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I Abstract

Action and interaction of three endogenous molecules on Hydra regeneration. — Three Hydra endogenous mole-
cules were tested for their effects on Hydra head regeneration, namely Hydra head activating substance (HHA), substance
P (sP) and hypoxanthine (Hy). More than 25’000 beheaded animals were submitted to the experiments under strictly moni-
tored conditions. Measures of regeneration were given by the number of new tentacles emerging. sP 1-11 at concentrations
of 10°° to 10"? M stimulated regeneration but 104 M and 10~ M inhibited it. This inhibition appeared associated with the
fragment sP 1-4, while other sP fragments stimulated regeneration. Two sP antagonists inhibited regeneration.
Dose-response curves showed that HHA and sP stimulated from 10 to 107> M, while Hy stimulated from 10“to 10%° M
with a peak at 10'* M, when the two other molecules had no effect.

Addition of each molecule to one of the other two increased sharply the stimulation, sometimes up to more than the dou-
ble of the addition of that obtained by each one. While Hy always increased the stimulation of the other succeeding mol-
ecules, HHA, a morphogenetic factor, decreased the stimulations due to Hy. sP is a neuropeptide and, as in other models,
could stimulate mitoses. Hy, studied here for the first time is an endogenous molecule of Hydra. It is a product of the nucle-
ic acid metabolism and appeared as a new strong regeneration stimulating factor, probably by providing elements for the

nucleic acids formation of the regenerate.

These results are discussed in view of their implications within the general regeneration processes.
Keywords: Hydra attenuata, regeneration, Hydra head activating substance, substance P, hypoxanthine

I Introduction

C’est au cours des recherches sur les molécules pré-
sentes dans les extraits d’hydre qui stimulaient la
régénération de la téte de ce ccelentéré, quune frac-
tion active a été isolée qui, par chromatographie,
co-€luait avec la substance P (sP) du commerce.
Nous avions décrit précédemment la présence de la
sP par immunofluorescence chez Hydra attenuata
(Fig. 1) (Taban et Cathieni 1978a) et la stimulation
de larégénération de la téte d’hydre par la sP (Taban
et Cathieni 1978b). Pour mieux voir ses effets sur
la régénération de la téte d’hydre, nous avons tes-
té, a plusieurs concentrations, les fragments de la
molécule sP ainsi que deux antagonistes. Un autre
élément de l'extrait d’hydre, différent de la sP, s'est
montré tres actif pour stimuler la régénération de
la téte de cet animal. Pour en obtenir une quantité
suffisante pour son identification, nous avons réali-
sé des extraits d’Actinia equina, coelentéré marin
plus volumineux que I'’hydre. Nous avons ainsi pu
isoler une fraction dActinia co-éluant avec une
fraction trés active de I'extrait d’hydre, ce qui a per-

mis d’en déterminer la nature. C’était de I'hypoxan-
thine (Hy), molécule produite par le métabolisme
des acides nucléiques et considérée alors comme un
métabolite sans intérét particulier. Comme elle était
disponible sur le marché, elle a pu étre testée. Nous
n’avons pas trouvé, a ce jour dans la littérature d’ar-
ticle relatant cet effet de 'hypoxanthine.

Les effets de I'Hy sur la régénération de la téte
d’hydre ont donc été comparés avec ceux de la sP et
de ses fragments et avec ceux de I'hydra head acti-
vating substance (HHA) isolée et décrite par Schal-
ler (1973a et b) et Schaller et Bodenmiiller (1981).

! Les expériences qui conduisent a ce mémoire ont été
pratiquées il y a plus de trente ans et n'ont jamais été publiées
en raison d'événements tout a fait indépendants du sujet. Elles
ont été conduites dans mon laboratoire de neurobiologie, a
la clinique de Bel-Air, a Genéve, (devenue depuis clinique de
Belle Idée) par Maria Cathieni, biologiste et Johanna Walker,
laborantine. Les résultats présentés ici ont été obtenus chez
I'hydre d'eau douce, Hydra attenuata. Plus de 25 mille hydres
ont été soumises aux tests.

2 59b ch. des Falquets, 1223 Cologny
3 Susslerenstrasse 4, 8047 Zirich
4 58 Chemin Frank Thomas, 1223 Cologny
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Fig. 1. Spécimen d’hydre d’eau douce (Hydra attenuata).
Taille en extension: 2 cm, mais contractée: 1-2 mm.
Hydra attenuata a été utilisée pour ces expériences. La
téle est couromnée de tentacules urticants qui saisissent
les proies. La bouche est au cenlre du cercle el sert aussi
d’anus pour expulser les aliments digérés. Le pied est
ict décollé. Un peu au-dessus on voit, avec bouche et
tentacules, une nouvelle hydre en formation qui va se
détacher pour donner un nouvel animal. Juste au-dessus
de lattache de la petite hydre en formation, on voil un
court bourgeon qui va grandir et donner, lui ausst, une
nouvelle hydre. Les glandes sexuelles, responsables de la
reproduction a certains moments, ne sont pas présentes
sur la figure.

Matériel et méthode

Les hydres ont été élevées au laboratoire a partir
de quelques individus collectés dans un petit étang
situé pres de Geneve et reproduites asexuellement.
Les Actinia equina ont été achetées dans le com-
merce. Des Artemea salina nauplia ont servi de
nourriture quotidienne aux hydres. Ces Artemia ont
été dispensées a 11 heures, le milieu étant changé
une heure plus tard et aussi a 8 heures le matin sui-
vant.

Les cultures de masses d’hydres ont été effectuées
selon la méthode décrite par Lehnhoff (1983). En
bref, les hydres ont été mises dans de 'hydra medium
«M» (HM), pH 7,9 4 18 = 1°C, a la lumiére du jour et
dans une enceinte a température controlée.

