60376
1971
124=1

K e i "
| N° D'ORDRE 249

- UNIVERSITE DES SCIENCES ET TECHNIQUES DE LILLE

THESE
présentée a

L’U\NlVyERSlTE DES SCIENCES
ERESIE G B IN QU ES S RS o] I (5

pour obtenir
. LE GRADE DE
DOCTEUR ES SCIENCES NATURELLES

par

ROGER MARCEL

CONTRIBUTION A L'ETUDE DE FACTEURS
INTERVENANT DANS LA REGENERATION CHEZ LE

LOMBRICIEN [IS[NIA

\)‘ + QL il Vo
LwL%/
Soutenue N’HECE 1971

devant la commission d'examen

MM. R. DEFRETIN  Président
M. DURCHON Rapporteur
T. LENDER Examinateur
- F. ANDRE ‘Exumincieur

SCD LILLE 1

a \II\ \I\I\|\\|\| \\I | |

D 030 196808 8



o5t

N° D'ORDRE 249 lggl,:i '?1%‘)7716
o | Zh- | 124e1

UNIVERSITE DES SCIENCES ET TECHNIQUES DE LILLE

THESE

présentée @

L'UNIVERSITE DES SCIENCES
ET TECHNIQUES DE LILLE

pour obtenir
LE GRADE DE
DOCTEUR ES SCIENCES NATURELLES

par

ROGER MARCEL

CONTRIBUTION A L'ETUDE DE; FACTEURS
INTERVENANT DANS LA REGENERATION CHEZ LE
LOMBRICIEN  EISENIA HHII]A SAV. F. TYPICA

(ANNELIDE QFIGO

PRI ' /
Soutenue le *1971
\\ L n,\“ s
devant la commission d examen

MM. R. DEFRETIN  Président
M. DURCHON Rapporteur
T. LENDER Examinateur
F. ANDRE Examinateur



CONTRIBUTION A L'ETUDE DE FACTEURS

INTERVENANT DANS LA REZENERATION

CHEZ LE LOMBRICIEN ETSENTA FOETIDA SAV.

F. TYPTCA (ANNELIDE, OLIGOCHETE)

Roger MARCEL

Laboratoire de Biologle Animale et Laboratoire Associé au CNRS n° 148

Université des Sciences et Techniques de Lille



UNIVERSITE DES SCIENCES
ET TECHNIQUES DE LILLE

DOYENS HONORATIRES de 1'ancienne Faculté des Sciences

MM. H, LEFEBVRE, M. PARREAU,

PROFESSEURS HONORATRES des anciennes Facultés de Droit et

Sciences Economiques, des Sciences et des Lettres

M. ARNOULT, Mme BEAUJEU, MM, BEGHIN, BROCHARD, CAU, CHAPPELON, CHAUDRON,
CORDONNIER, DEHEUVELS, DEHORNE, DEHORS, FAUVEL, FLEURY, P. GERMATIN, HEIM
DE BALSAC. HOCQUETTE, KAMPE DE FERIET, KOURGANOFF, LAMOTTE, LELONG, Mme
IELONG, LIEBART, MARTINOT-LAGARDE, MAZET, MICHEL, NORMANT, PARISELLE,
PASCAL, PAUTHENIER, PEREZ, ROIG, ROSEAU, ROUBINE, ROUELLE, WIEMAN,

ZAMANSKY .
PRESIDENT DE L'UNIVERSITE
DES SCIENCES ET TECHNIQUES DE LILLE
M. DEFRETIN René Professeur de Biologie Marine
Directeur de l'Institut de Bilologle Marine
et Régionale de Wimereux.
PROFESSEURS TITULAIRES
M. BACCHUS Plerre Astronomie
M. BEAUFTLS Jean Pierre Chimie Générale
M. BECART Maurice Physique
M. BLOCH Vincent Psycheophysiologie
M. BIAYS Plerre Géographie
M. BONNEMAN Plerre Chimie et Physico-Chimie Industrielle
M. BONTE Antoine Géonlogie Appliquée
M. BOUGHON Pierre Mathématiques
M. BOURIQUET Robert Biologie Végétale
M. CAPET Marcel-Francis Institut de Préparation aux Affaires
M., CELET Paul Géologie
M. CONSTANT Eugéne Physique Industrielle - Electronique
M. CORSIN Pilerre Paléobotanique
M. DECUYPER Marcel Mathématiques Générales



Professeurs Titulaires (Suite)

M. DEDECKER Paul Mathématiques
M. DEFRETIN René Biologie Marine
M. DELATTRE Charles Géologie Générale
M, DURCHON Maurice Zoologie Générale et Appliquée
M, FOURET René Physique
M, GABILLARD Robert Radio-électricité et Electronique
M, GEHU Jean-Marie Institut Agricole
M. GLACET Charles Chimie Organique
M. GONTIER Gérard Mécanique
M. GUILLAUME Jean Biologie Végétale
M, HEUBEL Joseph Chimie Minérale
Mme LENOBLE Jacqueline Physique Expérimentale
M. LOMBARD Jacques Sociologie
M, MONTARIOL Frédéric Chimie Appliquée
M. MONTREUIL Jean Chimie Biologique
M. POUZET Pilerre Informatique
Mme SCHWARTZ Marie-Héléne Analyse Supérieure
M. TILLIEU Jacques Physique Théorique
M, TRIDOT Gabriel Chimie
M, VAILLANT Jean Mathématiques
M. VIDAL Plerre Automatique
M. VIVIER Emile Biologlie Animale
M. WERTHEIMER Raymond Phvsique
PROFESSEURS A TITRE PERSONNEL
M. BOUISSET Simon Physiologle Animale
M. DELHAYE Michel Chimie
M. FLATRES Pilerre Géographie
M, LEBRUN André Electronique
M. LINDER Robert Botanique
M, LUCQUIN Michel Chimie Physique
M. PARREAU Michel Mathématiques Appliquées
M. PRUDHOMME Rémy Droit et Sciences Economlques
M.

SCHILTZ René Physique



= 2 2R R R RRXRXXZE=ZZ=

M.

PROFESSEURS SANS CHAIRE

. BELLET Jean

BILLARD Jean
BODARD Marcel
BOILLET Pierre
DERCOURT Jean-Michel
DEVRAINE Pierre
GOUDMAND Pierre
GRUSON Laurent
GUILBAULT Pierre
LACOSTE Louls
LANDAIS Jean
LEHMANN Daniel
LOUCHEUX Claude
MAES Serge

Mlle MARQUET Simone

M.
M.
M.

2 2 ERRERREREREEERE

MONTEL Marc
PANET Marius
PROUVOST Jean

Physique

Physique
Botanique
Physique

Géologie

Chimie Minérale
Chimie
Mathématiques
’hysiclogle Animale
Biologie Végétale
Chimie
Mathématiques
Chimie

Physique
Mathématiques
Physique

IEEA
Minéralogie

MATTRES DE CONFERENCES (et Chargés de fonctions)

ANTOINE Philippe
ADAM Michel

ANDRE Charles
ANGRAND Jean-Pierre
AUBIN Thierry

BART André

BEGUIN Paul
BKOUCHE Rudolphe
BOILLY Bénoni
BONNEMAIN Jean-Louis
BONNOT EBrnest
BRUYELLE Pilerre
CAPURON Alfred
CARREZ Christian
CORDONNIER Vincent

Hathématiques
Economie Politique
Sciences Economiques
Géographie
Mathématiques Pures
Biologie Animale
Mécanique des Fluides
Mathématiques
Zoologie

Biologie Végétale
Biologie Végétale
Géographie et Aménagement Spatial
Biologle Animale
Analyse Numérique

Informatique



M. CORTCIS Jean

M. COULON Jean-Paul

M. DEBRABANT Pierre

M, DOUKHAN Jean-Claude
M, DRIEUX Baudoin

M. DYMENT Arthur

M. ESCAIG Bertrand

Mme EVRARD Mlcheline

. FROELICH Daniel
GAMBLIN André

GOBLOT Rémi

GOSSELIN Gabriel
GRANELLE Jean-Tacques
HERMAN Maurice

HUARD de la MARRE Pierre
JOLY Robert

M. JOURNEL Gérard

Mle KOSMANN Yvette

M. KREMBEL Jean

M. LABLACHE-COMBIER Alain
M. LAURENT Frangols

M. LAVAGNE Plerre

Mle LEGRAND Denise

Mle LENRAND Solange

Mme LEHMANN Jesiane

M. LENTACKER Firmin

M. LHENAFF René

M. LOCQUENEUX Robert

M. LOUAGE Francls

Mme MAILLET Monique
MATIZIERES Christian
MALAUSSENA Jean-Louls
MERIAUX Emile
MESSELYN Jean

MIGEON Michel
MONTUELLE Bernard
MUSSCHE Guy

NICOLE Jacques

=2=22z358

ZZZZFZZZ

Physique

Physique Appliquée
Instrumentation Géophysique
Physique

IEEA

Mathématiques

Physique

Chimie

Sciences des Matérieux
Géographie

Mathématiques

Soclolngie

Sciences Economiques
Physique

Mécantque

Biologie (Amiens)

Physique

Mathématiques

Chimie Biologique

Chimie

Automatique

Sciences Economiques et de Gestion
Mathémat iques
Mathématiques (Calais)
Calcul des Probabilités
Géographie et Aménagement Spatial
Géographie

Physique

Mesures Industrielles
Sciences Economiques

EEA

Sciences Economiques
Sciences de la Terre
Physique

Chimie (Sciences Appliquées)
Biologie Végétale

Sciences Economlgues

Chimie Analvytique



2 2 2 2 2 R X

Mme RENVERSEZ Frangoise

2 =2 2R =2 2 =

OUZIAUX Roger
PAQUET Jacques
PARSY Fernand
PONSOLLE Louis
PERROT Pilerre
POVY Jean-Claude
RACZY Ladislas

ROUSSEAU Jean-Paul
SALMER Georges
SIMON Michel

SLIWA Henry

SMET Plerre

SOMME Jean

Mlle SPIK Geneviave

M.,
M,
M.
M.
M.

