d’actine visualisé par Phalloidine-AlexaFluor546 juste aprés excision du
fragment.

(C) Schéma de I’expérience.

(D) Régénération d’une hydre a partir d’un fragment. Cytosquelette d’actine suivi sur une hydre
transgénique exprimant GFP-lifeact dans I’ectoderme.

Les fléches jaunes indiquent 1’alignement des fibres d’actine.

Adapté de Livshits et al. (2017).
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Figure 20 : Manipulation de I’axe primaire de ’hydre régénérée par la forme du fragment
et ’ajout d’une contrainte mécanique.

(A) Diagramme montrant les proportions d’hydre régénérées normales (un seul axe), déformées
ou présentant des axes multiples sur un fragment ‘open ring’ ancré par un filament de platine
ou non.

(B) Régénération d’un fragment ‘open ring’. Les deux orientations des fibres sont visibles et
0,5h apres dissection et entrainent la formation d’un double axe.

(C) Schéma de la régénération d’un fragment ‘open ring’.

(D) Régénération d’un fragment ‘open ring’ stabilisé par un filament de platine. Apres
dissection, les fibres sont orientées selon deux directions. Elles se réorganisent au cours de la
régénération, ce qui permet la régénération d’une hydre avec une seule téte.

(B) et (D) Cytosquelette d’actine suivi sur une hydre transgénique exprimant GFP-/ifeact dans
I’ectoderme. Les fléches jaunes indiquent 1’alignement des fibres d’actine, les astérisques
I’emplacement du filament de platine.

Adapté de Livshits et al. (2017).
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III. Capacités de régénération des cnidaires

En tant que groupe frére des bilatériens, les cnidaires occupent une position phylogénétique clé
pour comprendre 1’évolution de ces derniers (Dunn et al. 2014). De plus, leurs grandes capacités
de régénération, alliées a leur relative simplicité morphologique en font des modeles de choix
pour ’é¢tude de la régénération. L’utilisation de différents cnidaires comme modé¢le d’étude a
été accompagnée par la disponibilité croissante de données moléculaires. Le premier génome
de cnidaire publié¢ est celui de 1’anthozoaire Nematostella vectensis (Putnam et al. 2007).
Depuis 2007, 13 autres génomes de cnidaires de représentants des cing classes principales
(anthozoaires, staurozoaires, hydrozoaires, scyphozoaires et cubozoaires) ont été publiés
(Fig.21.A) (Hydra magnipapillata (Chapman et al. 2010), Acropora digitifera (Shinzato et al.
2011), Aipsasia (Baumgarten et al. 2015), Aurelia Aurita pacifique (Gold et al. 2019), Clytia
hemisphaerica (Leclere et al. 2019), Aurelia Aurita atlantique et Morbaka virulenta (Khalturin
et al. 2019), Nemopilema nomurai (Kim et al. 2018), Dendronephthya gigantea (Jeon et al.
2019), Calvadosia cruxmelitensis, Alatina alata et Cassiopea xamachana (Ohdera et al. 2019)
et Montipora capitata (Helmkampf et al. 2019)) (Fig.21.A) ainsi que trois génomes de cnidaires
parasites (Chang et al. 2015), et de nombreux transcriptomes ont €té générés. Ces données
moléculaires montrent que malgré leur apparente simplicité anatomique, les cnidaires possedent
une diversification des facteurs de transcription et des voies de signalisation aussi étendue que
les bilatériens (review : (Technau & Schwaiger 2015; Schnitzler 2019)), permettant une
comparaison directe de la régénération entre les cnidaires et les bilatériens au niveau
moléculaire.

Cette section présente tout d’abord des informations générales sur la classification, les cycles
de vie et quelques types cellulaires des cnidaires. Ensuite les capacités de régénération des trois
principaux polypes modeles de régénération et celles des méduses seront détaillées.

II1.1. Généralités sur les cnidaires

II1.1.1. Cycle de vie et classification

Les cnidaires regroupent des invertébrés principalement marins tels que les méduses, les
anémones, les coraux mous et durs ainsi que les hydroides. 11000 espéces sont actuellement
décrites (Appeltans ef al. 2012). Elles sont extrémement variées en termes de morphologie, de
niche écologique, de développement et de cycle de vie. Leur caractéristique commune est la
présence de cnidocystes, les cellules urticantes servant a la prédation et a la défense. Les
cnidaires sont diploblastiques, composés de deux feuillets embryonnaires uniquement,
I’ectoderme et I’endoderme séparés par la mésoglée, une matrice acellulaire composée de
glycoprotéines. Les feuillets sont composés principalement de cellules myoépithéliales, des
cellules épithéliales spécialisées avec des extensions basales contractiles (voir section II1.1.3 de
I’Introduction).
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Figure 21 : Phylogénie et cycles de vie de quelques espéces de cnidaires.

(A) Arbre phylogénétique des principales familles de cnidaires. A droite les noms des especes
dont le génome est séquencé, voir le texte pour les références.

Photos tirées de : (a) Rosenberg et al. (2017), (b) Baumgarten et al. (2015), (e) Khalturin ef al.
(2019), (f) Kim et al. (2018), (c), (d) et (g) Ohdera et al. (2019).

(B) Cycles de vie de quelques cnidaires. Tiré de : (h), (i) et (j) Technau & Steele (2012), (k)
Miller & Ball (2008).
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Les cnidaires ont un cycle de vie complexe, alternant chez la plupart des especes entre une
phase larvaire ciliée appelée planula et une ou deux formes adultes : le polype benthique
colonial ou solitaire, et la méduse pélagique caractérisée par sa forme en cloche permettant la
nage (Fig.21.B). Il existe beaucoup de variations dans les cycles de vies, certaines phases
pouvant &tre absentes ou des caractéristiques des différentes phases pouvant étre combinées
dans un méme stade. En tant que groupe frére des bilatériens, les cnidaires sont considérés
comme ayant une symétrie radiaire, ce qui est bien le cas pour la plupart des méduses.
Cependant certains polypes anthozoaires ainsi que certains hydrozoaires ont une symétrie
bilatérale (Manuel 2009).

Les cnidaires sont subdivisés en deux groupes : les anthozoaires, possédant uniquement les
phases polype et planula ; et les médusozoaires caractérisés par la présence dans leur cycle de
vie de la méduse comme forme de dispersion des gameétes. Les médusozoaires sont divisés en
quatre classes, les hydrozoaires, les scyphozoaires, les cubozoaires et les staurozoaires
(Fig.21.A). Les principaux groupes de cnidaires étaient déja présents pendant le cambrien,
indiquant une divergence trés ancienne de ces derniers. Cartwright et al. ( 2007) reporte la
découverte de fossiles de méduses datant du milieu du cambrien (500 Ma) dans la formation de
Marjum a Utah. Leur bon état de conservation permet de les identifier comme des représentants
des classes hydrozoaire, scyphozoaire et cubozoaire. Le plus vieux fossile cnidaire date de 570
Ma (Xiao et al. 2002).

Les anthozoaires et médusozoaires sont des groupes fréres (Zapata et al. 2015; Kayal et al.
2018). Ceci est supporté par des analyses phylogénétiques de données moléculaires (Bridge et
al. 1995; Collins et al. 2006; Kayal et al. 2013) et morphologiques (Bridge et al. 1995; Marques
& Collins 2005). Au sein des médusozoaires, les staurozoaires-cubozoaires-scyphozoaires
forment un clade (Zapata et al. 2015; Kayal et al. 2018). La méduse a, pendant un temps, été
considérée comme le stade ancestral des cnidaires, qui aurait été perdu chez les anthozoaires
(ex (Hyman 1940)), ce qui suppose une acquisition plus tardive du stade polype, et donc une
évolution des anthozoaires a partir des hydrozoaires. Cette hypothése est infirmée par les
données récentes de phylogénie. D’apres Kayal ef al. (2018), le cnidaire ancestral est un polype
solitaire sans méduse ni endosymbionte photosynthetique.

Les anthozoaires regroupent 7500 especes (Daly et al. 2007). Leur cycle de vie alterne entre la
larve planula et le polype assurant a la fois la reproduction sexuée et asexuée (Fig.21.B). Les
polypes peuvent vivre isolés ou en colonies clonales. Les synapomorphies des anthozoaires sont
I’actinopharynx (un tube recouvert d’ectoderme allant de la bouche jusqu’a la cavité gastrique),
le siphonoglyph (une région glandulaire cillié de 1’actinopharynx), et les mésenteres (des
structures digestives et reproductrices du pharynx cloisonnant la cavité gastrodermique) (Daly
et al. 2007).
Ils sont regroupés en deux groupes principaux:
- Les hexacoralliaires : divisés en six ordres dont les actinaires (anémones) et les
sclératinaires (les coraux durs). La morphologie des polypes ainsi que leur organisation
en colonies ou non est trés diverse. Le groupe regroupe des especes coloniales ou
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solitaires avec une symétrie principalement radiaire d’ordre six. Les cellules urticantes
des hexacoralliaires sont les spirocycts (Mariscal et al. 1976).

- Les octocoralliaires : composés d’une grande majorité d’especes coloniales. Leur
symétrie est considérée comme radiaire d’ordre huit, visible au nombre de tentacules et
de mésentéres. Deux structures sont bilatérales : le pharynx aplati avec un unique sillon
cilié, ainsi que les huit mésentéres qui sont disposés par paires ayant des fonctions
identiques selon une symétrie bilatérale et leurs muscles rétracteurs ont une disposition
bilatérale (Manuel 2009).

Les médusozoaires regroupent des especes ayant des cycles de vie trés variés, caractérisés par
la présence des deux phases adultes polype et méduse. Cependant certaines espéces ont perdu
au cours de I’évolution le stade polype, méduse et/ou planula (Collins 2002; Collins et al. 2006).
Par exemple I’hydre d’eau douce a perdu les stades méduse et planula. Ils sont caractérisés par
un génome mitochondrial linéaire (Bridge et al. 1992), et la présence d’un opercule a I’apex
des nématocytes (Reft & Daly 2012). Des transcriptomes réalisés chez plusieurs especes a
différents stades du cycle de vie révelent que I’apparition du stade méduse chez les
médusozoaires n’est pas associée a la présence de nouveaux geénes spécifiques des cnidaires.
La transition du stade polype au stade méduse est assurée par 1’utilisation de génes conservés
et nouveaux ((Aurelia aurita pacifique (Gold et al. 2019), Aurelia aurita atlantique et Morbaka
virulenta (Khalturin et al. 2019), Clytia hemisphaerica (Leclére et al. 2019)).

Les médusozoaires sont composés de 3700 especes. Ils sont divisé€s en quatre classes :

- Les hydrozoaires (hydroides, hydroméduses et siphonophores, 3500 especes (Appeltans
et al. 2012)) : ayant pour cycle de vie typique une alternance des phases planula, polype
et méduse (Fig.21.B). Ce cycle de vie triphasique est modifié¢ chez de nombreuses
especes avec la perte de la phase méduse par exemple, ou chez les siphonophores la
formation de colonies nageant grace aux nectophores (médosoides ayant perdu la
bouche, les tentacules et les organes des sens (Brusca 2016)). Les polypes sont souvent
coloniaux et polymorphiques. La méduse, si présente, est formée par bourgeonnement
latéral du polype.

- Les scyphozoaires (vraies méduses, 200 especes (Appeltans et al. 2012)) : regroupant
des espéces exclusivement marines. Les polypes sont individuels et appelés
scyphostomes. Le cycle de vie est triphasique (Fig.21.B), la méduse est produite par
strobilation polydisque ou monodisque (ex : Cassiopea) du polype. Chez Aurelia aurita,
le scyphostome est segmenté en une pile de disques sur toute sa longueur a partir de
I’extrémité orale. Chaque disque forme une éphyrule (méduse juvénile) avec huit bras,
chacun portant un organe des sens, la rhopalie, et une bouche orientée vers I’extrémité
orale du polype. L’éphyrule commence a se contracter avant détachement du polype
(Kraus et al. 2015).

- Les cubozoaires (méduses boite, 37 especes (Appeltans et al. 2012)) : caractérisées par
leur polype simplifié et des organes sensoriels complexes, dont des yeux camérulaires,
regroupés dans quatre rhopalies. Comme chez les scyphozoaires et les hydrozoaires, le
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cycle de vie est triphasique, la méduse est produite dans la plupart des cas par
métamorphose compléte du polype en une seule méduse (Brusca 2016). Chez Carybdea
marsupialis, la méduse peut étre produite par deux types de métamorphose : soit la
métamorphose complete du polype solitaire en méduse, soit plus rarement la
métamorphose uniquement de la partie apicale du polype. Dans ce cas, le fragment basal
du polype régénére le polype en entier, ce qui est similaire a la strobilation monodisque
des scyphozoaires (Strachler-Pohl & Jarms 2005).

- Les staurozoaires (48 especes (Appeltans et al. 2012)) : regroupant des méduses
benthiques attachées au substrat par une ventouse. Les méduses ont huit ‘bras’ portant
les tentacules. Le cycle de vie ne présente pas 1’alternance polype-méduse. La larve
planula n’est pas ciliée, contrairement aux autres cnidaires, et se déplace en rampant.

II1.1.2. Cellules souches des cnidaires

Les cellules souches de cnidaires sont encore mal connues. A 1’heure actuelle, seules les cellules
souches interstitielles (i-cells), qui sont les cellules souches multipotentes des hydrozoaires ont
¢été bien caractérisées. Elles ont été observées pour la premiere fois chez Hydractinia echinata
et Coryne pusilla par Auguste Weismann (Weismann 1883), un biologiste allemand fondateur
de la théorie de la continuité du plasma germinal, postulant la transmission des caractéres
héréditaires entre les générations (Weismann 1892). Elles ont ensuite été particulierement bien
décrites chez I’Hydre (review : (Bode 1996; Watanabe et al. 2009; Bosch et al. 2010)).

I-cells des hydrozoaires

Les i-cells sont des petites cellules rondes, ayant un gros rapport nucléo-cytoplasmique,
localisées dans les espaces entre les cellules épithéliales. Celles-ci sont multipotentes (Bosch &
David 1987), capables de donner naissance a la fois a la lignée germinale (Nishimiya-Fujisawa
& Kobayashi 2012) ainsi qu’a des dérivés somatiques (Fig.22) : les neurones (Davis 1974), les
nématocytes (Slautterback & Fawcett 1959) et les cellules glandulaires (Bode et al. 1987). Les
cellules nerveuses et nématocytes représentent 70% des dérivés des i-cells chez I’hydre (David
& Gierer 1974). Chez I’hydre, les i-cells indifférenciées se situent dans I’ectoderme de la région
gastrique, qui est la région en prolifération (David & Plotnick 1980; Khalturin et al. 2007),
tandis que les dérivés sont surtout localisés aux extrémités. Les i-cells indifférenciées
représentent 4% du nombre total de cellules chez I’hydre (Watanabe et al. 2009). Les marqueurs
de lignée germinale Nanosl, Piwi, Vasa et PL10 sont exprimés dans les i-cells et les cellules
germinales, permettant de les localiser par ISH. Les i-cells ont été¢ décrites chez d’autres
hydrozoaires : Pennaria tiarella (Martin & Thomas 1981), Clytia hemisphaerica (Denker et al.
2008; Houliston et al. 2010; Leclere et al. 2012), Hydractinia echinata et symbiolongicarpus
(Miiller et al. 2004; Kiinzel et al. 2010) et Podocoryne carnea (Seipel et al. 2004a; Torras et
al. 2004).

Il a ét¢ montré par élimination des i-cells et de leurs dérivés par un traitement a la colchicine

que ces dernieres ne sont pas indispensables a la survie, a la croissance, au renouvellement des
tissus ectodermiques et endodermiques, ou a la reproduction par bourgeonnement de 1’hydre
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(Marcum & Campbell 1978). Ceci peut étre expliqué par le fait que les cellules épithéliales
ectodermiques et endodermiques jouent aussi le role de cellules souches (Bosch et al. 2010;
Hobmayer et al. 2012). Ces dernicres sont des cellules myoépithéliales contenant une vacuole
et une extension basale composée de fibres contractiles. Le cycle cellulaire des cellules
épithéliales est de trois a quatre jours (David & Campbell 1972). Comme les i-cells, elles se
divisent dans la région gastrique du polype et se différencient au niveau de I’hypostome, des
tentacules et du pied (David & Plotnick 1980; Hobmayer et al. 2012). Comme les cellules
souches ectodermiques et endodermiques sont des cellules épithéliales en division, tous les
auteurs ne sont pas d’accord sur leur identité de cellules souches :

‘The epithelial lineages do not have a true stem cell population, but they are mitotic along
the entire length of the body column and these progenitor/stem cells are responsible for
maintaining the lineage.” (Juliano et al. 2014)

Les trois lignées de cellules issues des cellules souches épithéliales et des i-cells sont
indépendantes. Ceci a été¢ confirmé par les données récentes de séquencage de cellule unique
(Siebert et al. 2018). En revanche, chez le polype colonial Hydractinia, les i-cells donnent aussi
naissance aux cellules épithéliales qui, contrairement a celles de 1’hydre, proliférent trés peu
(Miiller et al. 2004; Gahan et al. 2016). Chez Hydractinia, 95% des cellules en prolifération
sont des i-cells (Bradshaw et al. 2015).

Autres systémes de cellules souches

Les cellules souches des autres ordres de cnidaires ne sont pas connues. Les deux cnidaires non
hydrozoaires les plus étudiés, Nematostella et Aurelia, n’ont pas d’i-cells (Steinberg 1963;
Nakanishi et al. 2008; Yuan et al. 2008; Marlow et al. 2009). Des cellules ayant la morphologie
d’i-cells ont été observées chez quelques non-hydrozoaires comme la larve du scyphozoaire
Cassiopeia (Martin & Chia 1982), et les anthozoaires Metridium (Westfall 1966), Aiptasia
(Singer 1971), Acropora millepora (Reyes-Bermudez & Miller 2009), mais leur potentiel de
différentiation n’a pas été étudié.

Chez les anthozoaires, le role de cellules souches est potentiellement assuré par les
amcebocytes, qui sont des cellules indifférenciées ayant un role connu dans 1’inflammation et
I’immunité. Les ameebocytes peuvent adopter différentes morphologies, présentant parfois des
filopodes, et souvent des granules. Les amaebocytes sont présents dans les épithéliums et la
mésoglée a tous les stades de vie (Nematostella vectensis (Tucker et al. 2011)). Ils sont visibles
dans les tissus en cas de blessure, de régénération, de stress ou de présence de pathogene ((Gold
& Jacobs 2013), Montastraea (Vargas-Angel et al. 2007), Gorgonia (Mydlarz et al. 2008)) et
peuvent réaliser de la phagocytose (Swiftia (Olano & Bigger 2000), Anthopleura (Patterson &
Landolt 1979)). Il n’y a pour I’instant aucune preuve que les amceebocytes puissent donner
naissance a des types cellulaires différenciés.

Les amaebocytes ont également été décrits chez Aurelia aurita a la marge de 1’ombrelle
(Chapman 1999) et dans le contexte de la régénération du polype a partir d’un fragment de
I’ectoderme de la larve (Steinberg 1963). Dans ce dernier cas, une population de cellules ayant
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les caractéristiques des amoebocytes est formée a partir des cellules ectodermiques, et donne
naissance aux cellules endodermiques. Chez les méduses scyphozoaires, une population de
cellules indifférenciées, potentiellement impliquées dans turnover et régénération, a été décrite
dans les rhopalies (Tripedalia (Skogh et al. 2006), Tripedalia Alatina, (Gurska & Garm 2014)).

En I’absence d’i-cells chez les anthozoaires et les scyphozoaires, les cellules nerveuses se
différencient a partir de cellules épithéliales. Chez Aurelia aurita, le systéme nerveux est issu
de I’ectoderme (Nakanishi et al. 2008; Yuan et al. 2008), chez Nematostella, les cellules
nerveuses sont dérivées de progéniteurs épithéliaux ectodermiques et endodermiques
(Nakanishi ef al. 2012; Rentzsch et al. 2017). Chez Nematostella, les cellules nerveuses et les
nématocytes dérivent d’un méme précurseur exprimant SoxB(2) (Richards & Rentzsch 2014),
un orthologue du FT SoxB, régulateur de la neurogenese chez les bilatériens (Kiefer 2007).
Chez certains hydrozoaires aussi, des cellules sensorielles ectodermiques sont issues de
I’ectoderme et non pas des i-cells (Pennaria tiarella et Phialidium geagarium (Martin &
Thomas 1981; Thomas ef al. 1987). En revanche chez I’hydre les i-cells forment bien tous les
neurones (Davis 1974).

I11.1.3 Deux types de cellules caractéristiques des cnidaires : les nématocytes
et les cellules myoépithéliales

Les nématocytes

Les nématocytes sont les cellules urticantes des cnidaires servant principalement a la capture
des proies et a la défense. Elles contiennent un nématocyste, un organite composé d’un harpon
relié par un tubule a une capsule remplie de venin. Ce dernier est maintenu replié sous pression
dans la capsule, composée de molécules de collagenes reliées par des ponts disulfure (appelées
mini-collagenes) (Kurz et al. 1991) et d’une matrice de poly-y-glutamate. L’expulsion du
harpon est déclenchée par le contact d’une proie avec le cnidocil. Ce mouvement est I’un des
plus rapides du monde animal (Holstein & Tardent 1984). Les nématocytes sont principalement
localisés sur les tentacules, mais peuvent également étre présent sur le manubrium de la méduse
ou la bouche du polype.

La nématogenese a ¢été décrite chez 1’hydre. Tout d’abord, les précurseurs, appelés
nématoblastes, se divisent de facon synchrone dans la zone centrale du polype, donnant
naissance a des clusters de 4 a 32 cellules (David & Gierer 1974). Ensuite, la différenciation
commence par la formation de la capsule dérivée de I’appareil de golgi (Slautterback & Fawcett
1959). Celle-ci est d’abord de petite taille puis grandit jusqu’a remplir presque entiérement la
cellule (Fig.23). Le tubule se forme alors par extension de la paroi de la capsule et s’invagine
dans la capsule (Holstein 1981). Pendant la maturation de la capsule, le tubule se différencie en
un harpon et le cnidocil se forme. La maturation est finie aprés la synthése de poly-y-glutamate
dans la cavité interne de la capsule, générant la pression interne nécessaire a la décharge des
nématocystes (Szczepanek et al. 2002). Une fois la capsule mature, les cellules du cluster se
dispersent et migrent vers les tentacules (Campbell 1974).
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Figure 22 : Cellules souches interstitielles chez I’hydre (Iégende).

(A) Morphologie de I’hydre.

(B) Détail des deux épithéliums séparés par la mésoglée. Les cellules ectodermiques sont en
vert, les cellules endodermiques en rouge. Les autres cellules sont les dérivés des i-cells.

Tiré de Technau & Steele (2012).

(C) Prolifération et différenciation des i-cells. Les i-cells sont en vert, les progéniteurs
intermédiaires et rouge.

Tiré de Hobmayer et al. (2012).

Figure 23 : Etapes de la nématogenése chez I’hydre.

(A) Nématoblaste précoce.

(B) et (C) Formation du tubule du nématocyste.

(D) Invagination du tubule dans la capsule du nématocyste

(E) Nématocyte mature avant décharge.

(F) Nématocyte mature apres décharge.

Représentation du nématocyste entouré des composants cellulaires (A), (E), et (F).
Adapté de Holstein (1981).
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Chez la méduse Clytia, la nématogenése a été caractérisée dans les bulbes tentaculaires (Denker
et al. 2008). Elle a lieu dans I’ectoderme nématogénique qui est polarisé. En effet, au cours de
la différenciation, les nématoblastes sont déplacés de la zone proximale du bulbe vers le
tentacule. Le bulbe et le tentacule ont été divisés en quatre zones correspondant aux stades
successifs de la nématogenése : la zone proximale o contenant les cellules souches et
indifférenciées, la zone B avec les cellules en cours de différenciation, la zone y comprenant la
partie distale du bulbe et le début du tentacule étant la zone de maturation, et la zone d avec des
cellules fonctionnelles (Fig.24) (Denker et al. 2008). Les nématocytes sont principalement
localisés dans les tentacules. Des capsules de nématocystes sont également visibles sur la
surface du manubrium, surtout concentrées a 1’extrémité orale.

Cellules myoépithéliales :

Le type cellulaire principal composant I’épithélium ectodermique et endodermique des
cnidaires sont les cellules myoépithéliales (West 1978). 1l s’agit de cellules épithéliales
spécialisées contenant des myofilaments a I’extrémité basale (Fig.25). Elles ont été étudiées
chez I’hydre. L’ectoderme de I’extrémité basale contient deux prolongements appelés
myonemes, orientés le long de I’axe oral aboral (David 1973). Ceux-ci sont en contact avec les
prolongements des cellules voisines formant un réseau supracellulaire de fibres musculaires
lisses a travers tout le corps (Kass-Simon 1976; West 1978; Seybold et al. 2016). Elles sont
connectées par des jonctions intercellulaires gap et ‘septate’ (West 1978).

Cellules myoepithéliales

N Cellule neurosensorielle

Myonéme
4 Cellule nerveuse

Figure 25 : Cellules épithéliomusculaires.
Adapté de Brusca (2016).

Les muscles lisses ont différentes fonctions chez les polypes comme la contraction ou
I’extension des tentacules, les mouvements péristaltiques permettant la circulation des fluides
dans le corps et la locomotion (ex. actinaires qui rampent ou s’enfouissent) (review : (Leclére
& Rottinger 2017)). Chez les méduses les cellules épitheliomusculaires formant les muscles
lisses sont présentes dans 1’ectoderme des tentacules, 1’ectoderme des organes, la couche
externe du vélum, et dans la sous-ombrelle. Leur fonction est, entre autres, la capture des proies.
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Les cellules myoépithéliales composent aussi les muscles striés des méduses permettant les
contractions de I’ombrelle pour la nage et donc la propulsion dans la colonne d’eau. Le
myofilament stri¢ est localis¢ a la base de la cellule. Chez les hydrozoaires, les cellules
musculaires striées sont reliées entre elles par des jonctions gap, assurant leur couplage
¢lectrique et la continuité du muscle strié (Satterlie 2008).

Les cellules myoépithéliales sont multifonctionnelles, ce qui serait une de leurs caractéristiques
ancestrales (Arendt 2008). Par exemple chez I’hydre, les cellules endodermiques de la cavité
gastrique participent a I’absorption des nutriments (Buzgariu et al. 2015), tandis que celles de
I’ectoderme du pied produisent des vésicules responsables de I’attachement au substrat. Les
cellules épithéliales expriment méme des génes spécifiques de la neurotransmission et la
neurogenese dans les souches d’hydre dépourvues de cellules nerveuses (Wenger ef al. 2016).
Chez les anthozoaires, les cellules endodermiques contiennent les symbiontes dinoflagellés et
assurent la digestion intracellulaire (Hyman 1940).

II1.2. Capacités de régénération des polypes

La plupart des connaissances sur la régénération chez les cnidaires sont issues d’études sur la
régénération de la partie orale chez trois polypes : Hydra vulgaris, Hydractinia echinata et
Nematostella vectensis. La section suivante résume 1’état actuel des connaissances sur ces trois
mode¢les.

Les polypes des cnidaires ont une morphologie similaire. Ils ont un corps cylindrique
diploblastique (Fig.12). Les deux couches de cellules épithéliales, ectodermiques et
gastrodermiques, composées en grande partiec de cellules myoepithéliales forment
respectivement I’épiderme et le gastroderme, et sont séparées par une fine couche de matrice
extracellulaire appelée mésoglée. Le polype est polarisé selon 1’axe primaire oral-aboral. A
I’extrémité orale se trouve la bouche entourée par une couronne de tentacule. L’extrémité
aborale est utilisée pour se fixer au substrat, ou est reliée au reste de la colonie selon le mode
de vie solitaire ou colonial (Brusca 2016). Des muscles lisses présents tout le long du corps
permettent les mouvements. Le systeme nerveux est diffus, avec une condensation des neurones
autour de I’hypostome, par exemple de I’hydre (Koizumi et al. 1992) ayant pour role le
mouvement simultané des tentacules (Koizumi 2007).

I11.2.1. L’Hydre : le tout premier modele de biologie expérimentale

Hydra vulgaris est un hydrozoaire atypique. Il s’agit d’un polype d’eau douce avec un cycle de
vie trés simplifié, ayant perdu a la fois la phase méduse et la phase planula. L’embryon se
développe directement en un adulte solitaire, sans passage par le stade larvaire (Martin et al.
1997). Apres fécondation et une série de clivages, la gastrulation a lieu par ingression. Elle est
finie 8 a 12h apres fécondation, la gastrula est alors composée d’une couche ectodermique
épithéliale et de cellules sphériques désorganisées dans le blastoccele (Martin et al. 1997).
L’ectoderme de la gastrula sécréte une cuticule, dans lequel I’embryon peut rester plusieurs
semaines. Avant éclosion, les cellules du blastoccele s’organisent en une couche endodermique,
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les cellules interstitielles se différencient, la téte et le pied se forment (Martin et al. 1997).
L’hydre adulte se propage principalement de fagcon asexuée, par bourgeonnement. Au niveau
du tiers inférieur de 1’hydre, appelé zone de bourgeonnement, 1’épithélium s’évagine puis un
bourgeon grandit perpendiculairement a I’axe de I’hydre parent, en recrutant des cellules de
celui-ci, et par division cellulaire dans le bourgeon. Une fois la téte et le pied formé, la nouvelle
hydre se détache et grandit (Otto & Campbell 1977a).

L’hydre a un corps cylindrique, avec au coté oral I’hypostome portant la bouche, entourée de
tentacules, et au coté aboral un disque basal permettant I’attachement au substrat (Brusca 2016).
L’hydre est composée de trois populations de cellules, indépendantes les unes des autres : les
cellules épithéliales ectodermiques et endodermiques, et les i-cells et leurs dérivés (voir section
[I1.1.2 de I’Introduction). Malgré la séparation des cellules en trois lignées distinctes, les
cellules épithéliales sont trés plastiques et peuvent adopter des caractéristiques neurales suite a
I’¢limination des i-cells par traitement pharmacologique. En effet, I’élimination des i-cells
entraine également la disparition des cellules nerveuses, qui ne peuvent plus étre renouvelées.
Les animaux ne sont plus capables d’attraper des proies mais survivent et se reproduisent. Les
cellules épithéliales se mettent alors a exprimer des génes impliqués dans la neurogenése et la
neurotransmission, qu’elles n’expriment pas si les i-cells sont présentes (Wenger et al. 2016).
Pour chacune des trois populations, les cellules souches sont en prolifération dans la zone
centrale du corps (David & Plotnick 1980) et sont ensuite déplacées vers les extrémités apicale
et basale ou elles se différencient (Campbell 1974). Ceci implique que les cellules épithéliales
recoivent constamment différentes informations de position, et sont capables d’adapter leur
morphologie en fonction de leur position. Au niveau du disque basal et des tentacules, les
cellules ectodermiques se différencient respectivement en cellules a mucus et cellules
supportant la différenciation des nématocytes appelées ‘battery cells’ (Shostak & Globus 1966;
Campbell 1967). Ce changement n’est pas associé a la division cellulaire (Gold & Jacobs 2013).
Les cellules endodermiques se différentient également pendant leur déplacement en cellules
digestives, cellules épithéliales de la téte, du pédoncule et du disque basal (Bode ef al. 1987).

Les cellules souches épithéliales ont un cycle cellulaire de trois a quatre jours (David &
Campbell 1972), les i-cells entre 16 et 30h (David & Campbell 1974). La région centrale de
I’hydre est composée majoritairement de cellules en division, et les extrémités de cellules
différenciées. Les cellules en exces sont expulsées aux extrémités, ce qui permet a I’hydre de
conserver une taille constante (Campbell 1967; Bosch et al. 2010). Comme les cellules sont
remplacées en continu, les polypes d’hydre sont considérés comme immortels. Des polypes
observés pendant quatre ans au laboratoire montrent peu de signes de sénescence, peu de
mortalité et aucun déclin du taux de reproduction (Martinez 1998).

L’hydre est actuellement tres utilisée comme modéle cnidaire de biologie cellulaire, pour
¢tudier des problématiques diverses telles que la régénération (Bode 2003), I’induction par un
organisateur (review : (Bode 2012)), les cellules souches multipotentes (review : (Bosch et al.
2010)), ’apoptose (review : (Reiter et al. 2012)), les nématocytes (Balasubramanian et al.
2012), la symbiose (review : (Bosch 2012)), le vieillissement (Bellantuono et al. 2015), la
structure de la mésoglée (review : (Sarras 2012)), le systtme immunitaire (review : (Bosch
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2014)) ainsi que le systeme nerveux (Miljkovic-Licina et al. 2004). Les avantages de I’hydre
comme mode¢le d’étude sont entre autres sa structure simple, sa petite taille et sa transparence.
L’hydre a peu de types cellulaires, qui sont maintenant bien caractérisés. Le génome est
disponible (Chapman et al. 2010), et des données de séquengage de cellule unique ont été
publiées récemment (Siebert et al. 2018). De nombreuses lignées mutantes sont disponibles,
permettant des études fonctionnelles et le suivi de certains composants in vivo (expression
d’eGFP dans les cellules souches (Wittlieb et al. 2006), GFP exprimée sous le contrdle du
promoteur de la B-caténine (Iachetta er al. 2018), souche sf-1 permettant I’¢limination des i-
cells par un choc thermique (Terada et al. 1988)).

L’hydre a des capacités de régénération énormes, connues depuis 275 ans. Elle a d’ailleurs été
nommeée en référence a I’Hydre de I’Erne de la mythologie grecque. En 1744, la premiére étude
de ses capacités de régénération par Trembley avait pour but de déterminer s’il s’agit d’une
plante ou d’un animal, la régénération étant associée au régne végétal. Le doute venait de sa
couleur verte causée par la symbiose avec des algues, de sa forme et de son apparente absence
de mouvements. Apres avoir coupé un polype en deux parties, Trembley a pu constater que
chaque partie régénere une hydre en entier. Cependant il remarque également les mouvements
autonomes de I’hydre, notamment dans la capture des proies, et en conclut qu’il s’agit bien d’un
animal, ayant des capacités de régénération. En plus de la régénération de ses moitiés orale et
aborale apres décapitation, 1’hydre peut régénérer un polype entier a partir d’un fragment
(Holstein et al. 2003; Bosch 2007). L’hydre peut méme régénérer un polype a partir d’un
agrégat de cellules dissociées (Gierer ef al. 1972).

L’hydre est connue pour sa capacité a régénérer la partie orale méme en I’absence de cellules
souches (Hicklin & Wolpert 1973; Marcum & Campbell 1978), ou quand la prolifération est
bloquée par des traitements pharmacologiques (Clarkson 1969; Cummings & Bode 1984). La
régénération de la bouche et des tentacules correspond donc bien a un processus de
morphallaxie, tel que I’a décrit Morgan (1901) et a lieu par une réorganisation des tissus restants
((Morgan 1901a), review : (Bosch 2007)). Les cellules changent leur état de différenciation en
fonction de leur nouvelle position, les cellules de la colonne gastrique devenant des cellules de
la téte. L’¢état différencié de certaines cellules est modifié. Par exemple, les neurones changent
d’identit¢ (Koizumi & Bode 1991; Bode 1996) et des cellules glandulaires zymogénes
localisées dans la cavité gastrique avant amputation deviennent des cellules glandulaires a
mucus (Siebert et al. 2008).

En revanche la régénération est retardée par rapport a des hydres régénérant en conditions
physiologiques et les animaux régénérés sont incomplets. Chez les mutants sf-1 pour lesquels
les i-cells ont été ¢éliminées et chez les hydres traitées a 1’hydroxyurée (HU), bloquant la
prolifération, pendant plusieurs jours avant amputation, la téte régénérée a souvent un nombre
de tentacules inférieur a I’hydre avant amputation, et les tentacules sont plus courtes, ce qui
n’est pas observé dans les hydres controle (Cummings & Bode 1984; Miljkovic-Licina et al.
2007; Wenger et al. 2016; Buzgariu et al. 2018). De plus, comme les i-cells ont été ¢liminées,
le systéme nerveux est nécessairement absent de la téte régénérée (Marcum & Campbell 1978).
La régénération incompléte des tentacules est également observée apres inhibition de la
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neurogenese par diminution de 1’expression de cnox-2 par RNAi (Miljkovic-Licina et al. 2007),
ce qui montre que la neurogenése n’est pas nécessaire pour le patterning de la té€te de novo,
mais est indispensable pour régénérer une téte fonctionnelle. L’ hydre est capable de ré-établir
le pole oral en I’absence de prolifération, cependant la prolifération joue probablement un role
dans la régénération, puisqu’au cours de la régénération de la téte, une augmentation de la
prolifération est observée chez la souche mutante sf-1 n’ayant pas i-cells (Holstein ez al. 1991)
et chez la souche sauvage (Colasanti et al. 2009). De plus, I’augmentation de la prolifération
par I’augmentation artificielle du monoxyde d’azote par traitement au NOC-18, entraine une
accélération de la régénération (Colasanti ef al. 2009).

L’axe primaire de I’hydre est maintenu par deux centres organisateurs situés aux deux
extrémités du corps : le centre organisateur de la téte, et le centre organisateur du pied. Le centre
organisateur est une structure décrite pour la premicre fois chez le Xenope par Spemann et
Mangold (Spemann & Mangold 1924). 1l s’agit d’un groupe de cellules situées au niveau de la
lévre dorsale du blastopore capable d’induire la formation d’un deuxiéme embryon sur les tissus
hotes. Des centres organisateurs ont ensuite été identifiés chez d’autres organismes (Niehrs
2004; Gilbert & Barresi 2018). Comme ceux des vertébrés, I’organisateur de 1’hydre induit la
formation d’un axe secondaire apres greffe sur une hydre hote (Browne 1909). Cependant,
contrairement a 1’organisateur formé pendant la gastrulation chez les vertébrés, qui est une
structure transitoire servant juste pour le développement (Gilbert & Barresi 2018), celui de
I’hydre est actif en continu dans les tissus adultes. Comme les cellules de I’hydre sont en
constante prolifération et déplacement, un mécanisme de patterning actif chez I’adulte est
nécessaire, afin de fournir aux cellules leur nouvelle information de position. Pendant la
régénération et le bourgeonnement, les deux organisateurs sont formés de novo a partir de tissus
somatiques et déterminent la polarité de I’hydre en formation.

La présence d’un centre organisateur chez I’hydre a ét¢ découverte par Ethel Browne en 1909,
15 ans avant Spemann (1924). Elle n’a pas utilisé les mots ‘organisateur’ et ‘induction’ mais
ses découvertes illustrent ces deux concepts. En effet, la greffe de I’hypostome, de la partie
orale du polype en régénération, ou I’extrémité d’un bourgeon, induit la formation d’un
deuxieme axe a n’importe quel niveau du corps. Pour déterminer 1’origine du deuxi¢éme axe,
Browne tire parti d’ Hydra viridissima, dont les cellules endodermiques contiennent des algues
vertes en symbiose. En transplantant des cellules pigmentées sur une hydre dépigmentée
artificiellement, elle montre que le deuxiéme axe se forme a partir des cellules de 1’hote
(Fig.26). Il s’agit donc bien d’un cas d’induction (Browne 1909). 17 ans plus tard, Rand (1926)
poursuit les expériences de greffes sur Hydra oligactis. En comparant I’efficacit¢ de greffes
apicales dans I’induction d’un axe secondaire sur des hoétes intacts et décapités, il met en
évidence les deux actions opposées de 1’organisateur de la téte : un composant activateur
favorisant la différenciation apicale, et un composant inhibiteur empéchant la formation de tétes
ectopiques (Rand et al. 1926).

L’induction par I’hypostome n’a lieu que dans le cas de transplantation d’un petit fragment de
tissus. Apres transplantation d’un grand fragment (1/8 de 1’hydre), celui-ci forme bien un
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deuxiéme axe (MacWilliams 1983a), mais ne recrute pas les cellules de 1’hdte (Broun & Bode
2002). L’organisation du deuxiéme axe dépend de I’activité auto-organisatrice du tissu greftfe.

D’apres le modele Gierer-Meinhardt (1993), 1’organisateur de la téte sécréte deux
morphogenes : I’activateur de la téte agissant a courte distance et favorisant la structure le
sécrétant, et ’inhibiteur de la téte agissant a longue distance pour empécher la formation de
tétes ectopiques (Fig.27) (voir section I1.2.1 de I’Introduction). De nombreuses études ont eu
lieu afin de les identifier. McWilliams (1983 a, b) a caractérisé, grace a une approche de greffes
de polypes, les propriétés de I’activateur et I’inhibiteur de la téte. Concernant I’activateur, il
détermine que ce dernier apparait 10 a 12h aprés amputation au milieu du corps, au niveau des
deux zones en régénération (orale et aborale), et que son expression est retreinte a I’extrémité
régénérant la téte dans les premicres 24h. L’activateur de la téte reste présent pendant la
formation de la téte et une fois celle-ci formée (MacWilliams 1983a). Concernant I’inhibiteur
de la téte, celui-ci est dégradé rapidement aprés amputation. En effet, I’inhibiteur a une demi-
vie de 2 a 3h, ce qui permet la formation d’un nouvel organisateur apres décapitation. Celui-ci
peut se former uniquement dans les tissus ayant un fort ratio activateur/inhibiteur. L’activité de
I’inhibiteur de la téte revient lentement, au bout de 24h (MacWilliams 1983b). Le pied a
¢galement un centre organisateur sécrétant un activateur et un inhibiteur (Fig.27).

Le role de la voie de signalisation Wnt/B-caténine dans la régénération de la téte de I’hydre est
connu (Hobmayer ef al. 2000; Technau et al. 2000; Broun 2005; Chera et al. 2009; Lengfeld et
al. 2009), faisant de ses composants des candidats potentiels dans la mise en place de
I’organisateur de la téte. En effet, de nombreux composants de la voie Wnt canonique, comme
différents ligands Wnt, le facteur de transcription 7cf, et la protéine B-caténine, sont localisés a
I’hypostome et présentent une expression dynamique au cours de la régénération au niveau du
pole oral en reformation (Hobmayer et al. 2000; Lengfeld et al. 2009). La S-caténine est
exprimée dans les cellules épithéliales de tout 1’animal, mais localisée dans le noyau
uniquement au niveau de I’hypostome (Broun 2005). La suractivation de la voie Wnt canonique
par inhibition de la GSK-3f par traitement a I’alsterpaullone ou I’azakenpaullone entraine la
translocation de la S-caténine dans les noyaux tout le long du corps et la formation de tétes
ectopiques (Broun 2005; Iachetta et al. 2018). Le traitement induit également 1’expression de
geénes associés a 1’extrémité orale comme HyBral, HyWnt et HyTcf tout le long du corps, et
confeére a n’importe quelle partie du corps la capacité d’induire un axe secondaire (Broun 2005).
Dans les cas de régénération a partir d’agrégats de cellules, des clusters de cellules exprimant
Wnt3 se forment avant ’apparition des axes des polypes régénérés (Technau et al. 2000).

Le ligand Wnt3 a été identifié comme étant un bon candidat pour le réle d’activateur de la téte
(Hobmayer et al. 2000; Lengfeld et al. 2009; Nakamura et al. 2011). En effet, il remplit les
criteres de ’activateur définis par Gierer et Meinhartd. Wnt3 bien est exprimé a I’extrémité
orale dans I’hydre intacte et rapidement ré-exprimé dans I’extrémité régénérant la partie orale
aprés amputation. Un traitement avec la protéine recombinante Wnt3 permet d’augmenter la
capacité de régénération de la lignée reg-16 d’ Hydra magnipapillata (lignée avec capacités de
régénération réduite (Achermann & Sugiyama 1985), et n’exprimant pas Wnt3 a I’extrémité
orale en régénération (Hobmayer et al. 2000)). De plus, I’expression de Wnt3 s’autoamplifie
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Figure 26 : Greffes d’hydra viridissima verte et blanche réalisées par Ethel Browne (1909).
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Figure 26 : Greffes d’hydra viridissima verte et blanche réalisées par Ethel Browne (1909)
(1égende).

Hydra viridissima vie en symbiose avec des algues vertes. Il est possible de la dépigmenter en
provoquant I’expulsion des symbiontes.

(42) Greffe d’un tentacule blanc avec péristome (hypostome) au milieu d’une hydre verte.
(43) Grefte d’un tentacule blanc avec péristome au niveau du pied d’une hydre verte.

(44) Grefte d’un tentacule vert sans péristome sur d’une hydre verte.

(45) Greffe d’un tissu vert sans péristome sur une hydre verte.

(46) Greffe d’une hydre verte sur une hydre verte.

(47) Grefte d’un pied vert sur une hydre blanche.

(48) Greffe d’un tissu vert avec polarité inversée sur une hydre blanche.

Tiré de Browne (1909).

Head organizer
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Yy =
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Figure 27: Le patterning de I’axe primaire de I’hydre dépend de deux centres
organisateurs.

Le centre organisateur de la téte sécréte I’activateur de la téte (HA) et I’inhibiteur de la téte
(HI). Le centre organisateur du pied sécréte ’activateur du pied (FA) et 'inhibiteur du pied
(FD). Les activateurs amplifient leur propre expression et celle de leur inhibiteur.

Tiré de Vogg et al. (2019)
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grace a une boucle de rétrocontrole autocatalytique (Nakamura et al. 2011). Un €élément cis-
régulateur du promoteur de Wnt3, sur lequel TCF se fixe (Nakamura et al. 2011) permet
I’augmentation de ’expression de Wnt3 quand la voie Wnt/f-caténine est activée : Wnt3 est
bien exprimé de fagon ectopique suite a un traitement a 1’alsterpaullone (Broun 2005).

D’autres signaux jouent un role dans la mise en place de 1’organisateur. Il a ét¢ montré que
diverses protéines kinases (STK, PI3K, MEK, ERK) sont nécessaires pour le développement
de I’organisateur de la téte (Arvizu et al. 2006) et que la voie TGF-f joue un role dans la mise
en place de I’axe (Reinhardt ef al. 2004; Rentzsch et al. 2007). En revanche, les i-cells ne sont
pas nécessaires a la formation de 1’organisateur (Marcum & Campbell 1978). En effet, une
hydre sans i-cells régénere la téte avec la bonne polarité¢ AP et I’hypostome conserve la capacité
d’induction. De plus les génes impliqués dans la formation de I’organisateur sont toujours
exprimés dans la téte, méme si la prolifération est bloquée (Buzgariu et al. 2018).

Apreés une coupe transversale au milieu de la cavité gastrique, 1’organisateur est mis en place
uniquement au pole oral. La voie MAPK/CREB est activée du coté antérieur, ce qui induit
I’apoptose de ce coté dans la zone proche de la zone de coupure (Kaloulis ef al. 2004; Chera et
al. 2009). L apoptose est indispensable et suffisante pour déclencher la régénération de la téte,
mais pas celle du pied (Chera et al. 2009). L’induction par choc thermique de 1’apoptose sur la
moitié orale régénérant le pied entraine la formation de 1’organisateur de la téte et donc la
régénération de la téte (Chera ef al. 2009). Les cellules en apoptose sont des i-cells. Elles
relachent des signaux dans les tissus, dont Wnt3 entrainant la translocation nucléaire de la -
caténine dans les cellules voisines en phase S. L’activation de la voie Wnt/B-caténine dans ces
cellules déclenche un phénomeéne de prolifération compensatoire en réponse a I’apoptose dans
la zone adjacente a la zone de coupure, et la formation de 1’organisateur de la téte (Chera ef al.
2009). Apres décapitation, la situation est différente, Wnt3 est sécrété directement par les
cellules épithéliales.

L’inhibiteur de la téte est le deuxiéme composant important du centre organisateur. Sa présence
a été révélée par le fait que le taux de succes d’induction de 1’axe secondaire est proportionnel
a la distance entre ’hypostome greffé et la téte. De plus, la fréquence d’induction du deuxiéme
axe augmente quand le polype hote est décapité (Webster 1971; MacWilliams 1983b). Un
inhibiteur de la téte a été identifié¢ récemment, le FT sp5 (Vogg et al. 2019). Sp5 a bien certaines
des caractéristiques de I’inhibiteur définies par Gierer et Meinhardt. En effet, il est régulé de
facon positive par I’activateur Wnt3, et fortement exprimé au niveau de la téte (Vogg et al.
2019). Son expression au pdle régénérant la téte augmente des le premier jour de régénération,
mais apres Wnt3, ce qui est nécessaire a la reformation du centre organisateur (Vogg et al.
2019). Chez I’hydre, sp5 antagonise I’activateur en réprimant directement le promoteur de Wnt3
(Vogg et al. 2019), un role qui a également été observé chez les cellules souches embryonnaires
humaines (Huggins et al. 2017), indiquant une conservation de 1’interaction Wnt3-Sp5. Sp5
empéche la formation de la téte et son inhibition par RNAi conduit a la formation d’axes
ectopiques dans les hydres non disséquées et apres bissection (Vogg 2019). 11 y a cependant
quelques différences avec les caractéristiques de I’inhibiteur supposées par Gierer et Meinhardt.
En effet, spS est absent de la partie la plus apicale de ’hypostome, ou 1’activité de Wnt3 est
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maximale. De plus, sp5 est un FT, donc ne diffuse probablement pas, ou trés peu (Vogg et al.
2019). Sp5 pourrait en revanche activer des geénes codant pour des peptides capables de diffuser
dans les tissus et d’inhiber la formation de la téte (Vogg et al. 2019). Dans ce cas-1a, I’inhibiteur
de la téte serait formé par le couple spJ - peptide.

I11.2.2. Hydractinia : un modéle hydrozoaire colonial

Le genre Hydractinia rassemble une trentaine d’espeéces d’hydrozoaires marins de la famille
des Hydractiniidae se retrouvant sous forme polype au stade adulte. Deux especes ont été
développées comme organisme modele : I’espece européenne Hydractinia echinata et 1’espéce
américaine Hydractinia symbiolongicarpus (Frank et al. 2001). Toutes deux vivent fixées sur
des coquilles de bernard-I’hermite. A la différence du polype d’hydre, Hydractinia vie en
colonies. Les individus (zoides) sont connectés par des stolons leur permettant de partager la
cavité gastrovasculaire, distribuant la nourriture a travers toute la colonie, ainsi que le systéme
nerveux et les cellules souches (Gahan et al. 2016). Cette communication permet la
spécialisation des polypes. Il en existe quatre types: les polypes nourriciers, appelés
gastrozoides, sont les seuls a posséder une bouche et des tentacules ; les polypes reproducteurs
appelés gonozoides, portent les gonophores ; les deux types de polypes défensifs sont appelés
dactylozoides et tentaculozoides (Fig.28.A) (Sanders et al. 2014). Bien que
morphologiquement différents, les zoides, issus de reproduction asexuée, sont génétiquement
identiques.

Comme I’hydre, Hydractinia est un hydrozoaire ayant perdu la phase méduse. Les gameétes sont
produits par les gonophores des colonies male et femelle (Fig.28.B). La ponte est induite par la
lumiére (Frank et al. 2001). Trois jours apres fécondation, la larve planula peut se fixer a un
substrat et se métamorphoser (Frank et al. 2001). La métamorphose est déclenchée par les
bactéries présentes sur la coquille des gastropodes ou le chlorure de césium au laboratoire
(Frank et al. 2001). Elle donne naissance a un polype primaire, produisant tout d’abord un
stolon sur lequel vont bourgeonner de nouveaux polypes. La colonie est en expansion constante,
sans aucun signe de vieillissement visible (Gahan et al. 2016). Elle est mature au bout de
plusieurs mois.

Les polypes sont petits, transparents et peuvent grandir fixés sur une lame de microscope, ce
qui rend possible le suivi de populations de cellules par imagerie in vivo. Un autre avantage du
polype d’ Hydractinia comme mod¢le de biologie du développement est la présence d’outils de
perturbation de I’expression des geénes. Il est possible de réaliser des pertes de fonction par
RNAIi (Duffy et al. 2010; Millane et al. 2011), morpholinos (MO) (Kanska & Frank 2013),
mutagenese par CRISPR/Cas9 (Gahan et al. 2017); et des surexpressions par transgenése ou
injection d’ARNm (Gahan et al. 2016; Sanders et al. 2018). Hydractinia echinata, et
maintenant principalement I’espéce américaine Hydractinia symbiolongicarpus, ont été étudié
entre autres pour leurs mécanismes d’alloreconnaissance. Les colonies d’Hydractinia
s’étendent par croissance des stolons sur le substrat jusqu’a occuper tout 1’espace disponible.
Suite a un contact entre deux colonies, deux types de réponses ont lieu: la fusion si les colonies
sont histocompatibles qui se traduit par la formation d’une cavité gastrovasculaire continue
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Figure 28 : Le polype colonial Hydractinia.

(A) Dessin illustrant le polymorphisme de la colonie Hydractinia symbiolongicarpus
Tiré de Sanders et al. (2014).

(B) Cycle de vie d’Hydractinia echinata

Tiré de Bradshaw et al. (2015).
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entre les deux colonies, ou le rejet consistant a recruter et décharger des nématocytes a la zone
de contact (review: (Rosengarten & Nicotra 2011)). Les deux génes controlant
I’alloreconnaissance ont ¢été identifiés: alrl et alr2 codant pour des protéines
transmembranaires. Les colonies partageant un méme allele sur les deux loci fusionnent, tandis
que des alleles différents entrainent une réaction de rejet. D’autres mécanismes entrent
probablement en jeu car des colonies partageant les mémes alléles se rejettent parfois (review :
(Rosengarten & Nicotra 2011)).

Hydractinia posséde les cellules souches multipotentes caractéristiques des hydrozoaires, les i-
cells. Ces derni¢res sont situées dans les espaces entre les cellules épithéliales. Dans les
gastrozoides et les gonozoides, elles sont localisées en une bande dans I’ectoderme de la moitié¢
inférieure, tandis que dans les stolons, elles sont distribuées de fagon ubiquitaire (Rebscher et
al. 2008; Bradshaw et al. 2015). A la différence de 1’hydre, les i-cells d’Hydractinia donnent
aussi naissance aux cellules épithéliales, (Miiller ez al. 2004; Kiinzel ef al. 2010). Kiinzel et al.
(2010) ont tiré parti des capacités de fusion entre deux colonies et de la possibilité de créer des
lignées transgéniques pour identifier les dérivés des i-cells. Une lignée transgénique exprimant
la GFP dans les cellules épithéliales a été mise en contact avec une lignée non marquée
histocompatible. Dans la lignée ‘donneur’, les cellules GFP+ sont stationnaires. La présence
de cellules épithéliales GFP+ dans les stolons de la colonie hote indique une migration d’i-cells
n’exprimant pas la GFP entre les deux colonies, qui s’intégrent dans I’épithélium et se
différencient en cellules épithéliales GFP+ (Kiinzel et al. 2010).

Les capacités de régénération d’Hydractinia sont connues depuis plus d’un siécle. En 1900,
Peebles publie ses observations sur la capacité des gastrozoides et gonozoides a régénérer leur
téte apres ablation (Peebles 1900). Un polype complet peut aussi régénérer a partir d’ un agrégat
de cellules de polype (Miiller ef al. 1986). Les étapes de régénération de la téte d’un gastrozoide
apres décapitation ont été décrites en détails par Bradshaw et al. (2015). Le polype est isolé de
la colonie par une coupe au niveau du pied avant décapitation, il est donc blessé aux deux
extrémités (Fig.29). La premicre étape est la cicatrisation des deux extrémités dans les six
premiéres heures. Les blessures sont refermées par extension des cellules épithéliales, sans
prolifération. Au bout de 24h, un blasteme est formé a I’extrémité orale uniquement par
prolifération et migration des i-cells, qui commence a former aprés 48h la bouche et les
tentacules. Au bout de 96h, les gastrozoides peuvent de nouveau attraper les proies. Les
neurones et nématocytes qui étaient absents de 1’extrémité orale aprés décapitation sont
régénérés de novo pendant la différenciation des structures de la téte (Fig.29). La régénération
et la formation du blastéme sont bloquées par I’élimination des i-cells (mitomycine C ou
irradiation des polypes), indiquant que ces derniéres sont indispensables a la régénération
(Miiller et al. 2004; Bradshaw et al. 2015).
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Figure 29 : Régénération de la partie orale chez Hydractinia echinata.