Par groupes, 25 a 30 hydres dépourvues de bourgeon
et a jeun depuis 22 h ont été sélectionnées et déca-
pitées sous le binoculaire entre 10 et 11 h du matin.
Pour exclure toute contamination, 'HM employé
pour les expériences (HME), a été ajusté a un pH de
7,6 et filtré a travers un millipore (0, 25 pm). Chaque
groupe a été rincé avec HME et placé dans des
cristallisoirs contenant 20 ml dHME additionné des
molécules a tester. Les groupes d’hydres décapitées
ont été placées dans un incubateur a 17+0.1°C, avec
des cycles de lumiere artificielle de 12 h alternant
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automatiquement avec 12 h d’obscurité. Cing heures
apres l'incubation, le milieu a été éliminé et chaque
groupe d’hydres (et les cristallisoirs) lavés deux fois
avec de 'HME pour éliminer tout résidu des molé-
cules ajoutées pour les tests. Ensuite, 20 ml de nou-
vel HME a été ajouté. 46 + 1 h aprés la décapitation,
le nombre des tentacules présents a été compté sous
le binoculaire.

Pour sassurer de l'objectivité, I'observateur igno-
rait si le groupe mesuré avait été traité ou s’il s’agis-
sait dun groupe controle (C). Pour chaque essai,
le groupe témoin a été comparé au groupe trai-
té le méme jour. Chacun de ces essais a été répé-
té trois fois, chaque essai ayant un ou deux jours
d’écart avec le suivant. Des statistiques par rank-
sum-test ont été appliquées aux résultats donnés
par chaque unité d'un groupe traité par rapport au
groupe témoin et les moyennes sont données avec
les écarts-type.

Tous les produits utilisés dans cette étude ont été ache-
tés chez Sigma. La substance P 1-11 (sP), de formule:
Arg-Pro-Lys-Pro-GIn-GIn-Phe-Phe-Gly-Leu-Met, ainsi
que ses divers fragments: sP 1-4; sP 4-11; sP 5-11; sP
6-11; sP 7-11; les deux antagonistes de la sP nommés
Al (D-Pro?, D-Trp™) ou A2 (D-Pro?, D-Phe’, D-Trp");
I'hypoxanthine (Hy), 6-oxypurine: C;H,N,O et I'hydra
head activating substance (HHA) : pGlu,-Pro-Pro-Gly-
Gly-Ser-Lys-Val-Ila-Leu-Phe.

Chaque molécule a été testée individuellement a
concentrations croissantes pour déterminer les
effets maximaux d’activation ou d’inhibition sur la
repousse des tentacules des tétes d’hydres, ainsi
que pour déterminer les plus faibles concentrations
ayant encore une activité mesurable.

Concernant la sP, nous avions utilisé dans un pre-
mier temps le fragment sP 4-11 qui s’était révélé sti-
mulant sur la repousse de la téte d’hydre. Cette sti-
mulation, comparée a celle de la molécule complete
sP 1-11 s’étant révélée plus forte, nous a poussés a
étudier aussi les autres fragments de la molécule,
ainsi que les deux antagonistes de celle-ci.

Les fragments de sP ont aussi été testés en étant
appariés:
sP1-4 +sP 1-11;sP 1-4 + sP 4-11;sP 1-4 + sP 5-11;
sP 1-4 + sP 6-11; sP 1-4 + sP 7-11.

HHA a été aussi testé avec les antagonistes de la sP,
Al et A2.

Les trois facteurs testés, c’est a dire, sP, HHA et Hy,
tous les trois s'étant révélés actifs sur la repousse
des tentacules de la téte d’hydre, le probleme que
nous nous sommes posé a été celui de leur action,
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soit synergique soit différée dans le temps. Ainsi
ladjonction de chacune des trois molécules a deux
concentrations choisies (10 M et 101°M) a été répé-
tée apres, respectivement, 2, 12 et 20 h apres le
début de I'expérience, soit:
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replacées dans l'incubateur et le nombre de tenta-
cules repoussés comptés de nouveau 72 h apres la
décapitation.

Ces résultats sont montrés a la Fig. 3.

sP ajoutée avant HHA,
sP ajoutée avant Hy,
HHA ajoutée avant sP,
HHA ajoutée avant Hy,
Hy ajoutée avant sP ,
Hy ajoutée avant HHA.

Les pourcentages de stimulation
(ou d’inhibition) ont été calculés
selon la formule: + (T-C / C) x 100,
ou T = moyenne des tentacules des
animaux traités, C = moyenne des
tentacules des témoins controles
non traités.

Inhibition et stimulation %

10% 105 10°¢

sP 1-11 aprés 46h et 72h

107 10 M 10* 10> 109107 10% M

Fig. 8. Montrées inhibitrices apres 46 h, les concentrations 10 et 10

I Résultats

M (en rouge) ne bloquent pas définitivement la régénération de la téte

d’hydre puisqu'apres 72 h on trouve une légere stimulation. En blew les

Laction de la molécule sP 1-11 sur la
régénération de la téte d’hydre, au
vu du nombre des débuts de tenta-
cules comptés 46 h apres décapitation est montrée
sur la Fig. 2.

concentrations de sP 1-11. 107, 107 et 10-° M restent toujours stimulatrices.