TOULOTTE Jean-Marc
TREANTON Jean-René
VANDORPE Bernard
VILETTE Michel
WATERLOT Michel

Technologie des Machines
Géotechnique
Mathématiques

Chimie (Valenciennes)
Chimie

Automatique

Fhysique

Sciences Economiques
Physiologie Animale
Radio-électricité et Electronique
Psychologile

Chimle

Phyvsique

Géographle

Chimie Biologlque
Informatique
Psychologile
Chimie-Physique

génie Mécanique

Géologie



S OMMATRE

INTRODUCTION +ivvvenennnnanoonn sieeesesitansrasae et sesaceseanan eees P 1
TERMINOLOGTE . ..vvnwn. Cereeie e Ceveiaienes e R - R
MATERIEL ET METHCDES .......... esecsseecan s Ceeesasarereaes ceoe . 5
A - ELEVAGE ....... teeons Ceesersracsseseanas . ceenese cecsesease 5
B -~ TECHNIQUE CPERATOIRE +iveeeeseerscoseeanconososenscnsens R < I &
1 - Cultures organotyPlquUES v.veeeeveveeesecsetoseosescssssensens Do 6
2 - Opérations in vivo ........ Ceeeeees eeearereeesanesbanas ceese Do T
C - TECHNIQUE HISTOLOGIQUE 4ivuevenssastonconnarssossossanssonans ee.. P. 8
- TECHNIQUE BIOMETRIQUE ..... S et resisseauerrsetasabetaannian ceese P 9
E ~ TECHNIQUE BIOCHTMIQUE ... ...... tere sereens e eessacecscan I < |
" PREMTERE PARTIE
ETUDE EXPERTMENTALE pw.10
T - REGENERATION CEPHALIQUE ..... O eve D. 11
Chapitre 1 - MISE EN EVIDENCE D'UNE SUBSTANCE INHIBITRICE ....e.e... P. 11
1 - Trongons 8 - 13 (= "antérieurs”) iuiieeevivieeeenseerenaeenes po 11
2 - Trongons B - 23 (= "postérieurs”) ...vivieererrrseeoeeesenees Po 12
3 - Conclusion ...v.cvvenen vunnn. PO P V4
Chapitre 2 - ROLE DU SYSTEME NERVEUX AU COURS DE 1'INHIBITION
DE LA REGENERATION CEPHALIQUE .vievcvsosconss seseenas .. D. 14
1 - Influence du systdme Nerveux antérieUr seeeeeescscsecsssssees Po 14
- Action du broyat de moitiés dorsales et ventrales
prélevées dans la région céphalique .ieeeeeseesscsssscassssss Do 15
3 - Effet des broyats des différentes parties du
systéme nerveux central i..iseeeeceesassrscceascscsscsscssnanss Do 17
4 - Action des broyats de ganglions ventraux prélevés
4 différents niveaux de 1'axe antéro-postérieur ...csceseesss po 18
5 - Effets de la dilution de broyats des ganglions 5 & 7 veeveses Po 19
Discussion et conclusSion secessescessseossesosssnsssccnsssssscses Do 20
Chapitre 3 - ROLE INDUCTEUR DU SYSTEME NERVEUX .e.eeeeevsscsossscess Po 25
Chapitre 4 ETUBE "IN VIVO" DE L'INHIBITION CEPHALIQUE ............ p. 28
1 - Régénération eprés injection unique de broyats sseesessecsess Do 28
2 - Régénération apreés injections répétées de broyats «ieeeeeee.s Do 30
Discussion et concluSion seeseeseesecessssessscosssssssssessssecs Po 3l



IT - REGENERATION CAUDALE .ivvveeeccnsenoncs

Chapitre 5 - ETUDE "IN VIVO" DE 1'TINHIBITION ......... Cveereerienes
1 - Régénération au niveau de 1'intersegment 50/51 vvvesvserecnns
2 - Régénération au niveau de l'intersegment 60/61 vuveeeseosonss

Discussion et conclusion secevieeeeeecsasoscsssssesonscscoscccssess

III - DISCUSSION ET CONCLUSIbN DE LA PREMIERE PARTIE .......

DEUXIEME PARTIE

ACTION DES SUBSTANCES INHIBITRICES SPECIFIQUES
SUR LE BLASTEME DE REGENERATION (Etude histologique)

Chapitre 1 - LE BOUCHON CICATRICIEL CHEZ LES VERS INHIBES ....cees0

Chapitre 2 - LES PREMIERS STADES DE LA REGENERATION ANTERIEURE ....
1 - Chronologie des différentes phases de la
régénération chez les tEMOINS c.eeveesoeessscccsssssccccssvans
2 - Mise en place et évolution du bourgeon de régéné-
ration en présence de broyat de tEteS eeeesoscccscccsscsscscns
3 ~ Evolution du blastéme en présence de broyat de QUEUES eevsesvn

COoNCIUSTION. tsteeveesrvsoconssononssoassanenses

Chapitre 3 - LES PREMTERS STADES DE LA REGENERATION CAUDALE ...... .o
1 -~ Les différentes étapes de la régénération
chez: 1es témolIns uuuvesesessssosorccssssossassasssesassnvooes
a - Chronologie des différents stades de la
régénération dans le type "clos" seeeereccnccerscrscranns
b - Chronologie de la régénération suivant
le type "ouvert" suiiiieieeseriececirensnisscroisasnasans
C = NISCUSSION tveetersserscesasesacsacesosssssssssscssonsnns
2 - La régénération chez les vers ayant
regu du broyat de QUEUES cseesessecscnsssscsssorssssssssssnne

3 - La régénération en présence de broyat de t€tes seveeeececeens

ConClUSion © 000 0 000060060080 00600000480000068¢30900080600000000s0000809000s0

DISCUSSION ET CONCLUSTON DE LA DEUXIEME PARTIE 4.vevesenvnnnnsnnnccos

p.
p.
jop

pl

o

P.

.

Pe

p.

p.

p.

p-

D.
P.

P.
pb.
P.

23

- 35

34
25
25

38

41
83
45
45
56

7
48

. 50

50
51

55
55

54
55
56
57



TROISIEME PARTTE

ACTION DES SUBSTANCES TNHIBITRTICES SPECIFIQUES
SUR LES CELLULES SECRETRICES DE LA CHAINE NERVEUSE

Chapitre 1 - CYCLES NEUROSECRETOIRES CHEZ LES TEMOTNS EN REGENERATION

1 - Le neuromére d'Eo foetida © 600000 0000000020000 006000s083080000000

2 - Cycle sécrétoire au cours de la régénération antérieure .....
> - Cycle sécerétoire pendant la régénération caudale sieeeveceees
)4' - DiSCUSSiOl’l et ConCluSion 0 000060060000 0000000c8000000c0s00bsesS

Chapitre 2 - CYCLE SECRETOIRE EN PRESENCE D'INHIBITEUR CEPHALIQUE
OU DE SUBSTANCE TROPHIQUE D'ORIGINE CAUDALE ......veesee
1 - Action de 1l'inhibiteur céphaliqUe suieeeecesosssssoscasocsosns
2 - Action de la substance trophique d'origine caudale «ieeeeoees

3 = Conclusion 9 08 000 80005 0000000000000 R 0000 P00OOCOEOIESEIOEOSITOSOIIONTPCEDS

Chapitre 3 - CYCLES SECRETOIRES EN PRESENCE D'INHIBITEUR ET DE
SUBSTANCE TROPHIQUE AU COURS DE LA REGENERATION
CAUDALE 4t .vcevsverossvaavsanasonssssosessnssensssancsces
1 - Action de 1'homogénat de réglons caudales «eeeeeseooeesoensss
2 - Action de 1'homogénat de réglons céphaliQUeS eeveeeeeseessess

3 - Discussion et conclusion

0050005000200 00¢00000 00000000000 0000

DISCUSSTON ET CONCLUSTON DE LA TROISTEME PARTTE

¢ o8 0000000 s 000 00 .

\n

QUATRIEME PARTIE

APPROCHES BTOCHIMIQUES DE L'ISOLEMENT
DE LA SUBSTANCE INHIBITRTCE CEPHALIQUE

INTRCDUCTION

Chapitre 1 - CARACTERTSATTON D'UNE FRACTION DTALYSABLE ACTIVE .......
1 .- Méthode ........

2 - Essal biologique D R N I I A R I N I I R A N N I I N R A A R I

3 - COI’lClusj.On ® 600 0900000000000 000050000000800000080000000000000 0

p.
p.

p.

59

f2
62
63
66
67

70
70
72
T4

76
76

78
81

. 84

93
93
93
ol



Chapitre 2 - COMPCSITION DE LA FRACTION MICROMCLECULAIRE ET

FRACTIONNEMENT SUR RESINES ECHANGEUSES D'IONS

A - ELECTRCPHORESE A PH 3,9 teivviereencnnnan. oo

1 - PrOtOCOle LR B R I I A BN A R A )

oo a0

2 - RéSUItatS ® 0 6000 0000058000000 9000000000090 00 000800000080

B - CHROMATOGRAPHIE SUR ECHANGEURS D'IONS ......... .

l - PPOtOCOle 20600 ec0 00000000000

S s 0ec s 0000000080000 0000

2 - Résultats des tests bilologigUesS cueveeececssenscscraccosasenss

3 - COﬂClusiOD 0000000000000 0000800t

Chapitre 3 - ANALYSE DE LA FRACTION DITE "NEUTRE" ..

l b Electrophorése é pH 3,9 S e acs e es e cvnr e

se 000

2 - Composition en acides aminés de la fraction dite "neutre" ...

a - Analyse de la fracticn "neutre"

avant hYdrOlyse 0 00 0600002800000 000900000008 00000s00s0000c0s0s

b - Composition en acides aminés apres

hydPOlySe de 24 h. €0 0000 000000000000 000000000000000009002

¢ - Hydrolyse de la fraction "neutre" pendant 48 h, v.ceceees

3 - COHCIUSion ® 0 0006006006060 00085500060 000605080600 0800606060000 0600s09000000e

CONCLUSION DE LA QUATRIEME PARTIE ovveverencnooes

DISCUSSION ET CONCLUSION
GENERALES

LIS

p.

D
Pe.
P.

95

95
95
95

96
96
97
97
9
9

100

100
100
101
102

103

104



AVANT -PROPCS

Avant de commencer cet expcsé, je tiens & remercier tout
particuligrement Monsieur le Professeur DURCHON qﬁi m'a confié ce sujet
de thése, Je n'oublie pas qu'il m'a initié & la recherche, lorsque j'al
entrepris, sous sa direction, un Dipl6me d'Etudes Supérieures. Il m'ac-
cueillit alors dans son laboratoire et m'enseigna non seulement des tech-
niques mais aussil et surtout, avec un enthousiasme communicatif, et malgsé
de nombreuses difficultés matérielles, le désir acharné de connaltre,
Depuis, malgré ses charges de plus en plus lourdes, il a toujours suivi
dans le détail 1'évolution de mon travail, me guidant et me conseillant
constamment, Qu'il veullle bien accepter, avec ce mémoire, 1'expression
de ma respectueuse gratitude.

Je tiens & remercier également Monsieur le Professeur DEFRETIN,
Président de 1'Université de Lille I, de 1'intérét qu'il porte & mon tra-
vall, Je lul suis particulidrement reconnaissant d'avoir accepté de pré-
sider mon Jury de Thése en dépit de ses importantes responsabilités admi-
nistratives. .

Monsieur le Professeur LENDZR, de l'Université de Paris XT, m'a
fait 1'honneur de s'intéresser & mes recherches et de participer & mon
Jury de Thése, Je me permets de luil témoigner ma sincére reconnaissance.

Je remercile également Monsleur le Professeur ANDRE, de 1'Uni-
versité de Bordeaux I, qui & bien voulu accepter de juger ce travail en
participant' & mon Jury de Thése.

Une partie des expériences a pu €tre réalisée au Laboratoire
de Chimie Biologique grice & 1l'obligeance de Monsieur le Professeur .

MONTREUIL & qui j'adresse mes vifs remerciements.



INTRODUCTION

C'est surtout depuis la fin du XIX° siZcle que les recherches ex-
périmentales ont permis d'étudier le phénoméne complexe de la régénération
chez les Oligochdtes. Ces trés nombreux travaux ont été analysés dans les
remarquables mises au point de STOLTE (1955) et AVEL (1959). Toutefois il
est nécessaire de comparer les rdsultats obtenus chez les Oligochétes & ceux
décrits dans d'autres groupes de vers, en particulier les Polychdttes et les
Planaires. C'est ainsli que les articles de synthése de AVEL (1947, 1961),
ABELOOS (1965), HERLANT-MEEWIS et DELIGNE (1965) et LTRCHON (1967 a, 1967 b)
sur les Annélides Polychites et Oligochdtes, WOLFF (1962, 1967) chez les
Planaires, permettent de dégager les faits suivants.

AVEL (1930, 1932, 1947) montre chez Eisenia foetida, par de déli-

cates opérations, que "la chalne nerveuse ancienne est nécessaire 2 une ré-

génération normale, qu'clle ne détermine pas la nature du régénérat, qu'elle
n'est pas 1'inducteur des différenciations mais qu'elle provoque la prolifé-
ration des tissus ecto-mésodermiques". (AVEL, 1959).