(A) Schéma de la dissection réalisée. Le gastrozoide est isolé du stolon puis décapité.

(B) Etapes de la régénération sur polype vivant.

(C) — (F) Immunohistologie de polypes en régénération, tubuline acetylée en vert, phalloidine
en rouge, dapi en bleu. Abréviations : Nem : nématocyte, Neur : neurone.

Tiré de Bradshaw et al. (2015).
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Malgré la présence de blessures aux deux extrémités du polype, le blasttme se forme
uniquement du co6té oral. Il existe donc un mécanisme maintenant la polarité du polype. La voie
Wnt/B-caténine controle la formation de 1’axe oral-aboral chez Hydractinia au cours du
développement, et détermine la position du pole oral du polype pendant la métamorphose
(Plickert et al. 2006). Cette voie Wnt ‘canonique’ joue également un rdle pendant la
régénération. Apres amputation d’un polype au milieu du corps, Wnt3, Tcf, Fzl sont tout d’abord
exprimés a la zone de coupure sur les deux moitiés. Leur expression du coté du pied est
transitoire, elle disparait au bout de 6h, tandis que 1’expression de Wnt3, Tcf, FzI du coté oral
est maintenue (Miiller ez al. 2007). L’expression de Wnt3 du coté oral précede la différenciation
des structures de la téte (Duffy et al. 2010). La sur-activation de la voie Wnt/B-caténine pendant
la régénération, par inhibition de GSK-3f par traitement au LiCl ou a ’azakenpaullone, entraine
la régénération d’une deuxieme téte du coté aboral, suivie par le remplacement total des
structures aborales par des tentacules (Miiller et al. 2007; Duffy et al. 2010). Au contraire
I’inhibition de la voie Wnt canonique par diminution de I’expression par RNAi de Wnt3 ou Tcf
inhibe la régénération de la téte (Duffy et al. 2010).

Le stolon est également régénéré selon un processus différent de celui permettant la
régénération de la téte du polype (Fig.30) (Bradshaw et al. 2015). Aprés cicatrisation de la
blessure au pdle aboral du polype, les structures de la téte régressent jusqu’a disparaitre
totalement, puis le corps s’allonge et se ramifie. De nouveaux polypes apparaissent sur le stolon
régénéré. Deux arguments permettent d’affirmer qu’il s’agit bien d’un stolon : la sécrétion de
chitine, spécifique du stolon (Lange & Miiller 1991) et la distribution des i-cells, réparties
partout dans 1’épiderme, correspondant bien a celle d’un stolon. Seuls les jeunes polypes sont
capables de régénérer le stolon directement a partir de 1’extrémité aborale (Miiller et al. 1986).
Chez les polypes plus agés, des bourgeons de stolon a I’extrémité aborale ont été observés
seulement chez des polypes incubés dans le RNAi1 Wnt3, n’ayant pas régénér¢ la téte (Duffy et
al. 2010), ce qui indique un rdle potentiel de Wnt3 dans I’inhibition de la formation du stolon.
Ceci est cohérent avec I’expression de Wnt3 au cours de la régénération du stolon, qui diminue
en paralléle de la régression des structures de la téte, et est exprimé de nouveau a I’extrémité
orale des nouveaux polypes en bourgeonnement (Bradshaw et al. 2015).

111.2.3. Nematostella : un modéle anthozoaire

L’anémone de mer Nematostella vectensis appartient aux anthozoaires. Leur position
phylogénétique comme groupe frére des médusozoaires est particulierement informative pour
comprendre 1’évolution des cnidaires, les anthozoaires ayant conservé plus de caractéristiques
ancestrales que les hydrozoaires. Nematostella est un polype solitaire vivant dans les estuaires
du nord de I’Amérique (cote Atlantique et Pacifique) et de 1’Angleterre (Hand & Uhlinger
1994).

Le systeme digestif de Nematostella est plus complexe que celui des polypes hydrozoaires
(Fig.31). La bouche, située au pole oral et entourée par les tentacules, débouche sur le pharynx,
qui s’ouvre sur la cavité gastrique. Celle-ci est compartimentée par huit mésenteres formant des
replis dans la paroi. Ces derniers portent les cellules digestives, glandulaires et les gonades
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(Fig.31). Chez les juvéniles, les huit sont déja présents mais deux uniquement portent les
gonades (Leclére & Rentzsch 2014). Chez les adultes, les huit mésentéres produisent les
cellules germinales. La cavité gastrique contient également des nématosomes, des agrégats de
cnidocytes circulant librement (Williams 1979). Au niveau du pied, le physa est utilis¢ comme
organe fouisseur, permettant au polype de s’enterrer dans les sédiments. Un axe secondaire
perpendiculaire au premier est visible par la présence du siphonoglyphe localisé d’un seul coté
du pharynx et la position des muscles rétracteurs des mésenteres. Certains génes impliqués dans
le patterning DV des bilatériens ont une expression asymétrique le long de 1’axe directif dans
le pharynx (ex. dpp (membre de TGF-f) dans le pharynx, (Finnerty et al. 2004)).

Nematostella se reproduit par reproduction sexuée et asexuée. Les individus male et femelle
peuvent pondre une fois par semaine. Dans des conditions favorables de nourriture, cycle jour-
nuit et température, une femelle peut pondre entre 100-600 ceufs par semaine (Fritzenwanker
& Technau 2002). Apres fécondation, la gastrulation a lieu par invagination, commengant au
pole animal au bout de 12 a 15h, formant une larve planula ciliée nageuse apres 36 a 48h. Celle-
ci s’allonge, forme le pharynx, les premiers mésentéres et quatre bourgeons de tentacules avant
métamorphose. La métamorphose a lieu au bout de sept jours. Contrairement a d’autres especes
de cnidaires, elle n’est pas déclenchée par le substrat (Miiller & Leitz 2002). Les juvéniles ont
quatre tentacules uniquement, les autres (12 supplémentaires au maximum) apparaissent
pendant la croissance (Hand & Uhlinger 1992; Reitzel et al. 2007; Layden et al. 2016). Les
individus sont matures aprés trois mois (Hand & Uhlinger 1992). La forme adulte peut
¢galement étre issue de reproduction asexuée. La forme la plus fréquente est la fission
transverse (Hand & Uhlinger 1995; Reitzel et al. 2007)) : la séparation en deux parties d’un
animal adulte a partir d’une constriction dans la région aborale, et régénération des parties
manquantes. La reproduction asexuée peut aussi prendre la forme de I’inversion de polarité
(Reitzel et al. 2007): le développement d’une té€te au niveau du physum existant, puis
séparation des deux individus par fission transverse.

Nematostella a surtout été étudié pour le développement embryonnaire et larvaire (ex.
(Rentzsch et al. 2006, 2008; Rottinger et al. 2012; Leclére & Rentzsch 2014)). De nombreux
outils moléculaires sont maintenant disponibles : le génome est séquencé (Putnam et al. 2007),
des transcriptomes de différents stades du développement sont disponibles (Helm et al. 2013;
Tulin et al. 2013; Fischer et al. 2014), ainsi que des données issues de séquencage de cellule
unique (Sebé-Pedros et al. 2018). 11 est également possible de suivre la localisation in vivo de
différentes molécules, grace a I’injection d’ARNm (ex. P-caténine couplée a la GFP
(Wikramanayake et al. 2003)) et I’établissement de lignées transgéniques (ex. mCherry sous le
controle du promoteur Myosin Heavy Chain type II, transgenése par méganuclease (Renfer et
al. 2010)). Des pertes et gains de fonction peuvent aussi étre réalisés par CRISPR et TALEN
(Ikmi et al. 2014).
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Figure 30 : Régénération du stolon chez Hydractinia echinata.

Photos de polype vivant isolés de la colonie se transformant en stolon puis régénérant des
gastrozoides.

Tiré de Bradshaw et al. (2015).

Figure 31 : Morphologie de Nematostella vectensis.

(A) Photo de Nematostella adulte.

Tiré de Layden et al. (2016).

(B) Organisation de la cavité¢ digestive d’un juvénile de Nematostella. Schéma en coupe
longitudinale et coupe transversale au niveau du pharynx et de la cavité gastrique. En bleu les
dérivés de I’ectoderme, en rouge les dérivés de I’endoderme, en jaune le pharynx et les filaments
septés issus de I’ectoderme. Abréviations : bw : paroi du corps, com. mes. : mésentére complet,
incom. mes. : mésentére incomplet, mes : mésentére, ph.ecto : ectoderme du pharynx, ph.
endo : endoderme du pharynx, sep. fil. : filament scepté.

Tiré de Steinmetz et al. (2017).
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Nematostella est capable de régénérer la partie orale aprés amputation de la téte sous la région
du pharynx (Fig.32) (Passamaneck & Martindale 2012; Bossert ef al. 2013; Amiel et al. 2015).
Les étapes de la régénération et le timing ne varient pas en fonction de I’age des animaux, mais
la régénération est plus rapide a une température plus élevée (Bossert ef al. 2013; Amiel et al.
2015). Les temps sont ceux donnés par Amiel et al. (2015), pour une régénération chez des
juvéniles a 22°C. Tout d’abord, la cicatrisation a lieu dans les six premiéres heures. Puis les
mésentéres entrent en contact avec le site d’amputation a 12hpd, accompagné par une
augmentation de la prolifération a la zone de coupure, et une activation de la transcription dans
le gastroderme et la région orale des mésentéres (Amiel ef al. 2015). A 48hpd, un espace se
forme entre les mésenteres et la zone de coupure. La prolifération et la transcription augmentent
massivement dans 1’ectoderme, le gastroderme, et la région orale des mésenteres utilisée pour
reformer le pharynx (Amiel et al. 2015; Passamaneck & Martindale 2012). A partir de 60h, la
régénération du pharynx commence, ce qui est marqué par une augmentation de
I’autofluorescence a 488nm (utilis¢é comme marqueur de la réapparition du pharynx par Amiel
et al. (2015)). La partie basale est formée aprés 72h, quand les bourgeons de tentacules se
forment. Jusqu’a 144hpd, le pharynx finit de régénérer, les tentacules ainsi que le polype
s’allongent (Fig.32). L’utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques de la transcription
(Actimomycin D) et de la prolifération (HU) bloquent la régénération respectivement juste
apres la cicatrisation (6hpd) et juste avant la régénération du pharynx (48hpd) (Passamaneck &
Martindale 2012; Amiel et al. 2015).

pLUTE] 48hpa 72hpa 96hpa 120hpa 144hpa 168hpa

N ¥ pha

N

4 tentacles

12 tentacles

Figure 32 : Régénération de la téte chez Nematostella.
Juvénile en haut, adulte en bas. Les fleches indiquent les bourgeons de tentacules, les

astérisques les tentacules régénérées.
Tiré de Amiel et al. (2015).

Le signal de transition entre la cicatrisation et la régénération, ayant pour conséquence le
déclenchement de la vague massive de prolifération nécessaire a la régénération, est donné par
le processus de cicatrisation (Passamaneck & Martindale 2012). En effet, un pulse de
nocodazole, perturbant la polymérisation et dépolymérisation des microtubules en se liant a la
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B-tubuline, entre 18 et 42h, bloque totalement la régénération. Méme aprés lavage de
I’inhibiteur, la prolifération ne redémarre pas. Une deuxiéme blessure permet cependant de
relancer la prolifération et la réponse régénérative. La voie ERK/MAPK est également
nécessaire a la régénération et a la cicatrisation chez Nematostella (DuBuc et al. 2014).
L’UO126 bloque la signalisation MAPK en inhibant la phosphorylation de la kinase ERK par
MEK (Favata et al. 1998). Un traitement a 1’'UO126 chez Nematostella aprés amputation
empéche de fagon réversible la cicatrisation et la régénération, et modifie I’expression de génes
exprimés au niveau de la blessure, comme le FT SoxEl et un inhibiteur de matrix
metalloproteinases (MMP). Grace a une approche de microarrays pendant la phase de
cicatrisation, DuBuc ef al. (2014) ont observé une augmentation de I’expression de geénes
modérateurs de la voie MAPK comme intégrine alpha et les protéines G, et aussi de geénes a
activité peptidase, de facteurs de croissance et de genes impliqués dans la réorganisation de
I’ECM (MMP, et inhibiteurs de MMP (TIMP)).

Comme chez les deux modeles polypes hydrozoaires, la voie Wnt/B-caténine est impliquée dans
la régénération du pole oral chez Nematostella (Trevino et al. 2011). L’incubation de moitiés
orales régénérant le physum dans I’alsterpaullone entraine la stabilisation de la B-caténine au
pole aboral et la régénération de la bouche et du pharynx au lieu du physum (Trevino et al.
2011). Dans les animaux traités régénérant la bouche a la place du physum, le marqueur aboral
anthox1 est réprimé. Une comparaison de transcriptomes des zones orales et aborales en
régénération révele une expression dynamique des ligands Wnt au c6té oral au cours de la
régénération indiquant un rdle potentiel de la voie Wnt/B-caténine dans la spécification des
différentes structures orales (Schaffer et al. 2016).

La bonne connaissance du développement embryonnaire de Nematostella permet une
comparaison directe de 1’utilisation des genes entre le développement et la régénération. Des
marqueurs exprimés au pdle oral et aboral pendant le développement sont exprimés au méme
pole pendant la régénération (Burton & Finnerty 2009). Nv-OtxC est exprimé dans les
précurseurs des cellules endodermiques pendant la gastrulation, puis majoritairement dans
I’endoderme au pole aboral pendant la suite du développement (Mazza et al. 2007). Au cours
de la régénération, Nv-OtxC est exprimé dans le physum (Burton & Finnerty 2009). Nv-foxA
(Martindale 2004) et Anthox-6 (Finnerty et al. 2004), exprimés dans les structures orales en
développement, le sont aussi pendant la régénération et la fission transverse (Burton & Finnerty
2009). Certains genes sont redéployés de facon différente pendant la régénération et le
développement. Les génes Anthoxla, Anthox7 et Anthox8 sont exprimés de fagon asymétrique
le long de ’axe secondaire pendant le développement (Finnerty et al. 2004), tandis qu’ils sont
exprimés sur tout I’endoderme pendant la régénération (Burton & Finnerty 2009). La base de
données NVERTx (Warner et al. 2018, 2019), combine des données transcriptomiques de
différents stades de régénération et des données transcriptomiques pendant le développement
embryonnaire de Nematostella (Helm et al. 2013; Fischer et al. 2014). Le regroupement de ces
données révele qu’une partie des genes utilisés pour le développement est réutilisée pour la
régénération ; mais que I’amputation entraine aussi I’activation de certains génes spécifiques a
la régénération (Warner et al. 2019).
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IT1.3. Capacités de régénération des méduses

Comparé aux capacités de régénération des polypes, étudiées depuis le XVIIIeme siecle, celles
des méduses sont pour I’instant encore mal connues. A cause de leur plus grande complexité
anatomique, les méduses ont longtemps ¢ét¢ considérées comme ayant des capacités de
régénération assez faibles. Il existe a I’heure actuelle peu de données sur les mécanismes
cellulaires et moléculaires permettant la régénération des structures complexes présentes chez
les méduses. Cette section synthétise les connaissances actuelles sur la réponse a la blessure
chez les méduses, ayant servie de base pour mon travail de thése.

I11.3.1. Morphologie de 1a méduse

La particularité de la méduse par rapport au polype est son mode de vie pélagique, nécessitant
un systeme locomoteur plus développé que celui du polype. La nage est assurée par I’ombrelle
en forme de cloche plus ou moins aplatie selon les espéces. Celle-ci est composée de plusieurs
couches de cellules : I’exombrelle du coté convexe et la sous-ombrelle du coté concave.
L’exombrelle et la sous-ombrelle sont séparées par la mésoglée, une couche épaisse acellulaire
composée principalement de glycoproteines. Au centre de I’ombrelle se situe I’organe digestif
regroupant la bouche et 1’estomac, appelé ‘manubrium’. Les nutriments sont distribués dans
I’ombrelle par un systéme de canaux reliant les organes principaux (manubrium, gonades et
bulbes tentaculaires) entre eux : des canaux radiaires et un canal circulaire situ¢ a la marge de
I’ombrelle.

Les muscles permettant la contraction de I’ombrelle se situent dans la sous-ombrelle, il s’agit
de muscles striés disposés de facon circulaire. Leur contraction permet de diminuer le volume
de la cavité de la sous-ombrelle, ce qui va expulser 1’eau et générer la force permettant une
accélération. Le retour a la forme de départ est assuré par le relachement des muscles et
1’¢lasticité de la mésoglée. La coordination des mouvements est assurée par le systéme nerveux,
composé¢ d’un réseau répandu dans I’ombrelle, ainsi que d’une condensation a la marge de
I’ombrelle ou sont situés les organes sensoriels, statocystes, ocelles ou rhopalies. Les
contractions rythmiques sont déclenchées par des neurones pacemaker (Satterlie & Nolen 2001;
Mackie 2004). La communication entre neurones, ainsi que la transmission du signal entre les
neurones et les muscles sont assurées par des synapses chimiques (Westfall ez al. 1971; Westfall
1973) utilisant des peptides RF-amide et RW-amide.

L’ombrelle des méduses hydrozoaires et scyphozoaires-cubozoaires est assez différente, ainsi
que le systeme générant les contractions (dichotomie observée par Romanes (1885)).

Caractéristiques des méduses d’hydrozoaires

Chez les méduses hydrozoaires, les muscles striés de la sous-ombrelle (Fig.33.A) responsables
des contractions rythmiques de I’ombrelle viennent de I’entocodon, une structure issue du
bourgeon de 1’ectoderme (Seipel & Schmid 2006; Kraus et al. 2015), localisée au début du
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développement de la méduse entre I’ectoderme et ’endoderme du polype. Le probléme de
I’homologie entre 1’entocodon et le mésoderme des bilatériens n’est pas résolu (homologie :
(Boero et al. 1998; Seipel & Schmid 2006), non homologie : (Martindale 2004)). Les fibres
musculaires sont connectées entre cellules adjacentes par des jonctions gap ce qui assure un
couplage électrique entre les cellules et ainsi des contractions simultanées (Satterlie 2002,
2008). Le vélum, un épithélium musculaire situé a la marge de I’ombrelle, augmente I’efficacité
de la propulsion en réduisant la taille de I’ouverture de I’ombrelle (Collins et al. 2006).

Chez les méduses hydrozoaires, les neurones sont condensés en deux anneaux nerveux localisés
a la marge de ’ombrelle (Fig.33.A) : ’anneau nerveux interne moteur, et ’anneau nerveux
externe sensoriel (Koizumi et al. 2015). Dans I’anneau moteur, les neurones sont connectés par
des jonctions gap, ce qui permet le passage du potentiel d’action dans tout I’anneau (Polyorchis,
(Spencer & Satterlie 1980)). Une petite portion de la marge de I’ombrelle est suffisante pour
générer les contractions.

Caractéristiques des méduses scyphozoaires et cubozoaires

Chez les scyphozoaires et les cubozoaires, les muscles striés sont issus de 1’ectoderme de la
sous-ombrelle. Chez Chrysaora, les muscles striés de 1’éphyrules sont produits de novo
indépendamment de ceux du polype (Helm et al. 2015). Le muscle strié circulaire est appelé
muscle coronal (Fig.33.B) (Satterlie ef al. 2005; Helm et al. 2015). Les cubozoaires possedent
un vélarium jouant un réle similaire au vélum des hydrozoaires. La contraction des muscles est
initiée par des pacemakers situés dans les organes sensoriels, les rhopalies, localisés a la marge
de I'ombrelle (Fig.33.B). Les cubozoaires en ont quatre, les scyphozoaires un multiple de
quatre. Celles des cubozoaires sont les plus complexes : elles contiennent chacune six yeux
(deux yeux camérulaires, deux yeux de type fente (‘slit eye’) et deux de type puits (‘pit eye®)
(Nilsson et al. 2005)) et un statocyste assurant I’orientation constante de la rhopalie. Elles sont
¢galement le siege du systéme nerveux rhopalial (Parkefelt et al. 2005; Skogh et al. 2006;
Parkefelt & Ekstrom 2009) impliqué dans I’intégration des informations visuelles et la
génération du signal pacemaker qui initie les contractions de I’ombrelle (Satterlie 1979, 2002).
L’ablation des rhopalies est suffisante pour stopper les contractions (Romanes 1885). Chez
certaines cuboméduses, le pacemaker est controlé par les signaux venant des photorécepteurs
(Garm & Bielecki 2008; Garm & Mori 2009; Stockl et al. 2011). L’intégration des signaux
visuels permet des comportements complexes tels que I’évitement des obstacles (Garm et al.
2007) et I'utilisation d’indices visuels terrestres pour la navigation a travers les mangroves
(Garm et al. 2011).
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A. Méduse hydrozoaire : Lizzia sp.

Muscles striés

Phalloidine, Tubuline tyrosynée, Hoechst Phalloidine

B. Méduse scyphozoaire (ephyrule) : Pelagia noctiluca

Muscles striés

Phalloidine, Tubuline tyrosynée, Hoechst Phalloidine

Figure 33 : Morphologie de méduses hydrozoaires et scyphozoaires.

Anneaux nerveux

Tubuline tyrosynée

Rhopalie

Tubuline tyrosynée

(A) Méduse hydrozoaire Lizzia sp. collectée dans le Gullmarsfjord a partir du Sven Lovén
Centre for Marine Sciences (Kristineberg, Suéde). Marquage immunohistologique tubuline

tyrosylée en rouge, marquage a la phalloidine en vert et au hoechst en bleu.

(B) Ephyrule de Pelagia noctyluca. Marquage immunohistologique tubuline tyrosylée en

rouge, marquage a la phalloidine en vert et au hoechst en bleu.
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I11.3.2. Régénération et transdifférentiation

Les méduses contiennent deux systemes d’organes qu’elles sont capables de régénérer : le
systéme nerveux localisé principalement a la marge, et le systeme digestif parfois associé au
systéme reproducteur.

Régénération du systéme nerveux sensoriel et moteur

Chez les méduses hydrozoaires, des portions de marge, incluant canal circulaire, vélum et
tentacules, régénerent (Gonionemus vertens (Hargitt 1897), Clytia hemisphaerica (ancien nom :
Campanularia jonstoni) (Schmid & Tardent 1971)). Chez Gonionemus vertens, des résultats
contradictoires ont été¢ obtenus sur la régénération de la marge apres ablation totale : une
régénération de la marge compléte avec formation de nouveaux tentacules a pu étre observée
par Hargitt (1902), mais pas par Morgan (1899). Les variations peuvent étre expliquées par le
fait que les méduses utilisées sont péchées et non cultivées en laboratoire. Les méduses
scyphozoaires sont également capables de régénérer la marge ainsi que les organes sensoriels,
en partie (Rhizostoma pulmo (Hargitt 1904)), ou en totalité (Cassiopea xamachana (Zeleny
1907; Stockard 1908)). En revanche, 1’éphyrule de la méduse scyphozoaire Mastogias papua,
n’est pas capable de régénérer en totalité les parties enlevées : pour quatre bras 6tés, au plus
deux sont régénérés (Okada 1927).

Certains organes sensoriels, localisés a la marge de I’ombrelle sont bien régénérés. Chez
I’hydrozoaire Cladonema radiatum, les yeux ectodermiques présents sur les bulbes
tentaculaires sont régénérés apres ablation compléte en 10 a 15 jours (Weber 1981). Ces yeux
ont une structure assez complexe, ils sont composés d’une lentille comprenant trois types
cellulaires différents (des cellules basales, des cellules pigmentées et des cellules
photoréceptrices) enveloppée par une rétine et une cornée. La régénération suit des étapes
similaires au développement. Une fois la blessure refermée et la mésoglée réparée, les cellules
servant a la régénération forment un primordium organisé de facon concentrique (Fig.34).
L’origine de ces cellules n’est pas connue. Il peut s’agir, soit de cellules interstitielles, soit de
cellules de I’ectoderme des bulbes dédifférenciées. Au bout de 24h, les cellules épithéliales
acquierent une vacuole et reforment la cornée. Des cellules sensorielles présomptives sont déja
visibles, venant des cellules formant le primordium. Elles se différentient au bout de trois a six
jours, en méme temps que les cellules pigmentées contenant la mélanine (Fig.34) (Weber 1981).

Les scyphozoaires (Rhizostoma pulmo (Hargitt 1904)) et cubozoaires (7Tripedalia cyctophora
(Stamatis et al. 2018)) régénérent les rhopalies apres ablation. Chez Tripedalia, 1’ablation d’une
rhopalie est suivie d’une augmentation de la prolifération au bout de 48h, précédant un
changement de morphologie aprés quatre jours. La densité¢ de cellules augmente et la cavité
gastrovasculaire se forme. Les premiers pigments et neurones différenciés, synthétisant les
peptides RF-amide et FMRF-amide, apparaissent alors. Deux jours plus tard, le cristal est séparé
de I’épiderme et du gastroderme par la mésoglée. Les photorecepteurs apparaissent, ainsi que
le signal pacemaker. Au bout de huit jours, les six yeux sont présents, les deux yeux
camérulaires ayant déja une lentille. L’apparition des neurones géants synthétisant le peptide
FMRF-LIR est corrélée avec une augmentation de la fréquence du signal pacemaker. Au bout
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Figure 34 : Régénération des ocelles chez Cladonema radiatum.

Représentation schématique des étapes de la régénération des ocelles, reconstruction a partir de
sections semi-fines et de microscopie électronique a travers 1’ocelle. Quatre stades sont
représentés : (a) 6hpd, (b) 24hpd, (c) 3-4 jours, (d) 10-15 jours apres ablation de 1’ocelle.
Abréviations : BC : cellule basale, CO : cornée EC : cellules épithéliales, LB : corps de la
lentille, MES : mésoglée, MV : microvillosités des photorecepteurs, PC : cellules pigmentées,
RC : cellules de régénération, SC : cellule sensorielle

Tiré de Weber (1981).
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de deux semaines, la rhopalie régénérée a une morphologie similaire a celle des rhopalies
originales. Elle est bien fonctionnelle : capable de capter les signaux lumineux et de déclencher
les contractions de I’ombrelle.

Régénération du systéme digestif et reproducteur

La régénération du manubrium apres ablation a été documentée chez les méduses hydrozoaires
Gonionemus vertens (Hargitt 1897, 1902; Morgan 1899), Obelia geniculata, Clytia
hemisphaerica (précédemment appelée Phialidium variabile et Campanularia johnstoni)
(Neppi 1917; Schmid 1974a) et Podocoryne carnea (Schmid 1974a), ainsi que chez les
scyphozoaires Rhizostoma pulmo (régénération de bras oraux uniquement (Hargitt 1904)),
Cassiopea xamachana (Zeleny 1907; Stockard 1908) et Mastogias papua (Okada 1927).

Chez Gonionemus vertens, le manubrium est régénéré en quatre a dix jours apres ablation. Tout
d’abord le trou causé par la dissection se referme, entrainant la reconnexion de ses quatre
canaux radiaires au centre de I’ombrelle. La cavité gastrique se forme au point de jonction des
canaux puis s’ouvre (Hargitt 1897, 1902; Morgan 1899). Si le manubrium ainsi que la partie
centrale des canaux radiaires est 6tée, les canaux grandissent tout d’abord jusqu’au centre, avant
que la régénération du manubrium soit initiée au point de jonction de ces derniers (Morgan
1899). Le manubrium est donc systématiquement régénéré au centre de I’ombrelle, sur un canal
radiaire. Chez la méduse Clytia hemisphaerica, le manubrium est bien régénéré sur un canal
radiaire si présent (Schmid & Tardent 1971). En revanche, il peut également étre régénéré sur
des fragments d’ombrelle ne contenant pas de systéme gastrovasculaire (Schmid & Tardent
1971). Le manubrium se forme alors a partir d’un cluster de cellules de la sous-ombrelle. La
sous-ombrelle, qui ne contient pas de cellules souches serait donc capable de reformer le
systéme gastrovasculaire. De fagon intéressante, chez Obelia geniculata et Clytia
hemisphaerica, le nombre de lobes du manubrium régénéré semble correspondre au nombre de
canaux radiaires auxquels il est attaché (Neppi 1917).

La régénération est parfois imparfaite, en effet des doubles manubriums ou manubriums
bifurqués ont été¢ observés dans 20% des cas de régénération par Hargitt (1902) chez
Gonionemus vertens. Les méduses sauvages péchées des especes Gonionemus vertens et
Oceania Languida possédent également parfois des doubles manubriums (Hargitt 1902). La
présence de plusieurs manubriums a été¢ observée dans des méduses péchées chez certains
hydrozoaires, tels que Stomobrachium mirabile, Clytia, Gastroblasta timida, Gastroblasta
raffaelei, Sarsia, Multioralis ovalis, Epenthesis folleata, Pseudoclytia pentata (Okada 1927).

Concernant les canaux radiaires reliés au manubrium, certaines méduses peuvent les régénérer,
comme Clytia hemisphaerica (Schmid & Tardent 1971) et Mastogias papua (Okada 1927).
Chez Clytia, une fois les canaux radiaires régénérés, les gonades sont régénérées sur ces
derniers (Schmid & Tardent 1971).

Un manubrium isolé peut survivre jusqu’a un mois, mais n’est pas capable de régénérer la partie
manquante de D’ombrelle (Gonionemus vertens (Hargitt 1897) et Cassiopea xamachana
(Stockard 1908)). Suite a 1’ablation du manubrium, la zone centrale de I’ombrelle chez le

83



scyphozoaire Cassiomea xamachana est régénérée (Stockard 1908), tandis que chez les
hydrozoaires Clytia hemisphaerica (Schmid 1974a) et Gonionemus vertens (Hargitt 1897), le
trou est refermé par contraction progressive de la zone de coupure.

Régénération du manubrium par transdifférenciation chez Podocoryne carnea

La source des cellules participant a la régénération est inconnue dans les exemples précédents.
Parmi les sources de cellules possibles détaillées dans la section 1.1 de I’Introduction, la seule
piste ayant été explorée chez les méduses est la transdifférenciation.

Chez la méduse Podocoryne carnea, le manubrium peut régénérer en partie par
transdifférenciation des cellules musculaires striées en culture, apres traitement a la collagénase
ou en combinaison avec des cellules endodermiques. L’ombrelle de Podocoryne se compose
de trois épithéliums : I’épiderme de I’exombrelle, séparé par la mésoglée de la sous-ombrelle,
composée de I’endoderme et des muscles striés circulaires. Chez Podocoryne, les muscles striés
sont présents dans toute la sous-ombrelle, et sont recouverts par une couche de muscles lisses
au niveau des canaux radiaires uniquement (Seipel & Schmid 2006). La couche de muscles
striés est composée uniquement de cellules musculaires striées reposant sur une ECM qui les
sépare de I’endoderme. Les fibres contractiles sont situées a la base de la cellule, le noyau en
périphérie. Les cellules sont reliées par des jonctions desmosome et gap (Mackie & Singla
1975). Elles ne se divisent pas (Schmid 1988).

La présence d’une ECM entre 1’endoderme et les muscles striés permet de les isoler
mécaniquement a la pince a partir d’un fragment interradiaire (quart de méduse ne contenant
pas de canal radiaire), ou par digestion de la mésoglée a la collagénase (Fig.35). Un fragment
de tissus isolé contient 200 a 400 cellules musculaires striées. Une coloration au rouge neutre,
qui est stocké dans les vacuoles des cellules endodermiques, permet de s’assurer de 1’absence
de ces derni¢res dans les fragments de muscles striés (Schmid ef al. 1982), et le DAPI, qui
colore moins les noyaux des cellules musculaires striées, permet de s’assurer de 1’absence de
contamination du fragment avec d’autres types cellulaires (Schmid & Alder 1984).

Ces cellules musculaires striées, apres traitement a la collagénase perdent les filaments
contractiles et se transdifférencient en d’autres types cellulaires. Dans les trois premiers jours,
les myofibriles sont dégradées, les cellules acquierent une vacuole, des flagelles, et des fibres
contractiles typiques des muscles lisses (Schmid 1974b; Schmid & Alder 1984). Cette
transformation a lieu en 1’absence de cycle cellulaire (Schmid 1975; Schmid & Alder 1984;
Alder & Schmid 1987), mais nécessite de la transcription et traduction (Weber et al. 1987).
Puis ces cellules se divisent en donnant naissance a une méme cellule musculaire lisse et une
cellule nerveuse synthétisant le peptide FMRF-amide (Fig.35) (Schmid & Alder 1984; Alder &
Schmid 1987). La division est nécessaire a I’apparition de cellules nerveuse (Alder & Schmid
1987). Cette dernicre ne se divise plus, tandis que la cellule musculaire continue de se diviser,
reformant les deux types cellulaires (Fig.35) (Alder & Schmid 1987). Les agrégats de cellules
ainsi formés survivent deux a trois semaines (Alder & Schmid 1987).
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Figure 35: Transdifférenciation des cellules musculaires striées chez la méduse
Podocoryne carnea.
Tiré de Schmid (1988).

85



Apres la premicre division, 20% des agrégats s’organisent en un endoderme et ectoderme
présomptif, séparés par une lame basale. Une deuxiéme division permet 1’acquisition d’un axe
proximo-distal visible par une orientation préférentielle de nage grace aux flagelles, ainsi que
I’apparition de nouveaux types cellulaires (cellules glandulaires, digestives, i-cells,
nématocytes...) (Fig.35) (Schmid & Alder 1984; Alder & Schmid 1987). La présence de
fragments de filaments de muscles striés, absent normalement, dans ces cellules, est une preuve
de transdifférenciation (Schmid & Alder 1984). La transformation en un autre type cellulaire
est faite sans dédifférenciation. Le régénérat formé prend la forme d’un petit manubrium
(Fig.35).

Dans le cas de la combinaison des muscles striés avec I’endoderme, la régénération suit les
mémes étapes : 1) transdifférenciation des muscles striés en muscles lisses, 2) séparation en
deux couches distinctes, 3) orientation de I’axe et apparition des différents types cellulaires.
Les nouveaux types cellulaires viennent principalement des muscles striés (Schmid 1976;
Schmid et al. 1982). La proportion de manubrium régénéré est plus élevée et le régénérat est
plus gros comparé a la régénération a partir de muscles striés seulement.

Le traitement a la collagénase, déstabilisant la mésoglée, est nécessaire pour déclencher la
transdifférenciation chez Podocoryne (Schmid 1978). La formation de flagelles sur des agrégats
de cellules musculaires striées isolées a été observée chez d’autres méduses (Sarsia tubulosa,
Leukartiara octona, Bougainvillia sp., Stomotoca atra, Polyorchis sp (Schmid 1978)). Les
cellules musculaires striées sont capables de migrer sur une ECM héte (Schmid et al. 1993).
Dans ces cas-1a, la transdifférenciation est également induite par un anticorps monoclonal fait
contre I’ECM de méduse, interférant avec les interactions cellules-ECM, ou un traitement de
I’ECM au periodate oxydant les carbohydrates et inhibant 1’adhésion des cellules a ’ECM
(Reber-Miiller et al. 1994). La transdifférenciation est donc surement causée par la perte de
I’attachement de la cellule a son substrat, par blocage des ligands de ’ECM ou des récepteurs
membranaires. La transdifférenciation est aussi induite par un traitement a la
dihydrocytochalasin, affectant le cytosquelette, ou au TPA activant la proteine kinase C (Kurz
& Schmid 1991).

Les cellules musculaires striées, capables de transdifférenciation pourraient permettre la
régénération du manubrium in vivo chez Podocoryne. Les capacités de transdifférenciation chez
les autres méduses sont pour I’instant inconnues.

I11.3.3. Restauration de la forme méduse aprés amputation

Les méduses possédent un autre type de plasticité intéressante : la capacité d’un fragment a
restaurer la forme en cloche typique de la méduse aprés amputation. Cette capacité a été décrite
chez les hydrozoaires Gonionemus vertens (Hargitt 1897, 1902; Morgan 1899), Obelia
geniculata (Neppi 1917) et Clytia hemisphaerica (Neppi 1917; Schmid & Tardent 1971).

Des demi-méduses Gonionemus vertens contractent tout d’abord la zone de coupure, ce qui va
permettre le rapprochement des deux bords du canal circulaire, et reformer en trois a cinq jours
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une méduse ayant une forme similaire a 1’originale et faisant la moiti¢ de la taille (Fig.36.A)
(Hargitt 1897, 1902; Morgan 1899). La forme est restaurée par une réorganisation des tissus
restants, et non pas par régénération de la moiti€ manquante, ce qui est visible par la réduction
de la taille de la méduse et la présence uniquement des deux canaux radiaires présents dans la
demi méduse. La restauration de la forme est aussi valable pour les quarts de méduses
(Fig.36.A) (Morgan 1899; Hargitt 1902). A I’exception de certains fragments de la marge de
I’ombrelle, pour lesquels la restauration de la forme est imparfaite (Morgan 1899), des
fragments de formes et d’origines diverses (Hargitt 1897) reforment systématiquement une
forme circulaire, conduisant Hargitt a supposer la présence d’une propriété intrinséque de
I’ombrelle a reformer la forme méduse, telle qu’une ‘prédisposition de cristallisation occulte’.

“That in a minute fragment [...] there seems to be an intrinsic potency to recast itself into
the morphological equivalent of the original [...]. So marked, indeed, was this tendency
that it almost seemed as if there were present some occult organic crystallization
prepotency, if such a phrase or comparison be tolerable.” (Hargitt 1897)).

Comme Gonionemus, un fragment de 1’ombrelle de Clytia peut restaurer rapidement sa forme
méduse (Fig.36.B) (Schmid & Tardent 1971).

Certaines méduses scyphozoaires ont aussi cette capacité de restaurer leur forme méduse. La
méduse scyphozoaire Mastogias papua, suite a 1’ablation de parties de la marge ou amputation
d’une moitié, restaure sa forme en cloche. La encore, les parties manquantes ne sont pas
régénérées, mais les parties restantes sont réorganisées, ce qui est visible par la diminution de
la taille de I’ombrelle (Okada 1927).

La restauration de la forme méduse se produit aussi au stade juvénile chez les scyphozoaires. Il
a été montré chez Aurelia aurita (Abrams et al. 2015), que 1’éphyrule aprés amputation est
capable de rétablir sa symétrie radiaire par un processus appelé symétrisation (Fig.37.A). Les
bras manquants ne sont pas régénérés, mais les bras restants sont réarrangés, rétablissant ainsi
la symétrie radiaire. La réorganisation des tissus est indépendante de la prolifération, de
I’apoptose et de la régénération des muscles. Elle dépend probablement des forces générées par
la contraction des muscles et a la réponse ¢élastique de la mésoglée (Fig.37.B). En effet, elle est
bloquée par I’inhibition de la contraction musculaire et accélérée par 1’augmentation de la
fréquence de contraction (Abrams et al. 2015). Le phénomene de symétrisation des éphyrules
a aussi €té observé chez d’autres scyphozoaires: Chrysaora pacifica, Mastigias sp.,
Cotylorhiza tuberculata (Abrams et al. 2015).
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Figure 36 : Restauration de la forme chez les méduses Gonionemus et Clytia.

(A) Dessins de quelques découpes de méduses réalisées par Morgan. (1) et (1°) Plan de coupe
en pointillés rouges. (2) et (2°) Demi-méduse ayant restauré la forme circulaire. (3) et (3°)
Médusoide issu de quarts de méduses. (4) Medusoide issu d’une portion plus petite qu’un quart.
Adapté de Morgan (1901).

(B) Diagrammes de coupes réalisées chez Clytia hemisphaerica et de la restauration de la forme
et des organes régénérés. Plan de coupe en pointillés rouges.

Adapté de Schmid & Tardens (1971).
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Figure 37 : Symétrisation chez I’éphyrule d’Aurelia aurita.

(A) Ephyrule entiére et restauration de la symétrie radiaire suite a I’amputation de trois bras.
(B) Modg¢le de symétrisation proposé par les auteurs. Les mouvements de nage provoquent des
forces de compression pendant la contraction et de répulsion sur les bras pendant la réponse
¢lastique de la mésoglée. Apreés amputation, ces forces entrainent le pivot des bras vers la zone
de moindre résistance qui est la zone de coupure. Les bras sont alors repoussés jusqu’a
restauration de la symétrie et de 1’équilibre des forces.

Tiré de Abrams et al. (2015).

Une fois la forme restaurée, certains organes manquants sont régénérés. Il semble exister une
hiérarchie dans la régénération des organes. En effet, chez Clytia le manubrium est toujours
régénéré en premier (Schmid & Tardent 1971). Gonionemus aussi régénére son manubrium si
absent, a la méme place que le manubrium d’origine (Hargitt 1902). Les hydroméduses
réussissent a régénérer un seul manubrium, tandis que chez les méduses scyphozoaires comme
Mastogias papua, un second manubrium est parfois régénéré (Okada 1927).

Dans tous les cas de restauration de la forme méduse, il est intéressant de noter que la symétrie
originale, tétraradiaire chez Obelia, Clytia et Gonionemus, n’est jamais restaurée (Fig.36). Les
canaux radiaires manquants du fragment sont rarement régénérés. Dans le cas des demi-
méduses Gonionemus, aucun n’a été régénéré dans les expériences d’Hargitt (1897) et Morgan
(1899), tandis qu’Hargitt (1902) a observé la régénération d’un seul canal supplémentaire. Chez
Clytia, certains sont régénérés et partent du manubrium régénéré (Schmid & Tardent 1971),
produisant des méduses tri- penta- ou hexa-radiées. Chez I’ephyrule d’Aurelia aussi, la méduse
adulte issue d’une éphyrule amputée qui a symétrisé conserve sa symétrie imparfaite, visible au
nombre plus faible de bras oraux (Abrams et al. 2015). Suite a ses observations de méduses
ayant restauré leur forme apres dissection mais conservant un nombre de canaux radiaires
inférieur aux méduses non disséquées, Hargitt (1897) en conclut que seule la forme en cloche,
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ainsi que la présence d’'un manubrium semblent étre vraiment importante pour la survie de la
méduse.

I11.3.4. Remodelage, régénération et cicatrisation chez les méduses

Suite a une blessure, une réponse commune a tous les organismes est la cicatrisation, permettant
d’isoler rapidement le milieu intérieur. La cicatrisation ne permet pas la restauration de la
structure et de la fonction de I’organe perdu (voir section I.1.1 de I’Introduction).

Chez les méduses la premicre réponse a une blessure est aussi la cicatrisation. Suite & une
blessure superficielle, touchant uniquement la couche de cellules, le processus de cicatrisation
est tres efficace, effagant rapidement toute trace de blessure et restaurant la fonction du tissu.
Chez Aurelia aurita, une blessure dans la couche musculaire est résorbée en un jour, restaurant
la continuité de la contractilité perdue suite a la blessure (Romanes 1878). Chez Polyorchis une
blessure dans la couche musculaire stri¢e est refermée en 10h en I’absence de prolifération par
migration des cellules épitheliales vers le centre de la blessure grace a des lamellipodes. Pendant
la migration, les fibres musculaires se dissocient, ce qui entraine la perte de la contractilité des
cellules. Ces dernieres se redifférencient en cellules musculaires contractiles en 24 a 48h (Lin
et al. 2000). Chez Chtia, la cicatrisation de la couche de cellules de I’exombrelle dépend
¢galement de migrations grace a des lamellipodes si la membrane basale est intacte. En
revanche, une membrane basale abimée déclenche la cicatrisation par un mécanisme de ‘purse
string’. Les deux processus dépendent chez Clytia de la contraction d’un cable supracellulaire
d’actomyosin (Kamran et al. 2017). L’étape de cicatrisation chez les méduses est uniquement
la fermeture rapide de la couche de cellules sur la mésoglée, la méduse ne change pas de forme.

Dans le cas de la restauration de la forme aprés amputation, la partie manquante de I’ombrelle,
ou les bras manquants ne sont pas régénérés. De plus les organes manquants ne sont pas
systématiquement régénérés, une demi méduse continuant a vivre avec la moitié seulement de
ses organes (Clytia (Schmid & Tardent 1971) ; Gonionemus (Hargitt 1902); Aurelia aurita
(Abrams et al. 2015)). En 1897, Hargitt décrit bien la restauration de la forme méduse chez
Gonionemus apres bissection comme un rétablissement de la forme, et non comme de la
régénération.

“In this case the restoration was somewhat peculiar. It would seem to be a sort of recovery
of form and function rather than regeneration in the usual sense.” (Hargitt 1897)

La restauration de la forme méduse permet donc la restauration de la fonction de nage, mais pas
de la forme originale. De plus, la symétrie originale tétraradiaire n’est jamais restaurée. On ne
peut donc pas parler de régénération. Cependant, le processus va plus loin que de la simple
cicatrisation. La méduse change de forme, entrainant nécessairement une réorganisation
profonde de la mésoglée, qui doit elle aussi changer de forme. De plus, les muscles aussi doivent
étre réorganisés pour adapter leur orientation a la nouvelle forme. Comme 1’a observé Morgan
en 1899, des processus complexes doivent intervenir dans la restauration de la forme :
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“It is puzzling to determine whether the medusa form assumed by the pieces is simply the
form that necessarily results after the fusion of the cut edges, or whether the process
includes something more than this.” (Morgan 1899)

Hargitt, Morgan et Okada ont séparés les processus de régénération et restauration de la forme
en deux catégories distinctes. Pour Hargitt, d’aprés ses observations sur la méduse Gonionemus,
la restauration de la forme méduse dépend d’un réarrangement des tissus existants, tandis que
la régénération du manubrium, des tentacules et des canaux repose sur la génération de
nouveaux tissus (Hargitt 1899). Morgan (1899) compléte les observations d’Hargitt sur
Gonionemus. Pour lui, suite a une blessure il y a tout d’abord un processus appelé ‘healing’
permettant de restaurer la forme en cloche, puis la régénération, ou non, d’organes manquants.
I1 observe que les quarts et demi méduses ont une forte capacité de ‘healing’, mais une faible
capacité de régénération puisque ces dernieres rétablissent la forme en cloche, mais régénérent
uniquement le manubrium. L’organisation de départ est perdue. Quant a Okada (1927) il
observe les mémes phénomenes de restauration de la forme méduse et régénération chez le
scyphozoaire Mastigias papua, et les sépare en ‘faculté régulatrice’ assurant la restauration de
la forme, et ‘faculté réparatrice’ permettant la régénération des organes.

La restauration de la forme méduse est reconnue depuis la fin des années 1890 comme un
processus a part enticre, différent de la régénération, et étant plus que de la cicatrisation. Il s’agit
bien d’un processus de réparation des tissus, comme ceux décrits dans la section 1.1.2. de
I’Introduction. Dans la suite de la thése, il sera appelé remodelage.
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IV. La méduse Clytia hemisphaerica comme modéle d’étude de la
régénération

Clytia hemisphaerica (Linnée 1767), anciennement appelée Phialidium hemisphaericum (Bodo
& Bouillon 1968) ou encore Campanularia johnstoni (Schmid & Tardent 1971; Schmid et al.
1976), est une méduse avec une distribution mondiale, et est présente dans la rade de
Villefranche-sur-mer. Il s’agit d’une hydroméduse, faisant partie de la classe des hydrozoaires,
de I’ordre des Leptothecata, aussi appelés les leptoméduses. Ces derniéres sont caractérisées
par I’enveloppe chitineuse (appelée théque) protégeant les polypes, et la forme aplatie des
méduses. Dans toute la these, elle sera appelée Clytia.

IV.1. Cycle de vie de Clytia

Clytia présente un cycle de vie typique d’hydrozoaire, alternant entre la larve planula, le polype
colonial benthique et la méduse pélagique (Fig.38). La ponte a lieu tous les jours, deux heures
apres la réception d’un signal lumineux suivant une période d’obscurité (Amiel et al. 2010).
L’ceuf se divise par clivages jusqu’a former une blastula composée d’une seule couche de
cellules. La gastrulation a lieu par ingression de cellules unipolaires (Byrum 2001) formant une
larve planula avec deux couches de cellules qui s’allonge selon 1’axe oral-aboral. Au bout de
48h, I’ectoderme et I’endoderme sont différenciés et séparés par une fine couche de mésoglée.
La planula nage vers le pdle aboral grace aux cellules ectodermiques ciliées, ayant des cils
orientés le long de 1’axe oral-aboral par I’action de la voie de signalisation Wnt/PCP (Momose
et al. 2012). Le co6té oral est celui qui donnera I’hypostome du polype (Freeman 2005). La larve
ne se nourrit pas, elle est Iécitotrophe. Elle a peu de types cellulaires (nématocytes, cellules
nerveuses : sensorielles et ganglionnaires, cellules glandulaires et i-cells) (Bodo & Bouillon
1968).

Apres trois jours, la larve se fixe par son pdle aboral sur un substrat. La métamorphose est
induite par un film bactérien dans les conditions naturelles, ou par le neuropeptide GLW-amide
au laboratoire (Piraino ef al. 2011; Takahashi & Hatta 2011), formant un polype primaire avec
une forme cylindrique et des tentacules lui permettant de capturer des proies a son extrémité
orale (Fig.38). Un stolon se développe sur le substrat a partir duquel d’autres polypes se forment
par bourgeonnement latéral. Les polypes ont peu de types cellulaires. Ils sont composés de
cellules myoepithéliales ectodermiques et endodermiques, de cellules nerveuses, de cnidocytes,
de cellules glandulaires différenciées et d’i-cells localisées dans le stolon. La colonie grandit en
permanence par bourgeonnement. Elle est donc considérée comme potentiellement immortelle,
les vieilles parties mourant étant remplacées par les nouvelles. Les individus de la colonie
partagent le systéme gastrovasculaire qui est continu dans le stolon, ce qui permet la
spécialisation des zoides en deux types : les gastrozoides assurant la capture des proies et leur
digestion, et les gonozoides produisant des méduses par bourgeonnement latéral (Fig.38).
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Figure 38 : Cycle de vie de 1a méduse Clytia hemisphaerica.
Tiré de Houliston et al. (2010).
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Les méduses sont produites de fagcon clonale, et sont donc toutes génétiquement identiques. Le
bourgeonnement commence par une excroissance de 1’ectoderme et de I’endoderme de la paroi
du polype, puis un groupe de cellules de I’ectoderme distal délamine, formant 1’entocodon qui
va donner naissance aux muscles striés de la sous-ombrelle de la méduse. L ectoderme forme
I’exombrelle, 1’extérieur du vélum et I’ectoderme des tentacules, tandis que 1’endoderme
devient le systeme gastrovasculaire et 1’épithélium interne des tentacules (Kraus et al. 2015).
Une fois formée, la méduse grandit et se retrouve pliée a I’intérieur du gonozoide. Elle se déplie
complétement une fois relachée. Les méduses sont gonochoriques (Fig.38). Le sexe dépend de
la température pour les jeunes colonies de polype : des colonies ¢€levées a 24°C et 15°C
produiront respectivement surtout des femelles ou surtout des males (Carré & Carré 2000). Les
méduses sont matures au bout de deux a trois semaines en fonction de la quantité de nourriture.
Elles peuvent vivre environ deux mois et atteignent une taille d’environ 1,5 cm de diamétre.

IV.2. Morphologie de la méduse

La méduse a une symétrie tétraradiaire avec 1’axe oral-aboral comme unique axe de symétrie.
L’ombrelle en forme de cloche est composée de deux couches, I’exombrelle et la sous-ombrelle,
séparées par la mésoglée (Fig.39.A). Au centre de I’ombrelle, du coté oral se situe le
manubrium, I’organe digestif regroupant la bouche en forme de croix connectée a la cavité
gastrique a la base. Les nutriments sont distribués dans le reste de I’ombrelle par quatre canaux
radiaires partant du manubrium jusqu’a la marge de 1’ombrelle, reliés au canal circulaire
localis¢ a la marge. Quatre gonades sont localisées sur les canaux radiaires. Les bulbes
tentaculaires, des excroissances produisant les tentacules, sont localisés sur le canal circulaire.
Quand la méduse est libérée du gonozoide, elle a quatre bulbes primaires localisés a
I’intersection des canaux radiaires et circulaire. Des bulbes se forment au fur et & mesure de la
croissance jusqu’a atteindre un nombre de 32. La marge est la zone de croissance de I’ombrelle
(Schmid et al. 1974).

La méduse se déplace par contraction de I’ombrelle grace a la contraction des muscles striés,
orientés de fagon circulaire a la marge de I’ombrelle (Fig.39.C). Ceux-ci sont uniquement
présents a la périphérie de I’ombrelle, jusqu’aux gonades. L’efficacité de la propulsion est
augmentée par le vélum. Les muscles lisses, situés en surface et orientés de fagon radiaire,
permettent les mouvements de replis de I’ombrelle, pour rapporter la nourriture a la bouche par
exemple (Fig.39.C). Ils recouvrent la sous-ombrelle compléte. Les mouvements de la méduse
sont coordonnés par un systeéme nerveux diffus dans la sous-ombrelle et sur les organes, et
condensé en deux anneaux nerveux a la marge, ’anneau externe intégrant les informations
sensorielles, ’anneau interne coordonnant les contractions (Fig.39.B) (Satterlie 2002;
Houliston et al. 2010). Des organes sensoriels, les statocystes sont intercalés par deux entre les
bulbes. Ils permettent a la méduse de sentir I’orientation dans la colonne d’eau et se composent
d’une vésicule avec des parois internes ciliées et d’un statolite calcaire.

Chez la méduse, les i-cells (voir section I11.1.2. de I’Introduction) sont présentes dans les trois
organes principaux : le manubrium, les gonades (Leclére et al. 2012) et les bulbes tentaculaires
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Figure 39 : Morphologie de 1a méduse Clytia

(A) Schéma des principaux organes de la méduse

(B) Anneaux nerveux visualisés par immunohistologie avec 1’anticorps anti tubuline tyrosylée.
Abréviations : inr : anneau nerveux interne, nc : cellule nerveuse, nem : nématocyte, onr :
anneau nerveux externe

(C) Schéma et marquage de 1’actine a la phalloidine montrant 1’organisation des muscles lisses
et striés.

(D) Localisation des pools de cellules souches visualisées par ISH Piwi

(A) et (B) Tiré de Houliston et al. (2010), (D) tiré de Leclere et al. (2012).

95



(Fig.39.D) (Denker et al. 2008). Ceux-ci sont des zones de forte prolifération (Denker et al.
2008; Coste et al. 2016). Les i-cells peuvent étre détectées chez Clytia grace aux marqueurs
Nanosl, Piwi, Vasa, PL10, et apparaissent au cours du développement de la larve (Leclere et
al. 2012). L’ ARN maternel Nanos1 et Piwi est concentré dans 1’ceuf pres du pronucléus femelle
au pdle animal ; puis pendant les stades de clivage dans les blastomeéres venant du pdle animal.
Au stade gastrula précoce, un cluster de cellules exprimant Nanos et Piwi se forme au pole oral,
au site d’ingression. La majorité se retrouve dans la moitié orale dans 1’endoderme de la planula
puis se disperse. Dans la planula dgée de trois jours, les cellules Nanos+ et Piwi+ se situent
dans la couche endodermiques différenciée, et ont une forme typique d’i-cells (forme ronde et
grand ratio nucléo-cytoplasmique) (Leclere et al. 2012). Les marqueurs Nanos et Piwi ne sont
pas exprimés exclusivement dans les i-cells mais aussi dans précurseurs des dérivés somatiques
comme les nématocytes (Denker ef al. 2008) et les cellules germinales. Comme chez I’hydre,
les i-cells donnent naissance aux nématocytes, cellules nerveuses, cellules glandulaires et aux
gametes. Pour I’instant seule la nématogenése est bien caractérisée chez Clytia. Elle a lieu dans
I’ectoderme des bulbes tentaculaires : les stades successifs des nématoblastes progressent de la
zone proximale a la zone distale ou commence le tentacule. Les i-cells sont présentes dans la
région proximale, et les génes correspondants aux différents stades de la nématogenése sont
exprimés le long de I’ectoderme du bulbe (Denker et al. 2008).