La forte inhibition observée a 46 h est suivie a 72 h
par une faible stimulation, montrant que I'effet de la
sP 1-11 a forte concentration n'a fait

que retarder le développement des
sP 1-11 de 104 M a 10-12M régénérats.
2

g Il devenait alors légitime de se poser
H la question de la nécessité ou non de
E la sP dans le processus de régéné-
= ration de la téte d’hydre. A cet effet
] nous avons testé laction de deux
g inhibiteurs de la sP, Al et A2, res-

E pectivement.
5 | sps-[conc[conc]conclcon conc conc Conclconclconclconclconclonel | s restés d des
10 | 11| 12| 13 | 14| 15 . 6
[msérie1 8.87] -6 |7.60]6.33]485[ 66| 46]1.872] 0 concentrations allant d? 107 a
10+ 105 106 107 108 10° 10-0 10t 10-12 M 107" M pour Al et de 10 a 107° M
pour A2 ont freimé la régénéra-

Fig. 2. Action de la molécule sP 1-11 sur la régénération de la téte d’hydre.
En rouge les inhibitions aux concentrations de 10 et 107 M; en bleu les

stimulations de 10° a 107 M.

Les fortes concentrations de 10* M et de 10°> M
donnent une inhibition qui fait place a la concentra-
tion de 10°°M & une stimulation, montrant méme &
cette concentration son maximum. Aux concentra-
tions successives, la stimulation décline progressive-
ment jusqu’a 102 M ou elle n’a plus d’effet mesurable.

Pour savoir si les fortes concentrations de sP 1-11
bloquaient définitivement la régénération, ces

mémes hydres ont été remises dans 20 ml I’HME,
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tion (Figs. 4 et 5). Al exerce des
effets inhibiteurs plus prononces
quA2.

Ces résultats montrent que la sP joue normalement
un role dans la régénération de la téte d’hydre.

Des essais préliminaires nous avaient montré que
la molécule incomplete de la sP, soit la séquence
sP 4-11, était plus active sur la repousse de la téte
d’hydre que la molécule entiere sP 1-11. Cela nous a
poussés a étudier l'action de diverses séquences de
cette molécule. Les résultats obtenus a la concentra-
tion de 10-® M sont représentés a la Fig. 6.

Arch.Sci. (2017) 69: 163-174 1
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Fig. 4. Inhibition de la régénération de la téte d’Hydre par U'antagoniste Al
de la sP, donnée en % du groupe témoin non traité. Les résultals de chacun
des trois groupes sont reliés par des traits de coulewr différente. A toutes les
concentrations les inhibilions ont été significatives (rank sum test >95%).

Antagoniste sP A2
0 T T T T 5(-\
L 2 / X
c 4
e ™ /
e
S -6
2
S 81
-10 4 M/
-12
Concentrations de 10¢ a 10-14M

Fig. 5. Inhibition de la régénération de la téte d’Hydre par U'antagoniste A2

de la sP, en % du groupe témoin non traité. Les résultals de chacun des lrois
groupes sont reliés par des traits de couleur différente. Aux concentrations de
10*a 1079 M les inhibitions ont été significatives (rank sum test >95%).

o sP 1-11 et séquences sP. Concentration 10-8 M
O 18
16
g 14
S 12 F
10
g 8
6
€ 4]
=2
0 o- T T T T
1 2
sP 1--11 (1). Fragments: 4-11, 5-11, 6-11, 7-11 (2-5)

Fig. 6. Stimulation de la régénération de la téte d’Hydre par la molécule sP
entiere (sP 1-11, colonne 1) ou des fragments de la sP (4-11, 5-11, 6-11, et 7-11
(colonmes 2 a 5).
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Les résultats sont illustrés sur la
Fig. 7.

Ces résultats montrent que Al a la
concentration de 10® M donne une
inhibition de —13,5% alors que I'ad-
jonction de sP 1-11 contrecarre cette
inhibition, mais que celle-ci reste a
-7%. En revanche les séquences
sP 6-11 et sP 7-11 limitent forte-
ment cette inhibition qui n’atteint
plus que -5%. Ces deux séquences
sont d’ailleurs de puissants stimu-
lants de la régénération quand elles
sont ajoutées seules, avec pres de
+15 et +11% de stimulation par
rapport aux témoins non traités.
Les séquences sP 7-11 et sP 1-4 ne
limitent pas I'inhibition d’A1 (-12 et
—11%).

La séquence sP 1-4 n'a pas def-
fet stimulant alors que les autres
séquences sP sont plus actives que
sP 1-11; nous avons testé les effets
des combinaisons sP 1-11 + sP 1-4
et de sP 1-4 + sP 5-11. Les résultats
sont présentés sur la Fig. 8.

Cette figure montre que sP 1-11
(colonne 1) et la combinaison sP 1-4
+ sP 5-11 (colonne 4) donnent des
valeurs trés proches I'une de l'autre.
sP 1-4 (colonne 2) est faiblement
inhibiteur, mais la combinaison
sP 1-11 + sP 1-4 montre que sP 1-4
exerce une inhibition tres impor-
tante (colonne 3), beaucoup plus
forte que celle de A2 (colonne 6)
et au moins aussi forte que Al
(colonne b5).

I Comparaisons entre les
stimulations obtenues
par HHA, sP et Hy

Nous avons vérifié l'efficacité de
notre modele en utilisant HHA, sP et
Hy en comparant leurs effets. Cha-

La stimulation mesurée pour toutes les séquences
testées s’est en effet montrée supérieure a celle de
sP 1-11.

Comme les séquences testées de sP se sont montrés
plus stimulatrices que la sP 1-11, nous avons com-
paré les effets de chaque séquence sur 'antagoniste
Al, ainsi que leffet de 'adjonction de sP 1-11 a ce
dernier.