OKADA (19%2) déterminc la poussée de tétes supplémentaires ci dé-
tournant la chalne nerveuse chez My=icola eesthetica et chez Eisenia foetida

(OKADA et KA \KAMI, 1943).Ainsi prend corps la notion de "rdle trophique”

de la chatne nerveuse.

CHILD (1911, 1929). & partir d'expériences sur les Planaires for-
mule sa célivre théorie des "gradients". Pour cet auteur, le gradient méta-
bolique axial est maintcnu par la "dominance" de la té&te. Cette notion de
dominance est évidemment 1ide & celle d'inhibition. Ce phénoméne est démon-
tré chez les Planalres, au niveau de la t8te, de la queue ou de différents
organes par RAND et BROWNE dés 1926, suivis entre autres par LENDER (1955),
PENTZ (1961, 1963), ZILLER-SENGLL (167). (Voir Tableau I).

Des expériences du méme type sont conduites sur une Némerte, Linews
vegetus par TUCKER (1959) puls par SMITH (1963) sur le Polycheéte Clymenella




TABLEAU 1

RECHERCHES ANTERIEURES SUR

L'INHIBITION CHEZ DIFFERENTES

ESPECES DE VERS

AUTEURS ANNEE ESPECES TECHNIQUES
_ PLANAIRES

N

CHILD 1911 Planaria dorotocephala Sections

- Planaria sp. "

RAND et ELLIS ,1926 Planaria maculata Sections :double-téte

o , double-queue
RAND et BROWNE | 1926 P. maculata Greffes
LENDER 1955 Polycelis * nigra Broyats
1956 Dugesta lugubris Greffes-Broyats
PENTZ et 1961 Polycelies nigra Sections
SRILERN-ASPANG
ZILLER-SENGEL | 1966 Dugesia lugubris Greffes = Broyats
1967 a, b| D. tigrina "
Polycelis nigra "

NEMERTES

TUCKER 1959 Lineus vegetus Broyats
POLYCHETES

SMITH(S.D.) 1933 Clymenella torquata Brbyats
OLIGOCHETES

KROPP 1963 Helodeilus caliginosus Broyats

MARCEL 1967 Eisenia foetida typica Broyats

CHAPRON 1969 Eigenia foetida unicolor | Greffes

Voo

D
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torquata, Utilisant les méthodes des greffes ou des broyats dilués dans le mi-
lieu de culture, ces auteurs ont pu montrer qu'une t&te ou une queue ou un or-

gane inhibait spécifiquement la régénération de la partie homologue amputée.

Chez les Oligochetes, KROPP (1933) essayant de montrer le rdle tro-
phique du syst2me nerveux antérieur sur la régénération céphalique, a observé,
au lieu d'une action favorisante, un affaiblissement de la régénération de la
t8te, Cet auteur, toutefois, n'a pas interprété ce fait comme le résultat d'une
inhibition.

AVEL(1941, 1950) a mis en évidence les processus inducteurs qul inter-
viennent au cours de la régénération cérhalique chez les Lombriciens. De son cdté
IDER (1952) a montré le r8le inducteur du cerveau sur la régénération des yeux

de la Planaire Polycelis nigra, Sur cette méme espdce, PENTZ (1961, 1963) a ob-

servé que le développement des yeux, aprés induction cérébrale, était 1imité en
tallle et en nombre par un facteur inhibiteur issu de ces yeux mémes : si 1'in-
fluence inductrice est peu importante,un petit nombre d'yeux se développe ; mais
chacun d'eux atteint une grande taille car la quantité de facteur inhibiteur en
provenance des yeux néoformés est faible. Par contre si 1'induction est forte,
le nombre d'yeux est grand ; 1'inhibition est alors elle aussi trés forte : par
suite les yeux restent petits. WOLFF et ses éléves, ayant repris certalnes expé-
riences anciennes et ayant précisé ces résultats par de nouvelles, ont pu ex-
pliquer le mécanisme de la régénération des Planaires par un enchalnement d'in-
ductions,

Des travaux de HUBL (1956), il ressort que la présence du cerveau
serait nécessaire a la régénération caudale aprds section des dix derniers seg-
ments., Ces résultats n'ont pas été entidrement confirmés par des recherches
plus récentes sur des Lombriciens amphodynames ou homodynames. En ce qui concerne
Eisenia foetida, 1l semble que le cerveau soit nécessaire dans les cas de régé-
nération trés postérieure mais non & des niveaux plus antérieurs (JUBERTHIE, 1965)

D'autre part GERSCH et VOHLRARE (1965) ont mis en évidence le rdle de
cellules neuroséerétrices cérébrales dans la régénération postérieure d'Enchy-
tracs (0Oligochdte Limicole).

Ainsi donec, il apparait que la régénération serait sous la dépendance
du systéme nerveux central. Celui-ci la fevoriserait grdce & un triple rdle :

1 - endocrine, par l'élaboration dans des neurones du cerveau d'une

hormone agissant sur la régénération postérieure ;



2 - Inducteur, au cours de la morphogentse da certains organes,

en élaborant une "organisine" ;

3 - trophique, au niveau de la chalne nerveuse, en particulier

aux abords du front de section.

D'autre part, la régénération pourrait &tre limitée par un systéme
inhibiteur, emp@chant la formation d'un organe déja mis en place (voir
Tableau I).

Dans ce travail, notre but a été, chez une espdce d'Oligochéte

terricole, Eisenia foetida, d'analyser ces différents facteurs, d'en locali-

ser 1'origine et de tenter d'isoler les principes actifs responsables, dans
la régénération céphalique et dans la régénération caudale. Toutefois, 1l'ac-
tion endocrine étant controversée chez E. foetida (S\UDAIN, 1968) ou tout

au moins limitée & la reformation des derniers segments caudaux (JUBERTHIE,
1965), nous nous sommes placés dans des conditions expérimentales telles
(50° et 60° segments) que cette action ne pouvait se faire sentir et intro-
duire, le cas échéant,une cause d'erreur,

Nous nous proposons donc, dans une premiére partie, d'étudier
expérimentalement 1'inhibition spécifique et le rSle trophique de la chatne
nerveuse, ainsi que le r6le inducteur du cerveau. Dans une deuxiéme partie,
nous rechercherons histologiquement sur quels tissus ou cellules influe
1'inhibition et nous envisagerons l'origine possible du facteur trophique
de la chalne vintrale (3° partie). Enfin dans une quatriéme partie, nous
essayerons d'aborder le probléme de 1'isolement, par des méthodes biochimi-

ques, de la substance inhibitrice ainsi mise en évidence.



Figure 1 - Terminologie,

a - Apres coupure en deux trongons (plan horizontal) une partie postérieure est limitée

par un front de section antérieur (F S A) et forme (fliche) un régénérat céphalique.

b - Une partie postérieure est limitée par un front de section postérieur (F S P)

et forme (fléche) un régénérat caudal,
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Figure 2 - Etendue des territolires de régénération.

Le territoire téte sfétend Jusqu'au 239 métamére tan-
dis que le territoire queue commence vers le 20°.

Les sources d'inhibiteurs (en grisé sur la figure) sont
localisées dané la "régicn céphalique" (les 7 premiers
segments et le prostomium) et dans la "région caudale"

(les 10 derniers métaméres et le pygidium),
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TERMINCLOGIE

Nous utiliserons dans ce travail la terminologle définie par
AVEL (1959). Lorsqu'un ver est coupé en deux (quelle que soit la taille
des fragments) le trongon antérieur est limité par un front de section
postérieur et la régénération, si elle a lieu, est dite postérieure ou

caudale, Inversement, une partie postérieure formera éventuellement, vers

1'avant, un régénérat antérieur ou céphalique (Fig. 1). Nous avons suivi
AVEL (1959) aprés GATES (1949) pour qualifier d'équimériques, hypomériques

ou hypermériques des régénérats respectivement & nombres de segments égaux,

inférieurs ou supérieurs & ceux de la partie amputée.

Ce que nous appelons région céphalique, en particulier comme
source d'inhibiteur, ne correspond nullement & la région "céphalisée"
discutée par AVEL(1959), mais comprend les 7 premiers segments et le pros-
tomium. De méme, nous nommons région caudale les dix derniers métameres et
le pygidium (Fig. 2).

Le territoire de régénération céphalique (= territoire té€te)

s'étend, chez Eisenia foetida, Jusqu'au 21° segment (ANDRE, 1949, cité par
AVEL, 1959) ou 23° segment (GATES, 1949). D'aprés GATES (1950), des régé-
nérats caudaux, métamérisds, peuvent &tre obtenus & partir de 1'interseg-

ment 20/21. La figure 2 schématise 1'étendue de ces deux territoires.




MATERIEL ET METHODES

Toutes nos recherches ont été conduites sur le Lombricien

Eisenia foetida Sav. forme typica, esptce homodyname que nous avons élevée

au laboratoire suivant plusieurs procédés,

A - ELEVAGE

1 - Technique de HERLANT-MEEWIS (1954)

Des adultes, sexuellement miirs, prélevés dans la nature

d'abord, puls provenant de notre élevage, sont conservés par couples pen-
dant quelque temps dans des boftes de Pétri sur du terreau tamisé, bien
humide, additionné de feuilles de fréne macérées. Lorsque la fécondation
réciproque des partenaires est prouvée par 1'émission de plusieurs cocons,
les vers sont isolés dans des boltes d'élevage identiques aux précédentes,
Cet 1solement autorise un rythme de ponte plus rapide, comme 1'a montré
HERLANT-MEEWIS, et nous a permis de récolter en moyenne un cocon tous les
troils Jours et par ver contre un cocon tous les six Jours, par ver, lors-
que ceux-ci restent par couples. Les cocons sont relevés troils fois par
semaine et mis & incuber dans une bolte de Pétri, entre deux rondelles de
papier filtre de méme diamétre, humidifides régulidrement. Une étiquette
porte la date de récolte et la référence du parent. Les Jeunes vers sont
retirés dés leur naissance et placés, paf lots de 10, dans des pots en
terre selon la technique suivante. .

2 - Technigue de AVEL (1929)

\\

Ies pots, de 13 cm de diameétre sur 12 de haut, sont remplis
au trois-quarts de terreau tamisé, trés humide et légdrement tassé. L'ori-
fice inférieur est obturé par un petit opercule de verre. Au milieu du ter-
reau est disposée une omuche de feuilles de fréne macérées. Les pots sont
reeouverts d'une plaque de verre pour éviter une dessication trop rapide,
et placés dans une cuvette que 1l'on remplit d'eau une fois paf semaine,
Cette méthode permet d'avoir facilement des lots homogénes de vers dont on
connalt exactement 1'Age et la provenance, Mais pour disposer d'une quanti-
té supérieure d'individus, en vue de broyats, nous avons d{i procéder & un

élevage "en masse",



% - Elevage "en masse"

Les vers se reproduisent librement dahs plusieurs bacs de
80 em sur 50, remplis de terreau auquel sont ajoutées régulidrement les
feuilles macérées. Les bacs sont disposés dans une pidce maintenue cons-
tamment & 20° C. L'humidité est entretenue par arrosage hebdomadaire. Les
animaux sont ailnsi susceptibles de se multiplier méme pendant la mauvaise
salson, Les vers sont récoltés au fur et a mesure des besoins, Cette tech-
nique nous a permis d'obtenir sans grandes difficultés les nombreux vers

nécessaires aux études biochimiques.