IV.3. Clytia comme mod¢le de biologie du développement

Clytia hemisphaerica est utilisée comme organisme modele de biologie du développement
depuis 2005 (Houliston et al. 2010). Quelques lignées ont été établies par des autocroisements
successifs a partir de méduses prélevées dans la rade de Villefranche-sur-Mer en 2002, dont
une lignée femelle Z4B et une lignée male Z10 utilisées pour étudier le développement
embryonnaire et la méduse, ce qui permet d’étudier des individus ayant le méme génome
(description des lignées — (Leclere ef al. 2019)). Le cycle de vie est entierement complété au
laboratoire en trois mois.

Avant les années 2000, Clytia hemisphaerica avait fait I’objet de quelques études. Par exemple,
Bodo et Bouillon (1968) ont réalisé une description du développement et des types cellulaires
de la larve ; et Schmid er al. (1971, 1976) ont étudié¢ ses capacités de réparation et de
régénération. L’espéce américaine Clytia gregaria, appelée a I’époque Phialidium gregarium,
a ¢té plus utilisée, notamment comme modele pour ’embryologie expérimentale par Gary
Freeman (Freeman 1981a, b, 2005; Freeman & Ridgway 1987; Thomas ef al. 1987).

La méduse Clytia a été choisie comme modele d’étude pour plusieurs raisons. Sa position
phylogénétique aide a étudier 1’évolution de caractéres chez les bilatériens. Clytia est
relativement facile a cultiver au laboratoire. Les organes de la méduse et les ceufs sont
transparents, ce qui rend possible 1’imagerie sur des échantillons fixés et vivants. La
fécondation est externe et la ponte contrdlable par la lumicre.

Tous les stades de développement, ainsi que les ceufs non fécondés sont accessibles, ce qui rend
possible les approches de perturbation de fonction de génes par injection dans les oocytes de
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MO pour une perte de fonction, ou d’ARN pour gain de fonction (Momose & Houliston 2007;
Momose et al. 2008; Amiel et al. 2009). L’efficacité des MO est probablement due au faible
taux de polymorphisme des lignées de méduses cultivées au laboratoire. Ces approches de
perturbation de fonction de génes ont permis de mettre en évidence les mécanismes permettant
I’établissement de la polarité chez la larve de Clytia. Au cours de I’oogenése, des déterminants
maternels sont localisés d’une fagon précise dans ’ceuf: Wnt3 et FzIl au pole animal qui
formera I’extrémité orale de la planula, Fz/3 au pole végétal qui formera I’extrémité aborale.
La disposition des déterminants maternels conduit a I’activation de la voie Wnt canonique dans
le futur territoire oral (Momose & Houliston 2007; Momose et al. 2008).

Les gonades de Clytia sont transparentes, contiennent différents stades de croissance des
oocytes, et apres isolation, conservent les cycles lumiére/obscurité de maturation et libération
des ceufs (Amiel et al. 2009). Ceci permet I’étude de mécanismes conservés pendant la
gamétogenese. Mos est une kinase conservée, régulatrice de la méiose. Quatre orthologues ont
été identifiés chez Clytia. Par injection de MO et d’ARN dans les oocytes, Amiel et al. (2009)
ont pu déterminer le role de Mos!I au cours de la maturation des ceufs dans la régulation de la
formation et de la position du fuseau méiotique, et dans I’émission du globule polaire. Chez
Clytia, Mos1 est également indispensable a 1’arrét du cycle cellulaire post-méiotique, ce qui a
¢été décrit chez d’autres modeles bilatériens et représente probablement une fonction ancestrale
de cette kinase (Amiel et al. 2009).

Le génome ainsi que des transcriptomes de différentes phases du cycle de vie sont disponibles
(Leclere et al. 2019), ce qui facilite 1’établissement de lignées mutantes ayant une perte de
fonction par CRISPR/Cas9. Cette approche a permis 1’étude de la réception du signal lumineux
déclenchant la maturation des ceufs et la ponte deux heures aprés une transition nuit/jour. Un
signal lumineux entraine la libération d’un neuropeptide, appelé¢ maturation inducing hormone
(MIH), synthétisé par des cellules neurales de I’ectoderme de la gonade (Quiroga Artigas et al.
2018). Le signal lumineux est capté par I’Opsin9, localisée dans 1’ectoderme de la gonade. Une
lignée de méduses générées par CRISPR/Cas9, pour laquelle I’Opsin9 est mutée, est incapable
de recevoir le signal lumineux. Les ceufs ne terminent pas la maturation aprés une transition
nuit/jour, ce qui est réversible par traitement avec la MIH (Quiroga Artigas et al. 2018).
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V. Objectifs

La méduse hydrozoaires Clytia hemisphaerica, utilisée comme modele de biologie du
développement est capable de régénérer ses organes apres ablation, et de restaurer sa forme
méduse aprés amputation. La régénération de [’organe digestif, le manubrium, est
particuliérement intéressante car il regroupe une grande variété de types cellulaires, il s’agit du
point central de la symétrie radiaire et il est homologue avec I’hypostome de 1’hydre, permettant
des comparaisons des mécanismes. Le but global de ma thése est de réaliser une caractérisation
au niveau cellulaire et moléculaire de la régénération du manubrium chez la méduse Clytia
hemisphaerica. Les travaux réalisés permettent d’établir la méduse Clytia comme modele de
régénération et servent de base pour des études futures.

La thése a cinq objectifs :

1) Caractériser la réponse a la blessure chez la souche Z4B de méduse Clytia utilisée au
laboratoire. Grace a différentes coupes, j’ai déterminé les potentialités et les limites des
capacités de régénération de la souche Z4B. J’ai pu également observer les trois phases
successives ayant lieu apres une blessure (cicatrisation, remodelage et régénération), qui ont
lieu aussi apres ablation du manubrium (Chapitre 1).

2) Identifier des sources de cellules alimentant la régénération du manubrium. J’ai étudié plus
particulicrement le role de la prolifération cellulaire et de la migration de cellules venant de
la gonade (Chapitre 1).

3) Identifier un/des mécanisme(s) impliqués dans la détermination de la position du manubrium
au cours de la régénération. Mon étude s’est focalisée principalement sur le role des éléments
structuraux (Chapitre 1).

4) Réaliser une description de la morphologie et des types cellulaires du manubrium et de leur
organisation (Chapitre 2).

5) Identifier des génes candidats impliqués dans les premiers stades de la régénération (entre 0
et 48hpd) par une approche transcriptomique. Le transcriptome a permis d’identifier a la fois
des marqueurs de différents types cellulaires du manubrium, et les voies de signalisation
potentiellement impliquées dans la régénération (Chapitre 2).
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CHAPITRE 1

Processus de régénération et remodelage
chez la méduse Clytia
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I. Introduction : Clytia comme modé¢le de régénération

I.1. Intérét de la méduse Clytia pour I’étude de la régénération

Dans I’introduction générale, nous avons vu que les grandes capacités de régénération des
cnidaires sont connues depuis longtemps. Ces études de la régénération se sont surtout portées
sur les formes polypes des cnidaires et les méduses ont souvent été considérées comme ayant
des capacités de régénération moindres. Des études réalisées depuis le début des années 1900
montrent que ce n’est pas le cas.

Les capacités de régénération de la méduse Clytia hemisphaerica ont ét¢ documentées par
Schmid & Tardent (1971) et Schmid (1974a). Suite a I’amputation d’une partie de 1’ombrelle,
cette dernicre est capable de restaurer sa forme méduse grace a un processus de remodelage :
la symétrie radiaire est rétablie par une réorganisation des parties restantes apreés amputation, et
non pas par régénération. Dans un second temps, certains des organes manquants sont régénérés
(Fig.36) (voir section II1.3.2 de I’introduction) (Schmid & Tardent 1971; Schmid 1974a). La
réponse a la blessure chez Clytia permet donc d’étudier deux processus de réparation différents,
et de les comparer au sein de la méme espéce.

Les cnidaires sont généralement considérés comme n’ayant pas d’organes (ex. “Cnidarians lack
well developed organs” (Pierobon 2012)). Cependant les méduses possédent des structures
remplissant bien les critéres des organes. Chez Clytia, le manubrium, les gonades et les bulbes
tentaculaires sont bien des structures réalisant une fonction précise (respectivement la digestion,
la production de gamétes et la production de tentacules), avec une organisation spatiale et des
types cellulaires distincts (cellules glandulaires, lignée germinale, nématocytes et muscles du
tentacule) (Neumann 2017). De plus ces organes sont complétement autonomes, ils continuent
a remplir leur fonction méme une fois isolés de la méduse. La maturation des ceufs et la ponte
ont lieu dans des gonades isolées et placées dans une boite de pétri (Amiel & Houliston 2009;
Quiroga Artigas et al. 2018). Un manubrium isolé reste capable de digérer des proies (décrit
chez Aglantha digitale (Mackie 2003), aussi observé chez Clytia au cours de mes expériences).
La méduse Clytia est capable de régénérer ces trois organes principaux (Schmid & Tardent
1971; Schmid 1974a). 1l est donc possible d’6ter totalement un des organes et d’étudier sa
régénération de novo, ce qui est impossible chez le polype.

Chez la méduse Clytia, les i-cells sont localisées principalement dans ces organes et participent
constamment au renouvellement des différents types cellulaires (Denker et al. 2008; Leclere et
al. 2012). Le manubrium, les bulbes tentacules, et dans une moindre mesure les gonades sont
des zones de forte prolifération cellulaire (Denker et al. 2008; Coste et al. 2016). La localisation
spatiale des i-cells en différents pools, dans des organes régénérant apres ablation, permet
d’étudier les interactions entre ces pools. Il est possible de suivre la dynamique des i-cells grace
aux marqueurs Nanosl, Piwi, Vasa et PL10 (Fig.39). La grande plasticité de la méduse Clytia,
alliée a la présence d’organes et de pools de cellules souches spatialement séparés, permet
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d’étudier la réponse des i-cells lors de la régénération des organes grace a des approches de
coupes et de greffes.

Enfin les mécanismes de patterning des méduses sont encore mal connus. La méduse Clytia a
une symétrie tétraradiaire organisée en quatre quadrants disposés autour du manubrium en
position centrale. Chacun contient un canal radiaire portant une gonade, une portion de canal
circulaire avec, selon 1’age, un a quatre bulbes tentaculaires, ainsi qu’un quart du manubrium.
D’aprés les expériences de Schmid &Tardent (1971), la réponse a la blessure de Clytia permet
la restauration de la forme circulaire et de la position centrale du manubrium, mais pas de
I’organisation des quatre quadrants. Etudier la restauration de la forme et la régénération des
organes permettrait d’en savoir plus sur le systéme de patterning général des méduses.

La régénération chez Clytia est donc informative sur plusieurs processus de régénération
pouvant étre comparée aux autres especes : la réponse a la blessure comprenant régénération et
remodelage, la dynamique des cellules souches et les mécanismes de patterning.

1.2. Capacités de régénération des méduses Z4B

Les expériences de régénération présentée dans cette thése ont toutes été réalisées sur la souche
Z4B, une des souches de méduses femelles utilisées au laboratoire. La souche Z4B est issue de
deux auto-croisements successifs d une premiére souche Z obtenue par fécondation de méduses
prélevées dans la rade de Villefranche-sur-Mer en 2002 (Houliston ef al. 2010). Les méduses
sont produites de fagon clonale par bourgeonnement des polypes et sont donc génétiquement
identiques.

Les expériences de régénération faites par Schmid et al. dans les années 1970 sur les méduses
Clytia ont été réalisées sur des méduses issues du plancton collectées en méditerranée a Banyuls
et Villefranche sur Mer (Schmid & Tardent 1971; Schmid 1974a). Des dissections de méduses
réalisées au laboratoire avant mon arrivée confirment que la souche Z4B a bien les mémes
capacités de régénération. Clytia est capable de régénérer les principaux organes (manubrium,
bulbes et gonades) apres ablation, et un fragment de méduse est capable de restaurer sa forme
circulaire. La seule différence que j’ai pu observer entre la souche Z4B et les méduses utilisées
par Schmid ef al. concerne la régénération de manubrium a partir d’un fragment interradiaire
(quart sans canal radiaire). Chez les méduses Z4B, la présence d’un canal radiaire est
indispensable a la régénération du manubrium, qui est régénéré sur ce dernier ; alors que
Schmid et al. décrivent en détail la régénération de manubrium dans des quarts interradiaires,
certains méme sans canal circulaire (Fig.40) (Schmid & Tardent 1971; Schmid 1974a; Schmid
et al. 1976). La différence pourrait étre due a la souche de méduses, a la taille ou encore a la
différence d’age.
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Figure 40 : Régénération d’un manubrium sur un quart interradiaire.

Juste apres isolation du fragment, la mésoglée est apparente (a). La cicatrisation a lieu par un
rapprochement de la sous-ombrelle et ’exombrelle qui recouvrent la partie exposée de la
mésoglée (b). Ensuite, le canal circulaire s’étend et entoure progressivement le fragment (c) et
(d). Une fois la forme circulaire rétablie (e), la régénération du manubrium débute (f).
Abréviations : CC : canal circulaire, E: exombrelle, M : manubrium, RM : manubrium
régénére, S : sous-ombrelle, T : tentacules, V : vélum

Tiré de Schmid et Tardent (1971).
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1.3. Etude de la régénération du manubrium

Mon étude se focalise sur la régénération du manubrium pour plusieurs raisons :
e Le manubrium est un organe unique, indispensable a la survie de la méduse.

e Larégénération du manubrium est stéréotypée et ne dépend pas du nourrissage pendant
le temps de régénération, a la différence de la régénération des gonades et des bulbes
tentaculaires.

e Il s’agit d’un organe fonctionnel dés que la méduse est sortie du gonozoide ; et
contrairement aux bulbes tentaculaires, il n’y a pas d’ajout de nouveaux manubriums
pendant la croissance de la méduse. Il n’y a donc pas d’ambiguité entre régénération de
I’organe et croissance.

e Le manubrium regroupe une grande variété de types cellulaires, certains liés a la
digestion étant uniques au manubrium. Tous les types de dérivés somatiques des i-cells
sont présents, permettant I’étude de leur différenciation.

e Le manubrium renferme un pool d’i-cells, localisé a la base ; permettant d’étudier la
dynamique des autres pools localisés dans les bulbes et les gonades suite a son ablation.

e Le manubrium est le point central de la symétrie tétraradiaire de la méduse et a lui-
méme une symétrie tétraradiaire. Sa régénération est donc informative sur les
mécanismes de patterning de la méduse.

e Le manubrium comprend le pole oral de la méduse, ce qui permet la comparaison des
mécanismes cellulaires et moléculaires avec la régénération du pole oral des autres
modeles cnidaires polypes.

I.4. Controle de la régénération du manubrium chez Clytia

La régénération du manubrium de Clytia a été étudiée dans les années 1970. Apreés avoir
déterminé 1’étendue des capacités de régénération de la méduse Clytia, Schmid et al. se sont
intéressés aux mécanismes régulant la régénération du manubrium (Schmid & Tardent 1971;
Schmid 1974a; Schmid et al. 1976). 1ls ont tout d’abord déduit chez Clytia et Podocoryne
carnea que la capacité a régénérer un manubrium est répartie inégalement dans I’ombrelle. En
effet, suite a ’ablation du manubrium et de portions centrales de I’ombrelle de tailles différentes
(représentant Y4, 2 et % de ’ombrelle), le taux de régénération est plus élevé quand seule une
petite portion de la zone centrale est 6tée avec le manubrium (Fig.41) (Schmid 1974a).
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Niveau de Quantité n Podocoryne carnea, n Clytia hemisphaerica,
la coupe d'ombrelle 6tée % de manubrium % de manubrium
avec le manubrium régénérés régénéres
X1 1/4 45 75,5
X2 1/2 75 46.5 10 100
X3 3/4 59 15,3 10 0

Figure 41 : Ablation du manubrium et de la partie centrale de I’ombrelle.

Schéma des dissections réalisées. Méduses en vue latérale.

x1, x2 et x3 indiquent les différents niveaux de coupe Otant respectivement Y4, 2 et % de
I’ombrelle avec le manubrium.

Le tableau indique les pourcentages de manubriums régénérés apres ablation chez Podocoryne

carnea et Clytia hemisphaerica.
Adapté de Schmid (1974).

La différence de capacité de régénération entre la zone centrale et la périphérie est aussi visible
sur des quarts de méduses selon Schmid ef al. (1976): dans les quarts contenant une portion du
canal radiaire, la régénération est deux fois plus rapide et a un taux de succes plus élevé dans
les quarts contenant des tissus de la zone centrale de I’ombrelle (appelés fragments A) que dans
ceux contenant uniquement des tissus venant de la périphérie (appelés fragments C) (Fig.42).
Si les quarts sont découpés dans les espaces interradiaires (donc sans portion de canal radiaire),
la régénération du manubrium a lieu uniquement dans les quarts contenant une portion de zone
centrale de I’ombrelle (Schmid et al. 1976).

Suite a ces observations, Schmid et al. (1974, 1976) concluent a la présence d’un gradient dans
la potentialité de régénérer un manubrium, décroissant du centre de 1’ombrelle vers la
périphérie. Différentes hypotheses peuvent expliquer ces différences : les méduses différent
dans la taille de la zone de coupure et la présence ou non d’ombrelle de la zone centrale. Afin
de déterminer les facteurs affectant la capacité de régénération, Schmid et al. ont étudié les
capacités de régénération de quarts interradiaires de méduses en réalisant des coupes de maniére
a varier la longueur de la zone de coupure, la longueur de canal circulaire et la quantité
d’ombrelle de la zone centrale (Fig.43) (Schmid 1974a). Ces fragments sont bien capables de
restaurer la forme méduse et de régénérer le manubrium. Le taux de régénération n’est pas
influencé par la longueur de la coupe ou la quantité de canal circulaire présent. Cependant, le
taux de régénération est bien plus faible dans les fragments ne contenant pas de portion centrale
d’ombrelle. Le gradient de potentialité a régénérer le manubrium est donc encodé directement
dans I’ombrelle (Schmid 1974a).
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Figure 42 : Régénération du manubrium sur différents types de quartiers.

Schéma des dissections réalisées. Afin d’éliminer la variabilité entre méduses, les quatre types
de fragments sont prélevés de la méme méduse. Les nombres a coté de chaque type de coupe
indiquent le pourcentage de manubrium régénérés a partir de ces fragments et la durée de la
régénération.

Abréviations : A : fragment A, C, fragment C, cc : canal circulaire, cl : ligne de coupe, G :
gonade, M : manubrium, rA : fragment A contenant une portion de canal radiaire, rC : fragment
C contenant une portion de canal radiaire, rc : canal radiaire, T : tentacule.

Adapté de Schmid et al. (1976).
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Chez I’hydre, le positionnement du pole oral lors de la régénération est classiquement expliqué
en termes de signaux inducteurs et inhibiteurs (voir section II1.2.1 de I’Introduction générale).
Schmid et al. ont supposé qu’un systéme similaire pourrait contrdler la régénération du
manubrium chez Clytia. Des approches de greffe ont été utilisées afin de tester si des signaux
inducteurs ou inhibiteurs sont sécrétés dans I’ombrelle et pourraient expliquer les différences
dans la capacité de régénération. Une portion de manubrium greffée sur un canal radiaire ou
sur la sous-ombrelle régénére un manubrium a n’importe quelle distance du manubrium
endogéne (Fig.44) et un manubrium entier greffé sur un fragment interradiaire n’inhibe pas la
régénération du manubrium sur ce dernier (Fig.45.A) (Schmid et al. 1976). Une inhibition de
la régénération par un manubrium greffé a été observée uniquement dans le cas ou le
manubrium est greffé directement sur la zone de régénération (Fig.45.A position ¢’), ce qui
d’aprés Schmid et al. (1976), pourrait €tre causé par un encombrement stérique ou une
compétition pour les mémes cellules (les cellules de la sous-ombrelle servant la régénération
étant incorporées a la base du manubrium greffé au lieu de servir a la régénération). Les auteurs
en concluent que le manubrium ne géneére donc pas de zone d’inhibition sur la formation d’un
nouveau manubrium. L hypothése de la présence d’un signal inducteur a été réfutée par la
greffe d’un manubrium sur I’ombrelle avant la découpe d’un fragment C ne régénérant pas de
manubrium (Fig.45.B). Le manubrium greffé n’induit pas la formation de manubrium (Stidwill
1974; Schmid et al. 1976).

La régénération du manubrium ne dépendant pas de signaux inducteurs ou inhibiteurs, Schmid
et al.ont supposé que la potentialité de régénérer un manubrium pourrait venir plutét de la forme
du fragment en lui-méme et du processus de remodelage (Schmid et al. 1976) :

“Zahlreiche Untersuchungen sprechen dafiir, dass der Form der Fragmente und den
daraus  resultierenden =~ Wundverschlussmechanismen  Bedeutung  fir  die
Regenerationsleistungen beizumessen ist.” (Stidwill 1974) (De nombreuses expériences
indiquent que la forme du fragment et le processus de fermeture de la blessure qui en
résulte sont importants pour les performances de régénération.)

“[...], dass offenbar die Form des Fragments dariiber entscheidet, ob, wann und wo ein
neues Manubrium gebildet wird.” (Schneider 1975) (La forme du fragment est
responsable du lieu et du temps de régénération d’un nouveau manubrium.)

Des quarts interradiaires A et C se referment selon le méme mécanisme par contraction
progressive de la zone de coupure. Schmid et al. (1976) proposent que les formes des différents
fragments induisent des forces de tension différentes dans les tissus et la mésoglée (Schmid et
al. 1976). L’ombrelle des fragments interradiaires est composée des deux couches de muscles
lisses et striés et de la mésoglée. Les deux sont potentiellement source de forces de tension plus
grande dans les fragments C que dans les fragments A. En effet, la modélisation de la longueur
des fibres musculaires avant et apres remodelage indique que les fibres musculaires lisses et
striées des fragments C doivent s’étirer plus que celles des fragments A, entrainant des forces
de tension plus grandes dans les fragments C (Fig.46) (Schmid et al. 1976). La mésoglée est
composée de fibres s’étendant de la sous-ombrelle a I’exombrelle, elle est responsable de la
stabilité structurelle a la méduse. Au cours de la restauration de la forme méduse, la forme de
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Figure 43 : Régénération du manubrium sur différents types de quartiers.

Schéma des dissections réalisées. Afin d’éliminer la variabilité entre méduses, les quatre types
ont été prélevés a partir de la méme méduse. Les nombres a coté de chaque type de coupe
indiquent le pourcentage de manubriums régénérés a partir de ces fragments.

Abréviations : cc : canal circulaire, G : gonade, M : manubrium, rc : canal radiaire.

Adapté de Schmid (1974).

Figure 44 : Influence du manubrium endogéne sur la régénération d’un manubrium.
Schéma de la greffe. a, b, ¢, a’, b’ et ¢’ indiquent les emplacements des greffes de portions de
manubrium sur le canal radiaire et sur ’ombrelle. Les portions de manubriums greftés
reforment bien des manubriums entiers.

Abréviations : dM : manubrium donneur, ep : fragment de manubrium greffé, hM : manubrium
héte.
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Adapté de Schmid et al. (1976).
A.

Figure 45 : Influence de la greffe d’un manubrium sur la régénération des fragments A et
C interradiaires.
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Figure 45 : Influence de la greffe d’un manubrium sur la régénération des fragments A et
C interradiaires (Iégende).

Schéma de la greffe.

(A) Un manubrium est greffé sur ’ombrelle puis le quart interradiaire est isolé de la méduse.
Apres la restauration de la forme circulaire, un manubrium régénére malgré la présence du
manubrium greffé.

(a), (b) et (c) marquage des fragments A au Bismarck brown (points).

(d), (e) et (f) régénération du manubrium proche du manubrium implanté, vue latérale.

a’, b’ et ¢’ : zone d’implantation du manubrium sur les fragments A.

(B) Un manubrium est greffé sur I’ombrelle puis un fragment C interradiaire accolé au
manubrium est isolé de la méduse. Ce fragment ne régénére pas de manubrium.

Abréviations : Ai : fragment A aprés implantation du manubrium, cA : fragment A contrdle,
cC : fragment C contréle, Cim : fragment C a proximité d’un manubrium implanté pendant une
semaine, iM : manubrium greffé, m: marquage au colorant vital Bismarck brown, rM :
manubrium en régénération.

Adapté de Schmid (1974).
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Figure 46 : Modéle des forces de compression s’appliquant aux fragments pendant la
restauration de la forme méduse.

Schémas créés a partir de mesures de médusoides. a-e : muscles striés, 1-6 : muscles lisses.
(A) Fragment A.

(B) Fragment C.

(C) et (D) Changement de la longueur des fibres musculaires lisses et striées pendant le
remodelage d’un fragment A (C) et d’'un fragment C (D). Abscisse : distance relative des
muscles lisses et striés. Ordonnée : longueur du muscle une fois la forme méduse rétablie. Les
valeurs supérieures a 1 indiquent une extension, celles inférieur a 1 une compression.

Adapté de Schmid et al. (1976).
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la mésoglée doit €tre réorganisée afin de correspondre a la nouvelle forme circulaire. Dans les
fragments C, cette réorganisation est plus longue que dans les fragments A (72h contre 24h).
La mésoglée exerce donc des forces qui s’opposent a la restauration de la forme méduse qui
sont plus importantes dans les fragments C que dans les fragments A (Schneider 1975; Schmid
et al. 1976).

Ces forces de tension seraient responsables de la répartition différente des cellules localisées a
la zone de coupure, utilisées pour régénérer le manubrium. Dans un fragment A, les cellules
sont concentrées en un point ; tandis que dans un fragment C, elles sont réparties dans le
médusoide, et donc indisponibles pour la régénération (Fig.47) (Schmid ef al. 1976). La forme
du fragment, par la génération de forces de tensions au cours du remodelage, influencerait donc
les cellules mises a disposition pour la régénération (Stidwill 1974; Schneider 1975; Schmid et
al. 1976).

Figure 47 : Restauration de la forme circulaire dans des fragments C et A.
Sous-ombrelle proche de la zone de coupure marquée au Bismarck brown.
Abréviation : A : fragment A, C : fragment C, cil : zone de coupure, m : marquage au
Bismarck brown, rcc : canal circulaire complet.

Tiré de Schmid 1976.
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Les expériences de Schmid ez al.(1971, 1974, 1976) laissent certains problémes non résolus :

Les mécanismes permettant la restauration de la forme circulaire sont pour le moment
inconnus.

Les capacités de régénération différentes entre fragment C et fragment A sont
expliquées par les différences entre les forces de tension, notamment celles des muscles
(Schmid et al. 1976). Il n’y a aucune preuve fonctionnelle de cette hypothese.

Le comportement des fibres musculaires lors du remodelage n’a jamais été observé.
Schmid et al. notent que les fragments sont capables de se contracter et donc que les
fibres striées circulaires restent probablement intactes au moins en partie. Cependant les
fibres lisses pourraient se dissocier et donc ne pas exercer de tension sur les tissus. De
plus, d’apres le modele, une fois la zone de coupure refermée les fibres lisses n’ont plus
une orientation radiaire, il est possible qu’elles soient réorganisées soit pendant la
restauration de la forme circulaire, soit apres afin de regagner I’orientation radiaire.

L’hypothése de Schmid et al. pour I’initiation ou non de la régénération repose sur
I’accumulation ou non de cellules en un point. La nature de ces cellules est inconnue.
De méme, le mécanisme permettant d’initier la régénération dans le cas de
I’accumulation des cellules en un point n’est pas expliqué.

On ne sait pas si les manubriums régénérés a partir des fragments interradiaires ont bien
tous les types cellulaires.

Le modele explique ’initiation de la régénération dans un cas particulier, celui de la
régénération sans canal radiaire. Les mécanismes dans le cas de la régénération en
présence d’un canal radiaire sont potentiellement différents (a la différence des
fragments C interradiaires, la régénération du manubrium est possible sur les fragments
C radiaires).

Ces questions s’inscrivent dans les problématiques plus globales des mécanismes assurant le
remodelage, du comportement des tissus lors du remodelage, de I’induction de la régénération
et de la source des cellules. Elles ont ét¢ abordées dans 1’article présenté dans ce chapitre. Le
modele auquel nous avons abouti différe en partie de celui de Schmid et al. (1976). Les deux
modeles seront confrontés dans la discussion de cette partie.
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I1. Article

Résumé

Il s’agit du premier article, depuis ceux publiés dans les années 1970, présentant des
mécanismes cellulaires au cours de la régénération chez la méduse Clytia. L article décrit tout
d’abord les capacités de régénération de jeunes méduses de la souche Z4B, avant de se
concentrer sur les mécanismes de régénération du manubrium.

Les principales conclusions sont les suivantes :

La méduse Clytia, souche Z4B, a des capacités de régénération importantes. Les
deux seules limites sont I’incapacité a régénérer la marge si elle est entiérement
perdue, et I’absence de régénération du manubrium dans les fragments interradiaires
(ne contenant pas de portion de canal radiaire).

La réponse a la blessure est séparée en trois phases successives qui sont la
cicatrisation, le remodelage et la régénération. Les phases de régénération et
remodelage peuvent facilement étre distinguées par la nécessité ou non de la
prolifération cellulaire.

Au cours de la régénération du manubrium, la prolifération augmente dans le
manubrium en régénération ainsi que dans les canaux radiaires.

Une approche de greffe a révélé la contribution a la régénération de deux populations
de cellules venant des gonades (cellules souches et cellules gastrodermiques) se
déplagant a travers les canaux radiaires. Un canal radiaire doit étre connecté a un
pool de cellules souches pour que le manubrium régénéré soit complet.

Le manubrium régénéré n’est pas systématiquement de forme tétraradiaire. Sa
géométrie dépend du nombre de canaux radiaires présents dans le fragment, et n’est
pas une propriété intrinséque du primordium (ébauche du manubrium en
régénération).

La position du manubrium régénéré n’est pas déterminée par le centre géométrique
de la méduse, ou par un champ d’inhibition généré par le manubrium. Une inhibition
locale venant du manubrium a cependant été observée si un manubrium est greffé
en proximité immédiate du site de régénération.

Les éléments structuraux jouent un rdle dans la détermination de la position du
manubrium sur le canal radiaire. Le manubrium est toujours régénéré au niveau du
point de jonction des fibres musculaires lisses.

Le point de jonction des fibres musculaires lisses est formé suite au remodelage,
dont le principal moteur est la présence d’un cable d’actomyosine au niveau du site
de blessure. Au cours du remodelage, les muscles et la mésoglée sont réorganisés.
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Les expériences permettant la validation du modele de la formation du point de jonction sont
en cours. L article sera soumis trés bientot au journal eLife.

Contribution a Particle

La mise en place de Clytia comme modéle de régénération, les premicres caractérisations, ainsi
qu’une grande partie du travail de conceptualisation ont été réalisés par Chiara Sinigaglia. J’ai
réalisé la majorité des expériences présentées dans 1’article.

Les expériences de greffes de gonades et de manubrium ont été réalisées par Chiara Sinigaglia
et Lucas Leclére. Une partie des tests des inhibiteurs de la contraction musculaire et de la
myosine, ainsi que les dissections présentées dans la figure supplémentaire 1.1 ont été réalisées
par Lucas Leclere. Les tests initiaux avec les billes fluorescences utilisés pour la figure 3 ont
été réalisés par Julia Steger et Gwladys Perez.

La rédaction du manuscrit a été réalisée par Chiara Sinigaglia et Lucas Leclére, avec des
contributions d’Evelyn Houliston et de moi-méme.
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Abstract

We present the self-organization properties of regenerating Clytia medusae. Cutting and
grafting experiments allowed to define patterning rules that govern medusa regeneration,
and to investigate the underlying cellular mechanisms. The regeneration process can be
divided into three phases: 1) wound healing, 2) tissue remodeling to restore global symmetry,
and 3) organ reformation dependent on cell proliferation in the blastema and fueled by cell
recruitment from distant organs. Positioning and geometry of the manubrium (central feeding
organ) can be predicted by the initial disposition of structural elements in the dissected
fragment. Actomyosin-driven bell remodeling efficiently reestablishes the circular medusa
shape, generating new hubs of radial smooth muscle fibers that define manubrium
regeneration sites. Radial canals locally dictate the geometry of the new manubrium. These
findings provide a systems understanding of medusa regeneration in which global self-
organization properties rely on integration of local responses between structural elements

and coordinated long-range cell recruitment.

Keywords: self-organization, stem cell, jellyfish, Cnidaria, Hydrozoa, Clytia hemisphaerica,

muscle, symmetry, positional information.

Introduction

Regeneration-competent species show different strategies for recovering lost body parts (see
eg. (Bely and Nyberg, 2010)). The dynamics of regenerative processes have been
extensively studied, particularly in relation to the relative contributions of cell proliferation and
remodeling of existing tissues. The signaling pathways regulating such processes have
received considerable attention. In numerous species, organizer-like centers and gradients of
morphogens were found to define the positional information of new tissues (eg. (Raz et al.,
2017; Witchley et al., 2013)). Recent studies have highlighted the key role played by
structural and mechanical cues during regenerative processes. In planarians, both the body
wall muscles and the tissues at the injury site act as structural landmarks defining positional
information during whole-body regeneration (Cebria, 2016; Oderberg et al., 2017; Scimone et
al., 2017; Witchley et al., 2013). Supra-cellular actin fibers have been demonstrated to direct

mechanically the orientation of the body axis in regenerating hydra polyp fragments (Livshits
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et al., 2017). Unraveling the role played by structural elements in a diversity of species will be

essential for understanding the evolution of regenerative capacities in Metazoa.

Cnidarians, the sister group to bilaterian animals, display remarkable regenerative capacities.
The classic regeneration model Hydra (Galliot, 2012), the colonial hydrozoan Hydractinia
(Bradshaw et al., 2015; Gahan et al., 2016)) and the sea anemone Nematostella vectensis
(Amiel et al., 2015; DuBuc et al., 2014; Schaffer et al., 2016) provide tractable systems for
studies of wound healing and whole-body regeneration. Research has focused so far mainly
on the cnidarian polyps, with little attention being paid to the medusa stage, historically
deemed to have lower regenerative potential. Consistent with this notion, a recent study
showed that the radial symmetry of scyphozoan jellyfish is restored after amputation by a
simple muscle-powered process, termed “symmetrization” (Abrams et al., 2015). Hydrozoan
medusae, however, have long been known to possess greater developmental plasticity than
scyphozoans (Hargitt, 1899, 1903; Morgan, 1899; Neppi, 1918; Schmid, 1974; Schmid and
Tardent, 1971). Podocoryna carnea medusae provided one of the first demonstrations of
cellular transdifferentiation in animals, where striated muscle cells could generate multiple
alternative cell types (Schmid and Alder, 1984). Hydrozoan medusae offer an excellent
paradigm for addressing complex biological systems (Leclére et al., 2016). Compared to the
long-lived, asexually propagating polyp stage they display more complex tissue architectures

and behaviors and shorter life-spans.

The pioneering work of V. Schmid and P. Tardent provided an initial characterization of the
regenerative capacity of hydrozoan medusae, including the ability of wild-caught Clytia
hemisphaerica to reconstitute organs and restore umbrellar shape after diverse types of
damage (Schmid and Tardent, 1971). Clytia is a reliable laboratory model with extensive
genomic and transcriptomic resources (Houliston et al., 2010; Leclére et al., 2019) amenable
to gene function analysis (Momose et al., 2018). Clytia medusae show four-fold rotational
symmetry around the central manubrium feeding organ (Figure 1A). Organ distribution thus
can be defined by positional values along a radial axis and relative angular spacing. Each
quadrant harbors one radial gastrovascular canal, one gonad, one lobe of the manubrium,
and an equal number of tentacle bulbs, increasing (up to four) by intercalation as the medusa
grows. A peripheral circular canal connects tentacle bulbs and radial canals. Located on the
rotational axis of the tetraradial bell, the manubrium is itself organized with tetraradial
symmetry: a basal (proximal) gastric cavity is surmounted by the distal mouth part,
terminating in a four-lobed lip; the base of the gastric cavity is organized in four gastric
pouches connected to the four radial canals, defining the corners of the square base (Figure

1B). The manubrium, bulbs and gonads behave as distinct functional units, and can be
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considered as true organs. The bell, mainly constituted by acellular mesoglea, is covered on
its external face (exumbrella) by a monolayer of epithelial cells. The underside, termed
subumbrella, has a more complex architecture: an inner endodermal epithelium is covered
by a layer of smooth epitheliomuscular cells, oriented radially. The peripheral part of the bell
is characterized by an additional layer of circularly-oriented striated epitheliomuscular cells
lying between the endoderm and smooth muscles (Figure 1C,D), which plays an essential

role during swimming (Leclére and Réttinger, 2016).

We used cutting and grafting experiments to define a series of the patterning rules that
govern Clytia medusa regeneration, and to investigate the underlying cellular mechanisms.
The regeneration process could be divided into distinct phases of wound healing, tissue
remodeling to restore global symmetry, and cell proliferation-dependent organ reformation.
We found that manubrium positioning can be predicted by the behavior of subumbrellar
muscles and radial canals in response to injury. Actomyosin-driven contraction at the wound
site is a necessary process that reestablishes a radial arrangement of subumbrellar muscle
fibres, the new muscle “hub” marking the manubrium formation site. Radial canals provide a
second key structural element for regeneration, locally dictating the geometry of the
regenerated manubrium, and allowing recruitment of stem and somatic cell types mobilized
from distant organs to fuel the regenerative process. We propose that self-organization
during regeneration in Clytia medusae relies on integration of local responses between

structural elements and coordinated long-range cell recruitment.

Results

Temporal and spatial segregation of wound healing, remodeling, and organ

regeneration

To define the self-organizing properties of the medusa, we performed a series of dissections,
designed to explore the regenerative responses of Clytia (Figure 1E-K). Targeted ablations
demonstrated that all organs and radial canals fully regenerate. Fully functional manubria
regenerate in 4 days (Figure 1G), gonads (harboring mature oocytes) and tentacle bulbs in
about a week (Figure 1E,F; gonads: 48/48, bulbs: 45/52, after 8 days). Removed segments
of radial canals rapidly reform, regrowing from the stumps in both centripetal and centrifugal
directions (Figure 1H; notice the thickened end). The recovery efficiency of gonads and

tentacle bulbs vary, both within and between medusae, and appears to be affected by the
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physiological state of the animal, in particular by feeding levels (Figure 1-S1). In contrast, the
manubrium regenerates reliably and stereotypically, suggesting this feeding organ is

prioritized during the regeneration process.

Any injury in the umbrella triggers a wound healing response, with the exumbrella and
subumbrella sealing to close the wound in less than 2h. This initial response was
systematically followed by a remodeling of the umbrella, which rapidly restores the circular
bell shape, irrespective of the starting topology and of the number of surviving organs or
canals (Figure 1

J,K, 1-S2). Dissecting out the entire bell margin results in one of the few exceptions; the
fragment seals into a spherical shape, which is unable to progress through regeneration
(Figure 11). Each medusa half (“bisected”) and quarter fragments morph within 24 hours post
dissection (hpd) into a circular, smaller, bell (Figure 1J,K). Missing “quadrants” are never
restored, although occasionally additional radial canals sprout from the manubrium (10/30 of
bisected medusae showed 3 radial canals after 6 weeks). Any portion of the manubrium,
when present, rapidly seals and becomes displaced away from the bell margin, before
regaining its feeding function (Figure 1J). In manubrium-free quarter fragments, within 24
hpd, cells accumulate at the free end of the remaining radial canal(s); the cell mass

regenerates into a new functional manubrium within 4 days post-dissection (dpd) (Figure 1K).

Manubrium regeneration, but not umbrella remodeling, requires cell proliferation

The initial characterizations of Clytia medusa regeneration potential show that wound
healing, umbrella remodeling and organ regeneration are temporally and spatially distinct in
Clytia medusae. What is the role of cell proliferation in these sequential processes? We
addressed this question by focusing on regeneration of the manubrium following its complete
removal along with a surrounding disc of all the umbrellar tissues (see Methods for details on

the ablation procedure).

Manubrium regeneration starts by the fusion of the wounded exumbrellar and subumbrellar,
sealing off the exposed mesoglea (stage 0, wound closure; Figure 2A,). The hole in the bell
starts to constrict progressively, pulling together the cut ends of the four radial canals. By 12
hpd, the tissue gap is closed, and the radial canals join at the center (stage 1, remodeling;
Figure 2A). Cells start accumulating at the junction of the radial canals, the first sign of organ
regeneration; by 24 hpd the cell mass morphs into a roughly square, flat primordium (stage

2, regenerating primordium; Figure 2A). The primordium thickens, and by 48 hpd it fissures
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centrally, revealing the now distinguishable gastric cavity (stage 3, opening; Figure 2A). A
thicker rim emerges, which develops into a short tubular outgrowth (stage 4, outgrowth;
Figure 2A). The protuberance elongates, and within 4 dpd, it develops the characteristic lip
folds, tetraradially arranged; the manubrium is now fully functional, albeit smaller than the

original one (stage 5, folding; Figure 1-S1).

No early peak of cell proliferation could be observed in Clytia following manubrium ablation,
as shown by a pulse incubation with the thymidine analogue EdU (Figure 2-S1). Instead, we
observed a reduction of cell proliferation within the first hours following manubrium ablation,
notably within the segment lying between gonad and manubrium, which we term the “MG-
segment” (Figure 2C, 2-S1). Cell division significantly increased within the primordium (24
hpd), and peaked during the thickening phase (between 48 hpd and 72 hpd; Figure 2A,B).
Cell proliferation increased again within the radial canals around 48 hpd, and peaked during
primordium thickening stage (72 hpd), before returning to basal levels after 96 hpd (Figure
2C, 2-S1).

Treatment with the inhibitor of DNA synthesis hydroxyurea blocked manubrium regeneration
before the mouth opening stage (stage 3), thus establishing the dependency of manubrium
regeneration on cell proliferation (Figure 2D, 2-S1). After removal of the inhibitor the
regenerative process resumed, and a complete manubrium formed within 3 days (14/20;
Figure 2E). Conversely, hydroxyurea treatment did not impair wound healing, bell remodeling
or the repositioning of regenerating manubrium (Figure 2G), consistent with the relatively low
mitotic levels detected during these processes (Figure 2F). Umbrella remodeling and
manubrium regeneration steps can therefore be distinguished by the requirement or not of

cell proliferation.

Cell recruitment via the radial canals sustains manubrium morphogenesis

We observed a high number of EdU-labelled cells in the radial canals following pulses at the
different stages of manubrium regeneration (Figure 2C, 2-S1A). We hypothesized that these
might originate from either gonads or tentacle bulbs, which connect via the radial canals and
harbor niches of multipotent stem cells, called interstitial stem cells (i-cells). I-cells can
generate both somatic and germ cell types, and characteristically express stem cell markers
including CheNanos1 (Denker et al., 2008; Leclére et al., 2012).
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CheNanos1-positive cells were detected in both regenerating manubrium and radial canals,
starting from 24 hpd (Figure 3A). The gonadal origin of such i-cells was demonstrated by the
replacement of a gonad in a host medusa prior to manubrium ablation with one from an EdU-
labeled donor (see Methods). EdU-positive cells were detected both within regenerating
manubrium, and the connecting radial canal, 48h after manubrium ablation (Figure 3B),
demonstrating that cells of the EdU-labeled grafted gonad contributed to the regenerating
manubrium. A subset of the migrating EdU+ cells express CheNanos1 (Figure 3C), indicating
that they are i-cells. Unexpectedly, gonad-derived EdU+ small oocytes were also detected
both in the radial canal and regenerating primordium (Figure 3B, 3-S1), suggesting that germ
cells at different stages of development can contribute to the regenerating manubrium. No
mobilization of Nanos7+/EdU+ cells was observed in control medusae (grafted, but non-
dissected) (Figure 3D), showing that i-cell recruitment is specifically triggered by the
regeneration process. In the gonad transplantation experiments, the EdU+/Nanos1+ cells
that left the graft were found exclusively in the MG-segment of radial canals and in the
primordium (Figure 3C), suggesting that cell migration from the gonad is targeted towards

the regenerating manubrium.

A few additional EAQU+ cells distributed more widely through the regenerating medusa were
identified as differentiated gastro-endodermal cells. This unexpected population of migrating
cells showed characteristic brown pigmentation, likely derived from the crustacean diet
(Figure 3E). These cells could be labeled by feeding the medusa with fluorescent beads,
which accumulate in digestive gastro-endodermal cells lining manubrium, gonads and
tentacle bulbs (Figure 3F). The bead labeling experiments reveals that some endodermal
cells circulate through the canals, and can integrate into the gastroderm in other organs. This
phenomenon was observed in both regenerating (manubrium ablation) (Figure 3G) and
undissected conditions (not shown). This previously undescribed cell mobilization process,
particularly conspicuous in starvation conditions (not shown), might assure the nutritional
balance between medusa organs. We performed gonad transplantation experiments after
feeding the donor medusa with fluorescent beads (see Methods), and confirmed that
gastrodermal cells from the gonad endoderm are recruited by the primordium as well as by

non-regenerating tentacle bulbs and the other gonads of the medusa (Figure 3H).

We next demonstrated that the recruitment of cells through the radial canals from other

organs documented above Is necessary to achieve manubrium regeneration. We removed
all four radial canals (including gonads), leaving just their most proximal segments. Under
these conditions manubrium regeneration was either blocked at early stages (Figure 4B,C;

n=16/21) or generated abnormal manubria with incorrect geometry with disrupted

120



morphogenesis (Figure 4B,C; n=5/21). A complete tetraradial manubrium was only observed
when at least one radial canal was connected to the peripheral gastrovascular system
(Figure 4A; n=25/44).

We conclude that massive cellular recruitment via the canals to the manubrium anlagen is
necessary for correct manubrium regeneration in Clytia. Mobilized cells display two main
behavioral patterns: stem cells and differentiating cells are specifically targeted to the
regenerating site, while digestive cells detached from the gonads and likely other sites
circulate through the canal system and can settle in the endoderm of the other organs,

including the manubrium regeneration site.

Radial canals dictate the geometry of the regenerated manubrium

The tetraradial symmetry of the native manubrium mirrors the global symmetry of

undamaged medusae, and is also perfectly recovered by regenerating manubria if properly
connected to the canal system (Figure 4K). Does the manubrium symmetry depend on the
global tetraradial symmetry of the medusa body? To test this we examined the geometry of

the manubrium in the presence of different elements of the surrounding medusa.

Bisected and quartered medusae regenerated double- and single-lobed manubria,
respectively (Figure 4D,E). Furthermore, irrespective of the dissection topology, the number
of lobes of the regenerating manubrium and number of radial canals was always conserved,
such that three radial canals generated a three-lobed manubria, and so on (Figure 4D-G).
This pattern might be caused by the positional information around a circular “axis” retained
within the medusa fragments, or by the canals themselves. To distinguish these possibilities
we systematically

removed radial canals from manubrium-ablated (but otherwise undamaged) medusae. In
most cases, the presence of four canals led to a tetraradial manubrium, three canals to a
trilobate one, two canals a bilaterial manubrium, and one canal to a tubular one (Figure 4H-
J). We conclude that the topology of manubrium is determined by the number of connecting
canals. The canals might provide a mechanical or biochemical signal (for example through
the dense nervous system associated with the canals), or might directly contribute materially
to the blastema composition by providing migrating cells (Figure 3). Results of from a
previous dissection experiment argued against this latter possibility: a small piece of canal

only connected to the primordium was found to be sufficient to direct the geometry of the
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regenerated manubrium (Figure 4A). The signal provided by the canal is therefore most likely

local and structural.

Muscle fiber ‘hubs’ predict the site of manubrium regeneration

Remodeling and regeneration of fragmented Clytia medusa generates a new stable
functional state. in which radial symmetry is only partially restored, despite the recovery of
circular shape and organ functionality, (Figure 1). Despite the symmetry mismatch,
regenerating medusae are well-organized. Recovering medusae usually regenerate only one
manubrium (see below for an exception), reform radial canals (which interconnect bulbs and
manubrium), and regenerate well-positioned gonads. These global properties indicate that
positional information within the bell is globally re-specified during the remodeling phase. We
next addressed the nature of the global patterning system that determines the position of the

new manubrium.

The initial position of the regenerating manubrium does not coincide with the geometrical
center of the remodeled medusa. In addition we observed that a manubrium could form at
any location along the radial axis of the bell, such that any fragment along the radial axis
could regenerate a manubrium. Indeed a well-formed manubrium could develop at any
distance from the bell margin (except for the region immediately adjoining the peripheral
canal; Figure 5A), These observations suggest that the bell tissues do not to carry intrinsic

positional information along the radial axis, as also suggested by (Schmid et al., 1976).

Despite the potential of umbrella tissues, only a single manubrium usually regenerates,
suggesting a control mechanism. One hypothesis is that the manubrium of Clytia could exert
an organizing role, as is the case to the hypostome (mouth) of Hydra polyps (Meinhardt,
1993; Bode, 2011; Vogg et al., 2019), acting as the source of an inhibitory signal within the
bell that could prevent the formation of additional manubria. We tested the inhibitory
influence of the manubrium by grafting supernumerary manubria at different subumbrellar
positions. In almost all cases these could co-exist stably with the original one (in
“homeostatic” conditions, not shown), and did not prevent the regeneration of an excised
manubrium, resulting in the formation of a two-manubria medusa; Figure 5B). Each
manubrium behaves as an independent module, and participates in feeding. One exception
was observed when the exogenous manubrium was grafted precisely at the place of the
excised one, in which case no regeneration occurred, perhaps due to steric effect (Figure
5C).
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We can conclude from these experiments that an additional manubrium does not inhibit
manubrium reformation nor induce a global re-organization of the radial axis and of medusa
topology. At a local scale, however, the grafted manubrium sprouts new canals from its base,
which grow and fuse with the existing canal system (Figure 5-S1). The growth pattern of
canals suggests that local cues play an important role in guiding the outgrowths. Thus the
manubrium of Clytia medusae, unlike the hypostome of Hydra polyps, does not appear to act
as an active organizer of global patterning, but rather to constitute the central element of a

self-organizing framework maintained through local interactions.

In undisturbed conditions, the manubrium is located at the geometrical center of the
umbrella, at the point of convergence (‘hub') of the radial smooth muscles fibers and of the
four endodermal radial canals. This configuration is observed also in regenerating medusae,
where, irrespective of the wound topology, both radial canal(s) and a hub of smooth muscle
fibers were invariably found associated with the manubrium anlage, and to precede its
initiation (Figure 1). This pattern suggests that either the canals or the muscle fiber hub (or

both) might play a role in defining the position of the new organ.

Successful manubrium regeneration depends on the presence of radial canals: cells
recruited through the radial canals are necessary for correct manubrium morphogenesis (see
above: Figure 3), while interradial fragments never regenerate a manubrium in our conditions
(Figure 5D). Despite their frequent co-occurrence, it is not the merging of multiple free canal
ends, often generated by the remodeling process that direct manubrium positioning and
regeneration: in quarter fragments, the manubrium regenerates on the sole surviving radial
canal (Figure 5A). In contrast, several observations indicated that the key parameter defining
the location of the new organ is the position of the “hub” of smooth muscle fibers that
invariably forms as a result of the remodeling process (Figure 5E, n= 9/11). This hub forms
independently of the radial canals, which do not seem to influence neither wound closure nor
umbrella remodeling: removal of the MG-segment of radial canals did not delay the closure
of the gap left by manubrium excision (hole closed after 24h: n=170/170; Figure 5F) nor the
formation of a new muscle hub. In no cases did manubrium regeneration commence until at
least one excised canal regrew to reach the hub of smooth muscle fibers (Figure 5G, n=3/3).
Taken together we can conclude from these results that the position of the hub of smooth
muscle fibers is the key parameter defining the location of the new organ, while connection to

the radial canals is then necessary to fuel primordium growth and morphogenesis.

123



In order to test the relationship between muscle fibers hub and manubrium regeneration site,
we performed a longitudinal cut along the umbrella of manubrium ablated medusae, which
generated two muscle hubs (Figure 5H, n=17/20 at 24hpd). This configuration led to the
formation of two separate manubrium primordia, within 24 hpd (Figure 5H, n=119/326). In
1/3 of cases, two independent manubria regenerated, sometimes linked by a radial canal
(Figure 5H, n=16/159). In other cases, the two manubrium anlages later fused into a single
oral structure, correctly patterned or twinned (Figure 5H, fused manubria after 5d: n
=24/159). The “double hub” experiments confirm i) that the formation of any hub is solely the
product of remodeling process and is independent of the radial canals (Figure 5-S1, n=8/12),
and ii) that each hub identifies the location of a regenerating manubrium, which can remain

separate (two hubs) or fuse (fused hub), (Figure 5H, n=6/20).

Taken together, these results show that manubrium regeneration is triggered at the hub of
smooth muscle fibers, while initiation of regeneration depends on the concomitant presence
of at least one radial canal. The remodeling process defines a new point of convergence for
the radially oriented smooth muscle fibers (“muscle hub”), which in turn identifies the position

of a potential manubrium.

Actomyosin-driven subumbrella remodeling restores medusa shape

Closer examination of the tissue behavior of bisected medusae provided insights into the
mechanisms underlying shape restoration after fragmentation. Within the first two hours from
dissection, subumbrellar and exumbrellar layers fuse together (Figure 6A,B). In the following
hours, myoepithelial tissues around the wound site constrict, progressively reducing the cut
edge perimeter (Figure 6B). This active wound closure process draws together the intact

tissues at each end of the cut edge, rapidly restoring the dome-shaped bell (Figure 6B).

A continuous bundle of actin lines the remodeling edge (Figure 6D), reminiscent of the actin
ring that has been described around wound sites in the exumbrella layer of Clytia (Kamran et
al., 2017). The bundle resembles the purse-string structures tightening epithelial wounds in
several species, through a contraction of actin/myosin cables stretching over cells at wound
edges (Begnaud et al., 2016; Schwayer et al., 2016). The phosphorylation of myosin-II
regulatory light chain (MRLC), detected around the wound area by antibody staining (Figure
6D), is consistent with a local stimulation of the actomyosin contraction system. Treatment
with myosin Il inhibitors (Blebbistatin and BDM; Herrmann et al., 1992; Ostap, 2002; Forer et
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al., 2005) impaired umbrella remodeling, providing further evidence that force generation

depends on actomyosin (Figure 6E, 6-S1).

A comparable "symmetrization" process described in damaged Aurelia ephyrae was
proposed to depend on rhythmic contractions of the striated muscles (Abrams et al., 2015).
Newly fragmented Clytia indeed undergo vigorous contractions (not shown). Treatment with
the anesthetic menthol, which efficiently blocks umbrella contractions, slightly delayed
bisected medusa remodeling, hinting that striated muscle rhythmic contractions may only

facilitate medusa shape restauration (Figure 5F).

These results suggest that actomyosin-dependent tissue remodeling is the major driver of
Clytia medusa shape restoration. Actomyosin cables assemble in response to diverse types
of wound, which similarly affect the remodeling process after manubrium ablation (Figure 6-
S2). Contractions of the striated circular muscles accelerate remodeling but are not required,
unlike what previously suggested for Aurelia ephyrae (Abrams et al., 2015). We postulate
that the actomyosin based contraction of the wound site drives the formation of the radial

smooth muscle hub that positions the manubrium during regeneraton (see above).

Tracing experiments and filamentous actin staining (see Methods) demonstrate that bell
remodeling is accompanied by an extensive reorganization within the area close to the
wound, of both the radial subumbrellar muscle layer (Figure 6B,C) and of the underlying
mesoglea (not shown). During the constriction phase, the tissues adjacent to the wound area
are compressed; which correlates with the smooth muscle fibers loosening their radial
alignment and disorganizing (Figure 6C, 6hpd). By 12 hpd, the still recognizable muscle
fibers are variably arranged, but twelve hours later the smooth muscle fibers comprised
between the site of manubrium anlage and circular canals reacquire a radial orientation,
newly matching the final shape of the remodeled medusa. Thus, during Clytia medusa
regeneration, manubrium reformation is directed by the formation of the smooth muscle hub,

which in turn is the product of remodeling of the subumbrellar tissue of the bell.