I arcHives pes SCIENCESI

cune des trois molécules a été testée aux concen-
trations stimulant la régénération. Soulignons que
pour les raisons pratiques mentionnées plus haut, la
sP 4-11 a été des lors utilisée au lieu de la sP 1-11.
Les résultats apparaissent aux Figs. 9, 10 et 11, pour
HHA, sP 4-11 et Hy, respectivement.

Pour HHA, les valeurs évoluent en passant de 10" M
(+12%) a 10 M. Pour le test de la sP, on a utilisé la
séquence sP 4-11 (Fig. 10).

Arch.Sci. (2017) 69: 163-174 1
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20

Al seul ou avec sP 1-11 ou séquences sP.
Concentration 108 M

15

mA1

10

@sP1-11
OA1 sP1-11

OsP 4-11
OA1sP 4-11

-10

Inhibition % stimulation

-15

o sP5-11
OA1 sP 5-11
OsP6-11
OA1 sP6-11
OsP 7-11
WAl sP 7-11
msP 1-4
BA1sP 1-4

-20

A

sP1-1
AL ¥

AL Al
~ sP |A1sP| sP (Al sP|sP6-1 .
spi 1411 411|511 511 | 1 ngl

sP |A1sP| sP |AlsP
7-11 (7-11 | 14 | 14

[msértes1[-13.6 [ 4.84

-6.13 | 7.88 |-11.44|14.36| -5.4 |10.73|-5.92| 5.6 [11.94] 0.41 |-10.8

A1l seul et avec sP 1-11,4,5,6,7-11;1-4

Fig. 7. Effet de l'antagoniste Al soit seul, soit associé a la sP 1-11 soil aux

Sragments de la sP 4-11, 5-11, 6-11, 7-11, 1-4, tous & la concentration de 104 M.

Les actions des fragments sP, en 'absence d’Al, apparaissent dans la partie

supérieure du graphique. L'inhibition de la régénération de la téte d’Hydre

par Al a été visiblement diminuée par la présence de sP 1-11, 5-11 et 6-11.

10

sP1-11, sP1-4, sP1-4 + sP1-11,
sP1-4 + sP 5-11, A1, A2.
Concentration 10 €M

5 -

-10

Ol

-15

-20

stimulation et Inhibition %

sP 1-11, sP1-4, sP 1-4 plus sP 1.11, sP1-4 plus sP 5-

11,A1,A 2. (de1a6)

Fig. 8. Effet de la sP 1-4. SP 1-4 ajouté a sP 1-11 (colonne 3) donne une
inhibition sur la régénération de la téte d’hydre du méme ordre que celle

donnée par Al (colonne 5).
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Les stimulations de 10* M a 10°¢
M passent de 7% a plus de 12%,
puis déclinent a partir de 107 M.
En I'absence des aminoacides de la
séquence sP 1-3, il n'y a pas d’effet
négatif aux concentrations de 10
et 10° M, contrairement a sP 1-11

(Fig. 2).

La Fig. 11 illustre les stimulations
obtenues pour des concentrations
d’Hy allant de 104 M a 10?2 M.

Aux concentrations de Hy allant
de 10* M a 10"* M la stimulation
ne dépasse pas 15%. A partir de
102 M, on obtient les maxima de
stimulation, a savoir >20 % pour les
concentrations de 10 M et 104
M. A 10 M la stimulation (10%)
diminue graduellement pour ces-
ser toute activité a 10?2 M.

Pour mieux visualiser les effets
des trois molécules testées, leurs
valeurs ont été comparées sur la
Fig. 12.

Hy affiche une stimulation qui peut
atteindre plus du double de cha-
cune des deux autres molécules et
cette stimulation maximale se pro-
duit alors que les effets des deux
autres molécules sont pratiquement
absents.. La stimulation observée
pour HHA est généralement supé-
rieure a celle observée pour sP 4-11.
Aux concentrations de 106 107 et
108 M, les réponses des trois molé-
cules sont proches. A 10 M la sti-
mulation exercée par Hy est de 10 %

et contrairement a HHA ou a sP elle exerce des sti-

16

HHA concentrations de 1063 1014 M

14

%

12

10

e
¥ N\

Activation

o N A O

= 106 M-mmmmmmmmmmmmmeee no 9=10"14 M

Fig. 9. Effet de la HHA (Hydra Head Activating substance) sur la régénération

de la téte d’Hydre. La stimulation est nette et diminue des concentrations de

10°a 107 M.

I arcHives pes SCIENCESI

mulations mesurables jusqu a de
tres faibles concentrations.

I Action réciproque des
molécules actives

Puisque les trois molécules testées
isolément, soit HHA, sP et Hy ont
montré une action stimulante sur
la régénération de la téte d’hydre,
il a paru intéressant d’étudier leur
action en les ajoutant en combinai-
son soit simultanément, soit en dif-
féré. Deux concentrations ont été
choisies, a savoir 10-® et 10° M, car
les trois molécules ont montré une

Arch.Sci. (2017) 69: 163-174 1
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sP 4-11
concentrations de 1043 101 M

stimulation %

1 z 3 4 5 6 7 8 El 10 11

nol=10+4 noli=10"“ M

Fig. 10. Effet du fragment sP 4-11 sur la régénération de la téte d’Hydre. La
stimulation maximale a 10 et 10> M diminue ensuile et cesse a 10 M.

Hy
concentrations de 10 %3 102Mm

1 2 34 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Nol =10 *---mmmmmmmmmeeee No19 =10’M

Fig. 11. Effet de U'Hy (Hypoxanthine) sur la régénération de la téte d’Hydre.
Une stimulation trés nette est observée des la concentration de 107 M, elle
devient maximale & 1077 et 107 M, pour diminuer ensuite et ne cesser
qu'apres 107" M.