B - TECHNIQUE OPERATOTRE

La partie expérimentale de notre travail a été effectuée selon

les méthodes de cultures organotypiques et d'opérations "in vivo",

1 - Cultures organotypiques

Les explants sont cultivés sur le milieu gélosé mis au point
par C. SENGEL (1960) pour les cultures de blastimes de planaires. Ce milieu
a déja été essay$ par SCHALLER (inédit, cité par DURCHON, 1964) pour

Eisenia foetida avec des résultats satisfaisants. Nous avens toutefols été

amené & augmenter la concentration en gélose en raison de la taille et de
la mobilité de nos explants, La composition du milieu ntilisé est la
suivante

Gélose 4 1 % dans la solution de Holtfreter . . . . . . 8 gouttes

Solution de Holtfreter + glucose & 1% .+ . « « +» » + o« 4 gouttes

Extrait d'embryon de poulet dilué & 50 %

dans le Holtfreter glucosé & 1 %o « o o s « « o « « D gouttes

Sp€eilline G 4 o o v 4 ¢ ¢ o o s o e o e o s e s s o s 500 UT

StreptomyeIne o« v v ¢ ¢« 4 ¢ ¢ o ¢ o o 4 0 0 s e s s s s 0,01 mg
Avant solidification de la gélose,est éventuellement ajouté i ce milieu-le
broyat & ralson de 2 gouttes par salidre, Dans ce cas, la quantité de gé-
lose est portée & 10 gouttes pour maintenir la dureté du substrat.

Les Eisenia, Agés de un mois, devant fournir les explants, sont
isolés, pendant quelques Jours, en milieu stérile, sur du papier filtre
humidifié par du liquide de Holtfreter stérilisé et additionné de pénicil-
line et de streptomycine (respectivement 50 000 UI et 3,5 mg pour 100 mi).
Il est en effet indispensable, pour éviter le plus possible les contami-

d t .
nations du milieu %agpéé%r%acteries ou par des champignons, d'obtenir une



élimination totale de la terre contenue dans le tube digestif. La tempéra-
ture constante (24° C) et 1'obscurité favorisent une activité normale des
vers qul mangent le papier filtre.

Au moment de 1la mise en culture, les suis sont exposés pendant
une dizaine de minutes & 1l'action des radiations U,V. d'un tube germicide.
Toutes les opérations d'explantation et de mise en culture sont réalisdes
en chambre stérile. Les explants sont'constltués par des trongons de 5 scg-
ments de long. Les sections sont effectuées, sans anesthésie préalable, au
moyen d'un microscalpel. Les explants, aprés lavage dens la solution de
Holtfreter et essorage, sont déposés & la surface du milieu gélosé, Lors-
que des associations sont pratiquées, les deux explants sont réunis par
des agrafes en 1l d'argent., En leur absence, en effet, les fragments se
déplacent et la soudure ne se falt pas correctement. Les cultures sont
observées, et éventuellemant asséchées tous les trols jours et repiquées
tous les 10 Jours.

La survie des explants est trés bonne, La contamination bacté-
rienne est rare. Le développement de champignons est par contre plus fré-
quent et nous avons, pour certaines séries, utilisé de la mycostatine pour
en limiter 1l'extension,

Préparation des broyats. Le Jjour de la mise en culture, les

donneurs sont disséqués dans du liquide de Holtfreter, sous la loupe bino-
culaire, et les différents fragments prélevés sont, par lots, broyés avec

un homogénéiseur de Potter dans le Holilreter. La concentration est de 10

fragments pour 1 rl ce solution. Aprés centriifugation & 5 000 g pendant

10 minutes, le surnageant est stérilisé nar passage sur filtres Millipore

de 0,45 n. Le filtrat est prét A &tre mélangé au milieu de culture.

2 - Opérations "in vivo"

Les vers A opérer sont isolés comme précédecmment, mais cn mi-
licu non stérile. Les broyats scnt préparés & partir de trongons prélevés
4 1'avance, congelds et stockés & -70° C. Les réglons céphaliques (7 seg-
ments) et caudales (10 segments) sont ainsi conservées longtemps sans al-
tération. L'homogénat, obtenu avec 1'appareil de Potter dans de 1l'eau bi-
distillée, est centrifugé & 30 000 t/mn pendant une heure (centrifugeusé
Spilneo, rotor 40). Nous avons été amené & augmenter sensiblement la vitesse

de centrifugation pour éliminer le plus complétement possible les débris



tissulaires, enrobés de mucus, qul auraient pu entrever la suite des manipu-
lations, Le sédiment est repris une seconde fois 2 l'homogénéiseur en pré-
sence d'eau bidistillde et de nouveau centrifugé & 30 000 t/mn pendant une
heure, Les deux surnageants sont mélangés et lyophilisés. Au moment de
1'expérience, les lyophilisats sont dissous dans du liquide de Holtfreter

4 la concentration de une région céphalique ou caudale pour 10 nl.

Sous anesthésie profonde au chlorétone a ¢, 15 %, les 7 premiers
segments sont réséqués. Dans le cas de la régénération caudale, la section
est falte & 1l'intersegment 50/51 ou au niveau 60/61, Dans les deux séries,
les opérés regoivent aussitSt la solution & tester, sous forme d'injection
intra-coelomique au meyen d'une seringue "Hamilton". L'aiguille est intro-
duite directement au niveau du front de sectlon en direction proximo-dis-
tale sur une longueur de 5 ou 6 métaméres. Lorsque des doses de rappel
doivent &tre administrées aux sujets, les injections suivantes sont condui-
tes, sur des vers légerement anesthésiéds, disto-proximalement au travers de
la paroi du corps, une dizaine de segments en arridre du front de section,
De la sorte, la sulution remplit la cavité coelomique des 4 ou 5 premiers
métaméres, Dans tous les cas, la survie est assez bonne et semble dépendre
de la maniére dont est pratiquée 1'opération : une 1lésion importante de la
musculature pariétale ou du tube digestif est néfaste. Les vers en expé-
rience sont placés & 1'obscurité dans une enceinte maintenue & 24° C. Les

segments régénérés sont comptés tous les deux Jjours.

C - TECHNIQUE HISTOLOGIQUE

1 - Contrdle microscopique des cultures

) Aprés l'expérimentation, c'est-a-dire au bout de trois
semaines de culture, tous les explants sont fixés au Bouin-Hollande sans
acide acétique, pour €tre étudiés au microscope. Les coupes, & la paraf-
fine, de 5 ou 7 p d'épalsseur, pratiqudes suivant un plan sagittal, sont
colordes au glychémalun de Mayer ou selon la technique de Prenant modifiée

par Gabe,

2 - Etude histologique des opérés "in vivo"

Des séries de vers opérés, en régénération céphalique ou
caudale, ont &té fixées & des temps réguliers aprés 1'opération, Les co-

lorations utilisées ont été le glychémalun de Mayer, pour 1l'étude topo-



graphique, et la fuchsine-paraldéhyde de Gabe, suivant la technique de

Clark, pour la mise en évidence des cellules sécrétrices,

D - TECHNIQUE BIOMETRIQUE

Pour estimer la signification des résultats des expériences "in
vitro", nous avons comparé les pourcentages obtenus & ceux observés chez
les témoins en calculant & chaque fois 1'écart réduit. Lorsque la différen-
ce était significative, nous avons recherché le degré de signification.

Pour chaque lot de vers en régénération "in vivo", la moyenne du
nombre des métaméres néoformés est calculée & chaque observation ainsi que
1'écart-type. Pour ce calcul, n'ont été rectenus que les vers ayant survécu
pendant la totalité de la durée de 1l'expérience. La comparaison entre les
moyennes des différents lots et celles des témoins, & un instant donné, est
effectuée par le test "t" de "Student", aprés avoir vérifié par le test "F"
que les variances n'étaient pas significativement différentes pour le risque
5 %. Dans les cas contralres, la comparaison a néanmoins pu &tre réalisée
par le test "U" de Mann et Whitney, qul ne postule pas unc telle identité
entre les variances. Enfin nous nous sommes assuré de la normalité de la
distribution des nombres dc segments régénérés par une méthode graphique

(droite de Henry).

E - TECHNIQUE BIOCHIMIQUE

La préparation des homogénats est réalisée comme précédemment
(voir le paragraphe opérations "in vivo"). Les différentes méthodes bio-
chimiques utilisées sur le matériel lyophilisé seront exposées dans la

\\
quatriéme partie,
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Figure 3 - Schéma des expériences ayant permis de mettre en évidence

une substance inhibitrice de la régénération céphalique.

Le trongon 8-13%, hachuré sur la partie gauche de la fi-
gure, est soumis & l'influence de broyats de régions cé-

phaliques ou moyennes (fliches).

Le trongon 18-23, représenté i droite de la figure, est
mis en présence d'homogénats des régions céphalique,

oesophagiennes et caudales(fléche).
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TABLEAU 11

IMHIBITION DANS LBES TRONCOMS 8-13 ("ANTERIEURS™)

Nombre Nombres de Régénérats | Momtres de pA
Broyats d'opérés vers n'avant de vers n'ayant pas | Signification
survivants | Normaux Anormaux | pas régénéré | régénéré normalement
Métanéres J i3 7 o
. . . ' 20 5 2 13 75 % +
(= Rigior >Ephalinue) (0,01)
tamdres 26 3
Métam3res 26 3 31 20 14 0 6 30 ¥ -
(= Rggiop moyerne)
Témoiar 14 10 0 4 29 7
. . :
—— i {

N.B. Le signe + indique une différence significative par rappor€ aux témoins, le signe = une différence non-

significative. Te nopbre entre parenthises représente le degré de signification.



\
Figure 4 - Coupe sagittale d'un trongon 8-13 soumis & 1l'action du

broyat de région céphalique (¥ semaines de culture).

bl : blastdme cicatriciel (entre les fléches)

en : chalne nerveuse,
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REGENERATION CEPHALIQUE

Chapiltre 1

MISE EN EVIDENCE D'UNE SUBSTANCE INHIBITRICE

Par la méthode des cultures, nous avons recherché 1l'existence
éventuelle d'une inhibition spécifique de la régénération céphalique
(MARCEL, 1967 a). Nous avons étudié, pour ocela, 1l'influence de broyats des
7 premierssegments ("région céphalique") sur des trongons comprenant les
métamdres 8 4 13 ; d'autre part, sur des fragments plus postérieurs, au
niveau des segments 18 & 23, nous avons testé des broyats de la "région

ocsophagienne", c'est-a-dire des segments 8 & 13 (voir Fig. 3).

1 - Trongons 8-13 (= "antérieurs")

Les explants de cette série sont divisés en trois lots : l'un
est mis en présence d'un broyat de "régions céphaliques", le second est-
placé sur milieu additionné d'un homogénat de segments du territoire caudal

(26 au 31° métamére) ; le troisidme, sur milicu normal, sert de témoin,

Le Tableau IT indique les nombres de régénérats obtenus ainsi
que les nomb}es et pourcentages de vers n'ayant pas régénéré, En présence
de broyats de segments "céphaliques" (1° lot), 75 % des vers ne régénérent
pas (Pl. I, figs a et b), ou régéndrent trés anarmalement (2 cas). 30 % des
trongons soumis 4 1'inflence de 1'homogénat de métamdres moyens (2° lot) et
29 % des témoins pe régéndrent pas (Pl, I, figs c et d). -

Le contrdle histologique de tous les explants aprés trois semai-
nes de culture confirme les observations morphologiques effectuées sur le
vivant, Dans le ler lot, on peut noter une activation et une multiplica-
tion des cellules du feuillet ectodermique (Fig. 4 et P1l, II, fig. b). La

chalne nerveuse régéndre souvent sur une faible distance, mais il n'y a



\
Figure 5 - Méme cas que la figure 4 (coupe sagittale). Le blastime
cicatriciel (bl), plus développé, reste indifférencié.

enr : chalne nerveuse régénérée, cna : chaine nerveuse

ancienne. .
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Figure 6 - Régénérat anormal (coupe sagittale).