Discussion

Swimming Clytia medusae cope efficiently with diverse damage, rapidly recovering a stable,
functional, body organization. Our experiments demonstrate that this flexibility stems from

the integration of 1) local structural signals generated by the remodeling process, which
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redefine positional information within the umbrella, and of 2) long-range migration of
progenitors cells, coupled to localized cell proliferation, which fuel the rapid restoration of
missing organs. Mechanical forces exerted by an actomyosin cable assembling around the

wound likely play key roles in the recovery of the medusa form.

The basic grammar of medusae regeneration

Medusae respond to damage by activating a stereotypic wound healing process. The
mesoglea is sealed off by the fusion of subumbrella and exumbrella layers, and an
actomyosin cable assembles at the cut edge. This cable gradually constricts the exposed
surface, closing any gap in the umbrella and re-establishing the circular medusa shape. This
remodeling rearranges any surviving element in the umbrella (canals, gonads, manubrium),
and modifies the organization of radial smooth muscle fibers in the subumbrellar layer. The
local compression of radial fibers at the wound site leads to the formation of a “muscle hub”
which defines the site for a new manubrium. The combined presence of a smooth muscle
hub and at least one radial canal is sufficient to support the regeneration of a new
manubrium. Manubrium regeneration is highly stereotypical and is sustained by targeted
migration of progenitor cells through the radial canals (from other organs). Gonads and
tentacle bulbs can also regenerate, but less efficiently. The native tetraradial symmetry is
usually not reestablished, and the novel global positional information within the umbrella
emerges from the integration of local signaling sources, corresponding to “structural”
elements. The characteristic tetraradial symmetry is likely defined during development of the
medusa bud, while local interactions between the elements of the medusa system might

maintain it during growth and homeostasis.

A system-level coordination of cellular behaviors

Manubrium regeneration relies on the integration of different cellular sources, proliferating
epithelial cells, migrating i-cells and circulating differentiated (gastro-dermal) cells. Cell
tracking experiments demonstrated a substantial contribution of multiple cell types
converging to the primordium site from other organs, notably the gonads, through the radial
canals. Such cells display a differential behavior according to their degree of differentiation:
multipotent stem cells (i-cells) directionally migrate towards the regeneration site, and start
proliferating both within the radial canals and at the primordium site, while differentiated

gastro-dermal cells travelling through the gastrovascular canal system, can integrate into the
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endoderm of other organs. The untargeted migration of gastro-dermal cells was also
observed in physiological conditions, and likely plays a role in the metabolic regulation of the
medusa. The targeted migration of progenitor cells has been shown to contribute to
regenerative processes in multiple species, including planarians and Hydractinia (Atabay et
al., 2018; Bradshaw et al., 2015). The different behavioral patterns of distinct recruited cell
populations in Clytia medusa offer a unique system for studying the mechanism controlling

cell movements.

Uncoupling remodeling and proliferative phenomena

The proliferation of progenitor cells to restore missing structures and the remodelling of
surviving tissues to reset anatomical proportions have long been recognized as two
complementary aspects of regenerative processes (Morgan, 1900); employed to varying
degrees by different regenerating species. The source of regenerative materials and the
proliferative events unfolding at the cut site have received considerable attention (eg.
Nematostella, annelids, salamander, (Amiel et al., 2015; (")zpolat and Bely, 2016;
Passamaneck and Martindale, 2012; Planques et al., 2019; Sandoval-Guzman et al., 2014;
Tanaka and Reddien, 2011)). Remodelling processes, which re-specify the positional
information, have been shown in Hydra, annelid and planarian regeneration (Agata et al.,
2007; Chera et al., 2009; Pellettieri et al., 2010), but remain poorly characterized (Pellettieri,
2019). Disentangling the relative contributions of proliferation and tissue remodeling is, in
most regenerating animals, challenging, due to the fact that the phenomena are often
temporally undistinguishable, and overlap spatially. Anterior pole regeneration in planarians
relies on the instructive role of the wound site, which patterns the in situ-forming blastema,
and integrates it with the rest of surviving tissues, re-establishing body proportions (Oderberg
et al., 2017; Reddien and Alvarado, 2004). Body re-proportioning and blastema formation are
however independent processes, as shown by shifts in position-dependent gene expression
in irradiated planarians (Gurley et al., 2010; Petersen and Reddien, 2009; Reddien et al.,
2007).

The sequential regenerative process observed in Clytia medusae, and their circular
geometry, allows decoupling the sites of wounding, remodeling and blastema positioning.
Wounding activates the actomyosin-powered remodeling process that modifies the
organization of undamaged tissues. The result is the identification of a new landmark within
the umbrella, emerging from the union of discontinuous tissues, the smooth "muscle hub".

Cell proliferation-dependent regeneration of missing organs (the manubrium) will then be
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triggered at the muscle hub forming a blastema. Interestingly, longitudinal muscles have
been shown to be required in blastemal formation in planarians (Scimone et al., 2017;
Witchley et al., 2013) and comparable smooth muscle hubs are also early landmark of
regenerating tip in both Hydra (Livshits et al., 2017) and planarians (Scimone et al., 2017).
The temporal and spatial separation of the regenerative phases observed in Clytia offers a
paradigm for addressing the contributions of each process (wound healing, muscle and
epithelium remodeling, blastema formation) to the restoration of body parts and organs after

injury.

Tension-driven pattern formation and morphogenesis

Understanding how organisms achieve their shape is one of the fundamental questions of
biology. The positional information model (Wolpert, 1969), despite being traditionally
associated to chemical cues, exemplified by the action of gradient of morphogens, did not
originally make assumptions about the nature of the signal, and it is now clear that
generation of forms in biological systems depends on the integration of different type of
signals, both of chemical and mechanical origin (Chiou and Collins, 2018; Green and
Sharpe, 2015; Ingber, 2003; Urdy, 2012; Vining and Mooney, 2017). Hydra regeneration, the
classic model where morphogen gradient-based patterning has been studied and theorized
(e.g. (Bode, 2009; Gierer and Meinhardt, 1972), depends also on the original organization of
the actomyosin cytoskeleton; the axis of regenerating fragments is determined by the
alignment of the supra-cellular contractile actomyosin fibers (Livshits et al., 2017; Mercker et
al., 2015).

The active remodeling process seen in Clytia medusae, based on the actomyosin-powered
constriction of cut edges, restores the circular shape, and rearranges umbrella structures.
The damaged radial smooth muscle fibers in the subumbrellar layer are brought together and
heavily reorganized. The crammed smooth muscle fibers, initially locally disorganized, are
predictably reorganized into an emergent landmark in the umbrella, the "muscle hub", which,
in presence of at least one radial canal, triggers the regeneration of a new manubrium.
Experimental uncoupling of hubs and radial canals suggests that the hub is not simply an
anatomical by-product of remodeling, but that it represents a novel feature of the umbrella,
which will anchor an emerging self-organizing unit constituted by the manubrium and the
eventual radial canals that will form (and the gonads that will regenerate along them). The

possibility that this site represents a signaling center remains to be explored.
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The key event in the emergence of the muscle hub appears to be the transition from the
crammed, disorganized (relaxed) fibers adjacent to the wound site, to the characteristically
radially-ordered array. This observation suggests that the formation of a hub might depend
on the forces exerted by the intact segment of radial muscles, which progressively pull away
from the periphery of the umbrella the merging point of muscle fibers. In the developing
striated flight muscles of Drosophila, the attachment of developing muscles cells to tendons
increase the tension in the system, and triggers myofibril self-organization thorough the
entire muscle fiber (Weitkunat et al., 2014). Similarly, in Clytia the uninjured anchoring of
radial muscle fibers to the stiffer circular canal might sustain the novel buildup of radial
tensions within the stretched and compressed umbrella, and promote the assembly of
actomyosin fibers in the epitheliomuscular cells perturbed by the remodeling — inducing the
organization of the hub and progressively pulling the (eventual) regenerating anlage towards

the center.

The epitheliomuscular cells lining the subumbrella of the medusa are a type of epithelial
cells, featuring a primary cilium, and containing smooth actomyosin fibers orderly aligned
among the radial axis. The coordinated re-orientation of smooth muscle fibers in the
subumbrella might be controlled by the Wnt/Planar Cell Polarity (PCP) pathway, which
directly communicates polarity cues to the cytoskeleton of neighboring epithelial cells, in both
invertebrate and vertebrate epithelia (Seifert and Mlodzik, 2007). Local feedback loops are
able to orient small groups of cells, but in silico simulations have shown that the range of
action of PCP signaling is local, and that a long-range cue is further necessary to globally
align the axis (Amonlirdviman et al., 2005; Burak and Shraiman, 2009). In Drosophila wing
disk the planar polarity of epithelial cells is set up early during development, and is later
remodeled at the pupal stage, when cells rearrange and globally orient along the proximo-
distal axis of the elongating wing (Carvajal-Gonzalez and Mlodzik, 2014; Sagner et al.,
2012). The exact nature of the cue remains unclear, but contractility of the wing hinge has
been shown to alter the tissue shape, subjecting cells to anisotropic tensions in the proximal-
distal axis, which re-orient cell polarity (Aigouy et al., 2010; de la Loza and Thompson, 2017).
The asymmetric force generated by the intact portion ending of radial muscle fibers might
play an analogous organizing role in Clytia subumbrella, and contribute to the local re-
alignment of muscle fibers, mediated by PCP signalling. Wnt/PCP signaling has been shown

to orient ciliated epithelial cell in the larva of Clytia (Momose et al., 2012).

Our findings do not exclude the possibility that radial molecular gradients might be present
within the umbrella, regionalizing the centro-peripheral axis. In planarians ‘Positional Control

Genes’ (PCGs) encode a coordinate system that provides a positional reference throughout
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the body (Reddien, 2018). PCGs are expressed in the body wall muscles, which perform
both contractile and signaling roles (Cebria, 2016; Cutie et al., 2017). Following amputation,
muscle fibers alter their PCG expression profiles to reestablish a complete coordinate
system, generating the pre-pattern that will direct the restoration of structures and
proportions (Witchley et al., 2013). Patterning along the antero-posterior axis has been
shown to depend on a Wnt/B-catenin signaling-circuit (Petersen and Reddien, 2009;
Scimone et al., 2016). Wnt/B-catenin signaling has key role in patterning the primary body
axis also of regenerating Hydra polyps, and might represent a clear candidate contributing to
the control of Clytia patterning (Hobmayer et al., 2000; Nakamura et al., 2011). The
sequential action of both canonical Wnt signaling and PCP/Wnt signaling have been shown
to be necessary for the specification and orientation of muscle cells in vertebrate embryos:
myogenesis in chick is initiated by the Wnt/B-catenin-dependent pathway, which specifies
myocyte cell fates and activates wnt11 expression, which orients, through the PCP pathway,

to myocytes elongation along the antero-posterior axis of the embryo (Gros et al., 2009).

The morphogenesis of the regenerating manubrium relies on the localized proliferation of
progenitor cells and its final symmetry correlates with the number of adjoining radial canals.
The possibility of experimentally uncoupling the global symmetry of the medusa from the
symmetry of isolated regenerating organs (Figure 4), indicates that the shape of the
manubrium does not depend on a native, constitutionally active, rotational patterning system,
but that is instead locally specified. The canals joining at the muscle hub are associated to
thicker smooth muscle fibers (Figure 4-S1), which extend to the incipient blastema; while the
other radial muscle fibers in the subumbrella are still organizing at the level of the
discontinuity with the emerging anlage. Interestingly, the application of directional mechanical
stresses has been shown to drive cell proliferation and differentiation in cell aggregates, in a
stress magnitude-dependent pattern (Li et al., 2009), which could provide an explanation for
the differential growth of the primordium. The emergence of the initial tubular anlage might
be also mechanically-controlled, and depend on actomyosin interaction with the underlying
mesoglea, in a process similar to has been described for branching morphogenesis. During
epithelial branching, for example in the morphogenesis of salivary glands, cells exert intrinsic
actomyosin contractility and traction forces on the ECM, which assembles at the cleft region
and promotes cell proliferation in the budding region (reviewed in (Vining and Mooney,
2017)).

Materials and methods
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Clytia hemisphaerica husbandry

Clytia medusae were clonally grown from Z4B female colony (see (Leclére et al., 2019) for
further information on the genome and the establishment of the line), in the Clytia facility at
IMEV, according to the method developed by Lechable et al., in prep. (custom-made closed
system, at 18°C, fed with Artemia sp. nauplii). We performed all experiments on medusae
11-14 days old (diameter 0.5 — 0.8 cm), corresponding to newly matured medusae
(spawning). Selected animals were not fed for at least 12 hours prior to experiments; and
generally not fed during regeneration, with the exception of some of the gonad and bulb-

regeneration experiments and of the fluorescent beads assay (see later).

Surgical procedures

Surgical manipulations were performed on agarose-coated petri dishes (2% agarose in
filtered artificial sea water or FASW), by means of custom-made tools made of fine planum
wire, acupuncture needles, pipette tips of diverse diameters, dowell scissors (Fine Science
Tools, catalogue #15040-11), fine forceps (Fine Science Tools, catalogue #11370-40), fine
scalpels. For manipulations, animals were relaxed either with ice-cold water or menthol (400
MM). Tentacles were trimmed with fine scissors, to avoid damages to the animals due to
entangling. Operated animals were kept in a clean multi-well plate, in ca 1.5 ml of filtered
artificial sea water with antibiotics (penicillin plus streptomycin), changed at least once per
day; multi-well plates were kept in an incubator, at 18°C, agitating.

Organ dissections were performed either by punching out the corresponding area in the
umbrella using an appropriately-sized pipette tip (thus generating a hole across subumbrella,
mesoglea and exombrella), or by excising the targeted organ by means of forceps and a
scalpel or with custom made wire tools (minimizing umbrella damage). Grafts were
performed by means of acupuncture needles, used to stich fragments together, and fine
forceps.

Experiments were monitored at least once per day, and pictures were taken when

necessary. For imaging, animals were briefly relaxed with menthol (400 uM).

In-vivo cell labeling experiments

EdU labeling was performed by incubating medusae in a 100 uM solution, for the designed
amount of time (pulse and pulse-chase experiments). Animals were then fixed with 4%
paraformaldehyde in FAWS, for one hour, then rinsed with 1x PBS. Staining was performed
with the EdU Click-It kit (Alexa Fluor 555 kit; ThermoFisher #C10338), following the
manufacturer protocol (BSA not added). Nuclei were contrasted with Hoechst 33258 (30

minutes incubation).
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Fluorescent beads labeling (FluoSpheres, Molecular Probes #F8812) was performed by
feeding animals with hatched artemia mixed to beads. Beads are ingested and retained by

gastro-endodermal cells.

Chemical treatments

Cell proliferation was blocked by treating animals with hydroxyurea (Sigma-Aldrich #H8627),
at a 10 mM concentration. Solution was renewed twice a day. Muscle contraction was
inhibited by means of: 34 mM blebbistatin in DMSO (Sigma-Aldrich #B0560), 8mM BDM in
FASW (2,3-Butanedione monoxime; Sigma-Aldrich #80753), 400 uM menthol dissolved in
ethanol, (ethanol 1:2500 final).

In situ Hybridization, immunostaining and phalloidin staining

Fluorescent in situ hybridization and probe synthesis were performed according to the urea-
based protocol in (Sinigaglia et al., 2018). For immunostaining, animals were fixed for 2
hours with PFA 4% in buffer, rinsed and permeabilized with 1X PBS plus Triton X-100,
blocked and incubated with the anti-tyrosinated tubulin antibody YL1/2 (1:50, rat; Abcam
#6160), revealed by a goat anti-rat secondary antibody coupled to Alexa 488 or 594 (1:200;
Thermo-Fisher #A-11006 and #A-11007), and mounted in Citifluor AF-1 (Citifluor, catalogue
#AF1-100) for imaging. Actin fibers were stained with 1:100 phalloidin coupled to Alexa 488
(Fisher Scientific #10125092; solubilized in methanol, and dried prior to use), following
fixation with 4% formaldehyde in 1X FASW or with HEPES buffer. For FISH plus EdU
reaction, the EdU click-It reaction was performed after the TSA reaction of FISH. For the EdU
plus immunostaining experiments, immunostaining followed the click-It reaction. Nuclei were
counterstained with 1 yM/ml Hoechst 33258 (Sigma-Aldrich, catalogue #94403).

Image acquisition and processing

Macroscopic images were taken with a Sony camera (NEX-5R), mounted on a Olympus
stereoscope (SZ61). Fluorescent images were taken with the Zeiss Axio Imager A2
microscope and with the Leica SP8 confocal microscope. Image processing (maximum
projection, color display), and quantifications were done with the Fiji software. Figures were

composed with lllustrator CS6 (Adobe).
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Figure 1 - Temporal and spatial segregation of wound healing, remodeling, and organ
regeneration. (A-D) Anatomy of Clytia medusa. A) Female medusa, subumbrellar view. Umbrella is
organized in four quadrants, each containing a radial canal (rc), a gonad (g), and up to four tentacle
bulbs (b). The tetraradially shaped manubrium (m) lies at the centre. A peripheral circular canal (cc)
connects the tentacle bulbs. B) Diagram of manubrium, oral (distal)- aboral (proximal) view. The
gastric pouch is located at the base, connected to the four radial canals. C) The organization of
musculature in the subumbrella. D) Detail of the peripheral area, showing phalloidin-stained striated
and smooth muscle fibers. (E-G) All organs regenerate. E) Bulb regeneration. F) Gonad regeneration.
G) Manubrium regeneration. (H) Radial canals regenerate. (I-K) Medusa remodeling. Scale bars: A,I-
K: 1 mm; E-G: 100 ym; D,H: 20 ym.
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Figure 1.81 — Gonad and tentacle regeneration. Gonad (A) and tentacle (B) regeneration takes
about a week, and it depends on the feeding status of the medusa (C and D, respectively). (E) Size
comparison between undissected (left) and fully regenerated manubria (total length from base to
mouth, in mm).
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Figure 1.S2 — Medusa remodeling. Any type of damage (A-P) triggers the remodeling of the
umbrella, driven by a rapid reduction of the exposed edges - which causes the fusion of all remaining
segments of circular canals. The circular shape is always restored. Left: diagram of dissection (yellow
dotted line), Right: resulting morphology.

139



A 6hpd 12hpd 24hpd 48hpd 72hpd 96hpd

Phalloidin

Hoechst EdU

EdU

W
O
m

Control 5dpd

0

\\g

RS
Control 48hpd

D ol |

12000 24npa a8npa T2h0a

HU 0-48hpd
HU 0-5dpd

\\T// nd. 12hpd 24hpd 48hpd T2hpd 96hpd

EdU G

Hoechst EdU

HU 0-48hpd / 5dpd

Control 24hpd
-
2

HU 0-24hpd
)

Figure 2 - Manubrium regeneration, but not umbrella remodeling, requires cell proliferation. (A-
E) Proliferation-dependent manubrium regeneration. (A, B) EAU pulse labelling (in magenta, and in the
black/white image) shows a peak of cell proliferation in the manubrium anlage, starting from 48 hpd,
and peaking at 72 hpd. (C) After dissection, cell proliferation levels in the radial canals are reduced,
and increase again at 48 hpd. At 96 hpd proliferation return to approximately the basal level. (D)
Treatment with hydroxyurea (HU) shows that cell proliferation is not necessary for the initial
accumulation of the cell mass. (E) Cell proliferation is instead necessary for the tubular outgrowth, and
the correct formation of lobes. (F, G) Remodeling does not require cell proliferation. (F) Cells
proliferate in the proximity of the remodeling margin, but (G) HU-treatment shows that proliferation is
not necessary for a successful medusa shape restoration. Scale bars: A,D-F: 100 um, G: 1 mm.
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Figure 2.S1 — Dynamics of cell proliferation during regeneration. (A) Following manubrium
ablation, EdU-labeled cell levels first drop, then increase between 48 hpd and 72 hpd, in the radial
canals. (B) Proliferation in a regenerating vs non-regenerating medusae, over a 12 hs pulse. (C) HU-
treatment successfully inhibits cell proliferation, as shown by the absence of EdU-positive cells in the
tentacle bulb, a highly proliferating stem cell niche. (D) Proliferation levels are inhibited by HU-
treatment, quantification. (E) Proliferation levels depend on the nutritional state of the animal.
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Figure 3 — Dynamics of cell migration during manubrium regeneration. (A-D) Targeted migration
of stem cells during manubrium regeneration. (A) I-cells (shown by FISH for Nanos1), which are
located at the base of the manubrium, are present in the regenerating anlage, and in the radial canals.
(B) Grafting experiments demonstrate that stem cells migrate from the gonad to the site of manubrium
regeneration. Diagram of experimental approach: a donor medusa is incubated with EAU for 24 hs,
one gonad is then excised and placed at the site of one of the gonads of a non-treated receiver. After
48 hs cells positive for both Nanos? and EdU are found in the canal connecting grafted gonad to the
regenerating manubrium and in the anlage itself. Some of the positive cells resemble maturing
oocytes. (C) EdU-positive cells are still detectable in the fully regenerated manubrium. (D) In non-
regenerating animals, there is no migration of EdU-positive cells targeting the manubrium anlage. (E-
H) Non-targeted migration of gastro-endodermal cells. (E) Cells containing dark-tinted products of
digestion are present in the endoderm of the three organs, manubrium, gonads and tentacle bulbs. (F)
Fluorescent microbeads feeding labels the gastro-endoedermal cells, suggesting that they correspond
to the brown-colored cells observable by transmitted light. (G) Brown cells accumulate in the
regenerating anlage of manubrium-depleted medusae, moving through the radial canals. Fluorescent
microbeads are similarly detected in the anlage. (H) Grafting of a fluorescent-bead labeled gonad to a
naive receiver shows that microbeads-labeled cells migrate in the regenerating anlage of the
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manubrium (i), but not exclusively, and are found also in neighboring organs (ii). Scale bars: 100 um,
otherwise indicated.

Nanos1 (FISH) Hoechst

Figure 3.81. Nanos1 positive small oocytes are found in large number in the primordium from
24hpd. Scale bars: 20 pm.
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Figure 4 - Radial canals locally dictate the morphology of the regenerating manubrium. (A) At
least one radial canal needs to be connected to the manubrium anlage, for a correctly-patterned
manubrium. (B) Morphogenesis of manubrium is arrested (i) or impared (ii) if no complete radial-canal
is connected. (C) Quantification. (D-G) Four different umbrella dissections; the number of lobes of the
regenerating manubrium depends on the number of adjoining canals, and their orientation affects the
geometry of the manubrium. Umbrella dissection changes the relative angles of merging radial canals.
(D) The presence of only one radial canal causes the formation of a tubular regenerate independently
of the shape of the initial aggregate (manubrium base). (E) Two radial canals entail a bi-lobed
manubrium; the two lobes are highlighted by the angular orientation of canals. (F) Three-lobed
manubrium, connected to three radial canals. (G) Four radial canals cause a tetraradial structure, but
the geometry depends on the angle between canals. (H-K) Removal of entire radial canal(s) and
connected gonad(s) prior to manubrium dissection; The number of lobes of the regenerating
manubrium depends on the number of adjoining canals, and their orientation affects the geometry of
the manubrium.

Figure 4.S1 — Manubrium morphogenesis might depend on radial musculature. (A-C) Following
manubrium regeneration, thicker smooth radial muscle fibers are visible on the radial canals,
irrespective of their number and orientation. Those muscle fibers are in direct continuity with those
present at the ridge of the manubrium. The other radial muscle fibers of the manubrium are less well
organized and in partial discontinuity with the subumbrella. (D) Stronger radial muscles on top of the
canals reaching the mouth area are already visible at the onset of morphogenesis (2dpd).
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Figure 5 - The smooth “muscle hub” identifies the position of manubrium regeneration. (A) Any
position of the umbrella can reform a manubrium. (B) Grafting an additional manubrium does not
inhibit the regeneration of the endogenous one. (C) Inhibition is observed if the grafted one is inserted
at the place of the endogenous one. (D) Fragments lacking radial canals can re-circularize, but not
regenerate a manubrium. (E) Smooth radial muscle fibers join at the centre, after manubrium ablation.
They form a “muscle hub”. (F) If canals are removed, the muscle hub can form, but no manubrium
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regeneration is triggered. (G) Quantification of the outcome of regenerative processes (manubrium
regeneration) in presence or absence of radial canals. (H) Ectopic/surnumerary manubria can be
regenerated, by inducing the formation of multiple muscle hubs (cut outline in yellow dotted line). The
regenerating anlages might fuse, at blastema or later stages. Scale bars: A,E,F: 150 pm; D: 1 mm; H:

300 pm.
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Figure 5.S1 — Independence of canals and umbrella patterning. (A) Manubrium grafted on the
umbrella sprout novel radial canals in random directions. Canals will grow and connect to the
endogenous canal system. (B) Radial canals are not necessary for the formation of a muscle hub.
Phalloidin staining shows that a double hub forms also when the adjoining canal segments are
removed leading in some cases into the regeneration of two manubria, following the growth of the

radial canals to the new muscle hubs (right pictures).

146



D Wound area 6hpd

Control

Blebbistatin

Ohpd

12/12

’i
“,

g
«
¥
|

\":‘ N\ ’

\N_/

0/12

Menthol

S
=
c i
=]
Q

6hpd

012

12hpd 24hpd
=
.I .
k “ o -\
= =X/ '
\‘\t/ " 'l’ ‘. 2 ‘

Figure 6 - Actomyosin-driven subumbrella remodeling restores medusa shape. (A) The standard
experimental set up for remodeling employed medusa bisection, across the manubrium. (B) Gross
morphology of remodeling hemi-medusa, showing the rapid reduction of exposed edges. After closure
of the wound, the manubrium migrates towards the center: by 24 hpd only a scar-like trace is visible in
the umbrella, which will then disappear. (C) Phalloidin-staining showing the dynamics muscle fibers at
the remodeling edge (yellow squares in B): the initially organized fibers disorganize, and are heavily
rearranged following the movements of the umbrella. (D-E) Remodeling is driven by an actin-myosin
cable that assembles at the edge. (D) Myosin phosphorylation at the edge indicates an activation of
actin-myosin. (E) Blebbistatin-based inhibition of myosin Il, shows that actin-myosin is responsible for
remodeling. (F) Inhibition of striated muscle rhythmic contraction with menthol shows only a minor
delay in remodeling, indicating that they play only a facilitating role. Scale bars: A: 1 mm; B: 50 ym, C:

25 um.
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Figure 6.S1 — Actin-myosin based remodeling. Myosin inhibitors (blebbistatin and BDM)
demonstrate that wound healing and remodeling depend on the action of actin-myosin cables
assembling at the edge, while inhibition of muscle contraction (EtOH, menthol) has no major effect.
Controls: MFSW (micro-filtered sea water) and DMSO.
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Figure 6.S2 — Myosin phosphorylation in intact and remodeling fibers. Myosin phosphorylation
can be detected in radial smooth muscle fibers but not in circular striated muscle fibers, nor without
primary antibody (lIr rho only). Disorganizing muscle fibers (notice the actin rings) are accompanied by
myosin phosphorylation, showing enhanced contractility. Scale bar: 25 pm.
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III. Discussion : Confrontation des différents modeéeles de
régénération chez les méduses

Les données sur la régénération obtenues chez Clytia confirment certaines observations faites
par Morgan, Hargitt et Schmid concernant la régénération chez les méduses (Hargitt 1897,
1902; Morgan 1899; Schmid & Tardent 1971; Schmid 1974a; Schmid et al. 1976). Elles
apportent aussi un mode¢le d’initiation de la régénération différent de celui proposé par Schmid
et al. (1976).

Les deux phénomenes de régénération des organes et du remodelage de 1’ombrelle caractérisés
par Morgan, Hargitt et Schmid ont pu étre observés également dans notre souche Z4B de
méduse Clytia. La capacité d’auto-organisation de I’ombrelle, reconstituant rapidement la
forme méduse, remarquée par Hargitt (1897, 1902) a bien été confirmée chez Clytia et nous
avons déterminé que la formation d’un cable d’actomyosine le long de la zone de coupure est
responsable de ce phénoméne. Nous avons également confirmé le fait que le manubrium est le
seul organe régénéré systématiquement, la régénération des bulbes et gonades dépendant en
partie de 1’apport nutritif. Le nombre original de canaux, si complétement disséqués, n’est
jamais rétabli.

Hargitt et Morgan ont fourni les premicres descriptions de la réponse a la blessure chez des
méduses (Hargitt 1897; Morgan 1899). 70 ans plus tard, Schmid et al. (1976) proposent un
modele expliquant I’initiation de la régénération chez Clytia dans le cas des fragments
interradiaires. Le mod¢le suppose la présence d’un gradient de la capacité de régénération dans
I’ombrelle. Ce gradient serait causé par les forces de tension dans les muscles et la mésoglée
due au processus de remodelage, et entrainerait la concentration ou non des cellules permettant
la régénération en un point (Schmid ef al. 1976). Ce mod¢le est assez différent de celui auquel
nous avons abouti. Notre mod¢ele actuel repose sur l’initiation de la régénération par la
formation d’un point de jonction des fibres musculaires radiaires suite a 1’étape de remodelage.
La régénération se produit systématiquement sur un canal radiaire qui assure
I’approvisionnement en cellules.

Malgré ces différences, nous avons pu confirmer certains aspects du modele de Schmid et
al. (1971, 1974, 1976):

e Schmid & Tardent (1971) ont décrit avec précision les étapes du remodelage de la
cicatrisation a la fermeture totale du canal circulaire sur un fragment interradiaire. Nous
avons observé les mémes étapes sur des fragments de différentes formes.

e Schmid (1974) a observé¢ I’effet de la forme de départ et du processus de remodelage du
fragment dans la régénération. Il I’a cependant expliqué par la différence de forces de
tension due a la mésoglée, alors que notre modele indique plutot le role du point de
jonction des fibres musculaires.

e Comme Schmid et al. (1976), nous avons observé le fait que le manubrium endogene
peut coexister avec un manubrium greffé¢ dans 1’ombrelle, et que la greffe d’un
manubrium n’inhibe pas la régénération. Schmid et al. (1976) ont observé une inhibition
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locale dans le cas d’une greffe de manubrium sur un fragment interradiaire au niveau du
site de régénération. Nous avons observé une inhibition similaire dans le cas de la greffe
d’un manubrium sur le site de régénération sur une méduse enticre ; ainsi que dans le
cas de I’ablation du manubrium plusieurs heures apres la greffe.

e Schmid et al. (1976) ont prédit aussi avec leur modele la concentration des fibres
musculaires en un point suite a la réduction de la zone de coupure. Par des marquages
des fibres musculaires a la phalloidine, nous avons pu confirmer cette hypothése. Nous
avons également observé la dissociation des fibres les plus proches de la zone de
coupure, phénomene non pris en compte dans le modele de Schmid et al. (1976).

e Le modele de Schmid et al. (1976), en accord avec le notre, suppose que le remodelage
induit des forces de tension dans les tissus de la sous-ombrelle.

Les différences majeures entre les deux modeles de régénération sont les suivantes :

e Schmid ef al. (1974, 1976) ont observé la présence d’un gradient de la capacité a
régénérer le manubrium dans 1’ombrelle et expliquent ce gradient par les forces de
tension issues du remodelage générées par la mésoglée et les muscles. Nous n’avons
pas observé ce gradient lors de nos expériences. Sur notre souche Z4B de méduse, le
taux de régénération du manubrium est identique suite a 1’ablation du manubrium seul
ou avec une portion de la zone centrale allant jusqu’au milieu de la portion ‘manubrium-
gonade’ des canaux radiaires. Cependant, Schmid et al. (1976) ne décrivent une
différence marquée de capacité de régénération du manubrium entre zone centrale et
zone périphérique de ’ombrelle que pour des fragments interradiaires. Les fragments
interradiaires de nos méduses Z4B ne régéneérent jamais de manubrium, nous ne
pouvons donc pas directement comparer nos résultats avec ceux de Schmid ez al. (1976).

e D’aprés Schmid et al. (1976), I’initiation ou non de la régénération dépend de cellules
venant de la zone de coupure qui s’accumuleraient en un point suite aux forces de
tension exercées principalement par la mésoglée lors du remodelage. Notre modele
privilégie plutot le role des fibres musculaires lisses formant un point de jonction suite
au remodelage, qui avec un canal reli¢ a un pool de cellules souches permet 1’initiation
de la régénération. Ainsi, dans notre modele, les processus de remodelage et de
recrutement des cellules sont découplés

e Schmid et al. (1976) se sont focalisés entierement sur la réorganisation de la mésoglée,
sans prendre en compte le fait que les muscles aussi sont réorganisés. Nous avons pu
observer les réorganisations de la mésoglée par injection de gouttelettes de Dil. Nous
avons ¢également observé le fait que les fibres musculaires lisses sont bien réorganisées
suite a la réduction de la zone de coupure et regagnent leur orientation radiaire.

e Contrairement a Schmid et al. (1976), nous n’avons pas observé d’accumulation de
cellules dans les fragments A radiaires ou interradiaires. D’aprés nos observations, un
canal radiaire est nécessaire a la régénération. Il est le lieu d’initiation de la prolifération
et approvisionne la zone en régénération en cellules souches et différenciées. Le mode
de régénération observé par Schmid et al. (1976) est peut-Etre mis en ceuvre uniquement
dans le cas de la régénération sur les fragments interradiaires, que nous n’avons pas pu
observer.
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Perspectives : Validation du modéle

Selon notre modele, le point de jonction des fibres musculaires est central dans la régénération
du manubrium. Sa formation se déroule en deux parties: le rassemblement des fibres
interrompues en un point lors de la réduction de la zone de coupure, et le déplacement de ce
point vers le centre. La deuxiéme partie est encore en phase de validation expérimentale. Des
marquages a la phalloidine, afin de comparer le comportement des fibres musculaires lors de la
deuxiéme phase, dans des fragments régénérant le manubrium et ne le régénérant pas sont
encore a réaliser. De plus différentes coupes paralleles et perpendiculaires a 1’axe des fibres
musculaires au cours du déplacement du point de jonction permettraient de mettre en évidence
la présence ou I’absence d’une force de tension tirant le point de jonction vers le centre.

A plus long terme, la modélisation mathématique des fragments de méduses et du
comportement des fibres lors du remodelage serait extrémement informative. Il n’est pas encore
possible d’imager le comportement des fibres musculaires sur des méduses vivantes. Un modéle
mathématique réalisé a partir des données obtenues sur des méduses fixées permettrait d’avoir
une bonne idée de leur dynamique. De plus, en identifiant les zones de tension causées par les
mouvements des tissus, elle permettrait de valider notre hypothése de la présence d’une force
de tension musculaire tirant le point de jonction vers le centre. Les inhibiteurs de la myosine
non musculaire comme la blebbistatin inhibant I’activit¢é ATPase de la myosine (Kovacs et al.
2004) et le ML-7 bloquant la MLCK (kinase phosphorylant la chaine 1égere régulatrice de la
myosine non musculaire) (Connell 2006) peuvent aussi €tre informatifs. Cependant, ces
inhibiteurs interférent aussi avec 1’actomyosine nécessaire aux mouvements des cellules, et pas
uniquement avec les fibres musculaires. Les forces de tension pourraient étre directement
¢tudiées par des découpes au laser de fibres musculaires sur des méduses transgéniques
exprimant des protéines structurales fluorescentes (par exemple 1’actine — via une lignée
actin::lifeact-GFP). De telles lignées, ainsi qu’un protocole d’immobilisation des méduses sur
une longue période, restent encore a développer.
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CHAPITRE 2

Aspects moléculaires
de la régénération du manubrium

152



Préface

Résumé du chapitre

En parallele de la caractérisation au niveau cellulaire de la régénération du manubrium
présentée dans le chapitre 1, j’ai généré un jeu de données transcriptomiques couvrant les
premiéres 48h de la régénération. Le but était d’une part d’identifier des génes marqueurs des
différents types cellulaires du manubrium et de cartographier leur réapparition lors de la
régénération, et d’autre part d’identifier des génes régulant potentiellement le processus de re-
patterning et I’initiation de la régénération (facteurs de transcription et voies de signalisation).

Comme la structure du manubrium et les types cellulaires le composant sont encore mal connus,
une description précise du manubrium était préalablement nécessaire pour pouvoir comprendre
les patrons d’expression des génes. J’ai donc commencé mon étude par la description de la
morphologie du manubrium par diverses techniques de microscopie, dont la localisation de
marqueurs moléculaires déja caractérisés. J’ai ainsi pu observer que le manubrium est
régionalisé selon I’axe oral-aboral, la régionalisation étant visible aussi bien dans sa structure
que dans les types cellulaires.

Le jeu de données transcriptomiques que j’ai généré est de bonne qualité et permettra de suivre
le niveau d’expression d’un trés grand nombre de genes dans la région centrale de la méduse
pendant la reformation du manubrium. Dans le contexte de cette thése, j’ai focalisé mes
analyses de ces données transcriptomiques sur deux aspects. D’une part, j’ai identifié et validé
par ISH un jeu compréhensif de marqueurs des types cellulaires du manubrium : notamment les
cellules nerveuses, les nématocytes, différentes cellules digestives et les cellules souches. Ces
marqueurs m’ont permis de suivre la réapparition séquentielle des types cellulaires du
manubrium au cours de la régénération. D’autre part, j’ai analysé le rétablissement du pole oral
du manubrium pendant la régénération en suivant I’expression de genes conservés chez d’autres
especes. J’ai trouvé que les territoires oraux et digestifs étaient déja distincts des 48hpd et que
les acteurs des voies Wnt, connus pour leur role dans le patterning oral-aboral chez les
métazoaires, ont des dynamiques d’expression faisant d’eux de bons candidats pour les futures
études fonctionnelles.

Le jeu de données transcriptomiques que j’ai généré représente ainsi une riche ressource pour
les futures études de la régénération, et plus largement de la biologie du manubrium de Clytia.
Dr’ailleurs, la comparaison entre la répartition des types cellulaires dans le manubrium et dans
la cavité gastrique des polypes m’a permis de discuter les hypothéses d’homologie entre la
forme polype des hydrozoaires et le manubrium de la méduse.

Contribution

J’ai réalisé les marquages combinés FISH, EdU et immunohistochimie ayant servi a la
description du manubrium dans la premicre partie, aprés mise au point du protocole sur les
méduses, d’apres celui de FISH déja utilisé dans 1’équipe sur les larves planula et les gonades
(Ruggiero 2015; Quiroga Artigas et al. 2018). Les colorations des méduses au rouge neutre, la
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coloration ‘Periodic Acid Schiff® (PAS), ainsi que les immunohistologies avec les
neuropeptides ont été réalisées par Volker Hartenstein.

J’ai participé a la définition du design expérimental du jeu de données transcriptomiques avec
Lucas Leclere, Chiara Sinigaglia et Evelyn Houliston. Afin de préparer les 36 échantillons pour
I’analyse transcriptomique, j’ai disséqué les 1200 méduses. Je les ai lysé et ai extrait I’ARN
avec I’aide de Lucas Leclere. La recherche et la sélection des génes candidats ont été partagées
avec Lucas Leclere. Les sondes utilisées pour I’ISH ont été synthétisées a partir des EST par
Priscilla Freschu et Sandra Chevalier. Les ISH et les photos ont été faites par Priscilla Freschu,
Sandra Chevalier et moi-méme.

Publication future

L’analyse de ces données transcriptomiques fera 1’objet du deuxi¢me article issu de mes travaux
de theése. Cet article présentera la description du manubrium réalisée en collaboration avec
Volker Hartenstein, ainsi que 1’analyse des données transcriptomiques. Les points abordés
seront la dynamique des génes illustrés par la diversité des profils d’expression, la
caractérisation des différents types cellulaires du manubrium et leur réapparition pendant la
régénération, et I’implication de la voie Wnt/B-caténine pendant la régénération.

Avant de pouvoir écrire 1’article, des analyses bio-informatiques et des expériences sont encore
a réaliser. L’assemblage du transcriptome que j’ai utilisé¢ est celui réalisé¢ par la société de
séquencage BGI, qui sépare les variants d’épissage. L’assemblage sera donc refait avant
publication des données, et les analyses globales, comme 1’analyse d’expression différentielle
et le clustering des profils d’expression, seront faites sur le nouvel assemblage. Afin de valider
les différents profils d’expression, des ISH des génes représentant les différents profils seront
réalisées sur les méduses en régénération. Concernant I’implication de la voie Wnt/B-caténine,
les ISH des composants de la voie seront réalisées sur des méduses en régénération. Son
implication sera testée grace a des traitements pharmacologiques activant (alsterpaullone et
azakenpaullone) et inhibant la voie Wnt/B-caténine (PKF118-310). Le RNAI est actuellement
en cours développement dans I’équipe. Cette approche permettra de tester le role des différents
ligands Wnt dans la régénération.
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I. Introduction

Chez les animaux ayant une symeétrie radiaire, comme un trés grand nombre de cnidaires, I’axe
oral-aboral est I’'unique axe de symétrie. Le pdle oral de 1’axe est défini par la présence de la
bouche, présente chez presque tous les métazoaires, comprenant I’ouverture servant & manger
et le début de la cavité digestive. Chen et al. (2017) supposent que celle-ci est apparue une seule
fois au cours de 1’évolution. Deux arguments sont en faveur de cette hypothese : le fait que la
bouche soit toujours formée a partir de 1’association d’ectoderme oral et d’endoderme digestif,
et I’expression des geénes conservés FoxA et Otx2 au niveau de la bouche (Chen et al. 2017).

Chez Chtia, le pole oral de la méduse est localis¢ a I’extrémité du manubrium. Si la
régénération de 1’axe oral-aboral a été étudiée en détail chez les modeles polypes de
régénération, il y a actuellement trés peu de données moléculaires sur la formation et la
régénération du pole oral chez la méduse. De plus, la structure, ainsi que la composition en
types cellulaires du manubrium des méduses sont encore mal connus. Aprés avoir caractérisé
les principales étapes de la régénération au niveau cellulaire, je me suis donc intéressée plus en
détail a la structure du manubrium marquant le pdle oral de la méduse, et aux génes impliqués
dans la restauration de ce pole oral.

L’introduction rassemble et résume les connaissances actuelles sur le manubrium des méduses.
Elle est structurée en trois parties présentant la morphologie du manubrium, les différents types
cellulaires le composant, et les génes marquant sa polarité. La forme du manubrium étant
différente chez les hydrozoaires, les scyphozoaires et les cubozoaires, les informations
présentées dans cette section concernent principalement les hydrozoaires, sauf mention
contraire (voir section III.1 de I’Introduction générale pour les caractéristiques des classes de
cnidaires).

I.1. Morphologie du manubrium

Le systeme gastrovasculaire des méduses est composé de 1’organe principal, le manubrium en
position centrale sur la sous-ombrelle, d’un systéme de canaux radiaires et circulaires, ainsi que
des gonades et des bulbes tentaculaires localisés sur ces derniers. La partie proximale des
canaux radiaires s’ouvre directement sur le manubrium (Haeckel 1879).

Le manubrium regroupe la bouche, assurant la capture des proies, et 1’estomac ayant pour
fonction la digestion et 1’absorption des nutriments. Le manubrium est séparé en trois zones
selon I’axe oral-aboral : la zone orale a I’extrémité distale, la zone médiane et la zone stomacale
a la base (Haeckel 1879; Bouillon 1966). Il peut étre de taille et de forme variée selon les
especes (Fig.48). Chez certaines espéces, il sert a la reproduction sexuée et/ou asexuée, pouvant
porter les gonades (ex. hydrozoaires anthoméduses Podocoryne, Limnocnida tanganycae
(Bouillon 1956)) et/ou méme étre le lieu de bourgeonnement de nouvelles méduses
(ex. hydrozoaires Limnocnida tanganycae (Bouillon 1956), Raktea octopunctata, Sarsia
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Hoechst Phalloidine

Figure 48 : Morphologie du manubrium de méduses hydrozoaires.

Manubrium de méduses hydrozoaires collectées dans le Gullmarsfjord a partir du Sven Lovén
Centre for Marine Sciences (Kristineberg, Su¢de), marqués a la phalloidine en vert et au hoechst
en bleu. (A) et (A’) Podocoryne, (B) Sarsia (C) et (C’) Obelia (D) Leukartiara. (A) demi
méduse avec le manubrium en vue latérale. (C) Méduse enti¢re en vue orale. (A’), (B), (C’) et
(D) Manubrium en vue latérale, extrémité distale vers le bas.
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A Dextrémité distale, la bouche est 'unique ouverture de la cavité gastrique. Elle peut prendre
des formes variées, présenter des lobes, des tentacules ou des prolongements appelés bras oraux
chez les scyphozoaires (Bouillon 1968), et est capable de mouvements pour capturer et
immobiliser les proies (ex. hydrozoaire Aglantha digitale (Mackie 2003)). Celles-ci sont ensuite
internalisées grace aux mouvements péristaltiques du manubrium et aux battements des cils
localisés le long de I’endoderme, puis digérées (Mackie 2003, 2004). Le manubrium peut se
déformer et s’étendre pour ingérer les proies (observé entre autre chez les hydrozoaires Liriope
eurybia et Geryonia hastata (Haeckel 1865))

La zone médiane est de taille variable. Elle est extrémement courte chez Limnocnida
tanganycae (Bouillon 1956), et peut-étre trés grande chez les méduses de la famille Geryoniidae
entre autres (Haeckel 1865), projetant la partie orale en dehors de ’ombrelle. Chez Clytia, la
zone médiane présente quatre arétes (Jager ef al. 2011) partant des quatre lobes de la bouche et
se prolongeant jusqu’a I’insertion des canaux radiaires a la base.

A la base, entre les canaux radiaires, sont localisées quatre poches gastriques (Bouillon 1968).
Chez le scyphozoaire Aurelia aurita, il s’agit d’extensions de la base du manubrium localisées
entre les bras oraux, contenant des filaments gastriques, ces derniers étant absents chez les
hydrozoaires (Brusca 2016). Ces poches ont aussi €té décrites chez le scyphozoaire Catostylus
mosaicus (Anderson 1996). La digestion a lieu a la base et dans la zone médiane (Aglantha
digitale (Mackie 2003)). Chez Limnocnida tanganycae, le manubrium joue le role de glande
digestive uniquement, les cellules absorbant les nutriments étant localisées principalement dans
les canaux radiaires (Bouillon 1956).

Le manubrium de Clytia assure sa fonction méme isolé de la méduse (voir Chapitre 1),
cependant la cavité gastrique est continue avec les canaux gastrovasculaires (Bouillon 1968),
permettant la répartition des produits de digestion dans la méduse. Des particules non digérées
passent parfois dans les canaux radiaires et sont probablement digérées par les cellules
endodermiques des canaux (Mackie 2003). Chez la méduse Aglantha, I’ingestion d’un petit
crustacé dure quelques minutes et la digestion plus d’une heure (Mackie 2003).

Le manubrium est une structure avec deux fonctions, I’ingestion et la digestion, régionalisées

selon I’axe oral-aboral, la bouche étant présente a I’extrémité orale, et I’estomac dans la zone
médiane et la base.

I.2. Types cellulaires du manubrium
Le manubrium possede les types cellulaires nécessaires a ses deux fonctions. Il est composé de

tissus d’origine ectodermique et endodermique. A I’heure actuelle aucune description
systématique des types cellulaires du manubrium de Clytia n’a été réalisée.
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I.2.1. Cellules épithéliales ectodermiques et gastrodermiques

L’ectoderme et I’endoderme du manubrium sont composés des cellules myoépithéliales
typiques des cnidaires (voir section III.1.3 de I’Introduction générale). Les fibres sont
organisées de fagon longitudinale dans 1’ectoderme et ont une orientation circulaire dans
I’endoderme (ex. Limnocnida tanganycae (Hyman 1940; Bouillon 1956)). Les deux séries de
muscles permettent les mouvements précis, nécessaires a 1’alimentation. Ils ont été décrits chez
I’hydrozoaire Aglantha digitale (Mackie 2003, 2004). Chez de nombreuses méduses, la capture
d’une proie par les tentacules entraine la flexion du manubrium vers le bord de 1’ombrelle
correspondant, appelée ‘pointing response’ (Mackie & Singla 1975), et I’ouverture des lobes
qui enveloppent la proie. Puis des mouvements péristaltiques sont générés, internalisant la
proie. J’ai pu observer les mémes types de mouvements du manubrium suite a la capture de
proies chez Clytia.

Dans le gastroderme, les cellules myoépithéliales servent aussi a 1’absorption des nutriments
(Bouillon 1956; Brusca 2016). Elles sont localisées contre la mésoglée, parfois atteignant la
cavité entre les cellules glandulaires (Fig.49). Les fibres musculaires circulaires sont localisées
dans la partie basale des cellules. Dans la base du manubrium, les cellules myoépithéliales
contiennent des inclusions cytoplasmiques digestives (Bouillon 1956). Assez peu
d’informations sont disponibles a ce jour sur 1I’ingestion des nutriments chez les méduses.

Les cellules gastrodermiques circulantes identifiées chez Clytia (voir Chapitre 1) font
¢galement partie des cellules endodermiques capables d’absorber les nutriments. La capacité
d’ingestion a été déterminée par I’absorption dans les cellules de microbilles fluorescentes. Ces
cellules sont présentes dans I’endoderme du manubrium, des gonades et des bulbes
tentaculaires. Une partie d’entre elles est reconnaissable apres nourrissage des méduses a la
couleur orange venant des artémias. Elles sont capables de se détacher de I’endoderme, de
circuler dans les canaux gastrovasculaires et de se réintégrer dans I’endoderme d’un autre
organe.

I.2.2. i-cells

Les i-cells et leurs dérivés ont été décrits dans le manubrium de certaines espéces de méduses
hydrozoaires. Elles peuvent étre identifiées grace a des marqueurs moléculaires, tels que
Nanosl, Piwi, Vasa, PL10. Chez la méduse Pococoryne carnea, les orthologues de Piwi et
Nanosl (appelés Cniwi et NosI) ont été détectés par ISH dans les gonades méle et femelle,
localisées sur le manubrium (Fig. 50.A) (Seipel et al. 2004a; Torras et al. 2004). Chez la méduse
Clytia, des i-cells sont présentes dans I’ectoderme de la base du manubrium (Fig.50.B). Piwi,
Nanosl, Vasa et PL10 y sont exprimés, plus faiblement que dans les gonades (Leclere et al.
2012). A la différence de Podocoryne, les gonades sont séparées du manubrium. Les i-cells du
manubrium et des gonades forment deux pools spatialement séparés. Méme si les i-cells des
gonades peuvent repeupler le manubrium en régénération (voir Chapitre 1), il est probable
qu’en condition d’homéostasie les i-cells localisées dans les gonades servent principalement a
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produire les cellules germinales, tandis que les i-cells du manubrium assurent surtout le
renouvellement des différents types cellulaires.

Ectoderme I AT S

Mésoglée

Endoderme

Cellules glandulaires Cellules gastrodermiques

Figure 49 : Organisation cellulaire de la zone orale d’un manubrium de Limnocnida

tanganycae.
Tiré de Bouillon (1956).
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Figure 50 : Localisation des i-cells dans le manubrium de méduses hydrozoaires
visualisées par ISH.

(A) Patrons d’expression de Cniwi dans le manubrium de Podocoryne carnea et de nosl dans
la méduse entiére. Abréviations: m et ma: manubrium, ml: lobes du manubrium, oc :
ovocytes, og : ovogonies, u : ombrelle, t : tentacule.

Tiré de Torras et al. (2004) et de Seipel ef al. (2004).

(B) Patrons d’expression de ChePiwi, ChePL10, CheNanoslI et CheVasa obtenu par ISH chez
la méduse Clytia hemisphaerica. L’ astérisque verte indique la base du manubrium.

Adapté de Leclére et al. (2012).

I.2.3. Cellules nerveuses

Le systéme nerveux des cnidaires, principalement organisé en un réseau diffus, est composé de
deux types de cellules nerveuses : les neurones sensoriels et les neurones ganglionnaires
(review : (Rentzsch et al. 2017)). Les deux types possédent du coté basal des prolongements
appelés ‘neurites’, axones et dendrites ne pouvant pas étre distingués (Rentzsch et al. 2019).
Les synapses connectent les différents types de neurones entre eux ainsi qu’avec les cellules
effectrices myoépithéliales et nématocytes (Westfall 1973). Chacun des deux types est formé
de sous-populations exprimant des neuropeptides différents et ayant une distribution propre
(Hansen et al. 2002; Kelava et al. 2015; Takahashi & Takeda 2015). Les nématocytes sont
¢galement considérés comme des cellules nerveuses (Galliot ef al. 2009) mais seront détaillés
dans la section suivante.

La neurotransmission chez les cnidaires est surtout peptidergique (Grimmelikhuijzen et al.
1996). Le neuropeptide le plus synthétisé contient a son extrémité C-terminale les acides aminés
Arginine et Phenylalanine suivis d’une amidation (Arg-Phe-NH2) et est couramment appelé
RF-amide (Grimmelikhuijzen 1983, 1985; Grimmelikhuijzen & Spencer 1984). RF-amide est
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présent dans toutes les familles de cnidaires (scyphozoaire : Cyanea Lamarckii (Moosler et al.
1997) ; hydrozoaires : Polyorchis penicillatus (Grimmelikhuijzen & Spencer 1984) et Hydra
magnipapillata (Fujisawa 2008) ; anthozoaire : Nematostella vectensis (Anctil 2009)).

Le systtme nerveux du manubrium a été décrit chez quelques méduses hydrozoaires,
scyphozoaires et cubozoaires. Il forme un réseau diffus de neurones synthétisant les peptides
RF-amide ou FMRF-amide, localisé dans 1’ectoderme (cubozoaire : Tripedalia (Eichinger &
Satterlie 2014), hydrozoaires : Polyorchis (Grimmelikhuijzen & Spencer 1984; Lin et al. 2001)
Eirene sp (Fig.51.A), Sarsia tubulosa, Turritopsis nutricula, Cladonema radiatum (Koizumi et
al. 2015) Podocoryne carnea (Grimmelikhuijzen et al. 1991), scyphozoaires : Chrysaora
hysoscella, Cyanea capillata et Cyanea lamarckii (Anderson et al. 1992)). Certains neurones
synthétisent le peptide GLW-amide (Eirene sp. (Koizumi et al. 2015)), et/ou la vasopressin
(Turritopsis nutricula (Koizumi et al. 2015)). La présence de neurones dans I’endoderme a été
décrite chez I’hydrozoaire Polyorchis (Lin et al. 2001) et les scyphozoaires Chrysaora
hysoscella, Cyanea capillata et Cyanea lamarckii (Anderson et al. 1992). Les fibres nerveuses
sont orientées préférentiellement de facon longitudinale dans I’ectoderme.

Les cellules nerveuses du manubrium de Clytia synthétisant le peptide RF-amide ont été
visualisées par immunohistochimie (Fig.51.B et C) (Jager et al. 2011). Comme décrit chez les
autres méduses, celles-ci forment un réseau dans 1’ectoderme, avec des fibres orientées
longitudinalement. Le réseau est le plus dense au niveau des quatre arétes du manubrium (Jager
et al. 2011). Des cellules nerveuses exprimant PP1 - un des 10 précurseurs de neuropeptides
identifiés par Takeda er al. (2018) chez Clytia et exprimé dans des cellules spécialisées de
I’ectoderme de la gonade - sont également présentes dans 1’ectoderme du manubrium
(Fig.51.D) (Takeda et al. 2018).

Certains genes impliqués dans la neurogenése chez les bilatériens, comme les FT de la famille
hélice-boucle-hélice (bHLH) (famille atonal et Achete-scute) et Sox, et les protéines a
homéodomaine sont exprimés dans le manubrium de Clytia. Sox10 est exprimé dans des cellules
isolées de I’ectoderme du manubrium (Fig.51.E) (Jager ef al. 2011). Trois arguments sont en
faveur de leur identité¢ neurale. Les cellules Sox/0+ ont une morphologie polygonale, des
neurites et n’ont pas de capsule donc ne sont pas des nématocytes. Leur distribution, plus dense
au niveau des arétes du manubrium, correspond a la distribution des cellules nerveuses
exprimant le neuropeptide RF-amide. Enfin, la localisation des cellules Sox/0+ dans la larve,
dans la partie basale de I’ectoderme, correspond a celle de cellules nerveuses (Jager et al. 2011).