Comparaison des effets des trois molécules testées

e\o =—t=Hy

c

° —=—HHA

=

E =x=sP4-11
=]

U

<

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19

Concentrations de 104 M (nol) a
1021M (no19)

Fig. 12. La comparaison des effets de HHA, sP 4-11 et Hy sur la régénération
de la téte d’Hydre montre des stimulations d’intensité différente. Leffet d’Hy
est maximal a 107 et 1077 M alors que les effets de HHA et sP4-11 ne sont plus
décelables.
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stimulation & ces concentrations.
Lobservation préliminaire de lac-
tion de deux molécules ajoutées
simultanément n‘ayant montré que
des variations modestes tandis que
ces mémes molécules ajoutées suc-
cessivement ayant montré des varia-
tions beaucoup plus importantes,
cette deuxieme approche a donc été
retenue.

Chaque expérience sest dérou-
lée dans les conditions standard
décrites précédemment (HME 17°C)
incluant trois groupes dhydres
témoins pour chaque trois groupes
de 27 a 30 hydres traitées.

Dans la premiere série de tests, les
hydres décapitées sont incubées
pendant 2 h dans la solution conte-
nant la premiere molécule, puis,
apres rincage, la solution contenant
la deuxieme molécule est ajoutée et
les hydres exposées dans cette solu-
tion pendant 2 h. Aprés un nouveau
rincage, les hydres sont exposées
dans ’THME jusqu’a I'évaluation de la
repousse des tentacules (46h apres
le début de I'expérience).

Pour la deuxieme série de tests, le
déroulement de l'expérience a été
modifié pour des raisons pratiques.
Les hydres décapitées continuent a
étre exposées a la premiere molé-
cule active pendant 5h 30, puis elles
ont été rincées et incubées dans
I'HME a 17°C. Ensuite, soit 12h ou
20h apres le rincage la deuxieme
molécule active est ajoutée et les
hydres incubées dans ce milieu
jusqua T'évaluation du nombre de
tentacules repoussées (entre 46 et
48h apres le début de I'expérience).
Lensemble des résultats est pré-
senté a la Table 1.

Les mémes résultats sont montrés
ci-dessous sous forme graphique,
sans les écarts-types, la statistique
appliquée donnant les probabili-
tés par le test de comparaison de
pourcentage-x> des valeurs mesu-
rées.

La Fig. 13 montre les résultats obte-
nus pour les ajouts a 2 h d’'intervalle.

Arch.Sci. (2017) 69: 163-174 1
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Concentration 10% M Concentration 10'°M
2h | 12h | 20h 2h | 12h
plus HHA plus HHA
14.04%%7  [24.5%1%  [20.95%2% 0.11%142  2.22%1¢
HHA plus sP 4-11 HHA plus sP 4-11
8.9411.5 4_6610.59
36.5°2 [27.1 %%  [4.16*%°! 12.08*2% [19.54*21
plus Hy plus Hy
9.6 +0.99 ‘20.3410.89 ‘7.88*0'39 15.65i1'42 |13.71i0.51
plus sP 4-11 plus sP 4-11
10.8411'13 ‘22.2511.4 ‘11.6i0'47 7.85“'52 |7.6810.94
P 4-
S 1: plus HHA sP 4-11 plus HHA
+1.35
7_88:t1.45 23 +3.18 ‘34.111,49 ‘30.810'61 4'54 7.5810.85 |18.2612.9
Plus Hy plus Hy
10.23*03° [30.79*2% [17.15%118 13,8412 [19.5%74
plus Hy plus Hy
Hy 19.79%%°  [15.44%06% 11 23%188 20.43%103 ]17.68%1%
9.81%22
plus sP 4-11 y plus sP 4-11
15.31%14°
18.42i1'47 ‘36.151:2.47 ‘20.5512.62 20.011:1.49 |18.17i:0.10
plus HHA plus HHA
18'210,16 ‘28.1712.8 ‘18.58t2'07 24.15i3.18 17.3411.88

Les stimulations constatées par I'ajout d'une molé-
cule, soit identique, soit différente, sont toutes aug-
mentées par rapport aux valeurs obtenues par I'ajout

d’'une seule molécule initiale.

Les valeurs élevées sont obtenues lorsque HHA est

présente, soit:
HHA + sP 4-11, sP 4-11 + HHA, Hy + HHA.
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Table 1. Action combinées de HHA,
sP4-11 el Hy sur la régénération de

la téte d’Hydre. Les deux colonnes
surmontées d’'une marque bleue donnent
les pourcentages de stimulation des
trois molécules testées seules. Les
pourcentages de stimulation résultant
des additions de deux molécules sont
surmonltés d’'une marque grise. Les
écarts-types entre les moyennes de trois
groupes testés sont mis en exposant.

Notons que pour HHA + Hy, sP 4-11
+ Hy, Hy + HHA, comme dans tous
les groupes Hy, les valeurs obtenues
pour la concentration de 10" M sont
plus élevées que celles observées
pour la concentration de 10-% M.
Hy ajoutée apres 2 h montre que:
1) La valeur de HHA + Hy a 108
M n’est pas significativement
différente de la valeur obtenue
avec HHA seule & 108 M.
A la concentration de 101
M, la valeur de HHA + Hy
est significativement plus
stimulante que HHA 10°M
seule (P< 0.05).

La méme observation est valable aussi pour les
valeurs de sP suivie de Hy.
2) Lorsque le premier facteur ajouté est Hy, les

valeurs obtenues a 10® M sont significativement

augmentées par rapport aux valeurs de HHA,

sP 4-11 ou Hy mises seules (P< 0.01 et < 0.001).