La face ventrale montre les 2 segments néoformés (1, 2).

A la face dorsale, le tube digestif se relie & la paroi
du trongon,
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TABLEAU TIII
INHIBITION DANS LES TRONCDNS 18-23 ("POSTERIEURS")

Nombre Nombre de Nombre de vers Z
Broyats d'opérés somore n'ayant pas de vers n'ayant Signification
. Réeénérats 2 e . e
survivants - répgénéré pas régénéré
Région "céphalique" 20 2 18 90 % +
(0~7) (2,001
Région "oesophagienne" 20 1 19 95 7 +
(8-13) (0,001)
Région "caudale" 20 12 8 20 7 -
Témoins 14 9 5 36 7

N.3. Le signe + indique y e différence significative par rapport aux témcins

tion est représenté par le nombre entre parenthéses.

le degré de significa-




TABLEAU III
INHIBITION DANS LES TRONCINS 18-23 ("POSTERIEURS")

r Nombre Nombre de| Nombre de vers y4
Broyats d'opérés i?m, srat n'ayant pas de vers n'ayant Signification
survivants cgenerats régénéré pas régénéré
Région "céphalique" 20 2 18 90 % +
(0-7) (2,001°
Région "oesophagienne" 20 1 19 95 7 +
(8-13) {0,001)
Région "caudale" 20 12 8 40 7 -
Téroins 14 9 5 36 Z

N.B. Le signe + indique v e différence significative par rapport aux témcins : le degré de significa-

ticn est représenté par le nombre entre parenthéses.




- 12 -

pas d'organisation de tissu cicatriciel (Fig. 5). Dans ce lot nous avons
rencontré deux régénérats trés anormaux, caractérisés par une absence com-
pléte de néoformation dorsale. Seule, la face ventrale régéndre plus ou
moins, pouvant méme former (Fig. 6) deux segments en continuité avec les
tissus anciens et organisds au-dessous d'une chalne nerveuse néoformée.
Dorsalement, on ne trouve aucune formation nerveuse pouvant correspondre
4 un cerveau. Par contre, un pharynx s'est différencié aux dépens de 1'ec-
toderme régénéré, en position latérale chez 1'un, ct ventrale chez le se-
cend,

Chez les explants du 2éme lot, les différentes parties du régéné-
rat céphalique montrent un aspeect tout & fait normal (Pl. II, fig. a), en
tyut point comparable & celuil des témoins (P1l. II, fig. c).

2 - Trongons 18-23 (= "postérieurs")

Quatre séries opératoires ont été constituées (voir Fig. 3
4 droite) dont 1l'une, sur milieu normal, sert de témoin. Les trois autres
ont été soumises & 1l'action d'un broyat effectué respectivement 3 partir
de "réglons céphaliques" (Jusqu'au T7° segment), de "réglons oesophagiennes"
(8° -13° segments) et des 7 & 10 derniers segments ("régions caudales"),

Les résultats sont transcrits dans le Tableau III.

Les broyats de scgments prélevés & un niveau "céphalique” ou
"ocsophagien" inhibent fortement la régénération de la té&te ; respective-
ment 90 et 95 % des vers ne régéndrent pas. Par contre, des segments "cau-
daux" n'ont pratiquement pas d'effet inhibiteur : dans ce cas, comme chez

les témoins, on ne reldve que 36 & 40 % de non-régénérats.
Les explants dont la régénération a été inhibée montrent & ce

moment sur coﬁpe histologique, une simple prolifération ectodermique au
niveau du blastéme cicatriciel, Dans le cas du développement maximum dej
ces 'bourgeons”, on note la présence d'une chaine nerveuse néoformée. Mais
nous n'avons jamais observé de tissu nerveux en position dorsale cor:es;
pondant & un cerveau régénéré, Les témoins et les trongons ayant formé un

régénérat possédent touJours une té€te nommalement constituée.

3 - Conclusion
L'examen de ces résultats permet de dire que, dans les condi-
tions de nos expériences, la régénération céphalique des trongons préleyés

4 différents niveaux est inhibée par des broyats de segments situés plus



antérieurement ("céphaliques" ou "oesophagiens"), Les ssgments prélevés i
un niveau postérieur (région "moyenne" constituée par les métaméres 26 &

31 ou région "caudale") n'ont pratiquement aucune influence sur cette ré-

génération,
D'autre part, le fait qu'un surnageant puisse emp@cher une régé-

nération montre que 1'inhibition est due & une substance capable de diffu-

ser dans un solvant aqueux,



Figure 7 - RSle du systéme nerveux antérieur au cours de 1'inhibition céphalique. Différents

types de broyats : tissu nerveux (en blanc), région céphalique dénervée (en grisé).






TABRLEAU IV

REGENERATION A PARTIR DE TRONCONS PRELEVES

==
N ENTRE LE 8° ET LE 13° SEGMENT
' 1
! Nombre Nombre Absence de Régénérats
de de Signification
survivants | REgénéregs-| Nembre pA
)
a. Cerveau + Ganglion sous- 16 3 13- 81 +
oesophagirn + Chaine: ner- (0,601)
veuse 5 & 7
b. Reglon’cephallque 18 9 9 50 _
dénerve
¢. Chalne nerveuse 30-36 16 12 4 25 -
d. Région 30-36 dénervée 19 14 5 26 -
e. Témolins 28 21 7 25

N.B. Le signe + indique une différence significative par rapport aux témoins ;

signification est réprésenté par le nombre entre parenthéses.

le degréd de
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Chapitre 2

ROLE DU SYSTEME NERVEUX AU COURS DE
L'INHIBITION DE LA RE3IENERATION CEPHALIQUE

(Etude "in vitro)

Nous avons montré dans le chapitre précédent qu'un homogénat de
région céphalique inhibe la régénération d'une téte sur des trongons préle-
vés au niveau des 8°-13° et 18°-2%° métamdres . Il nous faut tenter main-

tenant de localiser le tissu responsable de cette inhibition.

1 - Influence du systéme nerveux antérieur (MARCEL, 1967 b)

Des broyats sont préparés a partir (Fig. 7) @

a) de tissu nerveux prélevé dans la région céphalique (prosto

mium et 7 premiers segments) comprenant le ganglion cérébroide, le ganglion
sous-oesophaglen et la chaine nerveuse correspondante (en blanc sur la Hg.7

b) de régions céphaliques dénervées (en grisé sur 1la Fig. 7):
c'est-a-dire dont les ganglions cérébroide et sous-oesophagien ainsi que
les neuroméres 5, 6 et 7 ont été excisés.

c) de chaines nerveuses provenant des segments 30 & 36

d) de trongons 30-36 privés de leur systéme nerveux.

Cing lots d'explants sont constitués : quatre sont mis en pré-
sence de 1'un des types de broyats ; le cinquiime, sur milieu normal, sert
de témoin.

Les résultats et consignés dans le Tableau IV.

L'homogénat du tissu nerveux, prélevé dans la région céphalique,
empéche la régénération de la téte dans 81 % des cas.

Le broyat de la région céphalique, privée de son systéme nerveux
central, inhibe la régénération dans 50 % des cas seulement.

Les ganglions nerveux 30 & 36 ou les segments d'ol 1ils sont issus
n'ont pas d'effet particulidrement inhibiteur ; le pourcentage de "non-ré-
génération" est pratiquement le méme que chez les témoins (25 % environ).

TI1 semble donc que la substance inhibitrice de la régénération
céphalique soit localisée dans le tissu nerveux. Mails le niveau relatif
auquel est prélevé ce tissu, le long de 1'axe céphalo-caudal est détermi-
nant puisque le broyat de chaine nerveuse, issue de segments postérieurs

n'exerce aucune influence inhibitrice.



Figure 8 - Broyats de moitiés dorsales et ventrales prélevées dans

1a‘région7céphalique.

a - avec systéme nerveux. \
D : région dorsale conservant le ganglion cérébroide.
V : région ventrale conservant le ganglion sous-oeso-

phagien et les neuroméres 5, 6, 7.

b - sans systime nerveux (en blanec).
' : région dorsale dénervée

V' : région ventrale dénervée.
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TABLEA™ &

ACTION DU BROYAT DE MOITIES DORSALES ET VENTRALES DE TETES

AVEC OU SANS LEUR SYSTEME NERVEUX

de B Opérés Régénérats Régénération Pag de
Types de Broyats survivants neornaux trés anormale | R3génératicn
Dorsal 18 1 (6 7) 2 (11 %) 15 (83 7)
+ (G,00001) oo
Ventral 16 1 (7% 11 (68 Z) 4 (25 7)
+ (0,00001) + (0,0001)
Dorsal dénervé 16 10 (63 %) 1 (-6 7) 5 (31 7Z)
Ventral dénervé 16 12 (75 7) 0 - 4 (25 2)
Téroins 19 15 (80 %) 0 - 4 (20 %)

N.B. Le signe ¥ indique une différence significative par rapport aux témoins.

Le nombre décimal entre parenthéses représente le degré de signification




D'autre part, malgré un taux assez élevé d'inhibition, dans le
cas des broyats de région céphalique "dénervée", 11 est probable que la
substance inhibitrice ne se situe pas dans les tissus autres que le neuro-
derme. En effet, le test de 1'écart-réduit montre Que la différence avec
les témoins n'est pas significative pour le risque 5 %. De plus les 0li-
goohetes possddent un systéme nerveux superficiel particulidrement impor-
tant, dont les péricaryons sont situés dans la paroi du corps (AVEL. 1959);
ceS neurones, qu'il est impossible de détruire chirurgicalement, doiveﬁt
vralsemblablement posséder le méme pouvolr inhibiteur que ceux du systeme

nerveux central.

2 - Action du broyat de moitiés dorsales et ventrales prélevées

dans la région céphaliquc

Dans cette série expérimentale (MARCEL, 1967 b) les régions

céphaliques (prostomium ¢t 7 premiers métaméres) sont sectionnées au moyen
d'un microscalpel suivant un plan frontal médian, tangent & la face infé-
rieure du prostomium (Fig. 8a), découpant aiusi 2 moitiés : dorsale et
ventrale (D et V) destinédes & 8tre broyées. Le systdme nerveux est donc
partagé de la fagon suivante : avec la partie dorsale, le cerveau et la
moiti1é du connectif périoesophagien ; avec la face ventrale, le reste du
connectif, le ganglion sous-oesophaglen et les trois premiers ganglions
de la chalne nerveuse correspondant aux 5°, 6° et 7° métaméres.

D'autre part, des régions antérieures, privées de leur systeme
nerveux central, sont partagées en deux comme précédemment (D' et V', fig.

8 b) pour, apreés broyage et centrifugation, &tre incorporées au milieu de

culture. .

Corrélativement, des trongons témoins sont placés sur milieu
normal.