Parmi les protéines a homéodomaine, orthopedia (otp) est un marqueur de neurones chez les
bilatériens (Tessmar-Raible 2007). Il est exprimé dans des cellules isolées de 1’ectoderme des
bulbes et du manubrium de Clytia (Fig.51.F) (Kraus ef al. 2015). Prdl-a est exprimé dans une
population de neurones dérivée des i-cells et localisée autour de I’hypostome de I’hydre
(Gauchat et al. 1998). Chez Clytia Prdl-a est exprimé dans les neurones en différenciation
localisés dans ’ectoderme des bulbes tentaculaires et I’ectoderme de la base du manubrium
(Fig.51.G) (Ruggiero 2015).
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Figure 51 : Cellules nerveuses dans le manubrium de méduses hydrozoaires.

(A-C) Réseau nerveux visualisé par immunohistologie avec 1’anticorps dirigé contre le
neuropeptide RF-amide chez Eirene sp. (A) et Clytia (B-C). Manubrium en vue latérale, pole
oral dirigé vers le bas.

Tiré de Koizumi et al. (2015) et de Jager et al. (2011).

(D-G) Patrons d’expression de PP, Sox10, Otp, Prdl-A obtenus par ISH. Manubrium en vue
latérale pour PP1, Sox10 et Prdl-A, pole oral dirigé vers le bas ; vue orale pour Otp.

Tiré de Takeda et al. (2018); Jager et al. (2011); Kraus et al. (2015) et de Ruggiero (2015).
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Chez I’hydre, les i-cells se différencient en précurseurs de cellules nerveuses (Davis 1974).
L’expression de genes impliqués dans la neurogenése dans le manubrium de Clytia et la
présence d’i-cells dans 1’ectoderme semble indiquer que la différenciation en cellules nerveuses
a lieu directement au niveau du manubrium.

1.2.4. Nématocytes

Les nématocytes sont les cellules urticantes caractéristiques des cnidaires, servant a la capture
des proies et a la défense. Elles sont localisées principalement sur les tentacules, mais peuvent
étre présentes dans d’autres parties de la méduse. Chez le scyphozoaire Cyanea capillata, la
distribution des nématocytes change avec le stade de développement. Au stade éphyrule, le
manubrium est I’organe capturant les proies directement et hébergeant les nématocytes ; tandis
que chez I’adulte les nématocytes sont présents surtout sur les tentacules (Higgins et al. 2008).

Chez Clytia, différents génes impliqués dans la nématogenése dans les bulbes tentaculaires sont
exprimés a la base du manubrium. Il s’agit des génes codant pour des minicollagen (mcoll)
composant la paroi de la capsule du nematocyste (Kurz et al. 1991) mcolll et mcoll3/4
(Fig.52.A) (Denker et al. 2008; Sinigaglia et al. 2018) et de la nematogalectin (Fig.52.B), un
des composants du tubule (Hwang ef al. 2010). Une zone de nématogenése est donc tres
probablement présente a la base du manubrium.

Mcoll3/4 NematogalectinA, NematogalectinB
S, ] » s

. }‘ .\\r';\ g

Figure 52 : Expression de génes impliqués dans la nématogenése dans le manubrium de
Chtia.

(A) Patrons d’expression de mcoll3/4 obtenu par ISH dans le manubrium de Clytia en vue
latérale.

Tiré de Sinigaglia ef al. (2018).
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(B) Patrons d’expression de nematogalectind et nematogalectinB obtenus par ISH dans la
méduse entiére. Vue orale.
Tiré de Hwang et al. (2010).

I.2.5. Cellules glandulaires

Les cellules glandulaires sont localisées dans I’endoderme et sécrétent des enzymes digestives
dans la cavité gastrique. Différents types couvrent les différentes régions du manubrium
(Bouillon 1956, 1966). Ces derni¢res présentent un pédoncule et des flagelles en nombre
variable (Bouillon 1956). Trois types de cellules glandulaires identifiées chez les hydrozoaires
sont présents chez les méduses (Fig.53.A) (Bouillon 1966) :

Deux types de cellules sécrétrices localisés dans la région hypostomale du polype et la
région orale du manubrium de la méduse. Dans le manubrium, elles forment une couche
glandulaire continue recouvrant les cellules myoépithéliales, qui adhérent a la mésoglée
(Fig.49, Fig.53.B et C) (Bouillon 1966).

o Les cellules glandulaires spumeuses ayant une forme de massue ou de poire.
Un pédoncule, dans lequel le noyau est localisé, les relie a la mésoglée. Les
produits de sécrétion, d’aspect granuleux irrégulier, sont stockés dans de
nombreuses vacuoles, qui se vident et se remplissent d’un coup. Ces cellules
sécretent surtout des mucopolysaccharides acides et peu d’enzymes
(phosphatases alcalines et acides seulement) (Fig.53.A) (Bouillon 1956, 1966).

o Les cellules glandulaires sphéruleuses orales ayant une forme cylindrique plus
allongée que les cellules spumeuses, et un large pédoncule. Les enzymes
sécrétées (phosphatases alcalines, acides, aminopeptidases, proteinases
alcalines) sont stockées sous forme de gouttelettes rondes dans des vacuoles
polygonales, qui sont expulsées au fur et & mesure (Fig.53.A) (Bouillon 1956,
1966).

Les cellules glandulaires sphéruleuses stomacales localisées dans la région médiane
et gastrique du manubrium (Fig.53.A). Elles sont plus grandes que les cellules
glandulaires de la région orale, ont un flagelle et de larges vacuoles. Le noyau est aussi
localis¢ dans le pédoncule. Seules les cellules avec des granules préts a étre sécrétés
sont en contact avec la cavité gastrique. Ces cellules synthétisent de nombreuses
enzymes (phosphatases alcalines, aminopeptidases, phosphatases acides, aliestérases,
lipases, protéinases alcalines comme la trypsine). Leurs produits de sécrétion sont
hétérogenes (Bouillon 1966).

Différentes enzymes ont été décrites dans le manubrium des méduses :

L’antistasin est un inhibiteur de protéase. Il s’agit d’une enzyme a action
anticoagulante, caractérisée initialement a partir des glandes salivaires de la sangsue
mexicaine Haementeria officinalis (Tuszynskisb et al. 1987). Elle se trouve aussi dans
les cellules glandulaires de I’hydre (Holstein et al. 1992; Hwang et al. 2007) et est
exprimée dans les cellules glandulaires de la base du manubrium chez Clytia, ayant la
morphologie de cellules glandulaires sphéruleuses (Fig.54.A) (Ruggiero 2015).
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A C.gl. spumeuses orales

Figure 53 : Cellules glandulaires dans le manubrium des méduses.

(A) Représentation schématique des trois types de cellules glandulaires présentes dans le
manubrium. C.gl. : cellules glandulaires.

Tiré de Bouillon (1956).

(B) Micrographie électronique de I’endoderme oral du manubrium de Limnocnida tanganycae.
Abréviations : Sp. : cellule glandulaire spumeuse, Sph. : cellule glandulaire sphéruleuse, N. :
noyau, V. Vacuole.

Tiré de (Bouillon 1956).

(C) Coupe radiaire d’une méduse Eleutheria dichotoma a travers le manubrium. Abréviations :
C.G.: cellule glandulaire, C.s.O.: cavité sous-ombrellaire, Gl.Sp.O : cellule glandulaire
spumeuse orale, GL.Sph.O.: cellule glandulaire sphéruleuse orale, GL.Sph.St: cellule
glandulaire sphéruleuse stomacale.

Tiré de Bouillon (1966).
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e EPPT est un tétrapeptide exprimé dans I’endoderme de I’extrémité de I’hypostome du
polype et du manubrium de la méduse Podocoryne carnea (Fig.54.B) (Baader et al.
1995). L’ARNm code pour 63 répétitions en tandem du tétrapeptide ‘glutamate-proline-
proline-threonine’. Il est exprimé dans les cellules glandulaires sphéruleuses et des
cellules ayant la morphologie de i-cells qui sont probablement les progéniteurs des
cellules exprimant EPPT (Baader ef al. 1995).

e PMP1 est une metalloproteinase de la famille astacin-like identifi¢ée chez Podocoryne
carnea (Pan et al. 1998). Elle est exprimée dans les cellules endodermiques glandulaires
du manubrium et dans les canaux radiaires (Fig.54.C et D). Son expression est induite
par I’alimentation (Pan et al. 1998).

e Steinmetz et al. (2017) rapporte I’expression dans les cellules glandulaires d’Aurelia
aurita de trypsin, lipase pancréatique et chitinase. Ces cellules sont localisées dans le
gastroderme au niveau du tube de la bouche et dans les filaments gastriques (Fig.54.E)
(Steinmetz et al. 2017).

1.3. Polarité du manubrium

Le manubrium posséde un axe oral-aboral mis en évidence par des marqueurs de polarité
conservés chez les cnidaires FoxA, Brachyury et Whnt.

[.3.1. Définition du territoire digestif par FoxA

FoxA est un FT de la famille forkhead exprimé dans I’endoderme du systéme digestif chez les
cnidaires (Nematostella vectensis (Fritzenwanker et al. 2004; Steinmetz et al. 2017), Hydre
(Martinez et al. 1997)) et les bilatériens (ex : C. elegans (Mango 2009), Capitella teleta (Boyle
& Seaver 2008), Strongylocentrotus purpuratus (Oliveri et al. 2006)), ayant un rdle conservé
dans la formation du systeme digestif. Avec Otx et Brachyury, FoxA est considéré comme
faisant partie d’un programme génétique responsable de la formation de la bouche et du systéme
digestif (Chen et al. 2017). Des études chez certains cnidaires ont révélé une corrélation entre
le territoire exprimant FoxA et la localisation des cellules glandulaires et insulinergiques
(Steinmetz et al. 2017). En effet, chez Nematostella et la méduse Aurelia aurita, ces cellules
sont présentes uniquement dans les territoires exprimant FoxA, correspondant chez
Nematostella au pharynx et aux filaments septés d’origine ectodermique, et chez Aurelia au
tube de la bouche et aux filaments gastriques (Fig.55.A-D) (Kraus ef al. 2015; Steinmetz et al.
2017). Chez la méduse Clytia, FoxA est exprimé dans I’endoderme du manubrium, a I’exception
de la région orale (Fig.55.E) (Kraus et al. 2015; Steinmetz et al. 2017). Les cellules glandulaires
n’ont pour I’instant pas été caractérisées.

1.3.2. Brachyury comme marqueur du péle oral

Brachyury est un FT t-box ayant un réle conservé dans la différenciation du mésoderme chez
les vertébrés (Technau 2001). Chez de nombreux invertébrés dont les cnidaires, Brachyury est
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Figure 54 : Expression d’enzymes digestives dans le manubrium de méduses visualisée
par ISH.

(A-D) Patrons d’expression de ’antistasin chez Clytia, et de Pod-EPPT et PMPI chez
Podocoryne carnea. Manubrium (A et D) et méduses enticres (B et C) en vue latérale.

Tiré de Ruggiero (2015) ; (Baader ef al. (1995) ; Pan et al. (1998).

(E) Patrons d’expression des enzymes digestives trypsin (e-h), lipase pancréatique (i-1) et
chitinase (m-p) chez I’éphyrule d’Aurelia aurita. (u-w) Schéma des structures. (e, i, m, u)
Ephyrule entiére. (f, j, n, v) Coupe transversale a travers le tube de la bouche. (h,Lp, w)
Filaments gastriques.

Tiré de Steinmetz et al. (2017).
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exprimé autour du blastopore, ce qui suggere une fonction ancestrale de Brachyury dans la
spécification de ce dernier (Technau 2001). Chez les cnidaires, les orthologues de Brachyury
sont exprimés au pdle oral chez le polype adulte et la régénération (Nematostella (Scholz &
Technau 2003), Hydre (Technau & Bode 1999), Podocoryne carnea (Spring et al. 2002)). De
plus, un des orthologues de Brachyury chez I’hydre, HyBral, est un des premiers génes exprimé
au pole oral pendant la régénération, et n’est pas exprimé dans les mutants reg-16 ne régénérant
pas le pole oral (Achermann & Sugiyama 1985; Technau & Bode 1999). Ces patrons
d’expression sont cohérents avec 1’hypothése d’un role de Brachyury dans la spécification du
territoire oral (Technau 2001). Sa fonction se serait étendue a la spécification du systéme
digestif chez les bilatériens, ainsi que du mésoderme (mésoderme caudal viscéral chez les
polychaetes, insectes et hémichordés, mésoderme axial chez les vertébrés) (Technau 2001).
Brachyury est exprimé a I’extrémité du manubrium chez les méduses Clytia, Aurelia aurita et
Podocoryne carnea (Fig.55.F-H) (Spring et al. 2002; Kraus et al. 2015).
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Figure 55: Expression de facteurs de transcription dans le manubrium de méduses
visualisée par ISH.

(A-C) Patrons d’expression de FoxA4 chez 1’éphyrule d’Aurelia aurita. (A) Ephyrule entiere.
(B) Coupe transversale a travers le tube de la bouche. (C) Filaments gastriques.

(D) Schéma des domaines d’expression de foxA et des enzymes digestives dans la cavité
gastrique de 1’éphyrule. Abbréviation : gf : filaments gastriques.

Tiré de Steinmetz et al. (2017).

(E) Patron d’expression de FoxA chez Clytia. Manubrium en vue latérale.

Tiré de Kraus et al. (2015)

(F - H) Patrons d’expression Brachyuryl chez 1’éphyrule d’Aurelia aurita, Clytia et
Podocoryne carnea. Manubrium en vue latérale. Abréviations : ma : manubrium, tb : bulbe
tentaculaire.

Tiré de Kraus et al. (2015) et de Spring et al. (2002).
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1.3.3. La voie Wnt/B-caténine dans le manubrium

Les protéines Wnt sont spécifiques des métazoaires. Chez les deutérostomes 11 a 19 ligands
Whnt ont été décrits, répartis en 12 sous familles. De nombreux ligands Wnt sont présents dans
les génomes des cnidaires. En effet, Aurelia aurita, Morbakka virulenta, Nemopilema nomurai
et Nematostella vectensis possédent entre 12 et 15 ligands Wnt (Kusserow et al. 2005; Putnam
et al. 2007; Kim et al. 2018; Khalturin et al. 2019). Les analyses phylogénétiques indiquent que
la diversification majeure des Wnt a eu lieu avant I’ancétre commun entre les cnidaires et les
bilatériens, qui possédait au moins 11 des sous-familles de genes Wnt (Kusserow et al. 2005;
Condamine 2018).

La voie Wnt/B-caténine a pour role conservé le contrdle du patterning de 1’axe du corps primaire
(Niehrs 2010). Chez les bilatériens, la voie Wnt/B-caténine régule la formation du pole
postérieur avec pour la plupart des deutérostomes 1’expression de ligands Wnt au pole postérieur
et I’expression d’inhibiteur au c6té antérieur (review : (Petersen & Reddien 2009b)). Tandis
que chez les cnidaires les ligands Wnt sont exprimés de fagon polarisée le long de 1’axe oral-
aboral (Hydre (Lengfeld et al. 2009), Nematostella (Kusserow et al. 2005), Clytia (Momose et
al. 2008)).

L’expression des ligands Wnt chez les méduses a été caractérisée chez I’hydrozoaire Clytia et
le scyphozoaire Aurelia aurita (Condamine 2018). 12 geénes Wnt sont présents chez Clytia, 9
sont exprimés dans le manubrium. 13 sont présents chez Aurelia, 10 sont exprimés dans le
manubrium. Les patrons d’expression sont variés, couvrant différents territoires selon 1’axe
proximo-distal de I’ectoderme et I’endoderme. Les manubriums de Clytia et d’Aurélia
présentent une symétrie tétraradiaire, visible au c6té oral par la présence de quatre lobes se
prolongeant par quatre arétes au niveau de la colonne. Chez Aurelia, certains Wnt sont exprimés
au niveau des quatres lobes ou dans I’endoderme des sillons formés dans le prolongement des
lobes, leur donnant une symétrie tétraradiaire (Condamine 2018). Seule I’expression des Wnt
dans le manubrium de Clytia sera détaillée ici (Fig.56.A).

Dans I’ectoderme de la partie la plus distale sont exprimés Wntl, Wntlb, Wnt3 et Wnt6.
L’expression de Wntl et Wntlb est restreinte a I’extrémité des lobes, tandis que le territoire de
Wnt3 et Wnt6 est plus étendu mais reste confiné a la partie orale. Wnt4 est exprimé dans
I’ectoderme entre la région orale et la colonne. Wnt2 est exprimé dans 1’endoderme et
I’ectoderme dans la partie proximale (base et colonne). Quant & Wnt5b, Wntl1b et WntA, ils
sont exprimés dans tout I’endoderme (Condamine 2018).

Quatre récepteurs Fzl (Frizzled) ont ét¢ décrits chez Clytia (Fig.56.B). Trois d’entre eux
présentent une expression échelonnée le long du manubrium. Le récepteur Che-Fzl III est
exprimé dans la colonne du manubrium dans I’endoderme (Momose & Houliston 2007;
Condamine 2018). Che-Fzl I est exprimé dans la base et la colonne, potenticllement dans
I’ectoderme et I’endoderme. Che-Fzl II est exprimé dans I’endoderme a la base. L’expression
de Che-FzIl IV est moins claire, il s’agit soit de cellules dispersées dans I’endoderme, soit de
marquage aspécifique (Condamine 2018).
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Figure 56 : Expression des Wnt et des Fzl dans le manubrium de Clytia visualisée par ISH.
(A) Patrons d’expression des 12 ligands Wnt dans le manubrium de Clytia. Vue latérale, pole
oral vers le bas et vue latérale.

(B) Patrons d’expression des quatre récepteurs Fzl dans le manubrium de Clytia. Vue latérale,
pole oral vers le haut et vue latérale.

Tiré de Condamine (2018).
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I.4. Homologie des structures de la méduse et du polype

Afin de pouvoir comparer les données d’expression de génes obtenues chez Clytia avec les
informations connues chez les polypes, il est important de savoir a quelle partie du polype le
manubrium des méduses, situé au pole oral, est homologue. Le pdle oral des polypes est
compos¢ de I’hypostome, formé d’une zone distale portant la bouche et d’une zone proximale
entourée par I’anneau de tentacules. Trois théories s’opposent concernant I’homologie entre les
structures du polype et celles de la méduse.

Dans les livres de biologie animale, la méduse est souvent présentée comme un polype a
I’envers (Korschelt & Heider 1893). Dans ce scénario, I’axe oral-aboral est fortement rétréci.
Cette comparaison est basée uniquement sur des similarités morphologiques, notamment entre
les tentacules oraux du polype et ceux de la méduse.

Une autre théorie basée sur des études réalisées chez des hydrozoaires a été¢ proposée par
Allman et Hadzi, (Allman 1871; Hadzi 1909). L’ombrelle serait dérivée, non pas d’un
aplatissement du corps du polype, mais d’une fusion de rudiments de tentacules et d’un
¢largissement de 1’hypostome (Fig.57.a). L’homologie entre 1’ombrelle de la méduse et les
tentacules du polype est soutenue par les expériences récentes de Kraus ef al. (2015). Ils ont
déterminé que des marqueurs de I’endoderme et de I’ectoderme des tentacules des polypes sont
exprimés respectivement dans I’endoderme et ’ectoderme de la sous-ombrelle. Cependant,
certaines données obtenues sont en défaveur de 1’¢largissement de I’hypostome puisque des
marqueurs du pdle oral du polype sont exprimés uniquement au niveau du manubrium des
méduses (Fig.57.b) (Kraus et al. 2015).

Selon Kraus et al. (2015), une troisieme théorie suppose 1’homologie entre le polype entier et
le manubrium des méduses. Elle a ét¢ proposée par Huxley (1859), et Metchnikoff (1886).
Huxley nomme méme le manubrium « polypite ». La question de I’origine de 1’ombrelle reste
ouverte. Selon Huxley, ’ombrelle serait une structure nouvelle sans homologie avec le polype
(Huxley 1859). Alors que pour Metchnikoff (1886), I’ombrelle serait dérivée d’un réseau de
stolons modifiés (Metchnikoff 1886).

Ces trois théories semblent s’accorder sur I’homologie entre le pole oral du polype et celui de

la méduse, marqué par I’ouverture de la cavité digestive portée respectivement par I’hypostome
ou le manubrium.
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Figure 57 : Deux modeles d’homologie entre les structures de méduses et celles de polypes.

(a) Mod¢le d’Allman (1971) et Hadzi (1909).
(b) Modgele de Kraus ef al. (2015).
Tiré de Kraus ef al. (2015).
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L.5 Objectifs du chapitre 2

I1y a actuellement assez peu d’informations sur le manubrium des méduses, et particuliérement
sur celui de Clytia. Plus particuliérement, une description de sa structure et des différents types
cellulaires est manquante. Cette description est nécessaire pour comprendre la dynamique des
genes pendant la régénération. Avant d’analyser les données transcriptomiques, j’ai donc réalisé
une description morphologique du manubrium de Clytia, pour pouvoir comprendre les patrons
d’expression des genes. La description a été faite avec des marqueurs bien établis au laboratoire.

Je me suis ensuite intéressée aux génes impliqués dans la régénération en identifiant des génes
candidats grace aux données transcriptomiques générées. Dans un premier temps j’ai analysé
la dynamique des génes pendant la régénération, pour établir une liste de genes potentiellement
impliqués dans différentes phases de régénération. A partir de ces listes, j’ai 1) identifié des
marqueurs des différents types cellulaires et ainsi ¢étudié leur réapparition pendant la
régénération ; et 2) analysé quelques voies de signalisation et FT candidats pour un réle dans le
rétablissement du pdle oral pendant la régénération.

L’analyse des données transcriptomiques est encore incompléte. J’ai pour I’instant utilisé une
approche de génes candidats. Une analyse globale non biaisée reste a faire. Le clustering des
différents profils d’expression permettrait de savoir si certaines familles de geénes ont une
dynamique préférentielle pendant la régénération, et si certaines phases de la régénération sont
enrichies en geénes Clytia-spécifiques. De plus, la caractérisation spatiale des profils
d’expression par ISH pour d’avantage de génes sera nécessaire afin de couvrir les différents
profils et ainsi finaliser la validation des données transcriptomiques.
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I1. Matériel et méthodes

I1. 1. Immunohistologie et marquage des cellules en prolifération par
incorporation d’EdU

Les méduses utilisées pour les expériences ainsi que les protocoles d’immunohistologie,
coloration a la phalloidine, marquage des cellules en prolifération par incorporation de I’EdU
sont détaillés dans la section “matériel et méthodes” de 1’article du chapitre 1.

Les cellules nerveuses, nématocytes, cils et flagelles ont ¢été¢ visualisés avec 1’anticorps
monoclonal anti-tubuline tyrosylée (appelé YL1/2) (rat, Thermofischer). Les neurones
synthétisant le peptide RF-amide ont été visualisés avec ’anticorps anti FMRF-amide (lapin,
Immunostar); et les neurones synthétisant les peptides PRP-amide et PRA-amide avec les
anticorps polyclonaux anti-PRPamide et anti-PRAamide (lapin, Takeda 2018).

I1.2. Histologie

Les marquages histologiques Hématoxyline-Eosine (HE) et la réaction PAS ont été réalisés sur
des méduses fixées avec de la PFA 4% dans un tampon contenant de 0,1M d’hepes, 50mM
d’EGTA, 10mM de MgSO4 et 0,8M de maltose. La coloration HE a été réalisée selon le
protocole d’Alié et al. (2018) utilisé chez Polyandrocarpa zoritensis. Les méduses ont été
deshydratées par des concentrations croissantes d’éthanol et de butanol puis inclues dans la
paraffine. Les sections de 5-6um d’épaisseur ont été réalisées avec un microtome a main puis
colorées a I’HE. Les méduses ont été incubées 3 min dans I’Hématoxyline M (hematoxylin
Solution, Mayer’s; Sigma—Aldrich), lavées 10 min a I’eau du robinet, colorées 15 sec dans la
solution d’Eosine Y (1g d’Eosin Y en poudre dans 20 mL d’eau mq et 80 mL d’EtOH 95%),
puis rincée avec I’ethanol 95%, déshydratées et montées.

Pour la réaction PAS, les méduses ont été déparaffinées et réhydratées, oxydées pendant 5 min
dans la solution a 0,5% d’acide périodique puis rincées a 1’eau distillée. Elles ont ensuite été
placées dans le réactif de Schiff pendant 15 min et rincées a I’eau du robinet pendant 5 min.
Puis elles ont été colorées a I’hématoxyline pendant 1 min, rincées a 1’eau du robinet pendant
5 min, deshydratées et montées.

Les photos des coupes histologiques ont été prises sur le microscope Zeiss Axio Imager 2.
I1.3. Design expérimental du transcriptome

Les échantillons ont été préparés a partir de méduses de la souche Z4B (femelles), de 11 a 12
jours, d’une taille entre 4 et Smm, avec 12 bulbes tentaculaires. Elles étaient affamées pendant
24h avant dissection. Les échantillons sont de trois types différents : des méduses entiéres apres
ablation du manubrium (appelés MdEJ), des zones centrales allant jusqu’aux gonades non
inclues, apres ablation du manubrium ou non (appelées MdCA) et des méduses entieres pour

174



lesquelles une portion de I’ombrelle proche du manubrium a été 6tée (appelés UdEJ) (Fig.58).
Les dissections ont été réalisées sur des boites de pétri avec un fond d’agarose 2% dans de I’eau
de mer artificielle (sel de la mer Rouge, salinité 37°/.. (Red sea salt, RedSea) filtrée et avec
antibiotiques (penicilline et streptomycine 1/1000, concentration stock : 10 000 unités de
penicilline et 10 mg de streptomycine /mL). Les ablations du manubrium et d’une portion de
I’ombrelle ont ét¢ réalisées en percant un trou traversant la sous-ombrelle, la mésoglée et
I’exombrelle, respectivement au centre de I’ombrelle ou a c6té¢ du manubrium entre les canaux
radiaires, avec un cone de P200 (Sorenson, BioScience). Les méduses ont ensuite été laissées a
régénérer dans 1’eau de mer filtrée avec antibiotiques a 18°C. Pour chaque type d’échantillon,
les temps suivants ont été préparés : méduse non disséquée (nd), Ohpd, 6hpd, 12hpd, 24hpd et
48hpd. Chaque temps a été réalisé en duplicat, deux en triplicat (MdEJ Ohpd et 24hpd), faisant
un total de 36 échantillons. De nombreuses méduses ont été combinées par échantillon. Le
nombre de méduses par échantillon, sont indiqués dans le tableau 1 (en annexe du chapitre).

n.d. Ohpd 6hpd 12hpd 24hpd 48hpd

MdCA

UdEJ

Figure 58 : Design expérimental du transcriptome.
Schémas des échantillons collectés. Le cercle jaune indique la zone 6tée par la dissection, le
cercle rouge la zone collectée pour les zones centrales.

I1.4. Extraction d’ARN

L’ARN a ét¢é extrait avec le kit RNAqueous-micro kit (ambion) en suivant le protocole indiqué.
Juste avant la lyse avec le tampon de lyse du kit, les tentacules des échantillons de méduses
entieres (MdEJ et UdEJ) ont été coupés, et les zones centrales des échantillons MdCA ont été
isolées par une découpe avec des ciseaux ophtalmologiques (Fine Science Tool, référence
15000). La zone coupée est indiquée dans la figure 58. Les méduses ont été plongées dans le
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tampon de lyse par groupe de cing. Elles ont ensuite ét¢ congelées a 1’azote liquide et conservées
a -80°C jusqu’a I’extraction de I’ARN. L’extraction a ¢ét¢ suivie immédiatement par un
traitement a la DNasel (Q1 DNase, Promega) pendant 20min a 37°C. Puis I’ARN a été purifié
grace au kit RNeasy MinElute Cleanup kit (Qiagen) en suivant le protocole du kit. L’¢lution
finale a ét¢é faite dans 25uL. d’eau mq. La qualité de I’ARN a été vérifiée par le ‘Agilent 2100
Bioanalyzer’. Les valeurs de quantit¢ d’ARN extraite, ainsi que le ratio 28S/18S renseignant
sur la qualité sont indiquées dans le tableau 1 (en annexe du chapitre). L’ARN a été stocké a -
80°C avant le séquencage.

IL.5. Séquencage, assemblage et controle de la qualité des échantillons

Les échantillons ont été séquencés par la société BGI grace a la technologie BGISEQ-500
(Mortazavi et al. 2008; Wang et al. 2009). Le séquencgage a été réalisé en single reads d’une
longueur de 50pb et a généré environ 24 millions de reads par échantillon. Les analyses
bioinformatiques présentées dans ce paragraphe ont été faites par BGI. Tout d’abord les reads
contenant la séquence de 1’adapteur, ou plus de 10% de bases inconnues, ou les reads de basse
qualité (définis par BGI comme les reads contenant 50% de bases avec qualité de séquencage
inférieure a 5) ont été 6tés (au maximum 0,5% du nombre total de reads). Les reads ont ensuite
été alignés sur le transcriptome de référence dont I’assemblage a été fait grace au génome
(Leclere et al. 2019) par HISAT (Kim et al. 2015)/Bowtie2 (Langmead et al. 2009).
L’expression a été quantifiée par le package RSEM (Li & Dewey 2011). Le nombre de reads
par gene est exprimé en FPKM, correspondant au nombre de fragments alignés sur le gene
d’intérét par million de reads et rapporté a la taille du géne d’intérét. Puis le coefficient de
corrélation entre les valeurs d’expression des geénes entre les échantillons a été calculé et une
matrice de corrélation a été réalisée. Un arbre de regroupement (cluster tree) a été réalisé en
calculant les distances entre ¢chantillons par algorithme de Sumof Squares of deviation. Une
analyse en composantes principales (ACP), permettant de visualiser la variation entre les
¢échantillons selon les quatre variables principales, a également été réalisée. Noiseq (Sonia
Tarazona et al. 2011) a été utilisé pour identifier des genes différentiellement exprimés entre
les échantillons.

I1.6. Recherche de génes d’intérét

La société BGI fournit également une analyse d’expression différentielle. Cependant, elle a été
faite a partir de I’assemblage du transcriptome séparant les variants d’épissage, ce qui peut
générer des résultats faux positifs. J’ai donc recherché les génes d’intérét ayant une expression
dynamique pendant la régénération a partir des données d’expression par échantillon en FPKM
fournies par BGI. Les valeurs d’expression des génes ont été calculées en additionnant celles
des différents variants d’épissage. En comparant les données d’expression au cours de la
régénération, j’ai pu identifier différents types de profil d’expression. Les génes sélectionnés
pour la validation des profils par ISH sont des génes candidats connus chez Clytia, ou des geénes
non caractérisés identifiés par blast réciproque sur les plateformes NCBI et MARIMBA
(Marine Invertebrate Models Database http://marimba.obs-
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vlfr.fr/organism/Clytia/hemisphaerica) et détermination des domaines protéiques par PFAM.
La liste des genes sélectionnés est présentée dans les tableaux 2 a 4 (en annexe du chapitre).

I1.7. ISH colorimétrique et fluorescente

Toutes les ISH ont été réalisées selon le protocole décrit par Sinigaglia et al. (2018) sur des
méduses agées de deux semaines, d’une taille entre 4 et 6 mm. Les sondes utilisées ont été
synthétisées a partir de clones d’ ‘expressed sequence tag’ (EST). Aprés repiquage des clones
sur du milieu LB Agar avec de I’ampicilline, puis culture liquide en milieu LB a 37°C pendant
une nuit, les plasmides sont extraits avec le kit Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification
System (Promega). L’ADN extrait est ensuite envoy¢ pour séquencage chez Beckman Coulter
Genomics. Selon le sens d’insertion de la séquence, le plasmide est digéré avec I’enzyme de
digestion Smal ou Notl, puis transcrit avec la polymérase T7 ou SP6. La digoxygénine est
attachée aux sondes pendant la transcription. Deux étapes de purification aprés la digestion et
apres la transcription sont réalisées respectivement avec les kits Wizard SV Gel and PCR Clean-
Up System (Promega) et illustra ProbeQuant G-50 Micro Columns (GE Healthcare Life
Sciences). Les sondes sont stockées a -20°C dans 50% de formamide déionisé. La liste des
sondes utilisées est présentée dans les tableaux 2 et 3 (en annexe du chapitre).

Le protocole de FISH et FISH-EdU est détaillé dans la section “matériel et méthodes™ de
I’article du chapitre 1. Les sondes utilisées sont les mémes que pour I’'ISH colorimétrique. Pour
le marquage FISH-YL, la FISH a ét¢ réalisée, suivie de I’immunohistologie et le marquage des
noyaux au hoechst 33258.

Les photos d’ISH colorimétrique ont été prises sur le microscope Zeiss Axio Imager 2. Les
photos en fluorescence ont été prises avec le microscope confocal Leica Sp8. Les projections
de I'intensité maximale des z-stack ont été réalisées avec Imagel. Certaines photos ont été
éclaircies avec Imagel et Adobe Photoshop CS6.
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II1. Résultats

IIL.1. Description du manubrium de Clytia

Dans la littérature, le manubrium des méduses est séparé en trois parties : la zone orale a
I’extrémité distale, la zone médiane et la zone stomacale a la base. Nous avons déterminé que
ces trois zones sont aussi représentées dans le manubrium de Clytia (Fig.59.A). La zone orale
est la plus distale du manubrium. Elle comprend les quatre lobes, extrémement mobiles,
permettant de diriger les proies vers la cavité. La zone médiane est la portion de manubrium
ressemblant a une colonne, présentant bien dans le prolongement des lobes, les quatre arétes
décrites par Jager et al. (2011). L’estomac est présent a la base. Il est composé de quatre
renflements, localisés entre les canaux radiaires, formant quatre poches gastriques. Les cellules
accolées a la sous-ombrelle constituent un plancher servant d’assise au manubrium. Une
coloration au rouge neutre, réalisée par Volker Hartenstein, montre que les cellules ont une
morphologie différente en fonction des zones, indiquant une composition en cellules variée,
particulierement dans I’endoderme (Fig.59.B).

Un marquage a la phalloidine du manubrium de Clytia, nous a permis de visualiser les fibres
musculaires de I’ectoderme et de I’endoderme, orientées respectivement de facon longitudinale
et circulaire (Fig.59.C). Les fibres longitudinales des cellules ectodermiques ont été détectées
sur toute la longueur du manubrium, a I’exception de la partie la plus distale ou sont concentrés
les nématocytes. Au niveau de la base, elles sont en continuité avec ceux de la sous-ombrelle.

Les mouvements du manubrium sont coordonnés par un réseau nerveux, présent dans
I’ectoderme et I’endoderme. Certaines cellules nerveuses ainsi que les neurites sont visibles par
immunohistochimie avec I’anticorps anti-tubuline-alpha-tyrosylée YL1/2 (Fig.60.A). Le réseau
est présent dans tout I’ectoderme du manubrium et a une densité plus importante au niveau des
quatre arétes, comme décrit par Jager ef al. (2011). Les fibres nerveuses ont une orientation
préférentielle longitudinale. Des cellules peptidergiques, visualisées par immunohistologie
avec des anticorps dirigés contre les peptides RF-amide, PRP-amide et PRA-amide (Volker
Hartenstein, données non publiées) ou par FISH pour les cellules synthétisant RF-amide
(Fig.60.A), sont également présents dans I’ectoderme.

Un réseau nerveux marqué par 1’anticorps YL1/2 est également présent dans 1’endoderme
(Fig.59.D). La plupart des cellules nerveuses endodermiques ont la morphologie de neurones
sensoriels (un prolongement apical dirigé vers la cavité). Parmi les peptides testés par Volker
Hartenstein (RF-amide, PRP-amide et PRA-amide), seul PRP-amide est présent dans
I’endoderme. Les neurones synthétisant PRP-amide ne sont pas visibles avec I’anticorps YL1/2,
et sont principalement concentrés a la limite entre la zone orale et la colonne (Fig.59.E).
Quelques cellules dispersées sont présentes a la base.
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L’ectoderme de la base du manubrium héberge des populations de cellules variées, dont les i-
cells (voir Chapitre 1). Ces cellules exprimant Nanosl sont concentrées au niveau des
renflements des poches gastriques. Quelques-unes sont dispersées dans I’ectoderme de la
colonne (Fig.60.A). Certaines cellules exprimant Nanos/ a la base du manubrium sont
¢galement marquées par ’anticorps YL1/2. Nanos1 étant exprimé dans les i-cells et I’anticorps
YL1/2 marquant les cellules nerveuses, il s’agit potentiellement de précurseurs de cellules
neurales ou de nématocytes (Fig.60.A).

De nombreuses cellules du manubrium incorporent I’EdU aprés 1h d’incubation, indiquant un
cycle cellulaire rapide (voir Chapitre 1). La prolifération est surtout concentrée a la base, dans
I’ectoderme, dans la méme zone que les cellules exprimant Nanos! (Fig.60.B). Un double
marquage combinant FISH Nanos! et EQU montre que certaines des cellules en prolifération
sont des i-cells (Fig.60.B). On retrouve aussi des cellules marquées a I’EdU dans 1’ectoderme
de la colonne, ainsi qu’en moindre nombre dans I’endoderme de la base et de la colonne. Les
lobes en contiennent trés peu.

La base du manubrium de Clytia est connue pour étre une zone de nématogenése (voir
introduction de ce chapitre). En effet, des geénes impliqués dans la différenciation des
nématocytes y sont exprimés (Denker 2008, Hwang 2010). De plus des capsules immatures
sont visibles par immunohistologie avec I’anticorps YL1/2. Les capsules de nématocytes
matures, visibles avec 1’anticorps YL1/2 et par microscopie DIC sont réparties dans tout
I’ectoderme du manubrium, et concentrées au niveau des lobes (Fig.60.C).

Concernant les cellules endodermiques, elles sont caractérisées par un noyau positionné dans
la zone basale des cellules, et des vacuoles en région apicale. Elles sont de différents types en
fonction de leur position dans le manubrium. Deux types ont été¢ identifiés. Les cellules
glandulaires sont visibles dans les lobes du manubrium et la colonne grace a une coloration
avec la réaction de PAS colorant les cellules contenant des polysaccharides (Fig.60.D). La
microscopie électronique a transmission permet d’identifier les deux types de cellules
glandulaires décrits par Bouillon (1956, 1966) au niveau de la colonne : les cellules glandulaires
spumeuses et sphéruleuses, reconnaissables a leurs vacuoles (Fig.60.E). Les cellules
glandulaires de la base ne sont pas marquées par la coloration PAS, mais sont bien visibles en
microscopie ¢électronique (Fig.60.E). Le deuxiéme type de cellules endodermique est présent a
la base et dans la partie proximale de la colonne. Il s’agit de grosses cellules fortement marquées
a la phalloidine (Fig.60.F). Elles contiennent de nombreuses vacuoles et sont parfois
multinucléées. Elles s’intercalent avec des cellules faiblement marquées a la phalloidine. En
microscopie ¢lectronique a transmission, les cellules glandulaires de la base alternent avec des
cellules contenant des inclusions dans le cytoplasme (Fig.60.F). Leur distribution a la base du
manubrium est la méme que celle des cellules marquées a la phalloidine, il s’agit probablement
de la méme population de cellules. Elles pourraient étre les cellules digestives absorbant les
nutriments. Cette population des cellules inclue les cellules gastrodermiques circulantes
caractérisées dans le chapitre 1 (voir aussi introduction du chapitre 2), capables d’ingérer des
microbilles fluorescentes et de circuler a travers tout le systéme gastrovasculaire.
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Figure 59 : Morphologie du manubrium et réseau nerveux.
(Légende sur la page suivante)
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Figure 60 : Types cellulaires du manubrium.
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Figure 59 : Morphologie du manubrium et réseau nerveux (légende).

(A) Schéma du manubrium de Clytia. Vue latérale, pole oral vers le haut.

(B) Coupe histologique d’un manubrium colorée a I’hématoxyline éosine. Expérience et photo :
Volker Hartenstein.

(C) Fibres musculaires du manubrium visualisées par coloration a la phalloidine en blanc. Vue
latérale, pole oral vers le haut. Coloration et photos de la base : Volker Hartenstein.

(D) Réseau nerveux ectodermique du manubrium visualisé par immunohistologie avec
I’anticorps YL1/2 en vert et par FISH grace a ’expression de PP5 codant pour des peptides RF-
amide (Takeda et al. 2017) en jaune.

(E) Réseau nerveux endodermique visualisé par immunohistologie avec I’anticorps YL1/2 en
vert et PRP-amide en rouge. Marquage et photos : Volker Hartenstein.

Figure 60 : Types cellulaires du manubrium (légende)

(A) I-cells visualisées par FISH grace a I’expression de Nanosl couplée a une
immunohistologie avec 1’anticorps YL1/2.

(B) I-cells visualisées par FISH grace a I’expression de Nanos! couplée a un marquage EdU.
(C) Manubrium observé en microscopie DIC, permettant d’observer les capsules. Capsules de
nématocytes matures et en formation, respectivement a 1’extrémité et a la base du manubrium
visualisées par immunohistologie grace a I’anticorps YL1/2.

(D) Coupe histologique d’un manubrium colorée a I’hématoxyline €osine. Expérience et photo :
Volker Hartenstein.

(E) Coupes de manubrium observées en microscopie ¢lectronique a transmission.
Abbréviations : C.gl. sph. : cellule glandulaire sphéruleuse, C.gl. spu.: cellule glandulaire
spumeuse, C.dig. : cellule digestive. Expérience et photo : Volker Hartenstein.

(F) Marquage a la phalloidine d’un manubrium.

Abbréviation : CG : cavité gastrique.

Pour toutes les photos, manubrium en vue latérale, pole oral vers le haut.
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La séparation entre les types de cellules glandulaires et digestive n’est pas stricte chez les
hydrozoaires, puisque chez I’hydre, les cellules glandulaires de type ‘zymogen’ sont capables
d’ingérer des nutriments (Holstein ef al. 1992). Des cellules ayant les deux fonctions peuvent
étre présentes dans le manubrium de Clytia.

I11.2. Données transcriptomiques

Un jeu de données transcriptomiques a été généré au cours de la régénération du manubrium,
d’une part pour comprendre la reconstruction de la structure en terme de contribution des
différents types cellulaires, et d’autre part pour identifier des genes candidats régulateurs de
différentes étapes du processus (remodelage et régénération, voir Chapitre 1).

I11.2.1. Design expérimental

Les échantillons ont été choisis de maniére a couvrir les principales premiéres étapes de la
régénération du manubrium. Les données d’expression dans la méduse non disséquée (n.d.)
ayant le manubrium intact, permettent d’identifier les types cellulaires présents grace a des
marqueurs déja connus chez Clytia ou chez d’autres cnidaires. Au temps Ohpd, le manubrium
vient d’étre 6té (Fig.58). Le trou dans ’ombrelle causé par la dissection est grand ouvert, la
cicatrisation n’a pas encore eu lieu. Des génes exprimés dans la méduse n.d. et absents au temps
Ohpd sont spécifiques du manubrium. A 6hpd, I’étape de remodelage est en cours. Le trou de
I’ombrelle est en partie refermé grace au cable d’actomyosin (voir Chapitre 1). Apres 12h, le
trou est refermé. Les quatre canaux radiaires sont connectés au centre de I’ombrelle. La
comparaison de ces différents échantillons (Ohpd, 6hpd et 12hpd) permet d’identifier des génes
impliqués dans le remodelage et I’initiation de la régénération. Jusqu’a 12h, I’apport de cellules
vers la zone centrale est tres faible. A 24hpd, des cellules se sont accumulées a la jonction des
canaux radiaires, formant un primordium plat. Apreés 48hpd, le primordium s’est épaissi, la
cavité gastrique est formée et la bouche est ouverte (voir Chapitre 1). Des variations
d’expression a 24h et 48h sont liées a la formation et a la régionalisation du primordium.

J’ai préparé trois types d’échantillons pour chacun des temps (Fig.58) :

e Des méduses enticres aprés ablation du manubrium (MdEJ) permettant
potentiellement d’observer la réponse systémique de la méduse a 1’ablation du
manubrium, 1’expression de certains génes pouvant étre affectée aussi en dehors de
la zone centrale.

e Des zones centrales allant jusqu’aux gonades non incluses (MdCA) pour observer
les variations locales d’expression des geénes. Ces échantillons contiennent, en plus
du manubrium ou du primordium, uniquement des tissus de la zone centrale de la
sous-ombrelle, les quatre canaux radiaires, et I’exombrelle. Ils ne contiennent pas
d’organe autre que le manubrium entier ou en régénération. Ils permettent donc
d’observer des variations d’expression de geénes au niveau de la zone centrale, qui
seraient masquées par une forte expression dans d’autres zones de la méduse.
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e Des méduses entieres apres dissection de 1’ombrelle (UdEJ) afin de distinguer les
variations d’expression dues au remodelage et a la régénération.

I11.2.2. Qualité des échantillons

Le séquencage des 36 échantillons a généré 24 136 770 reads bruts en moyenne par échantillon.
Aprées élimination des reads de basse qualité ou contenant I’adaptateur, 24 083 207 reads ont
été conservés, soit plus de 99,7%. 85,79% ont pu étre mappés sur le transcriptome de référence
(pour les détails de chaque échantillon, voir tableau 5, en annexe du chapitre).

Les coefficients de corrélation entre les valeurs d’expression des genes entre les échantillons
ont été calculés par BGI et sont représentés sous forme de matrice (Fig.61). Pour une question
de lisibilité, seuls les échantillons MdCA et MDEJ sont présentés ici. Les réplicats par temps et
type d’échantillon ont bien un meilleur coefficient de corrélation entre eux (coefficient
supérieur a 0,988) qu’avec les échantillons de temps et types différents. De plus, les coefficients
de corrélation entre échantillons de méduses entieres MdEJ et UdEJ de temps différents sont
supérieurs a 0,9. A partir des coefficients de corrélation, des distances entre les échantillons ont
été calculées, permettant la construction d’un arbre de regroupement rapprochant les
¢chantillons dont I’expression des genes est la plus similaire (Fig.62). Comme observé avec la
matrice de corrélation, les réplicats sont regroupés ensembles dans un méme cluster ne
contenant qu’eux, a I’exception de UdEJ Ohpd et 6hpd. Le clustering sépare les échantillons en
deux catégories bien distinctes : les zones centrales et les méduses enti¢res. Parmi les zones
centrales, les deux échantillons n.d. contenant le manubrium sont les plus différents. Un méme
cluster regroupe les stades de remodelage Ohpd, 6hpd, 12hpd, un autre les stades de régénération
24h et 48hpd. Les branches groupant les échantillons sont plus courtes entre les méduses
entiéres qu’entre les zones centrales, indiquant que les échantillons de méduses entieres MdEJ
et UdEJ sont plus proches entre eux que les zones centrales MACA entre elles. Parmi les
échantillons de méduses entieres, trois groupes sont formés. Le plus divergeant regroupe les
stades tardifs MdEJ 24hpd et 48hpd et UdEJ 48hpd. Les deux autres associent les stades de
remodelage apres ablation du manubrium (MdEJ Ohpd, 6hpd et 12hpd) et les échantillons de
méduses avec manubrium (MdEJ n.d., UdEJ Ohpd, 6hpd, 12hpd et 24hpd), a ’exception de
UdEJ 48hpd (Fig.62)

L’analyse en composantes principales sépare les échantillons de la méme fagon que le
clustering et la matrice de corrélation. Les composants 1 et 2, expliquant 90% de la variance
entre les échantillons, séparent les zones centrales des méduses entieres (Fig.63). Ils sont
suffisants pour disperser les zones centrales, mais pas pour les méduses enti¢res. Concernant
les zones centrales, les stades de remodelage sont encore une fois séparés des stades de
régénération. Les composants 3 et 4 expliquent 5,5% de la variance. Ils séparent les échantillons
selon le temps de régénération. Les points les plus proches donc ayant donc le plus de similarité
en terme d’expression de geénes sont bien les réplicats (Fig.64).
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Ohpd1 Ohpd2 12hpd1 12hpd2 24hpd1 24hpd2 48hpd1 48hpd2  6hpd1 6hpd2 n.d.1 Coef.

Pearson
MdCA-nd.2 0487 | 0.471 0.479 0477 | 0502 | 0.486 . 0477 | 0457 = 0.484 1.0
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MdEJ-24hpd3
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MdEJ-24hpd1

MdEJ-12hpd2

MdEJ-12hpd1

MdEJ-Ohpd3

MdEJ-Ohpd2

MdEJ-Ohpd1

Ohpd2 Ohpd3 12hpd1 12hpd2 24hpd1 24hpd2 24hpd3 48hpd1 48hpd2 6hpdl 6hpd2 n.d.1 n.d.2

Figure 61 : Matrice de corrélation entre les échantillons MdCA et les échantillons MdEJ.
Matrice créée a partir du coefficient de corrélation de Pearson.
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regroupement.

Les clusters regroupant les réplicats sont indiqués par un trait noir, celui contenant deux types

d’échantillon par un trait rouge. L’arbre est calibré, 1’axe représente la hauteur des branches.
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Figure 63. Composants 1 et 2 de ’APC.
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Figure 64. Composants 3 et 4 de ’APC.
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La matrice de corrélation, I’arbre de regroupement et 1’analyse en composante principale
indiquent que les données sont de bonne qualité, les réplicats étant dans les trois cas plus
similaires entre eux qu’avec les autres échantillons en termes de données d’expression des
genes. De plus, la séparation entre les échantillons de méduses enticres (MdEJ et UdEJ) et les
zones centrales laisse supposer que, dans les méduses enticres, les variations d’expression des
geénes seraient plus faibles dans les échantillons MdEJ que MdCA. Effectivement, 1’analyse
d’expression différentielle réalisée par BGI montre que le nombre de transcrits
différentiellement exprimés est beaucoup plus important dans les échantillons comportant
uniquement la zone en régénération (MdCA) que dans les échantillons MdEJ et UdEJ contenant
les méduses entieres. Par exemple dans les zones centrales, entre les conditions Ohpd et 48hpd,
747 genes sont downrégulés et 2024 sont uprégulés, tandis que dans les méduses entiéres, seuls
538 génes downrégulés sont détectés et 502 uprégulés. Les échantillons de zone centrale sont
donc beaucoup plus informatifs que les méduses enticres. Dans le reste du chapitre, seules les
zones centrales seront prises en considération (Fig.65).

2024

2000
M Diminution de
I'expression
B Augmentation de
I'expression
1500
1277
1000
770 747 788
573 552
491 >38 502
500 403 394 385
330 317 339
I I I . I I
0 I

MdCA-Ohpd MdCA-Ohpd MdCA-Ohpd MdACA-Ohpd MdEJ-n.d. vs MdEJOhpd vs MdEJ-Ohpd MdEJ-Ohpd MdEJ-Ohpd
vs MdCA- vs MdCA- vs MdCA- vs MdCA-  MdEJ-Ohpd MdEJ-6hpd  vs MdEJ- vs MdEJ- vs MdEJ-
6hpd 12hpd 24hpd 48hpd 12hpd 24hpd 48hpd

Figure 65 : Nombre de génes différentiellement régulés d’aprés I’analyse BGI.
I11.3. Dynamique des génes au cours de la régénération

Dans les zones centrales, de nombreux génes ont une expression dynamique au cours de la
régénération. Je n’ai pas eu le temps de réaliser de clustering des geénes par type de profil.
Cependant, par comparaison des valeurs d’expression entre les différents temps, j’ai pu
identifier différents profils d’expression au cours de la régénération ainsi que quelques génes
correspondant a ces profils. Il s’agit entre autres de protéines structurales, de génes impliqués
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dans le controle du cycle cellulaire et de composants de voies de signalisation. Le but de cette
section est de donner un apercu de la variété des profils d’expression et des catégories de genes
ayant une expression dynamique.

J’ai séparé les profils en trois classes et différentes sous-classes en fonction de deux
composantes : tout d’abord la variation entre les échantillons n.d. (avec manubrium) et les
échantillons Ohpd, due uniquement a la perte du manubrium, puis la variation au cours de la
régénération correspondant a I’activation ou la répression de geénes. Entre les échantillons n.d.
et Ohpd, seules trois variations sont possibles : I’expression du géne peut diminuer, augmenter
ou rester stable. En revanche au cours de la régénération, j’ai identifi¢ de nombreux profils
différents. L’expression des geénes augmente ou diminue a différents temps de la régénération,
I’activation ou la répression pouvant étre continue ou temporaire.

Jai sélectionné¢ des geénes appartenant aux différents profils par une approche de geénes
candidats avec 1’aide de Lucas Leclére. Sandra Chevalier a réalisé les ISH dans des méduses
non disséquées afin de déterminer les domaines d’expression de ces geénes. Une attention
particuliére a été portée aux patrons d’expression dans le manubrium.

Parmi les geénes exprimés dans le manubrium, dont 1’expression diminue au moins de moitié
aprés ablation, j’ai choisi de détailler les patrons d’expression par ISH de Myc2, la
nucleostemin, innexinA, smoothened, et une catalase-like (Fig.66).

- Myc est un FT contrélant de nombreux processus cellulaires dont I’apoptose, la
prolifération et la différenciation (review : (Eilers & Eisenman 2008; Conacci-Sorrell et
al. 2014)). Deux homologues, myc et myc2, ont été identifiés chez I’hydre, exprimés
dans les i-cells (Hartl et al. 2010, 2014). Chez Clytia, I’orthologue de myc2, détecté par
ISH, présente un marquage diffus a la base du manubrium et un fort marquage dans les
ovocytes. Pendant la régénération, son expression augmente deés 6hpd.

- La nucleostemin est une protéine localisée dans le nucléole des cellules souches ayant
un role dans la protection du génome (review : (Tsai 2014)). Chez Clytia, I’ARNm
codant pour la nucleostemin est présent dans 1’ectoderme du manubrium. Le marquage
ISH est plus intense a la base, ou les cellules souches sont présentes, devient plus diffus
dans la colonne, et est absent de 1’extrémité orale. La nucleostemin est également
exprimée dans I’ectoderme des bulbes tentaculaires et dans les gonades. Comme dans
le manubrium, le marquage dans les bulbes est le plus fort dans la zone proximale ou
les cellules souches sont présentes, et devient plus diffus vers I’extrémité distale.
L’intensité du marquage dans I’ectoderme empéche de conclure sur 1’expression dans
I’endoderme. Un marquage diffus est aussi présent au niveau du canal circulaire. Les
données transcriptomiques indiquent une augmentation progressive de 1’expression de
la nucleostemin dés 12hpd (en 1’absence de test statistique, I’augmentation entre Ohpd
et 6hpd est considérée comme nulle).
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Figure 66 : Profil d’expression au cours de la régénération et patron d’expression dans la
méduse non disséquée de génes dont ’expression diminue aprés ablation.

Pour chaque géne (Myc2, la nucleostemin, innexinA, smoothened, et catalase-like), profil
d’expression issu des données transcriptomiques dans les échantillons MdCA (en abscisses,
valeurs d’expression données en FPKM ), et patron d’expression obtenu par ISH dans les
méduses non disséquées en vue orale avec le manubrium en vue latérale. Les fleches rouges
indiquent les variations d’expression principales, les astérisques indiquent un marquage
aspécifique.
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- Les innexines sont des protéines composant les jonctions gap chez les invertébrés. Chez
I’hydre innexin2 est exprimé dans les jonctions gap de cellules nerveuses au niveau du
pédoncule (Takaku ef al. 2014). Chez Clytia, trois innexines ont un profil d’expression
dynamique au cours de la régénération. InnexinA correspond au profil ‘diminution apres
dissection’. L’ISH révéle une expression dans tout I’endoderme du manubrium, a
I’exception de I’extrémité distale. Des cellules exprimant /nnexinA sont également
visibles dans I’endoderme des bulbes tentaculaires, des gonades, des canaux radiaires et
du canal circulaire. La densité de cellules exprimant /nnexinA est plus faible dans le
canal circulaire que le canal radiaire. D’aprés les données transcriptomiques, son
expression augmente a partir de 48hpd.