40

Combinaison des molécules a 2h d'intervalle Concentration
10% M (bleue) et 10-1° M (rouge)
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Fig. 13. Régénérations des tétes d’Hydre obtenues pour les ajouts combinés

SP 4-11, HHA et Hy, a 2 h dintervalle. Les histogrammes bleus correspondent &

108 M et les rouges a 10717 M.
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Il faut encore remarquer que Hy +
Hy, Hy+ sP 4-11 et Hy + HHA ont des
valeurs proches les unes des autres
et sont significativement augmen-
tées par rapport aux valeurs d’Hy
seule & la concentration de 10 M
(P<0.05), mais non & 10 M.

Les résultats observés aprés 12 h
sont présentés a la Fig. 14.

Il ressort de I'observation de ce gra-
phique que les valeurs observées a
10® M sont plus élevées que celles
obtenues a 10 ~'° M, sauf pour Hy.

Apres 12 h la valeur de Hy + Hy est
plus élevée a 10 M qua 10° M.
Il y a, a I'évidence synergie entre
les facteurs. La stimulation maxi-
male est observée par Hy + sP
4-11 qui a, & 10 M, 35% de stimu-
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40

Combinaison des molécules aprés 12 heures.
Concentrations 10-8(blev) et 1010 (rouge)M,

2) les valeurs obtenues
pour HHA +Hy ne sont pas

augmentées a 10 M mais le sont
significativement a 10° M par

rapport a HHA (P < 0.05).

stimulation en %

SRS
& @

&

3) Lorsque sP 4-11 est ajouté en
premier, les valeurs de SP 4-11 +
HHA sont significativement plus
élevées que celles de sP 4-11,
aux deux concentrations (P <
0.001). Les valeurs de SP 4-11 +

SR\ o
s
o X

8 ~z~.\x Hy sont plus élevées que celles de
X

sP 4-11 2 10® et 10" M, mais non
significativement.

Fig. 14. Régénérations des tétes d’Hydre obtenues pour les ajouts combinés sP
4-11, HHA et Hy, apres 12h. Les histogrammes bleus correspondent a 10 M et

les rouges a 10° M.

lation, soit P < 0.001, par rapport a Hy, sP 4-11 ou
HHA. Enfin, Hy+ HHA, a 28% de stimulation, soit
P< 0.001, par rapport a Hy, SP 4-11 ou HHA.

La Fig. 15 montre les résultats obtenus aprés un
délai de 20 h.

4) Si Hy est ajouté en premier, les
valeurs de Hy + sP 4-11 24 10% M
sont significativement plus élevées
(P< 0.05) que pour Hy +Hy ou Hy .

Dans les trois séries de tests effectués apres 2, 12 et
20 h et dans chacun des groupes, 'observation des
additions moléculaires montre des effets additifs sur
la stimulation. Cela ressort des Figs. 13, 14 et 15.

Les conditions des tests étant semblables dans les
séries de 12 h et 20 h, les modifica-

40

Combinaison des molécules aprés 20 h.
En bleu concentration 10 M et en rouge 101° M

tions observées entre les résultats
des molécules testées sont asso-

35

ciées a ces temps.

Ainsiapres 12 h et 20 h les valeurs de

HHA + HHA, & 10® M, sont plus éle-

vées a 12 h (P <0.01) aussi bien qu’a

20 h (P<0.05) par rapport a HHA; il

stimulation en %

en va de méme pour la concentra-
tion de 10° M (P <0.001). Observons
que les valeurs obtenues & 10 - ou
a4 10 M a 12 h et 20 h ne sont pas
significativement différentes entre
elles.

Les valeurs mesurées pour sP 4-11
+ sP 4-11 sont élevées a 12 h a la

Fig. 15. Régénérations des tétes d’Hydre obtenues pour les ajouts combinés sP

concentration de 10-* M par rapport
asP 4-11 (P <0.001).

4-11, HHA et Hy, apres 20h. Les histogrammes bleus correspondent & 10 M et

les rouges a 107 M.

Apres 20 h pour HHA + Hy les valeurs sont plus éle-
vées a la concentration de 107 qu’a 10* M de méme
que pour HHA + HHA, Hy, Hy +Hy.
1) Dans le groupe o HHA est ajouté en premier,
les valeurs de HHA + HHA, HHA + sP 4-11, aux
deux concentrations, sont significativement plus
élevées (P <0.05 et 0.001 respectivement) que
pour HHA seule, tandis que

I arcHives pes SCIENCESI

Les valeurs de Hy + Hy & 10 * M

augmentent significativement apres

12 h par rapport a Hy (P <0. 05).
Les valeurs de sP 4-11 + HHA sont a 12 h a 30% de
stimulation & 10 M (P <0.01) et & moins de 20% &
101 M. Apres 20 h, ces valeurs sont égales a pres de
30% pour les deux concentrations.

Pour HHA + HHA et HHA + sP 4-11, apres 12 h.
les valeurs a 10° M (20%), sont moins élevées que

celles quantifiées & 10 M (25%). Quantifiées apres

Arch.Sci. (2017) 69: 163-174 1
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20 h, cette tendance semble s’'inverser: HHA + HHA
passant de 25% a 20% et HHA + sP 4-11 de 20 a
25% de stimulation.

Apres 20 h la combinaison de Hy + Hy n’a presque
plus d’effet tandis que les valeurs de la combinaison
Hy + sP 4-11 restent & 10* M 4 20 % de stimulation et
de 15% a 10 M contre 20%. pour Hy + HHA .