Tous les explants sont, ici encore, constitués par les métaméres
8 a 13,

Les résultats de cette série figurent dans le Tableau V,

Dans les deux lots de vers soumis & l'action de broyats de moi-
tiés dorsales et ventrales possédant leur systéme nerveux, on note qu'il
¥y a trés peu de régénérats normaux (6 % dans le lot "dorsal" et 7 % dans
le lot "ventral") ; 80 % des témoins régénérent. La différence est trés
hautement significative, L'étude histologique de ces témoins permet d'ob—

server les différents constituants du bourgeon (P1. II, fig. ¢). Un cers
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veau s'est formé dorsalement, en relation avec la chaine ventrale par un
coller périoesophagien, Au-dessous du cerveau, s'est différencié un pharynx
en communication avec 1'oesophage ancien. Par contre, le broyat "dorsal"
empéche toute régénération dans 83 % des cas (Pl. II, fig. d), tandis que
1'homogénat d'origine "ventrale'n'inhibe complétement la régénération que
chez 25 % des explants. Dans ce dernier cas, on remarque la présence de

68 % de régénérats ébauchés ventralement ou trés anormaux. Au microscope,
ceux-ci montrent le plus souvent, dans le prolongement de la chaine nerveu-
se anclenne, une néoformation nerveuse autour de laquelle se développe un
bourgeon de régénération contenant les principaux tissus qui paraissent se
différencier, sans s'organiser. C'est ainsi queil'épiderme est trés souvent
"eryptique" (P1l. III, figs a et b) ; les fibres musculaires ne montrent pas
les directions, longitudinale et circulaire, habituelles., Des soles comple-
tes peuvent apparaitre, perforant les cryptes épidermiques (Pl. III, fig.o)
Nous n'avons pas observé dans ces "régénérats'de stomodeum.

Les broyats provenant des moitiés ventrales, privées de leur sys-
teme nerveux, ne montrent pas d'action inhibitrice notable. Une faible in-
hibition peut toutefois &tre décelée chez les explants mis en présence de
moitiés dorsales "dénervées" ; dans ce cas on note 63 % de régénérats au
lieu de 75 % pour les fragments soumis & 1l'action du broyat Qentral. CaQ
pendant 1'écart n'est pas significatif pour le risque 5 %. Donc dans 1l'en-
semble, l'effet de ees deux derniers types d'homogénats est comparable i
celul des témoins qui présentent 78 % de régénérats., On remarque aussi .
1l'absence & peu prés compléte de régénérats anormaux dans ces derniéres
séries.

L'examen des résultats obtenus dans ces oultures confirme ceux
enregistrés précédemment : le systéme nerveux est responsable de 1'inhibi-
tion ; en particulier le ganglion sgus-oesophaglen empSche la régénération
dans 83 % des cas, chiffre trés volsin de celuil oktenu dans les séries fail-
sant intervenir un homogénat de tissu nerveux seul, Par contre l'ablatiop
du systéme nerveux retire tout effet inhiblteur aux moitiés dorsales ou
ventrales.,

Mais une deuxime remarque peut &tre faite., Il apparalt, dans.la
série mettant en Jeu le broyat "ventral" non dénervé, un nombre important
de régénérats trés anormaux (68 %). Cette valeur est trop élevée pour ne
par €tre lide au type méme du broyat utilisé, et nous envisagerons plus

loin une explication 4 ce phénomene.



TABLEAU VI

EFFETS DES BROYATS DE DIFFERENTES PARTIES

DU SYSTEME NERVEUX CENTRAL

D&but régéniration
R Opérés Régsnérats ventrale ou Pas de
royats survivants nornmaux répénération trés Régénération
anormale
Cerveau 16 4 (25 7) 0o - 12 (75 %)
: + (0,01) -
G. S. C. 15 12 (80 %) 1 {7 %) ' 2 (13 %)
G. 5,6,7 18 3017 %) 9 (50 % 6 (33 %)
’ + {(0,001) + (0,701)
G. 30 3 36 16 14 (74 %) 4 (21 2) 1 (5 %)
- + (0,04
Témoins 18 14 (78 %) o - 4 (22 %)

N.B. Le signe + indique une différence significative par rapport aux témoins.

Le nombre décimal entre parenthé@ses représente le degré de signification.
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3 - Effet des broyats des différentes parties du systéme

nerveux central

Dans cette seconde série (MARCEL, 1967 b), cerveau, ganglion
sous-oesophagien et les trois premiers ganglions de la chalne nerveuse
sont isolés et homogénéisés séparément. Corrélativement, des trongons de
chatne nerveuse s~nt prélevés du 30° aun 36° segment pour &tre éprouvés sur
des témoins. Au cours de la méme mise en culture des trongons du méme ni-
veau (8° au 13° métamdre) scnt placés sur milieu normal.

Les résultats de cette série d'explants figurent dans le
Tableau VI,

Le cerveau, isolé, a une action inhibitrice importante (75 % de
non-régénération) comparable & celle du broyat "dorsal" (voir Tableau V
et P1, ITI, fig. d). Il n'y a pas eu, dans ce lot, de régénérat abortif.
Le broyat de ganglions sous-ocesophagiens n'entrave nullement la régénéra-
tion : 80 % des explants présentent un régénérat normal (P1. III, fig. e),
en tout point comparable & celui formé par les témoins dont 78 % régéné-
rent. Les ganglions ventraux 5 a 7 empéchent fortement une morphogenese
régénératrice normale (17 % seulement régénérent, écart hautement signifi-
catif). Toutefols, dans la moitié des cas, on note la présence de bour-
geons anormaux et incomplets (Pl. IV, fig. a), comparables & ceux obtenus
dans la série expérimentale précédente (paragraphe 2). Histologiquement,
le régénérat (bg) montre de nombreuses cryptes (fléche sur la fig. a de
la P1l, IV). Seul 1l'ectoderme paralt différencié en épiderme et tissu ner-
veux (indiqué cn sur cette figure). Les cellules mésodermiques demeurent
en majeure partie indifférencides ; quelques fibres musculaires seulement
sont formées.‘

Enfin, si 1'on soumet des explants & l'action de broyats de
chalne nerveuse prélevée postérieurement 3G au 36° métamere), on observe
une régénération normale chez T4 % des sujets et un début de régénération
dans 21 % des cas (écart significatif pour le risque 4 %). L'observation
microscoplique montre que, comme dans les lots précédents, une néoformation
nerveuse émane de la chaine nerveuse ancienne, se prolonge dans le "bour-
geon" ou elle se termine parfois en une masse de tissu nerveux, de diamé-
tre plus important, et dont l'aspect est nettement cérébroide (Pl. IV,
fig. b). L'explant présenté sur cette figure montre de plus que 1'épiderme



TABLEAU VII

ACTION DE BROYATS DE TRONCONS DE CHAINE

NERVEUSE PRELEVES A DIFFERENTIS NIVEAUX

Début régéndvration
B ¢ Opérés Régénérats ventrale ou Pas de
royats survivants | normaux riégénération trés Régénération
anormale
G. 5a7 18 377 9 (50 %) 1 6 (33 7)
. . .+ (0,0001) + (0,001)
G. 8 i 14 22 10 (45 2) 8 (37 2) 4 (18 7)
+ (0,02) + (0,01)
G. 15 3 21 17 9 (53 7) 7 (41 7) 1 (6 7)
- (0,07) + (0,01)
G. 22 3 28 21 14 (67 %) 6 (28 7) _ 1 (5 7)
- + (0,02)
G. 30 a 36 19 14 (74 7) 4 (21 7) 1 (57)
: - + (0,05)
Témoins 17 14 (83 7) o - 3 (18 7)

N.B. Le signe + indique une différence significative pzr rapport aux témoins.

Le nombre décimal entre parenthéses représente le degré de signification.



Figure 9 -'Diagramme illustrant les résultats de 1l'action des broyats
de ganglions nerveux ventraux & différents niveaux

(repérés en abscisses),
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sous- facent est différencié en un épithélium pharvngien, dent la face ci-
lide (fléche) est tournde vers 1l'extérieur, tandis que des fibres muscu-
laires assez nombreuses apparaissent dans le mésoderme.

Cette séric expérimentale nous a donc montré que le cerveaia un
fort pouvoir inhibiteur. D'autre part, la chaine nerveuse paralt empécher
elle aussi la régénération mais avec un effet moindre, surtout si elle est

prélevée & un niveau assez postérieur le long de 1'axe céphalocaudal.

L - Action des broyats de ganglions nerveux ventraux prélevés

3 différents niveaux de 1'axe antéro-postérieur

Devant les résultats obtenus au paragraphe précédent, il
étailt Intéressant de rechercher la présence du facteur inhibiteur, le
long de 1'axe nerveux (MARCRL, 1967 b). Pour cela nous avons ecpgtitué
5 lots d'explants mis respectivement en présence de ganglions nerveux de
la chalne ventrale : du 5° au 7° segment, 8° au 14°, 15° au 21°, 22° au
28°, 30° au 36°, De plus, des troncons témoins sont explantés comme &
1'ordinaire.

Le Tableau VII groupe les résultats obtenus dans cette série de
cultures, et reportés d'autre part sur le diagramme (Fig. 9) dans lequel
chaque barre correspend & un niveau de prélévement des ganglions nerveux
homogénéisés. En ordonndes, figurent les pourcentages obtenus. Les rec-
tangles grisés sont relatifs & la régénération normale, ceux hachurés 2
la régénération trds anormale, et ceux en pointillé & 1'absence totale de
régénération,

On remarque que le pourcentage des régénérats normaux augmente
réguliérement\lorsquo les ganglions homogénéisds sont prélevés & un niveau
plus caudal : de 17 %, correspondant & une inhibition maximale, & T4 %,
taux & peine inféricur & celui des témoins (82 %). L'écart ne demeure si-
gnificatif que Jusqu'au niveau 15-21, Inversement, les explants n'ayent
pas régénéré sont de moins en moins nombreux (de 33 % & 5 %), au fur et
% mesure que les broyats sont d'origine plus postérieure. Simultanément,
le taux de régénérats anormaux diminue & peu prés réguliérement ; 1l varie
entre 50 %, lorsque le broyat est d'origine tout & fait antérieure, et
21 % lorsque les ganglions homogénéisés sont prélevés au niveau des 30° -
36° segments ; 11 ne s'annule que chez les témoins., Par rapport & ces

derniers, 1'écart est constamment significatif.
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TABLEAU VIII

EFFETS DE LA DILUTION DE BROYATS DE GANGLIONS 5-7

§ Début réeénération
Concen= opérés Régénérate ventrale ou | Pas de
trsticn survivants normaux régéndration tréds | Réeénératioa
des ancrnale
Broyats
1 18 3 (17 %) 9 (50 7) 6 (33 %)
+ (0,001) .+ (0,001)
1/2 17 4 (24 1) 5 (29 %) 8 (47 %)
+ (0,0001) + (0,08)
1/3 23 8 (35 %) 9 (39 2) 6 (26 7)
+ (0,01) + (0,01) e
0 18 14 (78 7) o - 4 (22 7)
. 3moins)

N.B. Le signe + indique une différence significative par rapport aux témoins.

Le nombre décimal entre parenthéses représente le degré de sienificaticn.




Figure 10 - Diagrammé illustrant les résultats de l'acion de broyats

.des ganglions 5 & 7 aprés Ailution,
\

N

1 : concentration habituelle
1/2 : dilution de moitié

1/3 : dilution au tiers

0 : témoins (pas de broyat).
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L'étude histologique des explants présentanf des régénérats aber-
rants montre que, ici aussi, la chalne nerveuse s'accroft (Pl. IV, fig. c)
et que certains groupes cellulaires se différencient. Mails le bourgeon
n'est généralement pas organisé. Le plus souvent, le tube digestif ancien
ne partieipe pas & 1'édification de ces "régénérats" et 11 est oblitéré
par un tissu cicatriciel (reste du bouchon cicatriciel) ; parfols, il
s'ouvre normalement aux fronts de section ou bien une hernie plus ou moins
importante le fait saillir au niveau de 1'un deux.