- La voie Hedgehog est connue pour jouer un role dans le développement et la
régénération (review : (Singh et al. 2015)). Son activation est médiée par le récepteur
transmembranaire Smoothened. Chez Clytia, Smoothened est exprimé faiblement au
niveau du plancher endodermique du manubrium, ainsi que plus fortement dans les
ovocytes. Le signal dans les bulbes tentaculaires est probablement du bruit de fond.
Smoothened a été sélectionné pour son profil d’expression augmentant a 24hpd, puis
diminuant a 48hpd.

- La catalase est une enzyme antioxydante permettant la dégradation du peroxide
d’hydrogene. Chez Clytia, catalase-like est exprimée dans des cellules endodermiques
dispersées a la base du manubrium et dans la moiti¢ proximale de la colonne. Elle est
aussi exprimée dans 1’endoderme des gonades et des bulbes tentaculaires, ainsi que dans
des groupes de cellules dans les canaux radiaires et le canal circulaire. La distribution
des cellules exprimant catalase-like rappelle celle des cellules gastrodermiques (voir
Chapitre 1). Les données transcriptomiques indiquent une expression trés dynamique
au cours de la régénération. En effet, son expression atteint les niveaux d’avant
dissection a 6hpd, double a 12hpd, comparé a I’expression dans le manubrium non
disséqué, puis diminue a 24hpd et atteint & nouveau un niveau d’expression similaire a
la méduse non disséquée a 48hpd. L’expression de catalase-like augmente ¢galement
dans les échantillons UdEJ a 48hpd.

L’ISH révéle que les geénes sélectionnés pour leur profil d’expression présentant une diminution
de I’expression apres dissection sont bien exprimés dans le manubrium (Fig.66). Le marquage
diffus dans le cas de smoothened est probablement dii au niveau d’expression inférieur a 4
FPKM dans la zone centrale n.d., comparé a un niveau d’expression compris entre 75 et 130
pour catalase-like, innexinA et nucleostemin. 11 est possible d’identifier les génes spécifiques
du manubrium a partir des données transcriptomiques, en sélectionnant ceux dont 1’expression
tombe a zéro apres dissection dans les échantillons MdEJ. Une augmentation de 1’expression
au cours de la régénération peut correspondre a la réapparition de types cellulaires.

Concernant les génes dont I’expression dans la zone centrale n’est pas affectée par la dissection,
je présente ici quatre exemples : galaxin, musashi, STMyoA, innexinC et RepSeqU (Fig.67).
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La galaxin est une protéine soluble présente dans la matrice organique de 1’exosquelette
des coraux et impliquée dans la calcification (Fukuda et al. 2003; Reyes-Bermudez et
al. 2009). Chez Clytia, la galaxin présente un marquage diffus a la base et dans la
colonne du manubrium. En revanche, elle est exprimée fortement dans I’endoderme des
bulbes et du canal circulaire, et présente un marquage plus diffus dans les gonades, les
canaux radiaires et la base et la colonne du manubrium. D’aprés les données
transcriptomiques, la galaxin est trés peu exprimée dans la zone centrale (13,1 et 15,1
FPKM dans les échantillons MdACA-n.d.), cependant son expression dépasse 500 FPKM
des 6hpd (757,0 et 516,8 FPKM) et continue a augmenter ensuite. Son expression
augmente aussi fortement a partir de 6hpd dans les échantillons de méduses enticres
MdEJ et UdEJ, indiquant une réponse a la blessure non nécessairement liée a la
régénération.

Musashi code pour une protéine se liant a I’ARN impliquée dans le controle des cellules
souches (Okano et al. 2002). Chez Clytia, Musashi est exprimé a la base du manubrium
ainsi que dans les gonades et 1’ectoderme des bulbes tentaculaires. Son domaine
d’expression correspond a celui des marqueurs de cellules souches Nanos! et Piwi. Les
données transcriptomiques indiquent une augmentation progressive de son expression a
partir de 24hpd.

Deux myosines II dites ‘musculaires’ ont été caractérisées chez Clytia (Steinmetz et al.
2012), STmyhc-a et STmyhc-b. L’ISH révéle une expression de Stmyhc-a au niveau des
arétes du manubrium, ainsi que dans les muscles striés, le vélum, la partie distale des
bulbes et les tentacules. D’apres les données transcriptomiques son expression diminue
fortement a 6hpd, puis augmente a 48hpd.

InnexinC est exprimée dans I’ectoderme du manubrium, dans toutes les cellules de la
base et de la colonne. Dans la partie distale, les cellules exprimant /nnexinC forment un
réseau continu. /nnexinC est également exprimée dans la sous-ombrelle, ainsi que dans
les ovocytes et I’ectoderme des bulbes tentaculaires. Les données transcriptomiques
indiquent que son expression double a 6hpd, puis retourne aux niveaux d’avant
dissection a 24hpd.

RepSeqU est un géne codant pour une protéine avec des répétitions d’acides aminés. Il
a été choisi pour son profil d’expression dans le transcriptome. Il s’agit d’un géne non
exprimé dans la zone centrale non disséquée (0,0 et 0,1 FPKM), dont I’expression dans
la zone centrale ne varie pas pendant la régénération. Dans la méduse entiére non
disséquée et a Ohpd, son niveau d’expression reste tres faible (1,4 et 1,6 FPKM dans les
méduses n.d., et entre 1,8 et 2,8 FPKM a Ohpd). Le marquage diffus observé par ISH
est probablement du bruit de fond. En revanche son expression augmente dans la
méduse entiere (mais pas dans la zone centrale), a partir de 12hpd, atteignant 64,3 et
46,0 FPKM a 48hpd. L’expression augmente ¢galement a partir de 12hpd dans les
¢échantillons UdEJ. Il s’agit donc d’un gene, non exprimé dans la méduse, dont
I’expression augmente en réponse a une blessure dans la partie périphérique de
I’ombrelle et pas nécessairement a la zone de coupure.
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Figure 67 : Profil d’expression au cours de la régénération et patron d’expression dans la

méduse non disséquée de génes dont ’expression reste stable apres ablation.

Pour chaque géne (galaxin, musashi, STMyoA, innexinC, et RepSeqU), profil d’expression issu

des données transcriptomiques dans les échantillons MdACA (en abscisses, valeurs d’expression

données en FPKM ), et patron d’expression obtenu par ISH dans les méduses non disséquées

en vue orale avec le manubrium en vue latérale. Les fléches rouges indiquent les variations
d’expression principales, les astérisques indiquent un marquage aspécifique.
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La catégorie dont 1’expression reste stable apres dissection regroupe des geénes structuraux
exprimés dans 1’ombrelle et le manubrium, comme InnexinC et Stmyo-A, et des génes non
exprimés dans I’ombrelle comme Musashi et Galaxin. Le fait que 1’expression reste stable apres
dissection n’exclue pas une expression dans le manubrium.

TPM-A, TPM-B, la fibrilinB, Hedgehogl, ['innexinC et SubU-col4 font partie des geénes dont
I’expression dans les données transcriptomiques augmente aprés ablation du manubrium
(Fig.68).

Les tropomyosin sont des protéines se liant a I’actine dans les cellules musculaires et
non musculaires. Deux ont été sélectionnées. Parmi elles, I’ISH révele que TPM-B est
exprimée fortement dans des cellules isolées des muscles striés, et de fagon diffuse dans
le reste de ’ombrelle et la base du manubrium. Son expression dans les données
transcriptomiques des échantillons MdCA-n.d. étant de 2,2 et 1,6 FPKM, il s’agit
probablement de bruit de fond. Les données transcriptomiques indiquent qu’apres
I’augmentation suite a la dissection, son expression diminue dés 6hpd, jusqu’a
disparaitre a 48hpd.

TPM-A est exprimé fortement dans I’ectoderme du manubrium avec une expression plus
marquée au niveau des arétes. Le marquage ISH est également visible dans la sous-
ombrelle, I’ectoderme distal des bulbes tentaculaires, et les tentacules. D’aprés les
données transcriptomiques, son expression diminue dés 6hpd et atteint les mémes
niveaux qu’avant dissection a 12hpd. La diminution de 1’expression de 7TPM-A4 et TPM-
B est ¢également visible dans les méduses entieres MdEJ et UdEJ.

La fibrilin est une protéine structurale formant un réseau de fibrilles dans la mésoglée
des méduses hydrozoaires (Podocoryne carnea (Reber-Miiller et al. 1995), Polyorchis
penicillatus (Megill 2005)). Chez Clytia, la fibrilin-B est exprimée dans des cellules
isolées de I’endoderme de la sousombrelle, plus fortement dans la zone périphérique.
Elle est également exprimée dans des cellules endodermiques a la base des bulbes
tentaculaires et des gonades. Les données transcriptomiques indiquent la diminution de
son expression a partir de 12hpd.

Hedgehogl (hhl) estle ligand de la voie du méme nom. Il est exprimé dans les ovocytes
et présente un marquage diffus dans I’endoderme du manubrium et des bulbes
tentaculaires qui pourrait étre du bruit de fond au vu de son faible niveau d’expression
dans la zone centrale. D’apres les données transcriptomiques, 24/ a un profil tres
dynamique. Son expression augmente tres fortement 6hpd, diminue a 12hpd, et
augmente a nouveau a 48hpd.

Les collagénes sont un des composants de la mésoglée des méduses. Chez Clytia, quatre
ont été identifiés a partir des données transcriptomiques. L’ISH révele que SubU-col4
est exprimé dans toute la sous-ombrelle et présente un marquage plus fort a la base des
organes. Dans les données transcriptomiques, son expression par rapport au temps Ohpd
double a 12hpd dans les échantillons MACA, MdEJ et UdEJ.
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Figure 68 : Profil d’expression au cours de la régénération et patron d’expression dans la
méduse non disséquée de génes dont ’expression augmente apreés ablation.

Pour chaque géne (fibrilinB, Hedgehogl, [ 'innexinC et SubU-col4), profil d’expression issu des
données transcriptomiques dans les échantillons MdCA (en abscisses, valeurs d’expression
données en FPKM)), et patron d’expression obtenu par ISH dans les méduses non disséquées en
vue orale avec le manubrium en vue latérale. Les fléches rouges indiquent les variations
principales, les astérisques indiquent un marquage aspécifique.
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La catégorie de genes dont I’expression augmente apres ablation du manubrium contient des
genes structuraux, ainsi que des composants de voies de signalisation (ex. hh). L’ISH révele
que les génes structuraux sont exprimés dans I’ombrelle. Ceci est cohérent avec le systeme de
calcul des valeurs d’expression. En effet les valeurs d’expression sont données en FPKM, donc
en fonction du nombre total de fragments de 1’échantillon. Un géne dont I’expression augmente
apres ablation du manubrium est le plus souvent un géne exprimé dans 1I’ombrelle dont la
proportion par rapport au nombre total de génes augmente.

I11.4. Types cellulaires et différenciation pendant la régénération

Un type de profil a attiré mon attention : I’expression d’un geéne dans la zone centrale non
disséquée disparaissant aprés ablation, suivie d’'une augmentation de 1’expression au cours de
la régénération. Ce profil peut correspondre a la réapparition de types cellulaires pendant la
régénération. De nombreux genes suivent ce profil, avec une augmentation de I’expression a
divers temps de régénération, ce qui indique potentiellement une réapparition séquentielle des
types cellulaires. Je me suis donc intéressée aux types cellulaires présents dans le manubrium
et a leur retour pendant la régénération, en me focalisant particulierement sur les i-cells et leurs
dérivés caractérisés chez 1’hydre (nématocytes, cellules glandulaires et cellules nerveuses) car
il est possible de les suivre par immunohistologie et de nombreux marqueurs sont connus chez
Clytia et/ou chez les cnidaires. Le terme marqueur est utilisé ici pour un gene exprimé
spécifiquement dans un type cellulaire donné ou un territoire donné. Pour chaque type cellulaire
présenté dans cette section, j’ai suivi leur réapparition pendant la régénération par
immunohistologie. Ceci m’a permis d’identifier le profil d’expression correspondant le plus
probablement a la réapparition du type cellulaire. Puis j’ai recherché des marqueurs parmi les
données transcriptomiques correspondant a ce profil et/ou observé le profil d’expression suivi
par des marqueurs connus du type cellulaire. Enfin, avec ’aide de Sandra Chevalier et Priscilla
Freschu, j’ai réalis¢ les ISH de quelques marqueurs au cours de la régénération afin de
déterminer leur localisation et de valider les profils d’expression obtenus par les données
transcriptomiques.

I11.4.1. i-cells

La dynamique des i-cells pendant la régénération du manubrium a été caractérisée (voir
Chapitre 1). Je les ai suivies par ISH grace aux marqueurs Nanosl et Piwi. Celles-ci sont
présentes a la base du manubrium dans I’ectoderme, dans la zone de prolifération. Une partie
des cellules Nanosi+ est capable d’incorporer I’EdU suite a une incubation d’une heure,
indiquant un cycle cellulaire rapide (Fig.60). Au cours de la régénération, quelques i-cells sont
présentes dans les canaux a 6h et 12hpd. Leur nombre augmente fortement a partir de 24hpd
(voir Chapitre 1).

Quatre marqueurs de i-cells sont caractérisés chez Clytia : Nanosl, Piwi, Vasa, PL10 (Fig.50)
(Leclére et al. 2012). D’apres les données transcriptomiques, ces quatre génes sont exprimés
dans le manubrium, Nanos! plus faiblement (Fig.69). Suite a 1’ablation du manubrium,
I’expression de Nanosl disparait, tandis que celle de Piwi diminue de moitié. L’ablation du
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manubrium a peu d’effet sur I’expression de Vasa et PLI0, indiquant que ceux-ci sont aussi
exprimés dans 1’ombrelle ou les canaux radiaires. Leur expression est dynamique au cours de
la régénération. PL10 augmente des 6h, Nanosl, Piwi et Vasa au bout de 24hpd. Les données
transcriptomiques pour Nanos! et Piwi indiquent une augmentation du nombre d’i-cells dans
la zone centrale en régénération a partir de 24h, et sont donc bien cohérentes avec les patrons
d’ISH observés précédemment (voir Chapitre 1).
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Figure 69 : Variation de I’expression des marqueurs d’i-cells au cours de la régénération.
(A) Profil d’expression issu des données transcriptomiques dans les échantillons MdCA (en
abscisses, valeurs d’expression données en FPKM) des marqueurs d’i-cells. Les fleches rouges
indiquent les variations principales.

I11.4.2. Ovocytes

Des ovocytes sont présents dans le primordium et les canaux radiaires pendant la régénération.
Ils sont visibles entre autres par immunohistologie avec I’anticorps YL1/2, ou encore par ISH
avec des marqueurs de lignée germinale (Fig.70.A et B). En effet, certaines cellules exprimant
Nanos1 dans le primordium a 24h ont la taille de petits ovocytes (entre 15 et 20um de diametre)
(Fig.70.A). Leur nombre augmente a 48h et elles sont visibles également dans les canaux
radiaires. L’immunohistologie permet de mieux visualiser I’organisation des tissus que 1I’ISH.
Les ovocytes, marqués avec ’anticorps YL1/2 sont visibles a 48hpd dans la cavit¢ du
primordium, puis semblent s’ intégrer dans I’endoderme a 72h (Fig.70.B).

Des marqueurs d’ovocytes ont été décrits chez Clytia. Parmi les quatre groupes de GFP
identifiées chez Clytia (Leclere et al. 2019), les quatre paralogues ‘GFP2’ sont exprimés
uniquement dans les ovocytes et les bulbes tentaculaires (Fourrage ef al. 2014). Mosl est une
kinase activant la voie MAPK régulant la maturation des ovocytes chez les métazoaires, elle
est bien présente dans les ovocytes de Clytia (Amiel et al. 2009). Pocl chez Clytia est nécessaire
a la fonction du centriole dans les ovocytes, et est exprimé fortement chez la femelle dans les
ovocytes en cours de maturation et faiblement a la base des bulbes tentaculaires (Fourrage et
al. 2010). Thynl a été identifié comme un marqueur de la lignée germinale, avec une expression
bien restreinte aux gonades chez la méduse par Ruggiero (2015). Enfin, Boule-likelb est
¢galement exprimé uniquement dans les ovocytes (Ruggiero 2015).
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Figure 70 : Présence d’ovocytes dans le manubrium en régénération.

(A) Cellules souches et ovocytes dans le primordium visualisés par FISH NanosI. Les fléches
blanches indiquent les ovocytes.

(B) Ovocytes dans le primordium et les canaux radiaires 48hpd et 72hpd visualisés par
immunohistologie avec I’anticorps dirigé contre la tubuline tyrosylée. Coté des canaux radiaires
le plus proche du manubrium vers le haut. Les fleches jaunes indiquent les ovocytes.

(C) Profil d’expression issu des données transcriptomiques dans les échantillons MdCA (en
abscisses, valeurs d’expression données en FPKM) des marqueurs d’ovocytes. Les fléches
rouges indiquent les variations principales.

(D) Patrons d’expression de GFP2 obtenus par ISH dans le manubrium de méduses non
disséquées en vue latérale et en régénération 24hpd, 48hpd et 72hpd (vue orale). Les fleches
indiquent les cellules GFP2+ dans les manubriums en régénération.
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D’apres les données transcriptomiques, ces genes ne sont pas (GFP2, Boule-likelb et Mos1) ou
peu (Thynl, Pocl) exprimés dans le manubrium (Fig.70.C). Thynl et Pocl sont toujours
exprimés apres ablation du manubrium, ils sont donc probablement exprimés dans des cellules
présentes dans les canaux radiaires. Leur expression étant spécifique des ovocytes, il y a peu de
chances qu’ils soient exprimés dans 1’ombrelle. L’expression des marqueurs augmente
faiblement a 12hpd (a I’exception de Pocl), puis fortement a 24hpd, indiquant la présence
d’ovocytes dans la zone centrale.

Les données transcriptomiques sont bien en accord avec les patrons d’expression de GFP2 par
ISH. Les cellules exprimant GFP2 sont absentes dans la majorit¢ des manubriums non
disséqués (13/17). A 24hpd, des cellules GFP+ sont présentes dans le primordium et les canaux
radiaires en nombre variable dans 7/16 méduses. Elles sont présentes en trés grand nombre dans
toutes les méduses a 48hpd, puis leur nombre diminue a 72hpd.

I11.4.3. Cellules nerveuses

Les cellules nerveuses sont un type cellulaire important du manubrium, coordonnant les
mouvements pour attraper et digérer les proies. L’anticorps YL1/2 permet de visualiser le
réseau nerveux du manubrium et du primordium en régénération (données non montrées). A
24hpd, des neurones sont déja présents, formant un réseau en continuité avec celui de la sous-
ombrelle. Le réseau se densifie pendant les étapes plus tardives de la régénération et s’organise,
les fibres acquérant leur orientation longitudinale a partir de 72hpd.

Différents marqueurs de cellules nerveuses ont été identifiés dans le transcriptome, parmi les
genes dont I’expression augmente a 24hpd ou 48hp. Il s’agit de marqueurs dont 1’expression
dans le manubrium de Clytia est déja connue : Sox10 (Jager et al. 2011), Otp (Kraus et al. 2015),
Prdl-a (Ruggiero 2015), PPI (Takeda et al. 2018) et PP5 (Ruggiero 2015) ; ainsi que la
neurogenin, un marqueur de destin neural (Kageyama et al. 2005).

D’apres les données transcriptomiques, Sox/0 et ofp sont fortement exprimés dans le
manubrium, Prdl-a, Otp et PPI plus faiblement (Fig.71.A). Apres ablation du manubrium
I’expression des facteurs de transcription et de PP/ diminue trés fortement, indiquant que ceux-
ci sont exprimés majoritairement dans le manubrium. Puis I’expression de Sox 10, Prdl-a et Otp
commence a augmenter a 24hpd, celle de la neurogenin et PP1 a 48hpd. La neurogenése
commence donc a 24hpd, les neurones différenciés exprimant PP/ apparaissent apres 48h.

Le peptide PP5, précurseur du neuropeptide RF-amide (Takeda et al. 2018) présente des
variations d’expression relativement faibles au cours de la régénération, comparées aux autre
marqueurs (Fig.71.A). Un test statistique est nécessaire afin de savoir si elles sont significatives.
PP5 est fortement exprimé dans le manubrium non disséqué et son expression relative
augmente apres ablation du manubrium. PP5 est exprimé entre autres dans des cellules isolées
du manubrium et de la sous-ombrelle, identifiées comme étant des neurones ganglionnaires
(Ruggiero 2015). L’augmentation de 1’expression dans la zone centrale de la méduse apres
ablation est donc probablement due a sa forte expression dans la sous-ombrelle.
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Figure 71 : Neurogenése au cours de la régénération

(A) Profil d’expression issu des données transcriptomiques dans les échantillons MdCA (en
abscisses, valeurs d’expression données en FPKM) des marqueurs de neurogenése et de cellules
nerveuses différenciées. Les fleches rouges indiquent les variations principales.

(B) Patrons d’expression de Sox/0 et PP obtenus par ISH dans le manubrium de méduses non
disséquées en vue latérale et en régénération 24hpd, 48hpd (vue orale) et 72hpd (vue latérale

pour Sox10, vue orale pour PP1). Les fléches indiquent les cellules PP/+ dans les manubriums
en régénération.

PP1
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Pendant la régénération, 1I’expression de PP5 diminue, puis augmente a 48hpd, correspondant
probablement a la différenciation des neurones produisant le peptide RF-amide dans le
manubrium régénéré.

Le facteur de transcription Sox10 et le peptide PP1 ont été choisi pour valider ces données par
ISH. Comme décrit par Jager et al. (2010), Sox10 est exprimé dans des cellules dispersées de
I’ectoderme du manubrium, au niveau de la zone centrale (Fig.71.B). Le patron d’expression
de PP1 est également conforme a celui observé par Takeda et al. (2018), PP étant exprimé
dans des cellules isolées de I’ectoderme. L’expression de Sox/0 est visible aprés 24h dans le
primordium. L’expression est dispersée dans I’ectoderme du primordium jusqu’a 72hpd, ou elle
est restreinte a la zone centrale. Concernant PP1, les cellules exprimant PP1 sont absentes des
primordiums a 24hpd. Elles apparaissent a 48hpd et leur nombre augmente a 72hpd. Les patrons
d’expression obtenus par ISH sont conformes aux profils d’expression issus des données
transcriptomiques.

I11.4.4. Nématocytes

Les nématocytes du manubrium sont localisé€s principalement au niveau de la bouche, certains
sont dispersés dans 1’ectoderme de la zone centrale. Ils sont visibles par microscopie DIC, ou
par immunohistologie avec D’anticorps YL1/2 marquant les capsules des nématocystes
(Fig.60.C). Au cours de la régénération, des capsules sont visibles au centre du primordium dés
24hpd (Fig.72.A). Leur nombre augmente au cours de la régénération. Elles sont
majoritairement localisées autour de I’ouverture de la cavité gastrovasculaire (Fig.72.A).

Chez Clytia, différents génes impliqués dans la nématogenése dans les bulbes tentaculaires sont
exprimés a la base du manubrium. Il s’agit de mcolll et mcoll3/4 (Denker et al. 2008)
composant la paroi de la capsule du nematocyste (Kurz ef al. 1991), de la nematogalectin, un
des composants du tubule (Hwang et al. 2010), ainsi que Prdl-b (Ruggiero 2015), connu pour
étre exprimé dans les nématoblastes en division et en migration chez I’hydre (Gauchat et al.
1998). Une zone de nématogenese est trés probablement présente a la base du manubrium
(Fig.5.A-B). Ces genes font partie de ceux dont 1’expression augmente a 48hpd ou n’a pas
encore commencé a augmenter a 48hpd. J’ai également suivi 1’expression de Dkk3 et NOWA,
connus pour étre respectivement exprimés dans les étapes précoces et tardives de la
nématogenese dans le bulbe de Clytia (Denker et al. 2008).

Dans les données transcriptomiques, les marqueurs de nématogenése suivent le méme profil
d’expression (Fig.72.B). Ils sont exprimés dans le manubrium non disséqué, tres fortement pour
mcoll3/4a, mcolll, Dkk3 et la nématogalectin, plus faiblement pour NOWA et Prdl-b. Leur
expression diminue trés fortement apres ablation du manubrium, seul mcolll, qui était le plus
fortement exprim¢ reste faiblement exprimé. L’expression des deux mcoll, qui sont les génes
les plus fortement exprimés dans le manubrium non disséqué commence a augmenter a 48hpd,
indiquant un début de nématogenése. Les autres marqueurs restent proches de zéro. Ces
données indiquent que méme si quelques nématocytes sont présents dans le primordium dés
24hpd, la nématogenése ne commence qu’apres 48h.
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Figure 72 : Nématogenese au cours de la régénération

(A) Nématocytes visualisés par immunohistologie avec I’anticorps dirigé contre la tubuline
tyrosylée a I’extrémité orale du primordium en régénération 48hpd, 72hpd et 96hpd en vue
orale. L’astérisque indique 1’ouverture de la cavité gastrique.

(B) Profil d’expression issu des données transcriptomiques dans les échantillons MdCA (en
abscisses, valeurs d’expression données en FPKM) des marqueurs de nématogencse. Les
fleches rouges indiquent les variations principales.

(C) Patrons d’expression de mcoll3/4 obtenus par ISH dans le manubrium de méduses non
disséquées en vue latérale et en régénération 24hpd, 48hpd et 72hpd (vue orale). Les fleches
indiquent les cellules mcoll3/4+ dans les manubriums en régénération.
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Mcoll3/4 a été choisi comme marqueur des nématocytes en différenciation pour valider ces
données. Le patron d’expression de mcoll3/4 dans 1’ectoderme des quatre poches gastriques est
conforme au profil d’expression observé par Denker et al. (2008) et Sinigaglia et al. (2017).
Mecoll4/3 est absent du primordium a 24hpd. A partir de 48hpd, des cellules exprimant mcoll3/4
sont présentes dans la moitié¢ des méduses observées a la base du primordium entre les canaux
radiaires, au niveau des futures poches gastriques, indiquant que la nématogencse a
effectivement commencée. A 72hpd, toutes les méduses ont bien des cellules exprimant
mcoll3/4 en nombre plus important qu’a 48hpd. De fagon intéressante, les cellules mcoll3/4+
sont rarement présentes dans les quatre poches gastriques a la fois a 48hpd et 72hpd. Encore
une fois, ’ISH est cohérente avec les données du transcriptome.

I11.4.5. Cellules gastrodermiques glandulaires et digestives

Deux types de cellules endodermiques sont présents dans le manubrium de Clytia : des cellules
glandulaires responsables de la sécrétion d’enzymes (avec différents sous-types, voir section
1.2.5 de I’introduction du chapitre) et des cellules digestives absorbant les nutriments. Dans le
manubrium de Clytia, les cellules digestives sont visibles par coloration a la phalloidine, et
reconnaissables a leur grande taille, leur forme allongée, et la présence de vacuoles (Fig.60.F).
Elles sont présentes au niveau de la partie centrale du manubrium et de la base. Pendant la
régénération, elles sont visibles a partir de 72hpd, bien intégrées dans 1’épithélium du
gastroderme (Fig.73.A).

Jai utilisé les enzymes digestives comme marqueurs de cellules glandulaires différenciées que
j’ai identifiées parmi les génes ayant le profil d’expression suivant : une tres forte expression
dans le manubrium, disparaissant apres ablation, et une augmentation de I’expression a partir
de 48hpd. Différents produits de sécrétion de cellules glandulaires déja caractérisés chez les
cnidaires suivent ce profil (Fig.73.B). Certains sont déja connues pour étre exprimées dans le
manubrium de Clytia, comme /’antistasin (Ruggiero 2015), ou celui de Podocoryne comme
PMPI (Pan et al. 1998) et EPPT (Baader ef al. 1995). D’autres ont été caractérisés uniquement
chez les polypes comme la chitinase, présente dans le gastroderme de nombreux polypes, a
I’exception d’Hydractinia (Jeuniaux 1962; Klug et al. 1984; Mali et al. 2004; Steinmetz et al.
2017). D’autres enzymes digestives non caractérisées sont présentes dans le transcriptome,
comme des peptidases, des lipases et des metalloproteinases.

D’apres les données transcriptomiques, ces enzymes digestives suivent un méme profil
d’expression au cours de la régénération (Fig.73.B). Elles sont exprimées trés fortement dans
le manubrium non disséqué (entre 91 et 7437 FPKM). Toutes les enzymes, a 1’exception de
CTRL-1, antistasin, acidic-mammalian-chitinase-like  (AMCh-like), catepsinLl et
carboxypeptidaseB sont exprimées exclusivement dans la zone centrale et leur expression
disparait presque apres ablation du manubrium. Leur expression augmente faiblement a 48hpd
mais reste trés éloignée des niveaux du manubrium non disséqué. Seule la catepsin-L1
commence a augmenter a 24hpd.
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Figure 73. Cellules endodermiques digestives et diversité des enzymes digestives.

(A) Cellules endodermiques visualisées par un marquage a la phalloidine (en vert) au niveau de
la base du manubrium non disséqué et de I’endoderme du primordium en régénération 48hpd,
72hpd et 96hpd. Noyaux colorés au hoechst en bleu. Cavité digestive vers le bas.

(B) Profil d’expression issu des données transcriptomiques dans les échantillons MdCA (en
abscisses, valeurs d’expression données en FPKM) des enzymes digestives. Les fléches rouges
indiquent les variations principales.
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Les enzymes digestives sélectionnées ont des patrons d’expression trés variés dans le
manubrium non disséqué (Fig.74.A). Elles sont exprimées dans des grosses cellules de
I’endoderme, avec des territoires bien distincts, révélant la présence de nombreuses populations
de cellules glandulaires coexistant dans 1’endoderme du manubrium. MouthADAMTS, et
AMCh-like sont exprimés a l’extrémité orale du manubrium, AMCh-like étant exprimé
¢galement a la base dans la continuité des canaux radiaires. Les cellules bordant I’extrémité
orale ne sont pas marquées. Tr-prot-serine94 est exprimé au niveau de la partie centrale.
Serine—protl A, Tr-prot-serine9B, serine prot-271, la chymotrypsin elastase 3B, [’antistasin, la
lipase, la carboxypeptidaseB et la catepsin-L1 sont exprimés a la base du manubrium (soit sur
les poches gastriques, soit en dehors, soit les deux), ainsi que dans la partie centrale le long des
arétes. L expression de la chitinasel est restreinte a la base du manubrium, au niveau des quatre
poches gastriques. La carboxypeptidaseB, AMCh-like et la catepsin-L1 sont également
exprimés dans 1’endoderme de la gonade, a proximit¢ du canal radiaire pour la
carboxypeptidaseB et AMCh-like, dans tout I’endoderme pour la catepsin-L1, qui est également
exprimée dans I’endoderme des bulbes tentaculaires et dans le canal circulaire. Quelques
cellules isolées exprimant la serine prot-27like, serine-protla sont présentes dans les bulbes
tentaculaires.

Les génes étudiés sont exprimés dans des cellules isolées du gastroderme, indiquant que les
cellules qui les expriment sont probablement des cellules glandulaires ; avec une réserve
cependant sur la catepsin-L1 et mouth-ADAMTS. Mouth-ADAMTS est exprimé dans une ligne
de cellules a I’extrémité orale du manubrium, ces cellules sont plus petites que les cellules
glandulaires exprimant par exemple la chymotrypsin-elastase3B ou la serine-protia (Fig.74.A).
Quant a la catepsin-L1, elle est exprimée dans des cellules endodermiques du manubrium, des
gonades et des bulbes tentaculaires, ainsi que dans les canaux radiaires et le canal circulaire. De
plus, les données transcriptomiques indiquent que ces cellules réapparaissent au bout de 24hpd
dans le primordium en régénération, ce qui est 24 a 48h plus tot que les cellules exprimant les
enzymes digestives (Fig.73.B). Les cellules exprimant la catepsin-L1 sont potentiellement des
cellules digestives.

L’expression de trois enzymes a ¢été suivie par ISH au cours de la régénération: la
carboxypeptidaseB, la chitinasel, et la catepsin-L1 (Fig.74.B). Comme prédit a partir des
données transcriptomiques, la carboxypeptidaseB et la chitinasel ne sont pas exprimées dans
le primordium a 24h et 48hpd. La carboxypeptidaseB et la chitinasel sont visibles a 72hpd dans
I’endoderme de la partie aborale, correspondant aux futures poches gastriques. En revanche la
catepsin-L1 est exprimée fortement dans I’endoderme du primordium dés 24hpd. L’expression
est maintenue a 48hpd dans tout ’endoderme et est restreinte a ’endoderme de la base et la
partie aborale du tube a 72hpd.
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Figure 74 : Localisation des cellules glandulaires dans le manubrium non disséqué et au
cours de la régénération.

(A) Patrons d’expression des enzymes digestives obtenus par ISH dans le manubrium de
méduses non disséquées en vue latérale et dans la gonade pour AMCh-like.

(B) Patrons d’expression des génes CarboxypeptidaseB, Chitinasel et Catepsin-L1 obtenus par
ISH dans le manubrium en vue latérale et les gonades de méduses non disséquées, et dans les
zones centrales en régénération 24hpd, 48hpd (vue orale) et 72hpd (vue latérale pour
CarboxypeptidaseB, et Chitinasel, vue orale pour Catepsin-L1).
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I11.4.6. Autres types cellulaires

Certains genes ont un profil d’expression similaire a celui des cellules glandulaires, ayant une
trés forte expression dans le manubrium (entre 90 et 7500 FPKM) puis disparaissant
complétement aprés ablation, ’expression augmentant ensuite tardivement pendant la
régénération. C’est le cas de la Rhamnospondin et de deux geénes avec des séquences répétées
appelés RepSeqX et RepSeqY (Fig.75.A).

La rhamnospondin est une protéine sécrétée ayant été caractérisée chez Hydractinia
symbiolongicarpus (Schwarz et al. 2007). Deux rhamnospondin ont été décrites, elles
contiennent un peptide signal, un domaine riche en sérine, huit domaines répétés de type
thrombospondin (TSR) et un domaine L-rhamnose-binding (RBL). Elles sont exprimées a
I’extrémité de I’hypostome du polype et codent pour des récepteurs putatifs de la réponse
immunitaire (Schwarz et al. 2007). Un blast vers le transcriptome en utilisant les deux
séquences partielles de rhamnospondin d’ Hydractinia (ABD95939.1 et ADV92627.1) a permis
d’identifier neuf génes codant pour des protéines contenant des domaines thrombospondin ou
‘galactose binding’ (Fig.75.B). Huit de ces neuf protéines sont exprimées fortement dans le
manubrium non disséqué. Le geéne ayant le plus de similarités avec la rhamnospondin
d’Hydractinia a ét¢ étudi¢ par ISH (correspondant aux identifiants XLOC 041155 et
XLOC 041151).

Chez Clytia, les cellules exprimant la rhamnospondin forment une unique ligne de cellules a
I’extrémité de I’endoderme du manubrium (Fig.75.C). Au cours de la régénération, ces cellules
réapparaissent a I’extrémité la plus orale du manubrium a 72hpd.

Concernant les deux génes RepSeqX et RepSeqY, leurs séquences ont certaines caractéristiques
de précurseurs de peptides, méme si cette identité reste a confirmer. En effet, ils contiennent un
peptide signal du c6té N-terminal, ainsi que des répétitions de courtes séquences comportant
une glycine en position C-terminale pouvant étre convertie en groupement amide (Fig.76.A).
Entre les séquences sont intercalés des sites potentiels de clivage acide ou basique. Leur
domaine d’expression, visualisé par ISH, est restreint a la partie orale du manubrium (Fig.76.B).
RepSeqX est exprimé trés fortement dans une ligne de cellules proches de I’extrémité du
manubrium et dans des cellules isolées de I’extrémité a la partie centrale. RepSeqY a un territoire
plus restreint, il est exprimé dans toutes les cellules bordant I’extrémité du manubrium. Les
cellules forment ensuite un réseau jusqu’a la limite de la partie centrale. RepSeqY est également
exprimé le long du canal circulaire.

Au cours de la régénération, RepSeqX est absent du primordium a 24hpd. Les cellules exprimant

RepSeqX apparaissent a 48hpd autour de ’ouverture de la cavité gastrique, place qu’elles
conservent a 72hpd.
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Figure 75 : Identification d’une rhamnospondin chez Clytia

(A) Profil d’expression issu des données transcriptomiques dans les échantillons MdCA (en
abscisses, valeurs d’expression données en FPKM ) de la rhamnospondin, de RepSeqX et
RepSeqY. Les fleches rouges indiquent les variations principales.
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Figure 75 : Identification d’une rhamnospondin chez Clytia (suite de la 1égende).

(B) Domaines conservés des protéines de Clytia contenant des domaines thrombospondin, et
des deux rhamnospondin d’Hydractinia, déterminés par PFAM. En vert les domaines
Thrombospondin type 1, en rouge les domaines ‘galactose binding lectin’. A gauche les
identifiants des génes de Clytia et des protéines correspondantes. A droite la taille des protéines
(nombre d’acides aminés).

(C) Patrons d’expression de la rhamnospondin obtenus par ISH dans le manubrium de méduses
non disséquées en vue latérale et orale et dans les zones centrales en régénération 24hpd, 48hpd
(vue orale) et 72hpd (vue latérale et orale).
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Figure 76 : Deux protéines avec motifs répétés identifiées dans le transcriptome de Clytia
(A) Séquences des protéines RepSeqX et RepSeqY. Le peptide signal est surligné en violet, les
séquences répétées en gris, les glycines en position C-terminale en jaune, les potentiels sites de
clivage acides et basiques respectivement en rouge et en vert.

(B) Patrons d’expression des génes RepSeqX et RepSeqY obtenus par ISH dans le manubrium
de méduses non disséquées en vue latérale et dans le canal circulaire pour RepSeqY. Patron
d’expression de RepSeqX dans les zones centrales en régénération 24hpd, 48hpd (vue orale) et
72hpd (vue latérale).
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Les profils d’expression issus des données transcriptomiques sont bien en cohérence avec les
patrons d’expression observés. Les marqueurs des types cellulaires sélectionnés ont permis
d’observer une réapparition séquentielle des cellules au cours de la régénération. Tout d’abord
les i-cells et les précurseurs de cellules nerveuses sont présents dans le primordium a 24h. A
48h, quelques cellules nerveuses sont présentes, ainsi que des cellules RepSeqX+, des
nématocytes se différencient. Puis a 72hpd, des cellules glandulaires et rhamnospondin+ sont
présentes dans le primordium.

I1L.5. Détermination des territoires pendant la régénération

I11.5.1. Définition des territoires oraux et digestifs

Les facteurs de transcription Brachyury et FoxA ont été choisi afin de suivre la mise en place
respectivement du pole oral et du systéme digestif au cours de la régénération. D’apres les
données transcriptomiques, ils sont tous les deux exprimés dans la zone centrale des méduses
non disséquées (Fig.77.A). La perte totale de leur expression aprés dissection indique qu’ils
sont exprimés uniquement dans le manubrium. Tous deux sont re-exprimés dans les tous
premiers stades de régénération. L expression de FoxA4 augmente des 6hpd, puis plus fortement
a 24hpd et 48hpd. Celle de Brachyury augmente a 24hpd et 48hpd (Fig.77.A).

Ces observations sont confirmées par les ISH au cours de la régénération (Fig.77.B). En accord
avec les patrons d’ISH de Kraus et al. (2015), Brachyury et FoxA sont exprimés dans le
manubrium sur des territoires distincts. Brachyury marque 1’extrémité du manubrium, tandis
que FoxA est exprimé dans I’endoderme de la base, ainsi que dans la zone centrale au niveau
des arétes (Fig.77.B). Au cours de la régénération, leur expression est visible par ISH des 24hpd
dans le primordium. L’expression de Brachyury est restreinte au centre, tandis que FoxA est
exprimé dans des cellules endodermiques dans tout le primordium. L’intensité du marquage
augmente ensuite a 48hpd et les territoires FoxA+ et Brachyury+ deviennent bien distincts,
Brachyury étant exprimé au niveau de 1’ouverture nouvellement formée de la cavité gastrique,
FoxA a la base du primordium. A 72hpd, le manubrium a une forme de tube. Les territoires de
Brachyury et FoxA correspondent bien aux territoires dans les méduses non disséquées.

Les données transcriptomiques révelent I’expression dynamique de Brachyury et FoxA dans la
régénération. Les patrons d’ISH au cours de la régénération informent que le manubrium en
régénération est déja régionalisé deés 48hpd, au moment de I’ouverture de la cavité digestive.
Les territoires oraux et digestifs sont déja définis.

I11.5.2. Expression dynamique de composants de la voie Wnt/p-caténine

La voie Wnt/B-caténine controle la formation du pdle oral chez les cnidaires au cours du
développement et de la régénération (Broun 2005; Duffy ef al. 2010; Trevino et al. 2011). Chez
Clytia, les acteurs principaux de la voie Wnt/B-caténine sont présents. De plus, le manubrium
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Figure 77 : Expression des FT Brachyury et FoxA au cours de la régénération du
manubrium

(A) Profil d’expression issu des données transcriptomiques dans les échantillons MdCA (en
abscisses, valeurs d’expression données en FPKM ) de Brachyury et FoxA. Les fléches rouges
indiquent les variations principales.

(B)Patrons d’expression des génes obtenus par ISH dans le manubrium (vue latérale, pole oral
vers le haut) de méduses non disséquées et dans le primordium en régénération 24hpd, 48hpd
(vue orale) et 72hpd (vue latérale).

Brachyury

FoxA
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est connu pour étre une structure exprimant les acteurs de la voie Wnt (neuf des 12 ligands Wnt,
et trois des quatre récepteurs Fz/ (Momose & Houliston 2007; Condamine 2018)).

Les données transcriptomiques révelent une expression tres dynamique des ligands Wnt, des
récepteurs Fz/ et d’autres acteurs de la voie canonique au cours de la régénération. De ces trois
groupes, les ligands Wnt présentent les variations d’expression les plus importantes, avec une
augmentation de 1’expression séquentielle au cours de la régénération (Fig.78.A). Les Wnt
exprimés dans le manubrium (Wntl, Wntlb, Wnt2, Wnt3, Wnt4, Wnt5b, Wnt6, Wnt7 et WntA)
ont le profil suivant : forte diminution de 1’expression apres ablation du manubrium, suivie
d’une augmentation au cours de la régénération. Wnt5 et Wnt8§ ne sont pas exprimés dans la
zone centrale non disséquée, et présentent pourtant des variations d’expression au cours de la
régénération. Wntlla n’est pas exprimé dans la zone centrale pendant la régénération.

D’apres les données transcriptomiques, 1’expression de certains Wnt augmente dés 6hpd
(Fig.78.A), quand le trou causé par la dissection est encore ouvert. C’est le cas de Wnt6, exprimé
dans I’ectoderme de I’extrémité distale du manubrium non disséqué, et de Wnt8, qui n’est pas
exprimé dans le manubrium (pour les patrons d’expression des Wnt et Fzl dans le manubrium,
voir Fig.56A tirée de Condamine (2018)). L’expression de Wnt3, augmente a 24hpd, le
primordium est alors formé. L’expression de Wnt5 qui est absent du manubrium augmente
¢galement. L’ouverture de la cavité gastrique a 48hpd est associée a I’augmentation de
I’expression de Wntl et Wntlb exprimés dans 1’ectoderme distal, Wnt2 exprimé dans
I’endoderme proximal, Wnt4 et Wnt7 exprimés dans I’ectoderme au niveau de la limite entre
I’extrémité distale et la colonne, WntA exprimé dans ’endoderme a la base, et Wnt5b exprimé
dans I’endoderme du manubrium et dans la zone centrale aprés ablation du manubrium.

Les récepteurs Fz/ ont des profils d’expression tres différents (Fig.78.B). L’expression de Fz//
et Fzl4 ne varie pas (Fzl4) ou augmente (Fz/]) apres ablation du manubrium, puis elle diminue
pendant la régénération. Quant a Fz/2 et Fz/3, leur expression ne varie pas apres ablation du
manubrium, puis elle augmente a 12h et a 24h respectivement pour Fz/3 et Fz/2 jusqu’a
atteindre un niveau supérieur au manubrium non disséqué (Fz/2 n’est pas exprimé dans la zone
centrale).

Parmi les autres acteurs de la voie Wnt/B-caténine, 1’expression de la f-caténine est celle
présentant le plus de variations (Fig.78.C). Elle est fortement exprimée dans la zone centrale
avant et apres ablation. Puis son expression triple a 6hpd, diminue et ré-augmente a 48hpd. 7¢f,
GSK-3 et Dsh présentent un profil similaire avec un pic d’expression a 6hpd et 48hpd, mais
avec des variations plus faibles. L expression de 1’axin diminue apres ablation puis augmente
a 24hpd. Les patrons d’expression de ces génes ne sont pas connus chez Clytia.
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Figure 78 : Expression des acteurs de la voie Wnt/B-caténine au cours de la régénération
du manubrium
(A) Profil d’expression issu des données transcriptomiques dans les échantillons MdCA (en
abscisses, valeurs d’expression données en FPKM) des ligants Wnt.
(B) Profil d’expression issu des données transcriptomiques dans les échantillons MdCA (en
abscisses, valeurs d’expression données en FPKM) des récepteurs Fzl.
(C) Profil d’expression issu des données transcriptomiques dans les échantillons MdCA (en
abscisses, valeurs d’expression données en FPKM) des autres membres de la voie Wnt/B-
caténine.
Les fleches rouges indiquent les variations principales, les astérisques violets les génes dont
I’expression n’est pas détectée dans le manubrium non disséqué.
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IV. Discussion

Puissance et limitations de I’approche transcriptomique pour cette étude

Le but de cette étude était de caractériser des types cellulaires du manubrium et d’identifier des
genes candidats régulateurs de la régénération. L’approche transcriptomique a généré une liste
assez conséquente de genes différentiellement exprimés au cours de la régénération, grace a
laquelle de nombreux génes candidats ont été identifiés. La difficulté consiste maintenant a
déterminer lesquels sont réellement importants pour le remodelage et la régénération.
Concernant la caractérisation des types cellulaires, quelques nouveaux marqueurs ont pu étre
identifiés. Les données transcriptomiques ont notamment permis d’élargir les connaissances sur
les sous-types de cellules glandulaires. Le séquencage de cellules uniques permettrait de
caractériser les types cellulaires avec plus de précision, et de générer un jeu de marqueurs
moléculaires plus complet. Cependant, dans le contexte de la régénération, le RNAseq,
contrairement au séquengage de cellules uniques, permet 1’analyse aisée des variations
d’expression au cours du temps, et donc d’inférer la réapparition des types cellulaires au cours
de la régénération.

IV.1. Différenciation et dédifférenciation au cours de la régénération

Au cours de la régénération, j’ai pu observer une réapparition séquentielle des types cellulaires
dérivés des i-cells, par immunohistochimie et grace a la dynamique de génes marqueurs dans
le transcriptome. Tout d’abord les cellules nerveuses commencent leur différenciation a 24hpd,
suivies par les nématocytes et les cellules glandulaires. La différenciation des nématocytes
commence a 48hpd, celle des cellules glandulaires finie a 72hpd, les deux se différencient
probablement en méme temps.

La totalité des types cellulaires du manubrium en régénération ne provient pas nécessairement
de la différenciation de cellules souches. En effet, les cellules nerveuses sont présentes dans la
sous-ombrelle, et certaines sont dans le primordium avant I’expression de marqueurs de
différenciation. Les cellules nerveuses du manubrium en régénération peuvent donc avoir
plusieurs origines : soit la division des cellules nerveuses différenciées soit la différenciation a
partir d’i-cells ou de précurseurs neuraux. De méme pour les nématocytes, certains sont déja
présents dans le primordium avant le début de la nématogenése. Ceux apparaissant apres 48h
viennent probablement de la différenciation des i-cells. Seules les cellules glandulaires sont
totalement absentes du primordium dans les stades précoces de régénération et se différencient
en totalité de novo.

La différenciation des i-cells est bien caractérisée chez 1’hydre. Cependant, elle n’a jamais été
démontrée chez Clytia. Certaines différences sont possibles entre ces deux especes. Concernant
les cellules glandulaires, il a été montré chez I’hydre que les cellules glandulaires gastriques
(appelées ‘zymogen gland cells’) dérivent bien des i-cells (Schmidt & David 1986; Bode ef al.
1987). Les cellules glandulaires sphéruleuses (appelées ‘granular mucous gland cells’) peuvent
aussi €tre produites par transdifférenciation dans la région orale a partir d’autres cellules
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glandulaires (Siebert ef al. 2018), ces dernieres pouvant étre produites par différenciation d’i-
cells (Siebert et al. 2018). Concernant les cellules nerveuses, les neurones ganglionnaires
exprimant RF-amide sont bien dérivés des i-cells chez les cnidaires (Martin 1990, 1992).
Cependant certains neurones sensoriels dans les larves d’hydrozoaires viennent des cellules
ectodermiques (Clytia (Thomas et al. 1987), Pennaria tiarella (Martin & Thomas 1981)). Les
précurseurs nerveux exprimant Sox/( sont vraisemblablement bien dérivés des i-cells puisque
I’orthologue SoxB2 est exprimé chez Hydractinia et Nematostella dans une population de
précurseurs de neurones donnant naissance aux neurones et aux nématocytes (Richards &
Rentzsch 2014; Flici et al. 2017), mais cela reste a démontrer chez Clytia. Les marqueurs d’i-
cells marquant a la fois les cellules souches indifférenciées et les progéniteurs, il est possible
de suivre leur différenciation par I’expression de marqueurs des progéniteurs (ex. nématoblastes
exprimant Piwi et mcoll3/4 dans les bulbes tentaculaires (Denker et al. 2008)).

L’expression de marqueurs de neurogenese et de nématogenese indique que la différenciation
a lieu sur place, dans le primordium. En I’absence de marqueurs de différenciation des cellules
glandulaires, il n’est pas possible de ’affirmer pour ces dernicres. Les i-cells sont présentes
dans le primordium avant I’expression des marqueurs de différenciation (voir Chapitre 1). Elles
sont donc probablement a 1’origine de la différenciation séquentielle des cellules nerveuses,
nématocytes et cellules glandulaires. Des cas de différenciation séquentielle des i-cells ont dé¢ja
été montrées chez des hydrozoaires. Dans la larve de Clytia, les dérivés somatiques des i-cells
apparaissent séquentiellement, avec tout d’abord la différenciation des cellules glandulaires
exprimant antistasin et des nématocytes apres gastrulation a 24hpf puis la neurogenese des
36hpf, visible par I’expression de Prdl-a, et I’expression des précurseurs de RF-amide et GLW-
amide (Ruggiero 2015). Dans les agrégats de cellules musculaires striées chez Podocoryne, la
transdifférenciation des cellules musculaires est également séquentielle. Les cellules
musculaires striées se transdifférencient d’abord en cellules musculaires lisses, puis en cellules
nerveuses (Schmid & Alder 1984). Une fois ’axe proximo-distal établi, les cellules
glandulaires, i-cells et nématocytes apparaissent (Schmid & Alder 1984; Alder & Schmid
1987).

De nombreux genes codants pour des protéines structurales présentes dans les muscles, comme
StMyo-a, StMyo-B, MNmyo, TPM-A, TPM-B et MLCK-A, voient leur expression diminuer au
cours des 12 premicres heures de régénération. Ceci pourrait étre di a la dédifférenciation des
cellules musculaires au niveau de la zone de coupure. En effet, mes marquages a la phalloidine
indiquent que les fibres musculaires proches de la zone de coupure se dissocient (voir Chapitre
1). Des cas de dédifférenciation de cellules musculaires ont déja été observés chez les méduses
hydrozoaires. Chez Podocoryne carnea, Msx exprimé dans les muscles striés, est inactivé
lorsque ces derniers sont isolés de la méduse et se transdifférencient en muscles lisses (Galle et
al. 2005). Chez Polyorchis, une blessure dans la couche de muscles striés, est refermée en 10h
par migration des cellules myoépithéliales. Pendant la migration, les cellules myoépithéliales
changent drastiquement de morphologie. Les fibres musculaires se dissocient, les
prolongements contenant initialement les fibres se rétractent et les cellules s’aplatissent. Les
fibres musculaires se reconstituent 24 a 48h apres la blessure (Lin et al. 2000). L hypothése de
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la dédifférenciation de cellules musculaires au cours de la régénération chez Clytia peut étre
testée en réalisant les ISH des genes structuraux pendant la régénération.

IV. 2 Régénération du péle oral du manubrium

Chez Clytia et Aurelia, I’expression de Brachyury et FoxA démarque des territoires distincts du
manubrium (Kraus et al. 2015), délimitant le pdle oral et I’endoderme gastrique respectivement.
Au cours de la régénération du manubrium chez Clytia, les données transcriptomiques indiquent
que leurs expressions augmentent dés les stades précoces de la régénération. L expression de
Brachyury et FoxA peut étre mise en évidence par ISH dés 24hpd. A 48hpd, a I’ouverture de la
cavité gastrique, les territoires sont bien distincts. FoxA4 est exprimé de facon diffuse dans
I’endoderme, et Brachyury est localisé autour de I’ouverture, indiquant que I’extrémité distale
a déja acquis son identité orale a 48hpd. La régionalisation du primordium est visible a la
localisation de types cellulaires exprimés spécifiquement au pdle oral : les nématocytes
différenciés ainsi que les cellules exprimant RepSegX. Les territoires du manubrium et le pole
oral sont donc définis pendant les stades précoces de la régénération, et bien établis dés 48hpd.

FoxA et Brachyury sont également exprimés au pole oral pendant les premiers stades de
régénération du pole oral chez I’hydre (Martinez et al. 1997; Technau & Bode 1999). Ils sont
potentiellement impliqués dans la détermination et 1’organisation des cellules digestives dans
le manubrium de Clytia. En effet, chez les métazoaires, FoxA et Brachyury sont connus pour
leurs fonctions conservées dans la détermination du systéme digestif et leur expression dans la
bouche et le systéme digestif chez les cnidaires et les bilatériens (avec une divergence du role
de Brachyury chez les chordés). Ceci a conduit Chen ez al. (2017) a supposer leur appartenance
a un ‘programme génétique de la bouche’ composé de FoxA, Brachyury et Otx.

IV.3. Role potentiel de la voie Wnt/B-caténine dans la régénération

Implication de la voie Wnt/B-caténine

La voie Wnt/B-caténine est connue pour étre impliquée dans la régénération chez de nombreux
organismes. Au vu des domaines d’expression étagés des ligands Wnt dans le manubrium de
Clytia et de leur expression trés dynamique au cours de la régénération, la voie Wnt canonique
est trés probablement impliquée dans la régénération chez Clytia. Les ligands Wnt ayant une
expression bien plus dynamique que les recepteurs Fz/, les données trancriptomiques laissent
supposer que la régulation de la voie Wnt a lieu surtout via les ligands. Cependant, les seules
données disponibles actuellement sur la dynamique de la voie Wnt concernent la quantité¢ des
ARNm. D’autres niveaux de régulation entrent probablement en jeu, par exemple au niveau des
modifications post-traductionnelles, de la sécrétion et/ou de la diffusion des ligands Wnt.