Enfin, aux deux concentrations testées, les valeurs
de HHA + Hy sont plus faibles que celles de Hy +
HHA (Fig. 16).
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nidis et al. 1980; Skrabanek et Powell 1980; Taban
et Cathieni M. 1983, 2002). Nos résultats montrent
quaux concentrations de 10 M et 10-° M, elle a freiné
la régénération de la téte d’hydre, mais elle a mani-
festement exercé des effets stimulant aux concentra-
tions de 109 a 10 1 M.

Les effets des deux antagonistes Al et A2 soulignent
I'implication de la sP dans la régénération de la téte
d’hydre. 11 est intéressant de noter que si sP 1-4 est fai-
blement inhibiteur, cette inhibition devient plus mar-
quée lors de la combinaison de sP 1-11 avec sP 1-4.

Hy +HHA (vert) et HHA+Hy (jaune)
Concentrations 108 M et 10-1°M

Ce sont les acides aminés GIn-
GIn (glutamine) présents dans les
séquences sP 6-11 et sP 7-11 qui ont

30 3

permis de contrebalancer a environ
50% T'effet de Al, tout comme I'avait

fait sP 1-11. La glutamine parait donc
6 jouer un roéle majeur dans la stimu-

20 7N

lation provoquée par la sP 1-11 chez
6 I'hydre, alors que les acides aminés

15 1

stimulation en %

10 A

ARG, PRO, LYS de sP 1-4 sont res-
ponsables de I'effet inhibant la régé-

nération et que la seconde proline,
présente dans sP 4-11 ne participe

apparemment plus a cet effet.

1 2 3 4 5
2h(let2) 12h(3 et 5) 20h (4 et6)

6 Dans la seconde partie, laction de

Fig. 16. Effet sur la régenération de la téte d’Hydre de combinaisons
successives de Hy puis HHA (vert) et HHA puis Hy (jaune) a 2, 12 et 20h.
Les étoiles montrent des différences statistiquement significatives a la

concentration de 10° M a 2 et & 20h (P < 0.05).

Hy ajouté avant HHA conditionne apparemment les
tissus a l'action subséquente de HHA, tandis que I'in-
verse ne se vérifie pas, ceci aux deux concentrations
testées (colonnes 1, 3, 4 pour 108 et colonnes 2, 5, 6,
pour 10°°M).

Ces différences sont significatives a la concentration
de 108 M a2heta20h (P <0,05, étoile¥). Bien que
non significatives pour les autres valeurs, toutes les
différences vont dans le méme sens, ce qui indique
une vraie tendance.

I Discussion

La premiere partie consacrée a la sP a permis d'une
part, de démontrer l'action de ce neuropeptide dans
la régénération de la téte d’hydre et, d’autre part
de préciser I'importance de ses diverses séquences.
La sP est présente chez pratiquement tous les ani-
maux chez qui elle a été recherchée, y compris chez
'homme (Skrabanek et Powell 1978; Constanda-

I arcHives pes SCIENCESI

I'hydra-head-activating  substance
décrite par Schaller (1973a et b) et
Schaller et Bodenmiiller (1981) a été
clairement confirmée. Sa spécifici-
té la rend probablement limitante de
laction stimulatrice exercée par Hy,
mais non de celle due a sP 4-11. Il y a donc une nette
différence entre les actions des trois molécules, méme
si HHA, sP 4-11 et Hy ont tous trois en commun d’exer-
cer des effets stimulants marqués. Les différences se
retrouvent dans les résultats des ajouts pratiqués apres
2, 12 ou 20 h aux concentrations de 10 et 101°M.

La surprise est venue de I'hypoxanthine (Hy). Cette
molécule que nous avions isolée d’Hydra attenua-
ta et dActinia equina en cherchant un facteur de
croissance encore inconnu est un produit du méta-
bolisme des acides nucléiques. La Fig. 12 montre que
Hy est en effet un facteur de croissance actif a des
concentrations beaucoup plus faibles que celles de
sP 1-11 ou HHA, Hy conservant une activité stimu-
lante jusqu’a pres de 1022 M, alors que HHA et sP 1-11
sont inactifs en dessous de 103 M.

Hy est certainement relachée lors de la dégrada-
tion des acides nucléiques des cellules altérées lors
de l'amputation. Elle est ainsi devenue disponible
pour la synthese de 'ADN et donc pour les mitoses
nécessaires a la régénération. Comme elle agit a de
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tres faibles concentrations, Hy apparait donc comme
un stimulant possiblement primaire qui agit sur les
autres molécules qui participent a la régénération.
Galliot (2011) et Chera et al. (2009, 2011) ont bien
montré que les cellules 1ésées lors de 'amputation
émettent des signaux moléculaires, autres que Hy,
qui vont mobiliser les cellules disponibles pour per-
mettre la régénération de I'hydre. Ces mobilisations se
retrouvent chez de nombreux autres animaux (Gal-
liot 2011). L'Hy participe a cette mobilisation. Elle sti-
mule la formation des valeurs mesurées apres l'action
de HHA, mais a I'inverse ces valeurs sont moindres
si HHA est ajoutée avant Hy. HHA ne limite pas de la
méme maniere les stimulations des valeurs mesurées
apres sP 4-11. Ces différences pourraient étre dues
au fait que sP et Hy ont des actions générales, pro-
bablement mitogenes. HHA ayant un effet morpho-
gene, il est possible que son activité soit liée a la mise
en place des cellules en voie de différenciation et que
cette activité soit en relation avec ses effets sur les
valeurs de Hy. Les résultats présentés ici sont compa-
tibles avec cette hypothese.