Au total, 11 scemble done bien que la chafne nerveuse posséde un
pouvolr inhibiteur, en avant du front de section expérimenté, mais aussi
bien en arritdre de la zone considérée, D'autre part, le taux de régénérats
anormaux diminue, tandis que la fréquence de régénération normale augmente,
depuis la réglon antérieure Jusqu'a la région moyenne.

La substance inhibitrice est done distribuée, dans le systeéme

nerveux, sulvant un gradient cdéphalo-caudal,

5 - Effets de la dilution de broyats des ganglions 5 & 7

L'action de la dilution du broyat des ganglionsAB & 7 est
éprouvée dans unc autre série de cultures (MARCEL, 1967 bf. Le surnageant
de 1'homogénat est dilué de moitié ou au ticrs dans du liquide de Holt-
freter, La concentration habituelle sert de terme de comparaison. Comme &
l'ordinaire, des témoins sont placés sur milieu normal,

Les résultats des cultures de cette série figurent dans le Ta-
bleau VIII et sur un diagramme (Fig. 10) dans lequel les dilutions de moi-
t1é (1/2) et au tiers (1/3), compardes & la concentration normale (1) et
aux témoins {0), sout repérées en abscisses ; les pcurcentages sont por-
tés en ordonnées,

Il va de soi que l'action inhibitrice du broyat s'affaiblit avec
la dilution : 17 % de régénérats pour la coreentration habituelle (1)
contre 35 % lorsque 1l'extrait est dilué au tiers (sur le graphique, por-
tion des colonnes en grisé) ; néanmoins 1'édcart est constamment significa-
tif. Le taux de non-régénération totale, hachuré sur le graphique, est
maximum & la concentration 1/2 (47 %). Lorsque le broyat est dilué au
tiers, ce taux est minimum (26 %) et du méme ordre de grandeur que celui
des témoins non soumis & un homogénat (22 %), Lorsque la concentration est
normale (1), la moitié des vers expérimentés montrent un début de régéné-

ration. En présence de broyat dilué de moitié ce taux est réduilt & 29 %,
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tandis qu'il est de 29 % lorsque la concentration est trois fois plus
faible que la normale. Ici encore, 1'écart par rapport aux témoins est
significatif.

L'étude histologique des explants anormaux montre que la chaine
nerveuse régénére en partie. Au niveau e son extrémité distale, se fofme
un bourrelet plus ou moins développé. Il peut n'étre qu'un simple blaste-
me (Pl. IV, fig. d) dont 1l'ectoderme néoformé regouvre un amas de grosses
cellules mésodermiques indifférenciées, I1 peut aussi donner un bourgeon

beaucoup plus développé dans lequel se prolonge la chalne nervause.

Discussion et conclusion

Les différentes séries expérimentales envisagées dans ce chapi-
tre font apparaltre 1l'existence de régénérats anormaux lorsque des broyats
de chalne nerveuse sont ajoutés au milieu de culture. La fréquence de ces
régénérata varie, suivant le niveau de prélévement des ganglions ventraux,
de 21 & (30° au 36° segment) & 50 % (5° eu 7° métamdre). La présence cons-
tante de ccs régénérats anormaux, & des taux relativement élevés, mais
dont les écarts par rapport aux témoins sont toujours Rautement significa-
tifs, permet de penser qu'il ne s'agit pas d'un phénomine aléatoire. Ces
régénérats n'apparaissent jamais lorsque les explants sont soumis & 1'ac-
tion du broyat de cerveau ni chez les témoins. Ils sont rares en présence
d'homogénat de ganglion sous-ocsophagien et de tégument "dénervé" (respec-
tivement 7 et 6 %) ; dans cescas d'ailleurs les écarts ne sont pas signi-
ficatifs. Cette morphogenése abortive est donc bien 1lide & 1'influence de
la chalne ventrale, par l'intermédiaire d'une substance diffusible dans
le surnageant)

L'examen des structures régénérées semble mettre en évidence un
effet trophique dont l'action morphogéne serait amnulée par la présence
d'une inhibition céphalique originaire du tissu nerveux.

Compte tenu de ces régénérats anormaux, il convient maintenant
de discuter successivement de 1l'existence et de la répartition des subs-
tances trophique et céphalo-inhibitrice.

A l'exception du ganglion sous-oesophagien, tout le systéme
nerveux central possdde une substance inhibitrice de la régénération cé-
phalique, que l'on peut extraire par homogéndisation. Ce pouvolr inhibi-

teur exlste surtout en avant du front de section ; il est maximum au
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niveau du cerveau : 75 % dans le cas des ganglions cérébroides isolés et
83 4 si le broyat intéresse la moitié dorsale des 7 premiers métaméres.
Mais la chalne nerveuse possdéde aussi un effet inhibiteur trés au deld du
niveau de régénération (7/8). En présance de broyats de ganglions 30-36 et
surtout 22-28, les régénérats normaux ont une fréquence inférieure & celle
des témoins (respectivement T4 % et 67 % contre 82 % chez les témoins). Si
1'on considdre 1l'action des broyats de ganglions ventraux prélevés i diffé-
rents niveaux, depuis la région céphalique jusque vers les 30-36° métamé-
res, on note que la régénération normale est de plus en plus fréquente,
tandis que le nombre des régénérats abortifs diminue. Il semble donc bien
que la substance inhibitrice soit distribude suivant un gradient antéro-
postérieur.

CHAPRON (1969 a, 1970 c¢) a étudié 1'influence de ce facteur inhi-

biteur sur la régénération de la téte d'E, foetida unicolor en greffant

une réglon céphalique & peu de distance de 1l'intersegment 8/9, niveau au-
quel sera faite, aprés prisc du greffon, la section. Cet auteur trouve
dans ce cas que, dans 1'ensemble, 1'inhibition est incompl®te et se borne
4 ralentir la régénération sans 1 'empBcher complétement, La différence
avec nos résultats prurrait, selon nous, &tre expliquée de la fagon sui-
vante. La substance inhibitrice provenant de 1z région céphalique greffée
se répand dans le liquide ccelomique ou elle se dilue. Ce liquide, d'autre
part, susceptible d'&tre rejeté par 1'animal par 1'intermédiaire des pores
dorsaux, doit se rcnouveler assez rapidement, ce qui expliquerait 1'1nsﬁf-
fisance d'action inhibitrice. De plus, lorsque les greffecs sont pratiqudes
sur lea face ventrale de 1'animal, et que la chaine nerveuse du greffon
s'unit & celle du porte-greffe, CHAPRON observe que la régénération est
beaucoup plus ralentie gue dans le cas contraire. En particulier le cerveau
est minuscule : il mesure 120 p x 60 u au licu de 300 u x 200 p, en régé-
nération normale. On peut alors penser que le facteur inhibiteur se tro@ve
davantage au contact du front de régénération que lorsqu’une solution dé
continuité existe entre les deux cordons nerveux.

Le ganglion sous-oesophagien n'exerce aucune inhibition sur lé
régénération. Il scmble au contralre avoir une action trophique : le nom-
bre de vers présentant un bourgeon plus ou moins développé (87 %) est sen-
siblement supérieur & celul que 1l'on trouve chez les témoins (78 %).

En dehors du systéme nerveux, 11 semble que la substance inhibi-

trice soit également présente dans les tissus de la région céphalique. En
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effet, les broyats dc moitiés dorsales "dénervées" emp@chent la régénéra-
tion dans 33 % des cas. S1 1'on consid®re les moitiés dorsales ou ventra-
les non dénervées, on remarque que la partie dorsale est plus inhibitrice
que la ventrale, celle-ci ayant surtout un rdle frophique ¢ le broyat ven-
tral entralne, en effet, dans 68 % des cas des débuts de'régénération ou
la formation de régénérats trés anormaux,

SMITH (1963) dans une expérience du méme type réalisée chez le

Polychéte Clymenella torquata, mais portant sur la régénération caudale,

avait trouvé que les moitiés dorsales emp@chaient le développement de la
face dorsale, tandils que les broyats d'origine ventrale entravaient la-
régénération de la face ventrale. Nos expériences effectuées sur la régé-
nération céphalique ne nous ont pas montré de différence d'action dorso-
ventrale, confirmant ce qu'il avait luil-m&me remarqué (communication per-
somelle de 1'auteur) au cours de la régénération antérieure. Il y aurait
done une différence dans les modalités entre 1'inhibition antérieure et
1'inhibition patdérieurc. Dans 1'ensemble done, nos résultats confirment
ceux de cet auteur,

L'influence de 1'action trophidue se manifeste déjad au niveau
des neuroméres 5 & 7 qui ont la méme action que la moitié ventrale. Se su-
perposant & l'effet inhibiteur, on retrouve le rdle trophique de la chafne
nerveuse, AVEL (1932 a) et OXADA et KAWAKAMI (1943) chez le méme Oligochdte
E. foetida ont en effet montré par des déviations de chalne nerveuse que
celle-ci induit & son frent de section antérieur un régénérat de type cé-
phalique dans le territoire correspondant. Des ganglions nerveux (22° au
28°) provenant de la région moyenne du corps, donc prélevés au début du
territoire caudal, possddent eussi une substance trophique capable d'in-
fluencer une régénération céphalique. Ceci correspond aux résultats
d'AVEL (1932 b, 1947) qui obtient des régénérations de tétes en présence
d'une cha®ne nerveuse prélevée dans la région moyenne du corps. .

On peut essayer de chiffrer, & partir des nombres de régénérats
normaux et anormaux, dans les différentes séries expérimentales, 1'influ-
ence du facteur trophique présent dans la chalne nerveuse., Si 1l'on effec-
tue pour chaque niveau envisagé, le rapport :

nembre de régénérats normaux + nombre de régénérats anormaux
nombre de régénérats témoins

t =

que 1'on peut appeler "coefficient trophique" pour le trongon 8-13, on:

trouve les nombres sulvants
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IGS'OI G 5-7 ‘08-14 I G 15-21 ‘ G 22-28 lcao-36l I
1,1’ 0,8

1,0 ' 1,1 l 1,1 ’ 1,1 I 1,03

Ces nombres sont trds voisins les uns des autres et s'dcartent
trés peu de la moyenne 1,03. Il s'ensuit done que 1'on peut estimer uni-
forme, au moins Jusqu'au niveau 30-36, c'est-i-dire nettement en terri-
toire caudal, 1l'influence du facteur trophigue sur la régénération cépha-
lique & 1'intersegment 7/8.