Les ligands Wnt peuvent étre séparés en deux classes, décrites chez le xénope et les cellules
épithéliales de mammiferes (Shimizu et al. 1997; Kiihl et al. 2000; Miller 2002). Les Wnt dits
transformants (Wntl, Wnt3, Wnt8) activent la voie Wnt/B-caténine et sont impliqués dans la
formation de 1’organisateur de Spemann dans I’embryon de xénope et le patterning axial. Les
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Wnt non transformants (Wnt4, Wnt5a, Wntl 1) n’agissant pas via la voie Wnt/B-caténine et sont
responsables des mouvements de convergence-extension dans les épithéliums via la voie PCP
(review PCP — convergence-extension : (Roszko ef al. 2009)). Chez les cnidaires 1’expression
de Wntl et Wnt3 au pole oral est conservée (Hensel ef al. 2014). De plus, des perturbations de
la voie Wnt/B-caténine entrainent des défauts de polarité orale-aborale (Broun 2005; Lee et al.
2006; Dufty et al. 2010; Trevino et al. 2011). Le rdle de ces deux Wnt semble donc étre conservé
entre les cnidaires et les vertébrés.

Chez I’hydre, I’activation de la voie Wnt/B-caténine par surexpression de la B-caténine par
transgenese ou traitements pharmacologiques est suffisante pour induire la formation de tétes
ectopiques (Broun 2005; Gee et al. 2010). Chez Nematostella et Hydractinia également, la
formation de la téte est induite de fagon ectopique par traitement a I’alsterpaulone apres
bissection (Duffy et al. 2010; Trevino et al. 2011). Pendant la régénération du manubrium chez
Clytia, les autres membres de la voie Wnt/B-caténine (récepteurs Fzl, axin, TCF) ont aussi une
expression dynamique, indiquant une probable action via cette voie. Il est possible de tester
cette hypothése par des traitements pharmacologiques. L’alsterpaulonne et 1’azakenpaullone
sont utilisés en routine pour suractiver la voie Wnt/B-caténine au cours du développement
précoce chez Clytia (Ruggiero 2015). L’inhibiteur de la voie Wnt/Bcaténine, le PKF118-310
(PKF), bloquant la liaison entre la Bcaténine et le FT TCF (Lepourcelet ef al. 2004), semble
fonctionner chez la larve (Ruggiero 2015) et des tests préliminaires ont été réalisés sur les
adultes par Carine Barreau et Sandra Chevalier. L’incubation de méduses aprés ablation du
manubrium dans du PKF (0,8uM) bloque la régénération apres la formation du primordium plat
a la jonction des canaux radiaires. Cependant, il reste encore a déterminer si les effets observés
sont réellement liés a une inhibition de la voie Wnt/Bcaténine. En effet, a forte concentration,
le PKF bloque également la cicatrisation chez la méduse adulte et 1’adhésion intercellulaire
chez la larve.

Le PKF bloque la régénération du manubrium avant la formation de la cavité gastrique. Ce
blocage est plus précoce que celui induit par I’hydroxyurée (HU), inhibant la division cellulaire
et arrétant la régénération juste avant I’ouverture de la cavité gastrique (voir Chapitre 1). L’ effet
de PKF a lieu au moment de I’activation de Wnt3, et de ’augmentation de la prolifération dans
le primordium (voir Chapitre 1). Or Wnt3 est connu chez I’hydre pour étre nécessaire au
déclenchement de la prolifération du c6té de la téte via la voie Wnt/B-caténine (Chera et al.
2009). Un lien entre la B-caténine et prolifération est envisageable chez Clytia. Le PKF pourrait
aussi avoir une action sur d’autres processus cellulaires comme la réorganisation des cellules
ou migration des cellules souches. Ces hypothéses sont a tester par incubation des méduses en
régénération dans le PKF et marquage EAU et ISH Nanos|.

Le role des Wnt pourrait étre déterminé par RNAi. Cette technique est actuellement en
développement dans 1’équipe. L’injection d’ARN double brin Wnt3 chez la larve entraine
I’extension du territoire aboral de la larve, un phénotype identique a 1’injection de MO Wnt3
(Momose et al. 2008), ce qui indique que la machinerie de RNAI est bien fonctionnelle chez
Clytia. 11 reste encore cependant a trouver une méthode afin de faire entrer ’ARN dans les
cellules au stade méduse. Chez Hydractinia, les polypes sont incubés dans 1’eau de mer
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contenant I’ARN (Bradshaw et al. 2015). Cette méthode est en phase de test chez la méduse
Chtia.

Voie Wnt et différenciation cellulaire

La voie Wnt est connue pour influencer les cellules souches (ex. auto-renouvellement des
cellules souches hématopoiétiques des mammiferes (Reya et al. 2003)). Ce rdle est bien présent
chez les cnidaires. Teo et al. (2006) ont montré que chez Hydractinia, le traitement avec des
paullones activant la voie Wnt/B-caténine entraine la différenciation des i-cells en nématocytes
et cellules nerveuses, réduisant le pool d’i-cells. Chez I’hydre également, un traitement a
’alsterpaullone entraine la différenciation terminale des nématoblastes (Khalturin ez al. 2007).
Chez Clytia, au cours du développement, la différenciation finale des i-cells en neurones et
nématocytes est inhibée par MO Wnt3 et traitement au PKF. En revanche, la différenciation en
cellules glandulaires n’est pas affectée par le MO Wnt3, et donc indépendante de la voie Wnt
(Ruggiero 2015). Au cours de la régénération, j’ai pu observer une augmentation de
I’expression de sept des Wnt a 48hpd. Cette augmentation pourrait étre liée a la finalisation de
la neurogencése et de la nématogenése. Cette hypothése est a tester par traitements
pharmacologiques au cours de la régénération et observation des neurones différenciés et
nématocytes par ISH et observation DIC.

Voie Wnt et polarité

Chez I’embryon de Clytia, ’expression de Brachyury et FoxA au pdle oral de la gastrula est
sous le controle de la voie Wnt (Lapébie et al. 2014). Au cours de la régénération du
manubrium, le patterning de 1’axe oral-aboral pourrait étre médié par la voie Wnt. En effet,
cette derniére est impliquée dans le patterning antéro-postérieur chez les métazoaires (Niehrs
2010). A la différence des bilatériens chez qui la voie Wnt contrdle 1’identité postérieure, le
centre de signalisation Wnt/B-caténine se situe au pdle oral chez les cnidaires (review :
(Petersen & Reddien 2009b).

Chez certains cnidaires, les Wnt ont des domaines d’expression échelonnés (planula : Clytia
(Momose et al. 2008) et Nematostella (Kusserow et al. 2005), polype adulte : Hydre (Lengfeld
et al. 2009), Nematostella (Kusserow et al. 2005) et Hydractinia (Hensel et al. 2014), et le
manubrium de Clytia et Aurélia aurita (Condamine 2018)), ce qui a conduit a proposer la
présence d’un ‘“Wnt-code’ définissant le patterning axial chez les cnidaires (Guder ef al. 2006).
Chez Chytia, les différents Wnt activés a différent temps de la régénération du manubrium,
pourraient spécifier les différents territoires du manubrium selon 1’axe oral-aboral. Parmi les
ligands Wnt, seuls Wntl, Wnt3 et Wnt7 ont une expression conservée a I’extrémité orale du
polype et le manubrium de la méduse (expression de Wnt7 inconnue pour Aurelia). Ceux-ci
pourraient étre ceux définissant la zone orale du manubrium de Clytia. Les patrons d’expression
des autres Wnt sont relativement peu conservés (Hensel et al. 2014) indiquant une divergence
des fonctions.

Chez I’hydre, comme chez Clytia, les ligands Wnt sont réexprimés de facon séquentielle au
niveau du pdle oral en régénération (Lengfeld et al. 2009). Contrairement a Clytia, le premier
Wnt dont ’expression augmente chez 1’hydre est Wnt3 apres 1,5h. Ce dernier a été identifié
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comme ¢étant le ‘head activator’ (voir section II1.2.3 de I’Introduction générale). Chez Chytia,
I’initiation de la régénération pourrait eétre déclenchée par Wnt6 et Wnt8, activés avant FoxA et
Brachyury. L’augmentation de I’expression de Wnt3, a partir de 24hpd reste cohérente avec un
role potentiel dans la mise en place de la polarité orale-aborale, puisqu’elle est mise en place
dans le primordium entre 24h et 48h.

IV.4. Une homologie entre la cavité gastrique du polype et le
manubrium ?

L’homologie entre le manubrium de la méduse et les structures orales du polype n’est pas claire
(voir section 1.5 de I'introduction de ce chapitre). Elle sera discutée dans cette section en
fonction de la localisation des types cellulaires et de 1’expression de facteurs de transcription
obtenus chez la méduse Clytia suite au crible ISH réalisé.

Distribution des types cellulaires

Chez la méduse Clytia, un des génes exprimé au pole oral code pour la rhamnospondin, une
protéine caractérisée par la présence de plusieurs domaines thrombospondin. Deux orthologues
de la rhamnospondin ont été identifiées chez Hydractinia et sont exprimées a 1’extrémité de
I’hypostome des gastrozoides (Fig.79.A1) (Schwarz et al. 2007). Méme si leur expression
n’augmente pas apres contact avec des bactéries ou des champignons, la rhamnospondin joue
potentiellement le role de récepteurs de la réponse immunitaire (Schwarz et al. 2007). Chez
Hydra oligactis 17 génes avec des domaines thrombospondin ont ét¢ identifiés, huit sont
exprimés exclusivement dans 1I’hypostome de 1’hydre (ectoderme et endoderme) (Fig.79.A2 et
A3), cinq sont exprimés dans I’hypostome et d’autres régions et les trois autres sont exprimes
dans les tentacules (Hamaguchi-Hamada ez al. 2016). Chez I’hydre et Hydractinia, les protéines
contenant des domaines thrombospondin sont bien associées au pdle oral du polype, et plus
précisément a I’hypostome pour les rhamnospondin d’Hydractinia (Schwarz et al. 2007;
Hamaguchi-Hamada et al. 2016). Les domaines d’expression chez la méduse Clytia et les
polypes d’hydre et d’Hydractinia sont en faveur de 1’homologie entre I’extrémité orale du
manubrium et I’hypostome.

Les cellules glandulaires sont présentes a différents niveaux de 1’endoderme du manubrium de
Clytia, et sont donc potentiellement de bons points de comparaison avec le polype. Les patrons
d’expression des cellules glandulaires dans le manubrium ont révélé une grande diversité de
populations de cellules glandulaires chez Clytia, réparties dans tout I’endoderme du
manubrium, a I’exception de I’extrémité la plus distale. Chez le polype d’hydre, les cellules
glandulaires sont réparties dans tout I’endoderme de la cavité digestive, du pédoncule a la partie
basale de 1’hypostome (Fig.79.B1-B3) (Augustin et al. 2006; Hwang et al. 2007). De plus,
différentes combinaisons d’enzymes sont exprimées en fonction de la position le long de I’axe
oral-aboral (Hwang et al. 2007), ce qui est similaire a la distribution observée chez Clytia. Les
domaines d’expression de 1’enzyme digestive EPPT ont été caractérisés au stade polype et
méduse chez Podocoryne carnea (Baader et al. 1995). Chez la méduse, les cellules exprimant
EPPT sont localisées a I’extrémité orale du manubrium (voir Fig.54). Chez le polype, les
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cellules exprimant EPPT sont localisées dans 1’endoderme en une bande a la base de
I’hypostome entre la base des tentacules et la bouche (Fig.79.B4). Chez le polype et la méduse
Pococoryne carnea, les cellules glandulaires exprimant EPPT sont absentes de I’extrémité la
plus distale de I’hypostome ou du manubrium. La localisation des cellules glandulaires dans
tout ’endoderme du polype, a 1’exception de la partie orale de I’hypostome, et dans tout
I’endoderme du manubrium sauf la partie la plus distale suggere une possible homologie entre
le polype entier et le manubrium.

Chez les méduses Clytia et Podocoryne, les i-cells sont présentes a la base du manubrium
(Seipel et al. 2004b; Torras et al. 2004; Leclere et al. 2012). En revanche, chez les polypes
d’hydre et Hydractinia, ces derniéres sont localisées dans les zones de forte prolifération et sont
absentes des deux extrémités du corps (Fig.79.C1-C3). Chez I’hydre, elles sont présentes dans
I’ectoderme de la région gastrique (Khalturin et al. 2007). Chez Hydractinia, les i-cells sont
localisées dans les stolons, dans I’ectoderme de la moitié inférieure des gastrozoides et dans
I’ectoderme basal des gonozoides (Rebscher et al. 2008; Bradshaw et al. 2015). Dans les deux
cas, les i-cells ne sont pas présentes dans la région orale ou se situe I’hypostome. La localisation
des i-cells a la base du manubrium et dans la zone médiane ou inférieure du corps des polypes
est cohérente avec I’hypothése de 1’homologie entre le polype entier et le manubrium.

La composition cellulaire du pole oral du polype et de I’extrémité distale du manubrium soutient
I’homologie entre ces deux zones. Concernant la zone centrale et la base du manubrium, la
distribution des cellules glandulaires et des i-cells semble supporter ’homologie entre le polype
entier et le manubrium. Il ne faut cependant pas oublier que chez Clytia, quelques cellules
glandulaires exprimant AMCh-like, la lipaseA et la carboxypeptidase sont présentes dans les
gonades. De plus, des pools d’i-cells sont localisés dans les gonades et les bulbes tentaculaires
(Leclere et al. 2012). On pourrait donc €galement supposer que tout le systéme gastrovasculaire
de Clytia serait homologue a la cavité¢ digestive des polypes hydrozoaires. Cependant, les
données de Kraus et al. (2015) soutiennent plutét une homologie entre les canaux radiaires de
la méduse et I’endoderme des tentacules oraux du polype (Kraus ef al. 2015).

Domaines d’expression des FT FoxA et Brachyury

Dans le manubrium de Clytia et Aurelia aurita, les territoires FoxA et Brachyury sont localisés
respectivement dans I’endoderme de la base et de la colonne, et a I’extrémité orale ((Kraus et
al. 2015; Steinmetz et al. 2017) cette ¢tude). Les patrons d’expression de ces deux geénes sont
connus chez certains polypes, permettant la comparaison de leurs territoires d’expression.

Chez I’hydre, deux homologues de Brachyury ont été identifiés, HyBral et HyBra2. Tous deux
sont exprimés en continu au niveau de I’hypostome, HyBral dans les cellules épithéliales
endodermiques (Fig.79.D1) (Technau & Bode 1999), HyBra2 dans 1’ectoderme (Bielen et al.
2007), et a I’extrémité apicale du bourgeon des les stades précoces de bourgeonnement
(Technau & Bode 1999; Bielen et al. 2007). Pendant la régénération de la téte, HyBral fait
partie des premiers génes exprimés apres 1 a 3h, tandis que HyBra?2 est exprimé aprés 8 a 10h
(Technau & Bode 1999; Bielen et al. 2007). Chez Podocoryne et le polype de Clytia, Brachyury
(Ch-bral chez Clytia) est exprimé dans I’endoderme a I’extrémité de I’hypostome du polype
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(Fig.79.D2 et D3) (Spring et al. 2002; Kraus et al. 2015). Comme pour la localisation des types
cellulaires, les domaines d’expression de Brachyury dans les polypes et les méduses sont en
faveur d’une homologie entre I’hypostome du polype et I’extrémité du manubrium de la
méduse.

Concernant les orthologues de FoxA, ils sont associés au systéme digestif chez le polype.
L’orthologue de FoxA chez I’hydre, budhead, est exprimé fortement dans 1’endoderme de
I’hypostome, dans la zone basale, au-dessus de la zone d’insertion des tentacules (Fig.79.E1).
Son domaine d’expression s’étend dans la cavité gastrique en diminuant d’intensité, et n’est
plus visible au-dela du quart supérieur (Martinez et al. 1997). Budhead est exprimé au pdle oral
en formation, pendant le bourgeonnement et la régénération de la téte au pole oral ou induite
de fagon ectopique, conduisant a supposer un rdéle dans le patterning du pole oral (Martinez et
al. 1997). Contrairement a Nematostella et I’éphyrule d’Aurélia, chez qui la distribution des
cellules glandulaires est restreinte au territoire FoxA+ (Steinmetz et al. 2017), I’expression de
FoxA chez I’hydre ne couvre pas la totalité de la cavité gastrique ou les cellules glandulaires
sont présentes (Fig.79.E3) (Martinez et al. 1997; Augustin et al. 2006; Hwang et al. 2007).
Chez le polype de Clytia, FoxA est exprimé dans I’endoderme du pdle oral, a I’exception des
tentacules (Fig.79.E2) (Kraus et al. 2015). L’expression dans le reste du corps reste a
déterminer. Les territoires exprimant FoxA chez le polype et la méduse semblent plutot en
faveur d’une correspondance entre le quart supérieur de la cavité digestive du polype et le
manubrium de la méduse (Martinez et al. 1997; Kraus et al. 2015; Steinmetz et al. 2017), cette
¢tude). Cependant cette conclusion est basée uniquement sur I’expression de FoxA chez le
polype d’hydre. La comparaison des domaines d’expression d’autres FT, particuliérement ceux
exprimés le long de la cavité gastrique du polype, est nécessaire afin de pouvoir trancher sur la
question de I’homologie entre le manubrium et les structures du polype.

L’homologie entre 1’extrémité du manubrium et I’hypostome est supportée par la localisation
de types cellulaires et I’expression du FT Brachyury. L’homologie de la colonne du polype avec
la base du manubrium est une question ouverte. La localisation dans le manubrium de la méduse
de FT exprimés dans la cavité gastrique de I’hydre serait particulierement informative pour
clarifier la question de I’homologie de ces structures.
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Figure 79 : Localisation de différents types cellulaires et des facteurs de transcription
FoxA et Brachyury chez les polypes.
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Figure 79 : Localisation de différents types cellulaires et des facteurs de transcription
FoxA et Brachyury chez les polypes (Iégende).

(A) Patrons d’expression obtenus par ISH (1) de la rhamnospondin chez Hydractinia
synbiolongicarpus, (2) et (3) de protéines a domaine thrombospondin localisée dans
I’hypostome d’Hydra oligactis.

Tiré de Schwarz et al. (2007) et de Hamaguchi-Hamada et al. (2016).

(B) Patrons d’expression obtenus par ISH (1) d’une metalloproteinase (2) d’une serine
protéinase (3) et de HyDkk1/2/4-A chez Hydra magnipapillata (Hm) et Hydra vulgaris. (4)
Patron d’expression de Pod-EPPT chez Podocoryne carnea (Pod).

Tiré de Hwang et al. (2007) Augustin et al. (2006) et Baader et al. (1995)

(C) (1) Localisation des i-cells par immunohistologie avec 1’anticorps monoclonal C41 chez
Hydra vulgaris (Hv). (2) Patrons d’expression obtenus par ISH de Vasa chez Hydractinia
echinata (He).

Tiré de Khalturin ez al. (2007) et Rebscher et al. (2008).

(D) Patrons d’expression obtenus par ISH (1) de Brachyuryl chez Hydra vulgaris, (2)
Brachyury chez Podocoryne carnea (Pc) et (3) Brachyuryl chez Clytia.

Tiré de Bielen et al. (2007), Spring et al. (2002) et Kraus et al. (2015).

(E) Patrons d’expression obtenus par ISH (1) de budhead chez Hydra vulgaris et (2) FoxA chez
Clytia (Ch). (3) Représentation schématique des territoires exprimant FoxA et des enzymes
digestives au niveau des mésenteres de Nematostella vectensis (Nv).

Tiré de Martinez et al. (1997), Kraus et al. (2015) et Steinmetz et al. (2017).
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V. Annexes

Nom Type Temps | Nombre de | Concentration | Ratio
d'échantillon méduses d'’ARNm 28S/18S
(ng/pL)
MdCA_Ohpd 1 MdCA Ohpd 150 142 1,6
MdCA Ohpd 2 MdCA Ohpd 150 149 1,5
MdCA_12hpd 1 MdCA 12hpd 100 42 1,8
MdCA_12hpd 2 MdCA 12hpd 100 86 1,6
MdCA 24hpd 1 MdCA 24hpd 60 65 1,7
MdCA 24hpd 2 MdCA 24hpd 60 33 1,7
MdCA_48hpd 1 MdCA 48hpd 50 73 1,7
MdCA_48hpd 2 MdCA 48hpd 50 53 1,8
MdCA_6hpd 1 MdCA 6hpd 100 95 1,7
MdCA_6hpd 2 MdCA 6hpd 100 65 1,2
MdCA_WT 1 MdCA n.d. 30 393 1,8
MdCA_WT 2 MdCA n.d. 30 333 1,7
MdEJ Ohpd 1 MdEJ Ohpd 10 512 1,6
MdEJ Ohpd 2 MdEJ Ohpd 10 607 1,6
MdEJ Ohpd 3 MdEJ Ohpd 10 563 1,7
MdEJ 12hpd 1 MdEJ 12hpd 10 603 2
MdEJ 12hpd 2 MdEJ 12hpd 10 330 1,3
MdEJ 24hpd 1 MdEJ 24hpd 10 379 1,9
MdEJ 24hpd 2 MdEJ 24hpd 10 451 1,9
MdEJ 24hpd 3 MdEJ 24hpd 10 346 2
MdEJ 48hpd 1 MdEJ 48hpd 10 400 1,9
MdEJ 48hpd 2 MdEJ 48hpd 10 395 1,5
MdEJ 6hpd 1 MdEJ 6hpd 10 153 2
MdEJ 6hpd 2 MdEJ 6hpd 10 530 2
MdEJ WT 1 MdEJ n.d. 10 1208 1,7
MdEJ WT 2 MdEJ n.d. 10 879 1.9
UdEJ Ohpd 1 UdEJ Ohpd 10 637 1,9
UdEJ Ohpd 2 UdEJ Ohpd 10 496 1,75
UdEJ_12hpd 1 UdEJ 12hpd 10 364 1,3
UdEJ 12hpd 2 UdEJ 12hpd 10 366 1,9
UdEJ 24hpd 1 UdEJ 24hpd 10 346 1,5
UdEJ 24hpd 2 UdEJ 24hpd 10 214 1,5
UdEJ_48hpd 1 UdEJ 48hpd 10 422 2
UdEJ 48hpd 2 UdEJ 48hpd 10 498 1,8
UdEJ 6hpd 1 UdEJ 6hpd 10 663 1,7
UdEJ 6hpd 2 UdEJ 6hpd 10 374 1,8

Tableau 1 : Description et quantité d’ARN des échantillons de I’étude transcriptomique
Les valeurs de concentration et ratio 28S/18S sont celles calculées par le bioanalyser.

225



Nom du géne N° accession Référence
Nanosl JQ397274.1 (Leclére 2012)
Piwi EU199802.1 (Denker 2018)
GFP2 HQ397707.1 Fourage 2014)
Sox10 DQ138605.1 (Jager 2011)
PPI KX496947 (Takeda 2017)
Mcoll3/4a EU024529.1 (Denker 2008)
Antistasin KU162955 (Ruggiero 2015)
FoxA GBGP01000196.1 (Lapebie 2014)
Brachyury DQ872898.1 (Momose 2007)

Tableau 2 : Nom, numéro d’accession et références des génes déja caractérisés observés par ISH

Nom du géne EST Identifiant du géne

Mouth ADAMTS SAOAAB75YH20RM1 XLOC 000129
Serine-proteasela SAOAAB90YL11RM1 XLOC 034427

Chymotrypsin elastase3B ILOABA27YLI14RM1 XLOC 004103

PMPI SAOAAB169YKI8NMI1 XLOC 036454
Tr-prot-serine9B SAOAAA2YF12RM1 XLOC 001911

Tr prot-serine94 SAOAAB16YMO7RM1 XLOC 002272
Serine-proteasel 7-like SAO0AAB26YK24RM1 XLOC 034219

LipaseA SAOAABI115YGI6RMI XLOC 011101
CarboxypeptidaseB SAOAABI5YKOSRMI1 XLOC 004604

Chitinasel SAO0AAB24YO09RM1 XLOC 015284

AMCh-like SAOAABSYFO7RM1 XLOC 002105

Catepsin-L1 SAOAAA9YDI6RMI XLOC 006965
Rhamnospondin SAOAAB114YB0O9RM1 XLOC 041151 XLOC 041155
RepSeqX SAOAAA23YA24NM1 XLOC 028479 XLOC 028480
RepSeqY SAOAAB100YFO7NMI1 XLOC 043544

Nucleostemin SAOAAB15YKI4RM1 XLOC 003046

Nuc-Prot-56 SAOAAB131YK20RMI XLOC 043883

catalase-like SAOAABI182YEQ6RMI XLOC 044318

STmyosin-A SAOAAB39YPO6RM1 XLOC 038183

Galaxin SAOAAA6YFO04RM1 XLOC 009798+XLOC 009808
SubU-Col2 ILOABA4YA21RMI1 XLOC 030379

hedgehogl SAOAABI115YH17RMI XLOC 001425

Musashi SAOAAB154YG24RM1 XLOC 035868

Myc2 SAO0AAB22YNI14RM1 XLOC 000985

TPM-B SAOAAA14YLO6RMI1 XLOC 042542

innexin-A SAOAABIYJ19RMI1 XLOC 013735

innexin-C SAOAAAT14YMO2RMI XLOC 044277

Fibrilin-B ILOABA27YFO5SRM1 XLOC 042418

STmyosin-B SAO0AAB97YL21RMI1 XLOC 029205

TPM-A SAOAAB82YB13RMI XLOC 000520

SubU-Col4 SAO0AAB169YAO09RMI XLOC 033869

innexin-B SAOAAB96YB11RMI1 XLOC 000135

Smoothened SAOAAB54YEO6RM1 XLOC 000028

RepSeqU SAOAABI111YF24RM1 XLOC 000724+XLOC 000751

Tableau 3 : Noms des génes, EST utilisées pour la synthése des sondes et identifiants des geénes
observés par ISH
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Nom XLOC Accession si publié
Vasa XLOC 033801 JQ397273.1
PLI0 XLOC 033976 JQ397276.1
Thynl XLOC 041005 KU162960.1
Boule-like 1b XLOC 030073 ALY05316.1
Pocl XLOC 001641 HM010924.1
Mosl XLOC 009859 FJ026395.1
Prdil-a XLOC 030117 KU162954.1
Otp XLOC 016543 LN611641
neurogenin XLOC 018937 KT318150
PPI XLOC 042761 KX496947
PP5 Rfamide XLOC 019434 KX496951
mcoll XLOC 044122 EU195079.1
DFkk3 XLOC 030083 EU195080
NOWA XLOC 018627 EU195078
Prdil-b XLOC 004378 KT318135.1
Nematogalectin A XLOC 039010 AM753667.1

ADAMTS6-like

XLOC 002768

EPPT

XLOC 003178

Wntl XLOC 015404 EU374717 (WntX2 Momose 2008)
Wntlb XLOC 015382 (Condamine 2018)

Wnt2 XLOC 031686 EU374720 (WntX1A Momose 2008)
Whnt3 XLOC 001931 EU374721

Wnt4 XLOC 041060 EU374722 (WntX1B Momose 2008)
Wnt5 XLOC 000650 EU374718

Wnt5b XLOC 030003 & XLOC 029991 | (Condamine 2018)

Wnt6 XLOC 035748 EU374719 (Wnt9 Momose 2008)
Wnt7 XLOC 034538 (Condamine 2018)

Wnt8 XLOC 045775 (Condamine 2018)

Wntlla XLOC 002938 EU391658 (WntX3 Momose 2008)
WntA XLOC 006909 (Condamine 2018)

Fzl XLOC 044260 DQ869571

Fz2 XLOC 039886 JQ439004.1

Fz3 XLOC 010791 DQ869572

Fz4 XLOC 002646 JQ439005.1

TCF XLOC 007658 JQ806376.1

beta-catenin XLOC 011128 JQ438997.1

Axin XLOC 011804 EU374716

Dsh XLOC 015396 JQ439000.1

GSK-3 XLOC 016339 EU374723

Tableau 4 : Noms, identifiants et numéros d’accession des génes présentés mais non observés par

ISH
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Echantillon Nombre de Nombre de Taux de reads Taux de reads
reads bruts reads filtrés conservés mappés (%)
apresfiltrage (%)
MdCA-Ohpd-1 24136607 24086420 | 99.79 85.72
MdCA-Ohpd-2 24136980 24078710 | 99.75 86.72
MdCA-12hpd-1 24136631 24054288 | 99.65 84.50
MdCA-12hpd-2 24136045 24089981 | 99.80 85.04
MdCA-24hpd-1 24136419 24070148 | 99.72 84.54
MdCA-24hpd-2 24136817 24075491 | 99.74 84.80
MdCA-48hpd-1 24136886 24097751 | 99.83 84.33
MdCA-48hpd-2 24137003 24023500 | 99.52 84.31
MdCA-6hpd-1 24137209 24072872 | 99.73 85.73
MdCA-6hpd-2 24137289 24072635 | 99.73 86.15
MdCA-WT-1 24136216 24088320 | 99.80 84.86
MdCA-WT-2 24136618 24091386 | 99.81 85.55
MdEJ-0hpd-1 24136354 24092058 | 99.81 85.70
MAEJ-Ohpd-2 24136585 24088914 | 99.80 85.50
MdEJ-Ohpd-3 24136574 24086994 | 99.79 86.04
MdEJ-12hpd-1 24137138 24073309 | 99.73 86.29
MdEJ-12hpd-2 24137493 24061078 | 99.68 86.48
MdEJ-24hpd-1 24136168 24100743 | 99.85 85.93
MdEJ-24hpd-2 24136051 24101634 | 99.85 85.87
MdEJ-24hpd-3 24136570 24098976 | 99.84 85.69
MdEJ-48hpd-1 24136888 24083843 | 99.78 86.15
MdEJ-48hpd-2 24136616 24088500 | 99.80 85.96
MdEJ-6hpd-1 24137188 24084856 | 99.78 86.72
MdEJ-6hpd-2 24137550 24085115 | 99.78 87.04
MdAEJ-WT-1 24137091 24086827 | 99.79 85.95
MdJEJ-WT-2 24137014 24092909 | 99.81 85.91
UdEJ-Ohpd-1 24136926 24092148 | 99.81 85.60
UdEJ-Ohpd-2 24136552 24086814 | 99.79 85.90
UdEJ-12hpd-1 24137320 24086760 | 99.79 86.42
UdEJ-12hpd-2 24135868 24085374 | 99.79 86.16
UdEJ-24hpd-1 24136552 24098855 | 99.84 85.88
UdEJ-24hpd-2 24136036 24082828 | 99.77 85.86
UdEJ-48hpd-1 24137197 24087127 | 99.79 85.79
UdEJ-48hpd-2 24136858 24088499 | 99.79 86.22
UdEJ-6hpd-1 24137219 24080525 | 99.76 86.43
UdEJ-6hpd-2 24137227 24079277 | 99.75 86.63

Tableau 5 : Nombre de reads et qualité par échantillon
Valeurs données par 1’analyse BGI
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DISCUSSION GENERALE
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Ce travail de these constitue la premicre caractérisation des processus cellulaires et moléculaires
mis en jeu lors de la réponse a la blessure suite a 1’ablation du manubrium chez la méduse
Clytia. J’ai pu confirmer le potentiel de Clytia en tant que modele d’étude de la régénération et
de la réponse a la blessure en général. Clytia est également intéressante pour étudier différents
aspects de la physiologie de la méduse. Certaines questions ont pu trouver des réponses, et ainsi
apporter d’autres questions. Beaucoup d’aspects n’ont pas été résolus, le but de ces travaux
étant de servir de base pour les études futures.

Les especes modeles d’étude, notamment de la régénération, sont en train de se diversifier.
L’accés facilit¢ aux ressources génomiques et transcriptomiques et le développement de
protocoles utilisables sur de nombreux organismes permet de s’affranchir des organismes
modeles conventionnels (souris, drosophile, C. elegans) qui ont des capacités de régénération
restreintes comparées a celles des cnidaires ou des planaires par exemple.

“As a result, there has been an explosion of interest in extending the set of model
organisms to include both classic systems long known to be excellent models for
particular areas of biology, as well as completely novel systems that have never been
explored experimentally but which pose fascinating challenges for mechanistic
understanding. We will refer to organisms that are models in the original sense, but not
yet in the newer sense, as “non-model model organisms” (NMMO).” (Russell ef al. 2017)

Clytia est un de ces organismes modeles non modeles, développé tout d’abord pour étudier le
développement embryonnaire (Houliston et al. 2010). En plus de cela, les capacités de
régénération du stade méduse permettent son utilisation comme modele de la régénération.
Différents aspects de la régénération peuvent étre étudiés. IIs seront détaillés tout au long de la
discussion.

I. Source de cellules pendant la régénération

La régénération du manubrium chez Clytia repose sur différentes sources de cellules. Elle
dépend de prolifération locale au niveau du primordium, de prolifération a distance dans les
canaux radiaires, ainsi que de migration de cellules souches (i-cells) et dun apport de cellules
différenciées (cellules gastrodermiques) venant des gonades.

De par sa plasticité, la méduse Clytia permet donc 1’étude du recrutement et de la migration de
différentes populations de cellules sur une distance relativement grande (quelques mm), en plus
de I’étude du rdle des cellules souches multipotentes pendant la régénération.

La possibilité de greffer des organes aprés marquage de différentes populations de cellules est
un outil efficace pour étudier les mouvements cellulaires lors de la régénération. La contribution
de cellules en prolifération et de cellules gastrodermiques au cours de la régénération du
manubrium a été identifiée par la greffe de gonade marquée respectivement a I’EdU et avec des
microbilles fluorescentes. L’approche de greffe peut étre utilisée également pour déterminer si
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les migrations ont lieu uniquement de la gonade vers le manubrium en régénération, ou si les
cellules migrent également lors de la régénération des autres organes. Les types cellulaires les
plus variés et les i-cells sont regroupés dans les gonades, les bulbes tentaculaires et le
manubrium de la méduse. Ces organes, distants au moins d’une centaine de pm, sont reliés par
les canaux gastrovasculaires transportant les nutriments. La gonade alimente le manubrium en
cellules apres ablation, mais d’autres combinaisons sont possibles. Les trois organes principaux
pourraient constituer des pools de cellules, et s’alimenter I’un 1’autre si un des pools est
manquant. Cette hypothése est a tester par différentes combinaisons de greffes et dissections.
Le gain de fonction par transgénese est actuellement en développement dans 1’équipe et
permettra dans le futur un suivi des cellules beaucoup plus précis et in vivo.

Une question encore non résolue est dans quelle mesure la migration contribue a la formation
du manubrium lors de la régénération. Il est possible de déterminer la contribution globale de
la migration de cellules en division par une approche de d’EdU dite ‘pulse-chase’, en marquant
les cellules en division avant dissection et en détectant les cellules ayant incorporé I’EAU au
cours de la régénération. La prolifération dans le primordium commence dés 24hpd. Au vu de
la répartition de la prolifération dans I’ectoderme et I’endoderme et de son ampleur, la plupart
des types cellulaires formant le primordium sont probablement en prolifération. Les cellules en
prolifération peuvent étre identifiées en combinant marquage EdU et FISH. Une partie des
cellules du manubrium régénéré vient probablement de cellules déja présentes au centre de
I’ombrelle se divisant. En effet, pendant la régénération, les fibres musculaires lisses du centre
de I’ombrelle semblent s’intégrer a I’ectoderme du primordium et de nombreuses cellules de la
sous-ombrelle autour du primordium sont en division. Les cellules épithéliales ectodermiques
viennent donc probablement des cellules épithéliales déja présentes au site de régénération. De
méme, le manubrium se forme sur un canal radiaire et ’endoderme du manubrium est en
continuité avec celui des canaux. Une partie de ’endoderme du manubrium en régénération
dérive donc surement de celui des canaux présents avant la régénération. Les cellules recrutées
via les canaux radiaires seraient alors entre autres les cellules souches interstitielles se
différenciant en cellules glandulaires, cellules nerveuses et nématocytes, et des cellules
gastrodermiques. La greffe d’une gonade marquée a I’EdU suivie d’une ISH Nanos! a indiqué
que les cellules souches représentent une petite fraction des cellules migrant de la gonade. La
nature des autres cellules est encore inconnue, mais elles peuvent étre identifiées par ISH. Des
ovocytes sont également recrutés vers le manubrium en régénération a partir des gonades, ils
sont absents du manubrium non disséqué. Une hypothese serait qu’ils servent de source
d’énergie. Le signal déclenchant la prolifération et la migration des cellules est inconnu. Un
candidat présenté dans la discussion du chapitre 2 est la voie Wnt/B-caténine.

Les types cellulaires du manubrium réapparaissent de facon séquentielle au cours de la
régénération. Il est possible de les suivre par ISH, le transcriptome ayant permis d’identifier des
marqueurs en plus de ceux déja connus. L’étude de la régénération chez Clytia forme un cadre
dans lequel étudier la différenciation dans des conditions physiologiques chez I’adulte. Les i-
cells sont impliquées dans la régénération et leurs dérivés somatiques caractérisés chez 1I’hydre
(neurones, nématocytes et cellules nerveuses) suivent aussi cette différenciation séquentielle.
A part les nématocytes, les dérivés somatiques des i-cells n’ont pas encore été caractérisés chez
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Clytia. 1l reste encore a confirmer que les cellules glandulaires et les neurones proviennent bien
des i-cells.

Chez Clytia, comme chez les autres hydrozoaires et les planaires, la régénération dépend de
cellules souches multipotentes recrutées depuis des sites distants pour former un blastéme
donnant naissance a la structure en régénération (voir section II.1.2 de I’Introduction générale)
(Newmark & Sanchez Alvarado 2000; Bradshaw et al. 2015). La régénération chez Clytia est
basée sur le méme systéme de cellules que les autres hydrozoaires et les planaires. Celui-ci est
différent de celui utilisé par les vertébrés et les arthropodes qui repose sur I’utilisation de
progéniteurs spécialisés ou la dédifférenciation des cellules présentes au plan d’amputation
(voir section II.1.3 de I’Introduction générale) (Odelberg 2005; Sandoval-Guzman et al. 2014).

I1. Physiologie de la méduse

L’étude de la régénération de la méduse Clytia a fourni des informations sur sa physiologie,
notamment concernant la digestion. Les profils d’expression des enzymes digestives ont révélé
de nombreuses populations de cellules glandulaires dans le manubrium, ainsi que des cellules
glandulaires dans les gonades. Comme chez la méduse Aglantha digitale (Mackie 2003) la
digestion n’a pas lieu uniquement dans le manubrium. Des particules non digérées sont
envoyées dans les canaux et la digestion se poursuit dans les gonades. Quelques cellules isolées
exprimant des enzymes de digestion ont également été observées dans les bulbes, indiquant que
la digestion peut aussi €tre finalisée dans les bulbes.

J’ai identifié une population de cellules différenciées gastrodermiques ayant la capacité de se
détacher de I’endoderme, de migrer dans les canaux et de s’intégrer dans 1’endoderme de
I’organe en régénération. Ces cellules peuvent étre visualisées par leur pigmentation marron ou
expérimentalement par leur endocytose de microbilles fluorescentes introduites dans la cavité
gastrique. Elles sont présentes dans tout le systéme gastrovasculaire, soit au niveau de
I’endoderme du manubrium, des gonades et des bulbes tentaculaires, soit en circulation dans
les canaux. Ces cellules gastrodermiques deviennent particuliérement mobiles pendant la
régénération mais également suite a une période de jeline. Elles se détachent alors de
I’endoderme des bulbes et des gonades et circulent rapidement dans les canaux. Elles semblent
étre portées par le flux dans les canaux plutdt que de migrer activement. La fonction précise de
ces cellules lors de la régénération n’est pas connue. Elles pourraient contribuer a la
régénération de I’endoderme et/ou fournir des ressources en énergie. La détection des billes
fluorescentes dans I’endoderme du manubrium en régénération ne permet pas de distinguer
entre ces possibilités. Les cellules gastrodermiques portant les billes ont pu étre intégrées dans
I’endoderme ou bien étre phagocytées. Dans ces expériences une portion au moins des cellules
provenant des autres parties de la méduse s’est probablement intégrée dans 1’endoderme du
manubrium, puisque des cellules marron sont visibles dans le primordium dés 48h jusqu’a la
fin de la régénération, ainsi que dans le manubrium non disséqué.
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Clytia serait un bon modele pour étudier la digestion chez les cnidaires ainsi que la réponse au
manque de nourriture. Suite a une période sans nourriture, la production des ceufs diminue, les
cellules gastrodermiques sont mobilisées et perdent leur pigmentation, et les méduses
diminuent de taille. La croissance et gamétogenese reprennent une fois les méduses nourries.
Quelques organismes ont la capacité de diminuer de taille en cas de manque de nourriture, et
de grandir une fois que les conditions sont favorables. Chez les invertébrés des exemples ont
¢été observés entre autres chez les annélides, les planaires et les cnidaires. Chez 1’hydre, la durée
du cycle cellulaire dépend du nourrissage (Campbell 1967; Webster & Hamilton 1972; Otto &
Campbell 1977b) : la durée du cycle augmente et la taille diminue quand les hydres sont peu
nourries, et la prolifération augmente ensuite si elles sont bien nourries. Pendant une période
sans nourriture, Pelagia noctiluca peut perdre jusqu’a 85% de sa masse (Lilley ef al. 2014). Les
planaires également adaptent leur taille a la disponibilité de la nourriture en croissant et
décroissant en fonction (Felix ef al. 2019). Chez I’annélide Pristina leidy, les gonades réduisent
de taille en 1’absence de nourriture et grandissent a nouveau quand la nourriture est disponible
(Ozpolat et al. 2016). Un vertébré capable du méme phénoméne est 1’iguane marin des
Galapagos Amblyrhynchus cristatus. Au cours des événements EINino qui entrainent la
disparition des algues dont ils se nourrissent, les iguanes peuvent perdre jusqu’a 20% de leur
taille. IIs reprennent leur croissance une fois les conditions redevenues favorables (Wikelski &
Thom 2002). 11 serait intéressant de déterminer si les mécanismes de contrdle de la croissance
et de mobilisation des ressources énergétiques en cas de manque de nourriture sont conservés
parmi les cnidaires et entre les différents phyla.

IT1. Réponse a la blessure

Au cours de cette étude, j’ai pu déterminer que la méduse Clytia présente une réponse a la
blessure robuste en trois phases. Apres la cicatrisation de la blessure, le remodelage de
I’ombrelle restaure la forme circulaire de la méduse, puis certains des organes manquants sont
régénérés. La réponse a la blessure restaure efficacement la forme méduse suite a de
nombreuses coupes. Le seul échec de la restauration de la forme circulaire suit I’ablation totale
de la marge. Les phases de remodelage et régénération sont définies selon I’implication de la
prolifération cellulaire ou non.

A la différence des planaires, chez lesquels la phase de régénération épimorphique est mélangée
avec le remodelage morphallactique (Reddien & Alvarado 2004), les trois phases se produisent
de facon successive chez Clytia. La cicatrisation a lieu dans les deux premicres heures. Le
remodelage commence une fois la cicatrisation finie et est suivi par la régénération (du
manubrium par exemple). Les phases de remodelage et régénération sont aussi séparées dans
I’espace : le remodelage affectant ’ombrelle et la régénération concernant les organes. Le
remodelage peut également agir sur les organes, entrainant par exemple la fermeture du demi-
manubrium apres bissection. La méduse Clytia est donc un modéle intéressant afin d’étudier
les mécanismes cellulaires de ces trois phases chez un métazoaire non bilatérien, ainsi que les
transitions entre les phases.
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La cicatrisation a déja été étudiée dans le contexte d’une blessure au niveau de I’exombrelle
chez Clytia (Kamran ef al. 2017). Dans cette ¢tude-1a, I’exombrelle a été choisie car elle est
composée d’une seule couche de cellules. La cicatrisation a lieu par extension de lamellipodes
si la lame basale est intacte ou par un mécanisme de ‘purse string’ si la lame basale est abimée.
Les deux dépendent de la formation d’un céable d’actomyosine. La sous-ombrelle se distingue
de ’exombrelle par la présence de muscles. La cicatrisation de la sous-ombrelle a été étudiée
chez Polyorchis (hydroméduse). Lin e al.(2000) montrent que, suite a une blessure, les muscles
striés peuvent se dédifférencier, migrer sur la blessure puis rétablir a nouveau la continuité de
la couche de muscles. Les cellules musculaires de quelques hydroméduses sont connues pour
migrer sur une ECM héte (Schmid & Bally 1988). Chez Clytia, suite a I’ablation du manubrium,
la blessure se situe a la limite entre la sous-ombrelle et ’exombrelle. La cicatrisation a
probablement lieu par migration des deux couches vers la mésoglée apparente. Schmid et
Tardent (1971) supposent qu’elle est due aux contractions des muscles de la sous-ombrelle ainsi
qu’a D’extension de I’exombrelle sur la mésoglée. Dans tous les cas, il s’agit d’une réponse
locale conduisant a la formation d’une interface entre la sous-ombrelle et I’exombrelle qui est
absente dans des méduses intactes.

Le remodelage chez Clytia est divisé en deux phases : la réduction de la zone de coupure
rétablissant la forme circulaire, et le repositionnement des organes, avec notamment la
relocalisation du manubrium au centre de ’ombrelle. J’ai pu déterminer que la réduction de la
zone de coupure est indépendante de la prolifération cellulaire et repose sur I’assemblage d’un
cable d’actomyosine au niveau de la zone de coupure. Comme la cicatrisation, il s’agit d’une
réponse locale au niveau de la blessure cicatrisée. Le signal pourrait étre donné directement par
I’interface entre la sous-ombrelle et exombrelle ou alors par la perte du point d’ancrage des
fibres musculaires lisses. Le cable d’actomyosine entraine la disparition totale de la zone de
coupure. Si une portion de marge est présente dans le fragment, elle I’entoure totalement suite
a la réduction de la zone de coupure ; si le fragment ne contient pas de marge, la contraction de
la zone de coupure se poursuit jusqu’a ce que le médusoide ait une forme de cone fermé qui
n’est pas viable. Ce processus permet une réponse rapide suite a une blessure, refermant apres
bissection une coupure de Smm de long en moins de 12h. Les fibres musculaires lisses
interrompues par la coupure se retrouvent ainsi concentrées au point de jonction des deux
extrémités du canal circulaire, formant un demi-point de jonction en périphérie.

Une fois la forme circulaire rétablie les organes sont repositionnés : le manubrium entier ou en
cours de régénération est relocalisé vers le milieu et les canaux radiaires et les fibres musculaires
lisses retrouvent une orientation radiaire. La deuxiéme partie du remodelage affecte la méduse
en entier et peut durer plusieurs jours. Deux hypotheses basées sur des forces de tension dans
I’ombrelle peuvent expliquer ces mouvements. La méduse est une structure maintenue en
tension par les muscles et la mésoglée. La tension est visible par le changement de forme
immédiat suite a une incision dans ’ombrelle. La réduction de la zone de coupure semble
entrainer une accumulation de forces de tension au niveau du point de jonction des deux
extrémités du canal circulaire, visibles par la fragilité de cette zone. Le relachement de ces
forces de tension vers le centre de I’ombrelle pourrait causer le déplacement du manubrium
vers le centre. La deuxieme hypothése suppose que les fibres musculaires radiaires du coté
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oppos¢ a la zone de coupure exercent une tension sur le manubrium et le tirent vers le centre de
I’ombrelle. Dans les deux cas, le mouvement du manubrium entraine avec lui les canaux
radiaires et les fibres musculaires, reformant le point de jonction des fibres musculaires lisses.
Ces deux mode¢les pourraient étre testés par des modéles mathématiques ou expérimentalement
par des coupes de I’ombrelle au moment de la relocalisation du manubrium.

Comme la cicatrisation, le remodelage semble étre déclenché par les interactions locales qui
entrainent I’assemblage du cable d’actomyosine a la zone de coupure. La transition entre
cicatrisation et régénération est potentiellement contrélée par la voie ERK/MAPK. Les résultats
d’expériences préliminaires que j’ai réalisées montrent que I’inhibition de la phosphorylation
de la kinase ERK par I’'UO126 ne bloque pas la cicatrisation mais empéche le remodelage suite
a différentes coupes. Dans les fibroblastes humains en culture, ERK est localisé sur les fibres
de stress (Hirata et al. 2015). ERK est phorphorylé suite a 1’étirement des fibres de stress di
soit a I’activité de la myosin II, soit par étirement des cellules méme quand la myosin II est
inhibée. Dans des cellules en culture, 1’activation de la voie ERK/MAPK dépend donc
directement des forces de tension affectant la forme des cellules (Hirata et al. 2015). Chez Clytia
un mécanisme similaire pourrait étre impliqué dans la détection de la coupure et 1’assemblage
du cable d’actomyosine : une coupe dans I’ombrelle induit un relachement des tissus, ce qui
pourrait entrainer la phosphorylation de ERK a la zone de coupure. Cette hypothése peut étre
testée en visualisant I’activation de la kinase ERK avec 1’anticorps dirigé contre la forme
phosphorylée de ERK.

La régénération commence une fois la zone de coupure refermée et le point de jonction des
fibres musculaires formé mais pas nécessairement au centre de 1’ombrelle. Il s’agit d’une
réponse générale de la méduse impliquant le recrutement de différents types cellulaires venant
des gonades notamment. Des cellules viennent aussi potentiellement d’autres parties de la
méduse (voir section I de la discussion). Le manubrium se forme systématiquement au niveau
du point de jonction des fibres musculaires lisses. Comme la régénération du pharynx chez les
planaires, la régénération du manubrium ne se produit pas nécessairement au niveau de la zone
de coupure: la régénération a lieu a la zone de coupure dans le cas de I’ablation du manubrium,
en dehors dans le cas des quarts par exemple.

Le signal déclenchant la régénération est inconnu. Chez Nematostella, le cytosquelette joue
potentiellement un réle dans I’initiation de la régénération. En effet, Passamaneck et al, (2012)
ont montré que I’incubation dans le nocodazole d’animaux décapités empéche la régénération.
Le signal de la régénération pourrait étre donné par la tubuline. Le nocodazole est connu pour
ses effets secondaires, notamment le changement de morphologie et du comportement de
migration de neurones en différenciation chez la souris (Baudoin et al. 2007). DuBuc et
al.(2014) ont également observé que la cicatrisation a lieu par accumulation d’actine et de
lamellipodes rapprochant les bords de la blessure.

Contrairement a la régénération, le remodelage ne permet pas de restauration de la structure
perdue. Ce mode de réponse a la blessure a probablement été sélectionné au cours de 1’évolution
des méduses pour sa rapidité par rapport a la régénération. La forme circulaire de I’ombrelle est
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nécessaire a la nage par propulsion, qui est le mode de locomotion principal des méduses, et les
méduses n’ont pas de squelette donc peu de moyens de protection contre les blessures. Des
mécanismes de rétablissement rapides sont donc nécessaires. Comparé a la régénération, le cout
énergétique est aussi probablement plus faible car le remodelage ne nécessite pas de
prolifération (Clytia et Aurelia (cette étude ; Abrams et al. 2015). La restauration de la symétrie
radiaire a ét¢ documentée chez quelques méduses hydrozoaires et scyphozoaires (Hargitt 1899;
Schmid & Tardent 1971; Abrams et al. 2015) suite a une blessure.

IV. Le mode¢le de ’information de position de Wolpert face a la
méduse Clytia

“I was convinced that there must be general mechanisms for patterning during
development and regeneration: that there was a general set of principles underlying the
translation of genetic information into pattern and form. [...] Positional information
provided a general solution.” (Wolpert 1996)

L’information de position est le mécanisme spécifiant la position des cellules dans un tissu, ce
qui permet le passage de I’information génétique des cellules en pattern (voir section II.2. de
I’Introduction générale). Ce concept a été formulé par Wolpert afin d’étre un principe applicable
a tous les organismes (Wolpert 1969, 1996). Sa théorie est illustrée par des exemples variés
provenant de quatre phyla différents (oursin, hydroide, insectes, membres des vertébrés) et a
été appliquée aux processus de morphogenéese chez de nombreux organismes. Qu’en est-il du
repatterning de 1I’ombrelle et de la morphogenése du manubrium lors de la réponse a la blessure
chez la méduse Clytia ?

IV.1. Patterning de I’ombrelle

Chez la méduse Clytia, nous avons déterminé que le patterning de ’ombrelle est assuré par les
¢léments structuraux (les muscles), comme une conséquence du processus de remodelage. Ceci
est différent de la vision classique du patterning reposant souvent sur des systemes de
morphogenes. Cette vision s’est développée des les années 1930 (Huxley & De Beer 1963), et
a ensuite été renforcée par le systéme de réaction-diffusion de Turing (1952), et le modele de
Gierer-Meinhardt (1972). Cependant Turing avait conscience de I’influence des facteurs
mécaniques sur la morphogenese, qu’il a choisi de ne pas considérer dans 1’¢élaboration de son
modele (Green & Sharpe 2015). L’influence de facteurs mécaniques sur la morphogenése
commence aujourd’hui a étre mieux connue que lors du développement de ces modéles. Le
modele de I’information de position de Wolpert reste souvent interprété en termes de gradient
de morphogénes. Cependant, la définition originale ne précise pas la nature du gradient
spécifiant 1’information de position (Wolpert 1969). Il peut donc étre aussi bien chimique
(morphogene) que physique (mécanique). De plus, Wolpert considére que les morphogénes
seuls ne sont pas assez précis ni robustes en cas de perturbations pour encoder de fagon fiable
I’information de position (Kerszberg & Wolpert 2007).

“A gradient in a diffusible morphogen is just one way of specifying position.” (Wolpert
1989)
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Le systeme de patterning de I’ombrelle chez la méduse Clytia, reposant sur des éléments
structuraux, est donc compatible avec le concept d’information de position de Wolpert.
Cependant, il y a trois raisons pour lesquelles ce concept pourrait ne pas s’appliquer chez
Chytia :

e Les champs, dans lesquels les cellules ont leur position spécifiée sont souvent de petite
taille (une centaine de cellules maximum chez 1’hydre, les embryons au stade gastrula,
les segments de larve d’insectes, les disques imaginaux de la drosophile) (Wolpert
1969). Le diametre de la méduse Clytia est de plusieurs millimetres.

e Le concept de I’information de position est représenté classiquement par le modele du
drapeau francais. Le systéme auquel il s’applique est un systéme linéaire. La méduse
Clytia a une symétrie radiaire. Projetée sur un plan en deux dimensions, I’ombrelle de
Clytia a une forme circulaire. Le seul axe pouvant étre considéré comme linéaire est
I’axe proximo-distal du manubrium. Des modéles circulaires ont été proposés par
French et al. (1976) et (Tevlin & Trainor 1985) afin d’expliquer entre autres la
régénération intercalaire des membres des amphibiens.

e Suite a ’amputation d’une partie de I’ombrelle, le pattern de départ n’est pas exactement
rétabli. Seules la forme générale circulaire et les positions du manubrium au centre de
I’ombrelle et de la marge a I’extrémité ainsi que 1’orientation radiaire des muscles et des
canaux sont restaurés. Le nombre original de canaux radiaires n’est pas rétabli.

Pour expliquer la position du manubrium chez Clytia par I’information de position de Wolpert,
il faut donc adapter le modéle théorique du drapeau frangais (voir section I1.2.1 de
I’Introduction générale) a la symétrie radiaire, et également prendre en compte les particularités
des réponses régénératives. Pour cela, les points de référence du systéme ne sont pas les deux
extrémités de I’ombrelle comme dans un mode¢le linéaire ; mais le manubrium comme point
ayant une valeur de position maximale, et la marge de I’ombrelle comme zone avec une valeur
minimale. Toutes les cellules de I’ombrelle ont donc leur position spécifiée par rapport a ces
deux points et forment un champ de position. Celui-ci a une orientation radiaire allant des
valeurs les plus €levées du centre vers les valeurs les plus faibles a la marge. Le drapeau francais
devient circulaire.

Ce mod¢le peut-il expliquer les résultats obtenus lors des différentes coupes présentées dans le
chapitre 1 ?