Les variations relevées dans les écarts-type entre les
différentes moyennes de la Table 1 ne sont dues ni a
la nourriture, ni a la température, ni a la lumiere. Un
ou d’autres facteurs non identifiés ont du intervenir,
sans effet toutefois sur les résultats, puisque les ani-
maux traités ont été comparés aux témoins non trai-
tés observés simultanément.

Nos résultats s'integrent dans les implications nom-
breuses et complexes qui conduisent a la néoforma-
tion, ici des premieres marques de la régénération de
la téte d’hydre.

Les plans de ces structures se trouvent dans les genes,
mais comme pour les territoires de régénération chez
le triton, la mise en ceuvre de ces plans est comman-
dée par le niveau périphérique atteint, ce niveau de
lecture du génome pouvant étre modifié, chez le tri-
ton, par l'acide rétinoique (Niazi et al. 1985).

Lapplication de ces plans délicats demande l'inter-
vention de plusieurs molécules, dont les neurotrans-
metteurs. Chez le triton, 'inhibition de 'un d’eux suf-
fit & bloquer ou freiner la régénération de la patte,
ainsi l'alpha-méthyl-p-tyrosine qui empéche l'action
des catécholamines limite, de ce fait, la régénération
(Taban et al. 1976), comme par analogie, ici, Al et A2
limitent la régénération chez I'hydre.

Nos résultats démontrent de plus que les trois molé-
cules sont interactives. Chacune agit sur leffet
mesuré de lautre. Comme I'édification du régéné-
rat, en trois dimensions, reste naturellement d'une
grande complexité, nos résultats illustrent une
facette des moyens mis en ceuvre. Ils s’inscrivent
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dans la quéte des mécanismes impliqués. Galliot
a mentionné que la régénération de la téte d’hydre
demande des morts cellulaires et une nouvelle neu-
rogénese (Galliot 2013 ; Vriz et al. 2014). Or la sP est
un neurotransmetteur. D’autres neurotransmetteurs
existent chez Hydra attenuata, comme les catécho-
lamines ou la sérotonine. Dosés chez I'hydre, ceux-
ci ont montré des variations journalieres et saison-
nieres (résultats non publiés). Or nous savons que
les catécholamines interviennent dans la régénéra-
tion chez le triton (Taban et al 1978a, 1978b; Taban
et Cathieni 1989).

Les mesures des effets réciproques des trois molé-
cules montrent I'importance des temps d’application
de chacune d’entre elles. La premiere hypothese est
quelles agissent chacune sur des récepteurs cellu-
laires. On sait que la sP, par exemple, peut agir sur
les récepteurs NK1 (Cathieni et al. 1995). Chacune
des 3 molécules pourrait aussi avoir une action sur les
récepteurs des autres. Cela reste a démontrer. D’autre
part, on ne peut exclure une influence possible de
I'une ou l'autre ou des 3 molécules sur certains des
transcripts identifiés (Wenger et Galliot 2013 ; Vriz et
al. 2014). Sila ou les causes a l'origine des différences
observées dans les interactions observées demandent
encore a étre élucidées, ces interactions sont néan-
moins évidentes.

Les tentacules mesurés se trouvent a l'extrémité dis-
tale de la téte d’hydre et apparaissent comme les pre-
miers témoins de la formation du régénérat. Pour
certains cette néoformation primaire révelerait une
«dominance distale» (Shuraleff et Thornton 1967).
Chez le triton, par exemple, lorsqu'un bourgeon de
régénération apres amputation de la patte est de
petite taille, seuls un ou deux doigts sont formés au
lieu du membre entier (Guyénot et Schotté 1923).

La connaissance des génes HOX indique que les
structures et fonctions animales sont programmeées
(Duboule 1989; Sordino et al. 1995; Di Poi et al.
2010). Ces programmes tiennent compte, lors de la
régénération, des éléments existants. N'est régénéré
que ce qui a été détruit, enlevé. La présence des tis-
sus ou membres, méme morts mais en place, prévient
toute régénération. Ce sont les parties de 'animal
restantes apres amputation qui indiquent au génome
ce qui doit étre reconstitué. La nature de ces infor-
mations reste a trouver.

I Conclusions

Les capacités régénératives de I'Hydre ont été
décrites en 1774 par Trembley (Trembley 1774).
Elles font partie des réparations que la nature

applique apres les traumatismes.
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Ce mémoire montre les effets et les effets réci-
proques de trois molécules, HHA, sP et Hy dont la
présence chez 'hydre a été démontrée précédem-
ment pour les deux premieres et dans ce mémoire
pour Hy.

La génétique et I'épigénétique donneront sans doute
les éléments cellulaires mobilisés par ces trois molé-
cules ainsi que sur ceux qui les ont mobilisés. Le fait
que Hy se soit révélée un facteur important de sti-
mulation de la régénération de la téte d’hydre mérite
d’étre relevé. La stratégie de la nature a été d'utili-
ser ici un produit probablement relaché par les cel-
lules 1ésées, pour activer la réparation. Les cellules
endommagées par un traumatisme et mourantes
envoient des signaux, comme l'ont montré Galliot
(2013) et Vriz et al. (2014), et Hy est capable d’acti-
ver la régénération. On sait que dans les blastemes
de régénération chez le triton, les cellules sont for-
tement interconnectées (Taban et Cathieni 2002 )
permettant ainsi de nombreuses inter-réactions.
Le nombre de transcripts (Wenger et al. 2013) est
considérable et souligne la complexité de I'édifica-
tion des étapes nécessaires a la formation des ten-
tacules, premiere étape de la régénération de la téte
d’hydre. Par la suite ces tentacules vont repérer, sai-
sir les proies et les amener a l'orifice buccal. Il nest
donc pas surprenant que les structures et fonctions
requises nécessitent une mise en place complexe.
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