L’ablation du manubrium entraine la perte du point de référence central. Apres ablation du
manubrium et réduction de la zone de coupure, le point ayant I’information de position la plus
¢levée est le centre de ’ombrelle. Ce point devient le nouveau point de référence et entraine la
régénération du manubrium. Selon le modéle de Wolpert, le patterning de 1’ombrelle est donc
rétabli par morphallaxie. L’ information de position est respécifiée en fonction du nouveau point
de référence central. La régénération commence uniquement si les cellules capables
d’interpréter 1’information de position sont présentes, celles—ci seraient apportées par les
canaux.
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Dans le cas des quarts de méduse, la valeur d’information de position la plus grande est localisée
a ’extrémité du canal radiaire, dans la zone la plus centrale. Une fois la zone de coupure
refermée, et la forme circulaire rétablie, celle-ci est localisée en périphérie de I’ombrelle. Ce
point est repoussé vers le centre par la deuxieme partie du remodelage. La respécification a lieu
alors que le remodelage n’est pas terminé, ce qui est visible par I’initiation de la régénération
du manubrium parfois treés proche du canal circulaire, qui est ensuite progressivement relocalisé
vers le centre. Ceci montre que I’information de position est en partie découplée du processus
de remodelage.

L’information de position explique méme la régénération des deux manubriums dans le cas de
la coupe longitudinale. Suite a la coupe, le processus de remodelage, au lieu de rassembler les
points de valeur plus élevée en un point, les rassemble en deux points distincts. Ces deux points
ayant les valeurs de position élevées, sont alors entourés de points avec des valeurs inférieures.
Ils sont donc interprétés par les cellules comme des points de référence de deux systémes
indépendants, ce qui déclenche la régénération de deux manubriums.

Le modéle de l'information de position explique bien la position de D’initiation de la
régénération du manubrium. Méme dans un systéme non conventionnel comme une méduse
avec une symétrie radiaire, le modele de Wolpert reste donc valide. Il fournit un cadre théorique
expliquant la détermination de la position du manubrium. Clytia offre donc la possibilité
d’étudier le patterning dans un systéme radiaire, différents des modeles classiques.

Le modele circulaire de I’information de position permet uniquement la spécification de la
position le long de I’axe radiaire. La position des cellules est spécifiée par rapport au centre de
I’ombrelle et a la marge, et non pas par rapport aux autres cellules situées sur un méme cercle.
Ce systtme a un seul axe n’explique pas la répétition de structures selon la symétrie
rotationnelle de la méduse. Un deuxiéme champ de position serait nécessaire pour spécifier le
nombre de canaux. Or, pendant la régénération, la symétrie rotationnelle de la méduse n’est pas
conservée et un tel second champ n’existe donc probablement pas. Ceci est visible par le fait
que lors de la réponse a la blessure chez Clytia, seul le manubrium est régénéré au centre et la
symétrie tétraradiaire n’est pas rétablie. D’apres Hargitt, ceci est aussi valable chez d’autres
méduses :

“In the recovery of the specimens I was not able, moreover, to observe any disposition

to regenerate the additional radial canals necessary to complete the symmetry of the
original. This, however, does not seem to be an important matter, since there does not
seem to be a special necessity for a definite number. And in this connection it may be
worth while to note a very considerable variation in normal forms as to the number of
radial canals.” (Hargitt 1897)

Le modé¢le de I’information de position de Wolpert fournit un cadre théorique permettant
d’interpréter les données de patterning pendant la régénération. L’ information de position peut
étre matérialisée de différentes fagons qui peuvent étre un gradient de morphogeénes dans les
tissus, la polarit¢ du cytosquelette d’actomyosine supra-cellulaire, ou encore la polarité¢ des
cellules.
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L’information de position est visible par la disposition des fibres musculaires lors de la
régénération. Le manubrium dans une méduse entiere est présent au point de jonction des
muscles lisses, et régénéré systématiquement a ce point. Pendant le remodelage, un point de
jonction est reformé si celui-ci est absent, ou le point de jonction localisé en périphérie est
déplacé au centre de I’ombrelle. Les deux processus de remodelage participent a la formation
du point de jonction : la fermeture de la zone de coupure concentre les fibres interrompues en
un point unique au bord de I’ombrelle, puis ce point est relocalisé au centre formant un point
de jonction complet. On ne sait pas si les fibres musculaires seules sont suffisantes pour initier
la régénération, ou si elles sont le reflet d’autres mécanismes de patterning. Chez les cnidaires,
les cellules myoépithéliales sont multifonctionnelles. Une fonction de patterning n’est donc pas
si surprenante. Chez I’hydre, elles sont connues pour jouer un role direct dans le patterning
(Livshits et al. 2017). Chez Clytia, nous n’avons pas déterminé si les muscles influencent
directement le patterning de 1I’ombrelle ou si leur orientation est gouvernée par le méme systéme
positionnant le manubrium pendant la régénération.

La spécification de I’information de position entre le centre et la marge pourrait étre expliquée
par le modele classique du gradient de morphogeéne. Chez les acoeles et les planaires, les
cellules musculaires sont également responsables de la détermination de 1’information de
position par I’expression de PCG (Witchley et al. 2013; Raz et al. 2017). Les cellules
myoépithéliales de Clytia pourraient coder pour des PCG. Chez les cnidaires, certains génes
ont une expression régionalisée selon I'un des axes du corps, et entrainant un défaut de
patterning apres perturbation. Ils remplissent les critéres des PCG des planaires. Par exemple
les ligands Wnt correspondent a cette définition et sont exprimés dans les cellules
myoépithéliales chez I’hydre. Une base de données I’hydratlas répertorie I’expression des génes
chez I’hydre en fonction des zones AP du corps (Wenger et al. 2019). Elle peut servir a identifier
des PCG d’une fagon non biaisée. En croisant ces données avec celles de séquengage en cellules
uniques (Siebert et al. 2018) il est possible de savoir si les PCG potentiels sont bien exprimés
dans des cellules musculaires. Avec 1’augmentation de 1’utilisation du séquencage de cellules
uniques il sera possible de savoir si les cellules musculaires d’autres phyla expriment un set de
genes conservés impliqués dans le patterning, et ainsi valider ou non I’hypothése de Raz et al
(2017), postulant qu’une des fonctions ancestrales des cellules musculaires chez I’ancétre des
bilatériens serait la détermination de I’information de position. Des données chez les cnidaires
permettraient en plus d’étendre le modele a I’ancétre des bilatériens et des cnidaires.

L’hypothéese de I’expression de PCG dans les muscles de Clytia reste a considérer, cependant
nous n’avons pas d’évidence de la présence d’un gradient de morphogeéne dans I’ombrelle. Nos
données vont jusque-la plutét a I’encontre d’un patterning gouverné par les morphogenes. En
effet, le manubrium peut se former a n’importe quelle position dans 1’ombrelle, méme a
proximité de la marge, indiquant une absence d’inhibition de la marge. De plus, la greffe d’un
manubrium n’inhibe pas la régénération du manubrium et deux manubriums peuvent se former
en méme temps trés proches, indiquant une absence d’inhibition venant du manubrium.

L’orientation des fibres musculaires pourrait étre le reflet de la polarisation des cellules par le
mécanisme de ‘planar cell polarity’. Celle-ci a un réle bien caractérisé dans la détermination de
I’orientation de groupes de cellules, visible par exemple par I’orientation des cils dans la méme
direction sur un épithélium. Elle est due a la localisation asymétrique dans les cellules des
composants de la voie Wnt/PCP (review (Zallen 2007; Vladar et al. 2009; Gray et al. 2011)).
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La voie Wnt/PCP a été caractérisée chez la larve de Clytia et est responsable de 1’alignement
des cellules épithéliales ciliées le long de I’axe oral-aboral dans la larve (Momose et al. 2012).
Le role de la voie Wnt/PCP n’a pas été exploré chez I’adulte. Dans ce cas-1a, les muscles ne
seraient pas responsables de la position du manubrium. La localisation du manubrium au niveau
du point de jonction des fibres musculaires serait une corrélation.

L’information donnée par les muscles pourrait étre mécanique. Le rdle mécanique des muscles
dans le patterning a ét¢ montré chez 1’hydre : les muscles assurent la conservation de 1’axe
primaire entre I’hydre ‘parent’ et I’hydre régénérée a partir d’un fragment issu du ‘parent’ (voir
section I1.2.2 de I’Introduction générale) (Livshits et al. 2017). Chez la méduse Clytia, le
cytosquelette d’actomyosine exerce des tensions dans les tissus, qui pourraient étre traduites en
information de position selon 1’axe radiaire. Des forces de tension différentielles pourraient
donner une polarité aux fibres musculaires et ainsi entrainer la croissance des canaux et la
migration de cellules systématiquement vers le centre de 1’ombrelle. Une fois au centre, un
signal localisé au niveau du point de jonction pourrait entrainer la différenciation du canal en
primordium et recruter les cellules nécessaires a la régénération.

IV.2. Patterning du manubrium

Le manubrium est régionalisé selon 1’axe oral-aboral, ce qui est visible par sa structure et la
distribution des types cellulaires. Le concept d’information de position pourrait s’appliquer a
cet axe et controler le patterning via la différenciation des cellules. Contrairement a celui
présent dans 1’ombrelle, il y a de fortes chances pour que le champ d’information de position
soit spécifié par un gradient de morphogénes. En effet, d’apres les données transcriptomiques,
la voie Wnt/B-caténine est probablement impliquée dans la morphogenése du manubrium. Des
¢tudes fonctionnelles restent a réaliser afin de prouver son implication (voir discussion du
chapitre 2).

Comme la symétrie globale de la méduse, la symétrie tétraradiaire du manubrium n’est pas
nécessairement conservée lors de la régénération. Certains des manubriums régénérés
présentent une géométrie tri- ou biradiée. La géométrie du manubrium n’est donc pas expliquée
par I’information de position. Ceci reste en cohérence avec la présence d’une information de
position le long de I’axe oral-aboral puisque celle-ci détermine uniquement les positions par
rapport a la base et a I’extrémité orale du manubrium, et non pas la symétrie rotationnelle du
manubrium.

Nous avons démontré que la géométrie du manubrium est déterminée par le nombre de canaux
radiaires. En effet, en continuité de chaque canal radiaire se trouve une aréte de la colonne du
manubrium, ainsi qu’un lobe a son extrémité. Une hypothése intéressante, encore a tester, serait
que les muscles localisés sur les canaux radiaires, et non les canaux radiaires en eux-mémes,
soient responsables de la symétrie du manubrium régénéré. Les muscles de la sous-ombrelle et
ceux de I’ectoderme du primordium sont en continuité jusqu’a I’extrémité orale du manubrium.
Nous avons pu observer une différence, des les premiers stades de régénération du manubrium
(48hpd), entre les muscles présents sur les canaux et ceux présents sur le reste de la sous-
ombrelle, en bordure du primordium : les muscles recouvrant les canaux sont en continuité
directe avec ceux du primordium ; tandis que ceux recouvrant la sous-ombrelle forment un
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angle avant de s’intégrer au primordium, cet angle étant di au fait que le primordium est
légerement bombé. On pourrait envisager que cette différence d’angle des muscles en bordure
de primordium puisse générer des tensions différentes dans le primordium et notamment des
tensions supérieures dans 1’épithélium en continuité avec les canaux. Au cours de la croissance
du primordium la tension serait plus forte dans ces zones-1a que dans les tissus contenant les
fibres raccordées avec celles de la sous-ombrelle, ce qui entrainerait la formation des quatre
arétes surmontées par les lobes. On peut d’ailleurs noter que la myosin stMyo-A est exprimée
dans le manubrium préférentiellement au niveau des arétes (voir fig.67), tandis que les cellules
souches, les nématocytes et certaines cellules glandulaires sont localisés préférentiellement
dans ’ectoderme et 1’endoderme au niveau des poches gastriques, soit entre les arétes.
L’hypothése de la mise en place de la symétrie controlée par les muscles au cours de la
morphogenése du manubrium implique donc que ceux-ci controleraient également 1’installation
et la différenciation des différents types cellulaires du manubrium. Cette hypothése pourrait étre
testée par des inhibiteurs de contraction musculaire durant les phases précoces de
morphogenése du manubrium et par des expériences de dissection des muscles autour du
primordium, ainsi que validée par un modele mathématique.

Les données obtenues lors de cette thése laissent penser que la morphogenése du manubrium
pourrait étre controlée par les forces de tension des muscles et la voie Wnt/B-caténine ; les
muscles formant la structure tétraradiaire, et la voie Wnt/B-caténine assurant le patterning AP
du manubrium. Les fibres musculaires jouent également un role dans le patterning de
I’ombrelle, ou sont sous le contréle du systeme déterminant la position du manubrium. Chez
I’hydre, le patterning de I’axe oral-aboral est gouverné par la voie de signalisation Wnt/f-
caténine, induisant la formation de I’hypostome au podle oral (Broun 2005; Gee et al. 2010).
L’action mécanique du cytosquelette d’actomyosine a ¢galement été démontrée (Livshits et al.
2017), fournissant une vision du patterning différente de la vision classique par gradient de
morphogenes. La méduse Clytia a le potentiel de permettre, en complément de I’hydre,
d’étudier I’intégration entre les informations structurales et les voies de signalisation dans le
patterning, chez un animal ayant une plus grande complexité anatomique.
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Annexe

Génome de Clytia
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Au cours de ma these, j’ai été impliquée dans le projet de séquencage du génome de Clytia. J’ai
réalisé une partie des ISH ayant permis de faire la figure 4, montrant la localisation de
I’expression des TF enrichis dans la phase méduse. Ceux-ci sont associés aux structures
nerveuses (anneaux nerveux, statocystes et ectoderme nématogénique des bulbes tentaculaires).

Les points abordés dans ’article et les principales conclusions sont les suivants :

e Les différentes phases du cycle de vie sont caractérisées par I’expression d’un set de
genes différents. Les génes spécifiques des cnidaires ne sont pas associé€s a une phase
particuliére. Chaque phase est caractérisée par 'utilisation de génes conservés avec les
bilatériens et spécifiques des cnidaires.

e Les TF enrichis dans la phase méduse sont exprimés dans les structures nerveuses

e Clytia a perdu de nombreux genes impliqués dans le patterning du pdle aboral des
anthozoaires et 1’axe secondaire. Ceci renforce I’hypothése de la simplification de la
planula et du polype chez les hydrozoaires
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Jellyfish (medusae) are a distinctive life-cycle stage of medusozoan cnidarians. They
are major marine predators, with integrated neurosensory, muscular and organ
systems. The genetic foundations of this complex form are largely unknown. We
report the draft genome of the hydrozoan jellyfish Clytia hemisphaerica and use
multiple transcriptomes to determine gene use across life-cycle stages. Medusa,
planula larva and polyp are each characterised by distinct transcriptome signatures
reflecting abrupt life cycle transitions, and all deploy a mixture of phylogenetically old
and new genes. Medusa specific transcription factors, including many with bilaterian
orthologs, associate with diverse neurosensory structures. Compared to Clytia, the
polyp-only hydrozoan Hydra has lost many of the medusa-expressed transcription
factors, despite similar overall rates of gene content evolution and sequence
evolution. Absence of expression and gene loss among Clytia orthologs of genes
patterning the anthozoan aboral pole, secondary axis and endomesoderm support
simplification of planulae and polyps in Hydrozoa, including loss of bilateral
symmetry. Consequently, although the polyp and planula are generally considered the
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ancestral cnidarian forms, in Clytia the medusa maximally deploys the ancestral
cnidarian-bilaterian transcription factor gene complement.

In most cnidarians a ciliated, worm-like planula larva settles to produce a polyp. In Anthozoa
(corals and anemones), the polyp is the sexually reproductive form, but in the medusozoan branch
of Cnidaria, polyps generally produce sexually reproductive jellyfish by a process of strobilation or
budding. Jellyfish (medusae) are gelatinous, pelagic, radially symmetric forms found only in
Medusozoa. They show complex physiology and behaviour based on neural integration of well-
defined reproductive organs, digestive systems, locomotory striated muscles and sensory
structures. Medusae in many species show some degree of nervous system condensation, notably
the nerve rings running around the bell margin 1. Some have considered the medusa the ancestral
state of cnidarians, with anthozoans having lost this stage (e.g. ?). Under this scenario, the polyp
stage was acquired later during medusozoan evolution. Anthozoa would then have evolved from
within Medusozoa, and so would have lost the medusa stage. Recent molecular phylogenies
instead support Anthozoa and Medusozoa as sister groups, favouring a benthic, polyp-like adult
cnidarian ancestor and an acquisition of the medusa stage in the common branch of Medusozoa **.
Candidate gene expression studies have shown parallels between medusa and polyp development
5, and transcriptome comparisons between species with and without medusae have extended
candidate gene lists %7, but in general the genetic foundations of complex medusa evolution within
the cnidarian lineage are not well understood.

There are four classes of Medusozoa: the Cubozoa (box jellyfish), Scyphozoa (so-called ‘true’
jellyfish), Staurozoa (‘stalked jellyfish’) and Hydrozoa 8. Life cycles in different medusozoan
lineages have undergone frequent modifications, including loss of polyp, planula and medusa
stages. Hydra, the classical model of animal regeneration, is a hydrozoan characterized by the loss
of the planula and medusa stages from the life-cycle. Compared to anthozoan genomes °!!, the
Hydra genome is highly diverged and dynamic; it may therefore be atypical of Medusozoa and
even Hydrozoa 2. Here we report the genome of Clytia hemisphaerica, a hydrozoan with a typical
medusozoan life-cycle, including planula, polyp and medusa stages (Fig. 1). Clytia is easy to
maintain and manipulate, and amenable to gene function analysis '3, allowing mechanistic insight
into cellular and developmental processes %15, We analyse transcriptomes from all life cycle
forms, illuminating the evolution of the planula, polyp and medusa, and demonstrate how the gene
complement of the cnidarian-bilaterian ancestor provided the foundation of anatomical complexity
in the medusa.

Results
Characteristics of the Clytia genome

We sequenced the Clytia hemisphaerica genome using a whole genome shotgun approach (see
methods, Supplementary Tab. 1, Supplementary Fig. 1), giving an assembly with overall length of
445Mb. Staining of DNA in prophase oocytes shows the genome is packaged into 15 chromosome
pairs (Supplementary Fig. 2). We predicted gene models by aligning expressed sequence reads
(i.e. RNA-Seq) to the genome. We used sequences derived from a comprehensive set of stages
and tissues as well as deeply sequenced mixed-stage libraries (see methods and Supplementary
Tab. 1). This gave 26,727 genes and 69,083 transcripts. BUSCO analysis of the presence of
‘Universal Single Copy Orthologs’ indicates a genome coverage of 86% (total ‘complete’
sequences, with 90% for protein set coverage, Supplementary Tab. 1) . Using RNA-Seq data we
could confirm the trans-spliced leader sequences previously identified using ESTs 7. We did not
identify additional ones. The genome GC content is 35%, higher than Hydra (29%, ') but lower
than the anthozoan Nematostella (39%, °).

Reads mapped to the genome suggested a polymorphism frequency of ~0.9%. This is likely an

underestimate of heterozygosity in wild populations, as genomic DNA and mRNA for
transcriptomes was derived from self-crossed laboratory-reared Clytia Z strains - see methods.
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The complete mitochondrial genome showed the same gene order as the Hydroidolina ancestor 8
(see Supplementary Fig. 1).

The repeat content of ~39%, likely an underestimate given the difficulty of assembling these
regions, revealed a rich landscape of uncharacterized interspersed elements in Clytia. While ~97%
of the total repeat content could not be classified (~38% of genome length, see methods),
MetaSINE was found to be the most abundant classifiable repeat, with over 5000 copies '°. Many
of the most abundant repeats were short (<500 nt), flanked by short inverted repeats and may
represent novel or divergent MITE (Miniature Inverted-repeat Transposable Element) families. For
example, 17,035 copies or fragments of the most abundant repeat were detected, with the first
and last 16nt of 242nt forming an inverted repeat, and the element as a whole having no
detectable sequence similarity to sequences from other species at protein or nucleic acid levels. In
contrast, using the same methods, the most abundant element in the Hydra genome was a LINE
(Long Interspersed Nuclear Element) present in ~30,000 copies or fragments and > 4kbp in
length.

Patterns of gene gain and loss

We identified groups of orthologs for a selection of animals with completely sequenced genomes,
and unicellular eukaryotic outgroups (see methods). Orthologous group presence or absence was
used to infer a Bayesian phylogeny that recapitulated the widely accepted major groupings of
bilaterian animals (Fig. 2). Cnidarians were the sister group of Bilateria, and within Cnidaria we
recovered the expected monophyletic relationships: corals, anemones, anthozoans and
hydrozoans. The hydrozoan branch lengths were the longest within the cnidarians, implying
elevated rates of gene gain and loss in their lineage, although branches leading to several other
species were noticeably longer, including the ecdysozoan models Caenorhabditis and Drosophila,
the ascidian Ciona, as well as the ctenophore Mnemiopsis. Clytia and Hydra branch lengths were
similar, suggesting that genome evolution has proceeded at comparable rates in these two
hydrozoan lineages and that Hydra is not exceptional within this clade. This gene content-based
phylogeny positioned sponges (represented by Amphimedon), not ctenophores (represented by
Mnemiopsis), as the sister group of all other animals 2°~%, though this relationship has weak
support, the lowest of any node in our tree.

Among many examples of gene gain in Clytia, we could identify new multigene families and also
instances of Horizontal Gene Transfers (HGT), as illustrated by a UDP Glucose Dehydrogenase-like
(UGDH) gene (Supplementary Fig. 3). UGDH is required for the biosynthesis of various
proteoglycans and so to regulate signalling pathways during metazoan embryonic developmen
Unexpectedly, the Clytia genome contains two UGDH-like genes, including one acquired in
Hydrozoa by HGT from a giant virus of the Mimiviridae family and expressed specifically during
Clytia medusa formation. Interestingly, this UGDH-like xenolog, found in most available hydrozoan
transcriptomes (including a close relative of Hydra, Ectopleura larynx), was lost in the Hydra
lineage and replaced by another UGDH-like acquired through HGT from bacteria (Supplementary
Fig. 3) . Which reactions these enzymes catalyze and their roles during medusa formation remain
to be determined. We also detected numerous gene duplications in the hydrozoan lineage,
illustrated by the 39 Innexin gap junction genes (Supplementary Fig. 4), 14 Green Fluorescent
Protein (GFP) and 18 Clytin photoprotein genes (Supplementary Fig. 5) found in the Clytia
genome. The 4 GFPs and 3 Clytin sequences previously reported in Clytia are thus transcribed
from several recently duplicated genes, likely facilitating the levels of protein production needed to

achieve the high cytoplasmic concentrations required for energy transfer between Clytins and GFPs
24

t 23,

Numerous likely gene losses in the hydrozoan lineage (i.e. absent in Clytia and Hydra, but present
in Anthozoa and Bilateria) were confirmed by alignment-based phylogenetic analyses. These
include at least 5 Fox family members (FoxAB, FoxE, FoxG, FoxM, FoxQ1) and several homeobox-
containing transcription factors involved in nervous system development in Bilateria (Gbx, Mnx,
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Rax, Ro, Dbx, Pax3-7/PaxD) 2>%%, Also absent were regulators of the anthozoan directive axis (the
axis orthogonal to the oral/aboral axis, possibly related to the bilaterian dorsal/ventral axis 27:2%),
including HOX2 (represented in Nematostella by Anthox7/HoxC, Anthox8/HoxD), Gbx, Netrin and
its receptor UNC-5, and Chordin. (The ‘Chordin-like’ gene described in Hydra %°, is not orthologous
to bilaterian and Nematostella Chordin 3°). Comparisons between the two available hydrozoan
genomes revealed a much higher number of lost transcription factors in the Hydra lineage (e.g.
CnoxA, Cdx, DRGX, Ems, Emx, Eve, FezF, FoxD, FoxL2, several FoxQ2 paralogs, Hand, Hmx, Islet,
Nkx6, Msxlx, PaxE, Pdx/Xlox, Pknox, POU class 2/3, Six1/2, Twist, Tbx2/3, Tbx4/5, TLX) than in
the Clytia lineage. Remarkably, all the conserved homeodomain-containing transcription factors
found in the Hydra genome are also present in Clytia while more than 20 of those present in Clytia
are missing in Hydra (Supplementary Tab. 2). We identified 7 Clytia transcription factors
specifically expressed in the medusa (Cdx, CnoxA, DRGX, FoxL2, Pdx/Xlox, Six1/2, TLX, see
below) lost in Hydra, but still present in the transcriptome of one of its closest relatives possessing
a medusoid stage, Ectopleura larynx (Supplementary Fig. 6, Tab. 5). These Hydra gene losses thus
likely relate to the loss of the medusa stage.

Gene order disruption in the hydrozoan lineage

We tested conservation of gene order between Clytia, Hydra, Nematostella and Branchiostoma
floridae, a bilaterian showing a particularly slow rate of loss of syntenic blocks 3!, by identifying
conserved adjacent pairs of orthologs (see methods) shared between two genomes. Clytia shares
most genes in adjacent pairs with Hydra (340), including myc2 and its target CAD 32. Fewer pairs
were conserved between Clytia and either Nematostella (36) or Branchiostoma (16). Although
Nematostella, Hydra and Clytia, as cnidarians, are equally distant phylogenetically from
Branchiostoma, the number of genes in adjacent pairs in Clytia/Branchiostoma (16) or
Hydra/Branchiostoma (13) is considerably smaller than in Nematostella/Branchiostoma (110).
Similar trends emerged from analyses limited to orthologs identified in all four species (Ch/Hv 51;
Ch/Nv 8; Ch/Bf 4; Nv/Bf 20), so our conclusions are not biased by an inability to detect more
divergent orthologs. Such conservation of adjacent gene pairs possibly relates to coordinated
transcription, or enhancers being embedded in adjacent genes 33. In contrast, even though Clytia
and Hydra genomes contain orthologs of most of the Wnt, Fox, NK, ParaHox or Hox anthozoan
family members, none of them are found in clusters as described in both Nematostella and
bilaterians 2®3*3° (Supplementary Tab. 2), reinforcing the idea of rapid evolution of genome
organisation in the common branch of Clytia and Hydra. Although a few homeobox, Wnt and Fox
are found on the same scaffold in Clytia or Hydra, further analysis suggests these pairs are not
conserved, as the clustered genes were found to be either recent duplicates, or the orthologs in
the second species were lost or do not cluster (Hox9-14c and parahox-like CnoxA cluster in Clytia
only, Lhx2/9 and Lmx LIM genes cluster in Hydra only, Supplementary Tab. 2).

Elevated stage specific gene expression in medusae and polyps

Hydrozoan life cycles are characterised by abrupt morphological transitions: metamorphosis from
the planula to polyp; and growth and budding of the compex medusa from gonozooid polyps. To
address global trends in differential gene use across the life cycle we produced a comprehensive
replicated transcriptome dataset from 11 samples (Fig. 1a). Principal component analysis (PCA) of
the most variably expressed genes across these transcriptomes confirmed sample reproducibility
and revealed clear clustering of the three distinct hydrozoan life cycle stages: 1) the gastrula and
planula samples 2) the polyp and stolon samples and 3) the medusa samples (Fig. 3a). Genes with
highest loadings in the first principal component included proteases, as might be expected
between feeding adult stages and non-feeding larvae (supplementary data). Transcriptomes from
gonozooids, which are specialized polyp structures containing developing medusae, were
intermediate between the polyp and medusa ones. Inter-sample distances based on all genes
presented a similar picture to the PCA (Fig. 3b). The main Clytia life cycle phases thus have
qualitatively distinct overall profiles of gene expression, with a distance based dendrogram
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showing the polyp and medusa transcriptomes closer to each other than either is to the planula
stage.

By fitting the log transformed expression data for each library to the sum of two Gaussian
distributions “° (Fig 3c and Supplementary Fig. 7; see methods), we estimated the number of
genes that were ‘on’ in a given library (e.g. P1, PH or BMF), and hence stage (i.e. planula, polyp or
medusa). By these criteria, polyp and medusa stages expressed more genes than embryo and
planula stages, with most distinct genes being ‘on’ in the primary polyp library (19801 genes) and
fewest in the early gastrula (13489 genes).

The majority of predicted genes, 84% (22472/26727) were classified as ‘on’ in at least one of our
sampled libraries (see methods; note that our gene prediction protocol includes data from deep
sequencing of other mixed libraries), and 41% (10874/26727) are expressed in all libraries. We
combined results from libraries of the same life-cycle stages (see methods) and found 335 genes
specifically ‘on’ in the planula, 1534 in the polyp and 808 in the medusa, with 1932, 284 and 981
genes specifically ‘off’ at these stages respectively (Fig. 3d). We further filtered these data by
requiring that genes also show statistically significant expression differences between stages
defined as ‘specifically on’ and other stages, allowing a rigorous treatment of the variance between
biological replicates (see methods). This test reduced these lists, but the results showed the same
overall trends in numbers of genes unique to stages (Fig. 3d). We conclude that the two adult
stages in the Clytia life cycle show greater complexity of gene expression than the planula larva.

In order to determine whether the medusa stage was enriched in genes found only in the
medusozoan clade, as might plausibly be expected of an evolutionary novelty, we combined these
lists of stage specific genes with a phylogenetic classification of gene age (see methods,
Supplementary Fig. 8). All three main life cycle stages (planula, polyp and medusa) were enriched
in ‘Clytia specific’ sequences, indicating that phylogenetically ‘new’ genes are more likely than 'old’
genes to show stage-specific expression, but are not associated with any one life cycle phase. In
general, genes that evolved after the cnidarian/bilaterian split were more likely to be expressed
specifically in adult (polyp/medusa) stages.

Stage specific transcription factors

To address the nature of the molecular differences between stages, we assessed enrichment of
Gene Ontology (GO) terms in stage specific genes relative to the genome as a whole. Planula
larvae were found to be significantly enriched in G-protein coupled receptor signalling components,
while polyp and medusa were enriched in cell-cell and cell-matrix adhesion class molecules (see
Supplementary Tab. 3). Medusa specific genes were unique in being significantly enriched in the
“nucleic acid binding transcription factor activity” term.

Confirming the strong qualitative distinction in gene expression profiles between planula, polyp
and medusa (see above Fig. 3a and 3b) clustering of transcription factor expression profiles
recovers the three major life-cycle stages (Fig. 4a). The majority of transcription factors (TFs,
Supplementary Tab. 4) specific to a particular stage were specific to the medusa (34, of which 11
are plausibly sex specific; Fig. 3e and Supplementary Tab. 5). 12 were polyp specific (e.g. Vsx,
two Hmx orthologs) and a total of 62 TFs were expressed at polyp and/or medusa stages but not
at the planula stage (12.3% of the total TF). Only 3 TFs showed expression specific to the planula.
This pattern is even more striking in the case of the 72 total homeodomain-containing TFs: 27.7%
are expressed at polyp and/or medusa stages but not at the planula stage, while no
homeodomain-containing TFs were identified as planula specific.

Among TFs expressed strongly in the medusa, but poorly at planula stages, we noted a large
number with known involvement in neural patterning during bilaterian development (Medusa only:
TCF15/Paraxis, Pdx/Xlox, Cdx, TLX, Six1/2, DRGX, FoxQ2 paralogs; Polyp and Medusa: Six3/6,
FoxD, FoxQ2 paralogs, FezF, Otx paralogs, Hmx, Tbx4/5, Dmbx, Nkx, Nkx6, Neurogenin1/2/3, Fig.
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4b). We detected expression of these TFs in distinct cell populations of the manubrium, gonads,
nerve rings and tentacle bulbs (Fig. 4c,d), structures known to mediate and coordinate feeding,
spawning and swimming in response to environmental stimuli *'#2, The variety of patterns shows
an unanticipated degree of molecular and cellular complexity. We propose that, in Clytia,
expression of conserved TFs in the medusa is associated with diverse cell types, notably with the
neural and neurosensory functions of a complex nervous system, with continuous expression of
certain transcription factors in post-mitotic neurons being necessary to maintain neuronal identity
43, Members of the Sox, PRDL and Achaete scute (bHLH subfamily) orthology groups, commonly
associated with neurogenesis ***> are detectable across all life cycle stages in Clytia, so our results
are unlikely simply due to a higher production of nerve cells in the medusa.

Anthozoan larvae and bilaterian embryos express a common set of TFs at their respective
aboral/anterior ends, including Six3/6, FezF, FoxD, Otx, Rax, FoxQ2, and Irx *®*” In the Clytia
planula, whose anterior/aboral structures are relatively simple, most orthologs of this TF set are
not expressed (Six3/6, FezF, FoxD, Otx orthologs, Fig. 4b, 5b), while another, Rax, was not found
in the genome. A FoxQ2 gene (CheFoxQ2a) is expressed aborally in Clytia planulae 8 but is not
the ortholog of Nematostella aboral and Platynereis apical FoxQ2 *447, which are instead
orthologous to CheFoxQ2b, a Clytia polyp-medusa specific gene (Fig. 4b, 5b Supplementary Fig.
6.2, *8). Irx is the only member of this conserved set of anterior/aboral TFs likely to be aborally
expressed in Clytia planulae *°.

The metamorphosis in Clytia from planula to polyp is drastic, and the endoderm and oral ectoderm
of the morphologically simple Clytia planulae °° do not show continuity with the polyp mouth and
digestive structures. In contrast, Nematostella planulae contain developing mesenteries, mouth
and pharyngeal structures >!, anticipating gradual development into a feeding polyp.
Correspondingly, endoderm and mesoderm patterning genes expressed in many bilaterian larvae
and Nematostella planulae (Cdx, Pdx/Xlox, Nkx2, Nkx6, Twist, TCF15/Paraxis, Six1/2, Hand) °%°3,
are not expressed in Clytia planulae. In contrast, despite different gastrulation mechanisms in
anthozoans and hydrozoans, orthologs of TFs associated with gastrulation and endoderm formation
in Nematostella >*, including FoxA, FoxB, Brachyury, Snail, Gsc are also expressed in oral-derived
cells at gastrula and planula stages in Clytia #°, as well as at polyp and medusa stage.

Discussion

Three lines of evidence suggest that the Clytia genome has undergone a period of rapid evolution
since the divergence of Hydrozoa from their common ancestor with Anthozoa (Fig. 5a). Firstly,
rates of amino acid substitution appear to be elevated in hydrozoan relative to anthozoan
cnidarians °°, Secondly, orthologous gene content analysis shows that the hydrozoans Clytia and
Hydra have the longest branches within Cnidaria, with elevated rates of gene gain and loss (Fig.
2). Thirdly, analysis of adjacent gene pairs shows more conservation between Anthozoa and
Bilateria than between Hydrozoa and Bilateria.

Gene expression analysis and lost developmental genes point to secondarily simplified planula and
polyp structures in Clytia. The planula larva, in particular, shows an absence of key apical (i.e.
aboral/anterior, Fig. 5b) and endomesoderm patterning genes considered ancestral on the basis of
shared expression patterns in Anthozoa and bilaterian larvae #6473, Similarly, several genes with
roles in patterning the directive axis of the anthozoan planula 2730516758 gre |ost from the Clytia
and Hydra genomes (Chordin, Hox2, Gbx, Netrin), providing support for loss of bilaterality in
medusozoans 3°, Much of the directive axis-patterning gene expression lost in Clytia planulae (Fig.
5b) is, in Nematostella, likely involved in differentiating structures - mesenteries - that are
maintained in the adult polyp, supporting the idea that the simple state of the Clytia polyp is
secondary. Although bilateral symmetry is observed in a few disparate hydrozoan clades, its
sporadic presence suggests convergence °°, It will be instructive to test whether, in these cases,
bilaterality is under the control of different developmental mechanisms than those reported for
Nematostella 273%°1:°6=58
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The medusa stage, as well as being morphologically complex, expresses a notable number of
transcription factors that are conserved between cnidarians and bilaterians. These genes are
expressed either specifically in the medusa (eg. DRGX, Twist and Pdx), or in both polyp and
medusa but not planula stages (eg. Six3/6, Otx and FoxD), with medusa expression patterns
suggesting roles in establishment or maintenance of neural cell-type identity. Hydra has lost the
medusa from its life-cycle and has lost orthologs of most transcription factors that in Clytia are
expressed specifically in the medusa, further supporting the notion that these genes are regulating
the identity of cells now restricted to the medusa.

We propose then that, in part, the rapid molecular evolution we observe at the genome scale in
Hydrozoa is connected as much to the simplified planula and polyp as to the more obvious novelty
of the medusa. Genomic and transcriptomic studies of the other medusozoan lineages, such as the
scyphozoan Aurelia ®°, whose polyps are less simple than those of Clytia, will show if the expansion
of cell type and morphological complexity in the medusa phase has similarly been offset by
reduction of key developmental gene usage in planula and polyp stages.

Methods
Animals and extraction of genomic DNA.

A 3-times self-crossed strain (Z4C)? (male) was used for genomic DNA extraction, aiming to
reduce polymorphisms. The first wild-type Z-strain colony was established using jellyfish sampled
in the bay of Villefranche-sur-Mer (France). Sex in Clytia is influenced by temperature %' and some
young polyp colonies can produce both male and female medusae. Male and female medusae from
colony Z were crossed to make colony Z2. Two further rounds of self-crossing produced (Z4C)>?
(see Supplementary Fig. 1 for relationships between colonies). For in situ hybridization (and other
histological staining) we used a female colony Z4B, a male colony Z10 (offspring of (Z4C)? x Z4B)
as well as embryos produced by crossing Z10 and Z4B strains. (Z4C)?, Z4B and Z10 are
maintained as vegetatively growing polyp colonies. For chromosome number determination we
performed confocal (Leica SP5) microscopy of isolated fully grown oocytes, in which the duplicated
and paired chromosomes are strongly condensed even before meiotic maturation. We stained
oocytes with Hoechst dye 33258 and anti-tubulin antibody YL1/2 after fixation in 4% formaldehyde
in HEM buffer ** or after fixation in methanol at 20°C.

For genomic DNA extraction mature (Z4C)? medusae were cultured in artificial sea water (RedSea
Salt, 37%o salinity) then in Millipore filtered artificial sea water containing penicillin and
streptomycin for 3 to 4 days. They were starved for at least 24 hours. Medusae were snap frozen
in liquid nitrogen, ground with mortar and pestle into powder then transferred into a 50 ml Falcon
tubes (roughly 50~100 jellyfish/tube). About 20 ml of DNA extraction buffer (200 mM Tris-HCI pH
8.0 and 20 mM EDTA, 0.5 mg/ml proteinase K and 0.1% SDS) were added and incubated at 50°C
for 3 hours until the solution became uniform and less viscous. An equal volume of phenol was
added, vortexed for 1 minute, centrifuged for 30 minutes at 8000 g, then supernatant was
transferred to a new tube. This extraction process was repeated using chloroform. X1/10 volume
of 5M NaCl then 2.5 volumes of ethanol were added to the supernatant before centrifugation for
30 min at 8000 g. The DNA precipitate was rinsed with 70% ethanol, dried and dissolved into
distilled water. 210 pg of DNA was obtained from 270 male medusae.

Genome sequencing and assembly.

Libraries for Illumina & 454 sequencing were prepared by standard methods (full details in
supplementary methods).
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Sequence files were error corrected using Musket %2 and assembled using SOAPdenovo?2 °3 with a

large kmer size of 91 in an effort to separate haplotypes at this stage. We subsequently used
Haplomerger2 to collapse haplotypes to a single more contiguous assembly %4,

We performed further genomic scaffolding using a de novo transcriptome assembly. We assembled
all RNA-Seq libraries (see below) with Trinity (r20140717) using ‘normalize’ and ‘trimmomatic’
flags, with other parameters as defaults ®°. Further scaffolding was done using L_RNA_Scaffolder
with these transcript sequences . Within the work reported here, this transcriptome was used as
the basis for additional genomic scaffolding, and the spliced-leader sequence analysis, but not for
further analyses.

RNA extraction and transcriptome sequencing.

RNA samples were prepared from Z4B female and Z10 male medusae and polyps, as well as
embryos generated by crossing these medusae. Animals were starved for at least 24 hours before
extraction and kept in Millipore filtered artificial sea water containing penicillin and streptomycin.
Then they were put in the lysis buffer (Ambion, RNAqueous® MicroKit), vortexed, immediately
frozen in liquid nitrogen, and stored at -80°C until RNA preparation.

Total RNA was prepared from each sample using the RNAqueous® Microkit or RNAqueous®
(Ambion). Treatment with DNase I (Q1 DNAse, Promega) for 20 min at 37°C (2 units per sample)
was followed by purification using the RNeasy minElute Cleanup kit (Qiagen). See supplementary
Tab. 6 for total RNA (evaluated using Nanodrop). RNA quality of all samples was checked using the
Agilent 2100 Bioanalyzer. The samples used to generate the expression data presented in Fig. 3a
are described in Supplementary Tab. 6-9. For the ‘mix’ sample , purification of mRNA and
construction of a non-directional cDNA library were performed by GATC Biotech®, and sequencing
was performed on a HiSeq 2500 sequencing system (paired-end 100 cycles). For the other
samples, purification of mMRNA and construction of a non-directional cDNA library were performed
by USC Genomics Center using the Kapa RNA library prep kit, and sequencing was performed
using either HiSeq 2500 (single read 50 cycles) or NextSeq (single read 75 cycles).

Gene prediction and transcript prediction.

Genes were predicted from transcriptome data. Using tophat2, we mapped single end RNA-seq
reads from libraries of early gastrula; 1, 2 and 3 day old planula; stolon, polyp head, gonozooid,
baby medusa, mature medusa, male medusa (this study); growing oocyte and fully grown oocyte
to the genomic sequence **%7, In addition we mapped a mixed library made from the above
samples but sequenced with 100bp paired end reads, and a further mature medusa library (100bp
paired end). Genes were then predicted from these mappings using cufflinks and cuffmerge ©8.
Proteins were predicted from these structures using Transdecoder, with Pfam hit retention ®%7°,
and the protein encoded with the most exons taken as a representative for gene level analyses.

Where genes are reported as lost, we performed additional tblastn searches of representative
sequences from other species directly against the Clytia genome sequence to confirm absence
from our data %

Spliced-leader sequences.

A list of spliced leader sequences (short RNA leader sequences added to the 5' ends of messenger
RNAs by trans-splicing) was previously identified in Clytia using EST data !’. Spliced-leader
sequences were searched in the Trinity transcriptome assembly (see above) following the same
method as previously 7. Common sequences of at least 12 nt present at the 5’ end of at least 3
transcripts were selected and aligned manually in order to establish a list of putative spliced-leader
sequences.
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Repetitive elements.

A library of de novo identified repetitive elements was created using RepeatScout (v1.05) 72
Elements were classified using blastn searches against RepBase (20170127), nhmmer searches
against Dfam, and hits in the Clytia genome identified using RepeatMasker 3.

Protein data sets.

We constructed a database of metazoan protein coding genes from complete genomes, including
the major bilaterian phyla, all non-bilaterian animal phyla (including 6 cnidarian species) and
unicellular eukaryotic outgroups. For the majority of species, we used annotation from NCBI, and
selected one representative protein per gene, to facilitate subsequent analyses (Supplementary
Tab. 10). We used the proteins as the basis for an OMA analysis to identify orthologous groups,
version 2.1.1, using default parameters 4. We converted the OMA gene OrthologousMatrix.txt file
into Nexus format with datatype=restriction and used it as the basis for a MrBayes analysis
(v3.2.6 25/11/2015), using corrections for genes present in fewer than 2 taxa ‘lset
coding=noabsencesites|nosingletonpresence’, and a discrete gamma distribution with four site
categories ‘Iset rates=gamma’, as described in 2°. We performed 4 MrBayes runs and assessed
convergence of chains in each run as an average standard deviation of split frequencies < 0.01 (3
out of 4 runs, with all 4 runs showing the same main topology). The resulting tree was then used
in a subsequent OMA run to produce Hierarchical Orthologous Groups (HOGs). These HOGs were
used as the basis for the phylogenetic classification of Clytia genes into one category out of
eukaryotic, holozoan, metazoan, planulozoan, cnidarian or hydrozoan, based on the broadest
possible ranking of the constituent proteins. Genes were presumed to have evolved in the most
recent common ancestor of extant leaves, and leaves under this node where the gene was not
present were presumed to be losses, with the minimum number of losses inferred to explain the
observed presence and absence. Clytia specific genes were identified as those whose encoded
proteins had no phmmer hits to the set of proteins used in the OMA analysis.

Where specific genes are named in the text, orthology assignments were taken from classical
phylogenetic analysis (or in a few cases pre-existing sequence database names). Signature
domains (e.g. Homeobox, Forkhead, T-box, HLH) were searched against the protein set using
Pfam HMM models and hmmsearch of the hmmer3 package, with the database supplied ‘gathering’
threshold cutoffs 7>76, Sequence hits were extracted and aligned with MAFFT 77 and a phylogeny
reconstructed using RAXML with the LG model of protein evolution and gamma correction 7.

Transcription factors were assigned via matches beneath the ‘gathering’ threshold to Pfam
domains contained in the transcriptionfactor.org database 7°, with the addition of MH1,
COE1_DBD, BTD, LAG1-DNAbind and HMG_Box Pfam models.

Ectopleura larynx proteins were predicted with Transdecoder, including Pfam hit retention, from
Trinity assembled reads (v.2.4.0; SRA accessions SRR923510_1 and SRR923510_2) ¢>79,

Synteny analyses.

Genes were ordered on their scaffolds (using the GFF files described in

Supplementary Tab. 10) based on the average of their start and end position, and for each gene,
the adjacent genes recorded, ignoring order and orientation but respecting boundaries between
scaffolds (i.e. terminal genes had only one neighbour). Between species comparisons were
performed using the Orthologous Groups from OMA, to avoid ambiguity from 1:many and
many:many genes. When both members of an adjacent pair in one species were orthologous to
the members of an adjacent pair in the other species, two genes were recorded as being involved
in a CAPO (Conserved Adjacent Pair of Orthologs). A consecutive run of adjacent pairs (i.e. a
conserved run of 3 genes) would thus be two pairs, but count as 3 unique genes. Significance was
assessed by performing the same analyses 100 times with a randomized Clytia gene order.
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RNA-Seq analyses and stage specific expression.

RNA-seq reads were aligned to the genome using STAR (2.5.3a) with default mapping parameters
80, Counts of reads per gene were obtained using HTSeq-count &'. Gene level counts were further
analyzed using the DESeq2 R package %2, An estimate of the mode of row geometric means (rather
than the default median) was used to calculate size factors. PCA and heatmaps were generated
using regularized logarithms of counts (DESeq2 ‘rlog’ with blind = F). Bootstrapped hierarchical
clustering was performed with pvclust using the default parameters 8. To identify genes whose
expression is restricted to particular stages we used a two step procedure. We first analyzed
absolute expression levels, using an approach outlined below, and identified genes that were ‘on’
(as opposed to ‘off’) in a particular library. We then filtered this list to ensure that genes that were
‘on’ showed a statistically significant ‘up’ log-fold change of expression level, relative to their ‘off’
stages, using standard RNA-seq approaches 82, Planula stages were defined as any of early
gastrula, 1,2 or 3 day old planula; polyp any of stolon, primary polyp, polyp head; medusa any of
baby medusa, mature medusa or male medusa. The gonozooid library was ignored in this
classification as inspection of its expressed genes (and PCA) indicates that it is, as expected, a
composite of polyp and medusa stages. For the ‘on/off’ analysis, frequency plots of our log
transformed expression data revealed bimodal distribution patterns (see Fig 3c and Supplementary
7). Following Hebenstreit and Teichmann “° we fitted the the length normalized rlog -transformed
gene expression datasets for each library, averaged over replicates, to a mixture of two Gaussian
distributions using the mixmodel R package . The total number of ‘on’ genes for a given library is
estimated by multiplying the mixing proportion (lambda) of the ‘on’ (i.e. high expression) peak by
the total number of genes fitted. Individual genes were defined as ‘on’ if they had a posterior
probability > 0.5 of coming from the more highly expressed distribution. The gene was then
classified as ‘on’ in a stage (i.e. planula, polyp, medusa) if any of the component libraries of that
stage (e.g. EG, P1, P2 or P3 for planula) showed expression of that gene. Genes that were not
exclusively ‘off’ or exclusively ‘on’ were then also filtered by a log-fold change analysis performed
using all genes. Significant differences in gene expression were calculated via pairwise contrasts of
all different ‘conditions’ (i.e. replicated libraries). In order to be considered ‘up’ in planula, polyp or
medusa, a gene needed to be significantly up (Ifc threshold = 0.0, alt hypothesis = ‘greater’) in at
least one ‘condition’ of that stage relative to all ‘conditions’ of one or both of the other stages,
requiring the DESeqg2 adjusted P<0.001 across multiple pairwise comparisons. For example, if a
gene was significantly more highly expressed in one day old planula (P1) than all constituent
medusa or polyp stages, it was considered ‘up’ in planula.

This combined approach addresses two issues. Firstly, we avoid the choice of an arbitrary FPKM
(Fragments per Kilobase per Million mapped reads) type value as an indicator of expression. Our
frequency-distribution based approach defines gene ‘on’ or ‘off’ states independently of the total
numbers of distinct transcripts expressed in a given sample, unlike FPKM values which are a
measure of concentration and so for similarly expressed genes will be relatively higher for ‘off’
genes in samples with low overall complexity. Secondly log-fold change analyses in themselves are
not reliable indicators of specificity in the sense that we are interested in, as they deal with relative
expression levels: a gene could show a statistically significant difference and still be clearly
expressed in both stages, if for example it has an expression level of 5 log units in stage a and 10
log units in stage b. Such differences are expected, owing to very different cellular composition
between life-cycle stages. By combining these two approaches we identify genes with rigorous
evidence for significant differential expression with a more easily interpretable biological meaning.

GO term enrichment.
GO terms were assigned via sequence hits to the PANTHER database using the supplied

‘pantherScore2.0.pl’ program. Term enrichment was tested using the ‘Ontologizer’ software with a
‘Parent-Child-Union’ calculation (the default) and Bonferroni multiple testing correction &°.
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In situ hybridization.

In situ hybridization probes were synthesized from multiple types of templates, either pGEM-T
Easy plasmids (following one or two rounds of insert amplification), PCR products (reverse primer
comprised a T7 promoter) or EST clones *®; see Supplementary Tab. 11 for further details. In situ
hybridization was performed as previously described 8, on two-week old female medusae. Images
were taken on either Zeiss Axio Imager 2 or Olympus BX61 microscopes, and processed with
Imagel 1.47v and Adobe Photoshop CS6.

Life Sciences Reporting Summary

Further information on experimental design is available in the Life Sciences Reporting Summary.

Data availability

Sequence data have been deposited at EBI under Bioproject accessions PRIEB28006 and
PRIEB30490. Data downloads and a genome browser are available at http://marimba.obs-
vifr.fr/organism/Clytia/hemisphaerica (see Supplementary Section 2). There are no restrictions on
data. A data archive for repeats, phylogeny and expression analysis is available at:
doi:10.5281/zenodo.1470435
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P1
P2 &7
P3

PoPr

Figure 1. The Clytia hemisphaerica life cycle. In the Clytia life cycle (a), the planula larva (b)
develops from a fertilized egg, and metamorphoses into a primary polyp (c). The polyp then
extends asexually forming a colony composed of (d) feeding polyps (gastrozooids) attached
through a common stolon, and gonozooids (e) that release swimming medusae (f). Scale bars,
b,c,e: 100um; d,f: 1mm. Abbreviations in (a) correspond to the mRNA libraries in Supplementary
Tab. 6 : EG: early gastrula; P1/P2/P3: Planula 24h-post-fertilization/48hpf/72hpf; PoPr: Primary
polyp; St: Stolon: GO: Gonozooid: PH: Gastrozooid/Polyp head; BMF: Baby Female Medusae 1d
old: MMF: Mature Female Medusa; M: Mature Male Medusa. Drawings in (a) adapted from & with
permission, (b,f) adapted from * with permission.
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Figure 2. Bayesian phylogeny inferred using presence and absence of orthologous genes.
The tree was rooted with Saccharomyces cerevisiae. All nodes have a posterior probability of 1

unless indicated. A binary restriction site model and discrete gamma distribution with four site rate
categories was used in conjunction with an ascertainment bias correction. See methods for details.
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Figure 3. Gene expression data identifies major life cycle stages. (a) PCA of all libraries
from staged mRNA samples. (b) Distance based clustering of all libraries. AU/BP values are 100 for
all nodes unless indicated. Library names are as described in Fig. 1 and methods. (c) Gene
expression levels can be partitioned into ‘on’ and ‘off’ categories. Red and blue lines show fitted
log-normal distributions and the black line their sum. The blue lines represents genes that we
describe as ‘on’, and the red ‘off’. Grey bars correspond to the empirically observed distribution of
expression levels. Two example libraries are shown here, P1 and PH. All sample distributions are
shown in Supplementary Fig. 7. (d,e) Numbers of Clytia genes specific to a single stage (vertices)
and genes expressed in two out of three stages (edges). Circle area is proportional to the number
of genes. In (d), top humbers correspond to the total of genes ‘on and up’ in a given stage and
‘off’ in the other stages. Lower bracketed numbers were obtained without the ‘up’ filter. In (e),
number of stage specific TFs (‘on and up’ filtering) are indicated. Bracketed numbers correspond to
homeodomain containing TFs. Abbreviations - EG: early gastrula; P1/P2/P3: Planula 24h-post-
fertilization/48hpf/72hpf; PoPr: Primary polyp; St: Stolon: GO: Gonozooid: PH: Gastrozooid/Polyp
head; BMF: Baby Female Medusae 1d old: MMF: Mature Female Medusa; M: Mature Male Medusa.
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Figure 4. Transcription factors show stage-specific enrichment. (a) Clustering of libraries by
transcription factor expression distances. n=505 transcription factors. AU/BP values shown. (b)
Heatmap showing major classes of transcription factor differential expression. Gene names are
taken from orthology assignments of this work. In cases where assignment was not clear, names
preceded by * are taken from best human Blast hits. Those followed by ** are genes for which an
assignment in Clytia existed in Genbank prior to this study (e.g. Cdx, DRGX). Trailing numbers are
unique gene identifiers from this project. Expression units are rlog values from DESeq2 with the
row means subtracted. Library names are as described in Fig. 1 and methods: EG: early gastrula;
P1/P2/P3: Planula 24h-post-fertilization/48hpf/72hpf; PoPr: Primary polyp; St: Stolon: GO:
Gonozooid: PH: Gastrozooid/Polyp head; BMF: Baby Female Medusae 1d old: MMF: Mature Female
Medusa; M: Mature Male Medusa. (c) in situ hybridization of medusa enriched TFs; whole female
medusa (left, scale bar: 500um) and tentacle bulb (right, scale bar: 50um). These show a variety
of distributions in relation to prominent medusa organs (m: manubrium, g: gonad), and notably
with the nerve rings that run around the bell rim and the associated tentacle bulbs (nr: nerve ring,
b: bulb). (d) Oral and lateral view schematics of Clytia medusa tentacle bulbs indicating TF
expression territories.
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Figure 5. Simplification of polyp and planula stages in the hydrozoan lineage. (a) Clytia
hemisphaerica displays the typical hydrozoan tri-phasic life cycle, comprising a planula larval stage
(bottom), a colonial polyp stage (middle), and a sexually reproducing medusa form (top). Both
planula and medusa stages have been lost in the Hydra lineage. Hydrozoan planulae and polyps
are morphologically simpler than those of Anthozoa (e.g. Nematostella). The comparison of Clytia
and Hydra genomes with that of Nematostella shows that the hydrozoan lineage underwent
important genome reorganization (see discussion). (b) The planula larva of Nematostella (top)
presents a well-defined endoderm and ectoderm, and bears an aboral apical organ. The eight
internal mesenteries and the pharynx manifest the directive polarity axis, orthogonal to the oral-
aboral one. A number of studies have identified a set of conserved transcription factors responsible
for setting up the polarity axes and patterning the body. The Clytia planula (bottom) is radially
symmetric and has a simpler morphology, with an ectodermal layer surrounding a mass of
endodermal cells. Though the oral pole shares a set of developmental regulators with the planula
of Nematostella (Bra, Gsc, FoxA, FoxB), the aboral pole appears to be highly divergent: expression
of these known aboral transcription factors could not be detected - with the exception of
CheFoxQ2a which does not belong to the NvFoxQZ2a orthology group. Most of Nematostella
directive axis regulators have been lost in Hydrozoa. Colored bars represent expression domains.
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