. Cet ensemble de fals semble donc indiquer que la substance tro-
phique responsable est distribuée également tout au long de la chafne ner-
veuse. Les substancestrophique et inhibitrice étant localisées essentiel-
lement dans le tissu nerveux, il convient d'envisager leurs roles respec-
tifs d'un point de vue quantitatif, Les expériences de dilution apportent
4 ce sujet quelques renseigpements. En diluant de moitié le broyat des
ganglions 5 & 7, 1'inhibition diminue en valeur absolue, Mais comme on
note prés de 50 # de cas d'absence de régénération et 30 de régénérats -
anormaux, on peut en déduire que 1l'inhibition est relativement plus forte
que 1l'action trophique. Dilué au tlers, le broyat posséde une action in-
hibitrice faible, puisque le taux des non-régénérats est tres peu supé-
rieur & celul observé chez les témoins (26 % contre 22 %). Mals la présen-
ce de pris de 40 ¥ de régénérats anormaux et 35 % de régénérats normaux.
indique que, dans ce cas, le rSle trophique domine largement 1l'effet inhi-
biteur. Ces résultats posent donc la question d'un seuil d'action pour la
substance inhibitrice et la substance trophique., I1 semble que ce seuil:
se situe entre la concentration 1/2 et la concentration 1/3 : en passanf
de 1'une évl'aﬁtre, en effet, on modifie la dominance de 1l'une ou 1'autre
des substances, t

Dans cet aspect quantitatif, $1 convient cependant de faire preu-
ve de prudence et de prendre en considération la longueur de 1'explant L
éprouvé. En effet, dans nos expériences, l'enrichissement du milieu de
culture en extrait de chalne nerveuse, quel qu'en soit le nlveau, ne nous
a Jamals permis d'obtenir des régénérats hypermériques. Or, AVEL, en réf
duisant la circonférence du corps, provoque des hyper-régénérations cépha~-
liques par suite d'une hyper-innervation du blastime. Il est donc possiﬁle A
que nos explants soient trop courts pour présenter un tel comportement Ear
les témoins régénéfent le plus souvent un nombre de segments inférieur §

celul du trongon réséqué.
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De ce chapitre, il convient donc de retenir 1'existence simulta-
née, & tous les niveaux, depuils la région antérieure, Jusqu'a la région
moyenne (dans le territoire caudal), de deux substances que 1l'on peut ex-
traire du tissu nerveux central par homogénéisation. L'une a un effet tro-
phique et serait distribuée également le long de la chalne nerveuse. L'au-
tre est inhibitrice et répartie suivant un gradient e¢éphalo-caudal.



\
Figure 11 - Schéma des associations réalisées pour étudier le

rdle inducteur du systéme nerveux.

Les parties hachurées correspondent aux explants asso-
ci1és, les fléches aux différentes séries expérimentales.
A gauche de la figure les associatlons sont faites avec
une région céphalique conservant le cerveau ; & droite,

cette région est privée de cerveau,
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Chapiltre 3

ROLE INDUCTEUR DU SYSTEME NERVEUX

Le systéme nerveux favorisant la régénération, 11 convient
d'essayer de discerner dans ce role la part qul revient aux phénomencs
d'inductions et & ceux purement trophiques. '

AVEL (1941, 1950) a mis en évidence les processus inducteurs qui
interviennent au cours de la régénération céphalique. Pour cet auteur, le
pharynx serait formé par une différenciation du régénérat oesophagien, in-
duite par le blastéme ecto-mésodermique. Nous avons repris 1l'étude de ce
pfobléme par 1a méthode des cultures organotypiques (MARCEL, 1966). Pour
cela, trols séries opératoires ont été entreprises (Fig. 11).

Dans la premidre, des régilors cérébrales (prostomium et les 3
premiers segments) ont été assoclées au front de section antérieur de
trongons de 5 segments, prélevés dans la région ocesophagienne (10° au 14°
métamére), Dans ce cas, le tractus digestif ne comporte aucun élément pha-
rynglen, Aprds trois semaines de culture, 1'examen histologique des ex-
plants révéle 1l'existence d'un pharynx caractéristique, placé sous le cer-
veau et différencié aux dépens de 1'épithélium stomoddal ; on remarque en
particulier la présence de cellules cilides et de fibres musculaires en
cours de différenciation ( P1. V, fig. a).

Dans une deuxidme série, la région céphalique (prostomium + trois
segments) est a§sociée a 5 segments prélevés dans la région moyenne du corps,
correspondant au territoire caudal. Dans un délal de trols semalnes, le
pharynx s'est différencié i partir de 1'épithélium dorsal du stomodeum
(P1, V, fig. ¢), malgré 1l'absence de soudure entre 1'intestin et la région
intestinale ectodermique. i

Dans une troisiéme, des réglons céphaliques, préalablement pri-
vées de cerveau, sont assocides, soit & des segments prélevés dans la ré-
glon oesophagienne, solt & des métaméres de la région moyenne du corps. .
Dans ce cas, on assiste & la différenciation d'un pharymx qui s'effectue
raralldlement & la régénération du cerveau (Pl, V, fig, d). L'absence de
néoformation cérébrale accidentelle observée sur un explant a été corré;a-

tive du non développement d'un pharynx.
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Ces résultats nous ayant montré que le pharynx semble prendre
naissance & partir du tissu ectodermique, & la condition essentielle qu'un
eerveau soit présent, nous avons procédé A des implantations de ganglions
cérébroides & différents niveaux, pour préciser la nature des tissus sus-
ceptibles de présenter une compétence vis-a-vis de 1'induction cérébrale.

Un ou deux ganglions cérébroides ont été implantés dorsalement
sur le front de section antérieur de trongons de 5 segments prélevés dans
la région oesophagienne et dans la régiqn médiane du corps., La régénération
normale du trongon oesophagien est empéchée par apposition d'un volet de
tégument prélevé dans la région postérieure du ver, L'examen microscopique
effectud aprés 3 ou 4 semaines de culture réveéle 1'absence totale de for-
mation pharyngicnne dans les portions oesophagiennes ou intestinales sous-
jacentes au cerveau greffé, qui conserve par ailleurs une structure normale,

Un premier résultat de ces cultures est de mettre en évidence un
facteur indispensalble & la différenciation des structures pharynglennes :
la présence de ganglions cérébroides, néoformés ou non. Selon AVEL, le
pharynx seralt induit par le biastéme ecto-mésodermique. Au cours de la
régénération, le cerveau, issu de ce blastéme, semble donc &tre 1'induc-
teur de la formation du pharynx.

Tl est admis généralement, & la sulte des travaux de AVEL (1941)
et de KAWAKAMI (1952) que le pharynx se forme & partir du régénérat oeso-
phagien, Récemment CHAPRON (1971 b) a repris cette étude, par les techni-
ques de la microscopile électronique, sur des vers en régénération normale.
Il conclut ses observations en confirmant les résultats d'AVEL et de
KAWAKAMI : le pharynx se différencie & partir du régénérat de 1'oesophage.
En ce qui nous‘concerne, dans les conditicns expérimentales ou nous nous
sommes placé, 1l semble que les tissus ectodermiques en régénération soient
les seuls & &tre compétents. Cette constatation suggere que la reformation
d'un pharynx se déroule suivant des processus morphogénétiques 1dentiques
3 ceux qui interviennent au cours de 1'organogendse larvalre. Il se peu@
toutefois qu'en perturbant 1le processus normal de la régénération par des
opérations microchirurgicales un tissu en cours de néoformation, donc de
type embryonnaire, puisse suppléer & 1'absence du feuillet normalement
compétent. De toute. fagon un tissu déjd différencié ne peut se transfor-

mer en pharynx méme en présence de 1'inducteur.






- 27 -

D'autre part, les formations phafyngiennes que nous avons obser-
vées par ailleurs (Ch., 2 § 3) & partir d'un épiderme régénéré, au-dessous
d'une structure cérébroide néoformée, s'expliquent par le rdle inducteur
du cerveau que nous avons ainsi mis en évidence, I1 y a done lieu de sé-
parer nettement, au cours de la régénération, d'une part 1'influence tro-

phigue de la chalne nerveuse et d'autre part le r8le inducteur du cerveau,



TABLEAU IX
COMPARAISON DES MOYENNES DES DIFFERENTS LOTS A LA MOYENNE DES TEMOINS
I - INJECTIONS UNIQUES
e}
Siries Temps 8 9 12 15 18 21 24 27 30
-
1 | TEMOINS 0 0,6t0,6]22%208)3,5%08 |4,0*0,5{4,3%20,5|4,320,8] 4,3%0,8] 4,5%1,0
(16)
Sy
\ ,
2 uo%f§§ETER 0 0,5%12,0 | 1,9%071282%0,7 | 4,2¢%0,7|4,5+0,7]4,520,7} 4,5%0,7] 4,5%0,7
e
3 | SIGNIFICATION _ +* - - - - - -
2 par rapport 3 |
‘__/‘
4 BrzlngES 0 0 0 0,420,8 | 20%*12,1|3,0t1,0|3,3%0,9| 3,5%0,8] 3,5%0,8
/—
5 | SIGNIFICATION +X S + 3 W X X i
4 par rapport i 1
_‘/%——;
] - o
6 §§2§§§o§ = 8,75 2,00 1,43 1,30 1,23 1,28
/ M
. ' +
! Br(l??EUES 0,4 1,0%0,9 (2,9 tLE%6 215 4,0 t1,4) 4,321,246 21,1) 44t 2,1 4,5% 1,1
_/\‘
GN ,
8 | SIGNIFICATION * . _xx » o x »
7 par rapport 3 |
4___——‘/;1%?*‘*‘1__;
qugobservations : Tailles des régénérats en nombres de sef™" = lcart-type,
ULLE Le signe + indique un &cart significatif’ 818ne - un gcart non-gignificatif entre la moyenne du lot et celle des témoir

% : test de "t", risque inférieur 3 1 ko

xx : test "U", risque inférieur 3 1 %
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Chapitre 4

ETUDE "IN VIVO" DE L'INHIBITION CEPHALIQUE

L'existence d'un facteur inhibiteur de la régénération céphali-
que, localisé dans le systéme nerveux central, étant démontrée "in visiro",
11 fallait confirmer ces résultats par son étude sur le vivant chez le mé-

me Eisenia foetida (MARCEL, 1970 b)., Nous avons effectué deux séries expé-

rimentales. Dans la premi2re, une seule injection est pratiquée le jour
de 1'opération, tandis que dans la seconde les Eisenia regoivent plusieurs

injections de rappel les Jjours suilvant 1'opération.

1 - Régénération aprés injection unigue de broyats

Dans cette premi2re série, quatre lots de 20 individus cha-
cun sont constitués : 1'un regoit une injection de 5 ul de solution de
"t&tes", le second 5 ul de "queues", le troisiime 5 ul de ligquide de Hoit-
freter pur, et le darmier sert de témoin. Les opdérés sont ensuite 1solés
entre deux rondelles de papier filtre humide dans des boftes de Pétri,
jusqu'd cicatrisation de la plaie ; ils scnt ewvite placés sur du terreau
humidifié, permettant une meillesure survie.

i Les résultats de cctte premitre série opératoire sont transcrits
dans le Tableau IX et sur le graphique (Fig, 12).

Les témoins commencent & régénérer éu bout d'une semaine ; ils
présentent tous au moins un petit bourgcon conique le 9° Jour, Certains
montrent une segmentation post-prostomiale. Tant que cette métamérisation
n'est pas apparente, le régénérat est compté O. La croissance de la @éte
est assez rapide la semalne suivante, puis se ralentit du 15° au 21° Jjour,
date & laquellenlé néoformation aprétiquement atteint sa taille définitive.

ﬁes vers ayant regu une injection de Holtlreter pur aqcusent un
roctard 4 partir du.12° jour, en particulier 1le 155. Ce retard est combléd
le 18° Jour, date & partir de laquelle la courbe dé crolssance se confond
avec celle des témoins. ‘ ,

Les vers auxquels on a injecté du broyat de "queues" commencent
3 régénérer 1le.8” Jour, par conséquent un Jour plus t0t que les témolns.

Jusqu'au 15° Jour, ils ont un régérérat dont la tallle moyenne est supé-
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rieure & celle des témoins, A partir du 15° Jour les courbes sont presque
confondues.,

Enfin, les Eisenia soumis & i'action du broyat de "t&tes" ne
commencent & régénérer que le 15° Jour, soit une semaine environ aprés
les témoins, La courbe de croissance est semblable A celle des témoins
mais demeure toutefois constamment am-dessous : on note au 30° Jour une
différence moyenne de 1 segment. Les tests biométriques permettent d'af-
firmer que cette différence est toujours significative. ,

On peut estimer la valeur de cette inhibition par un "indice
d'inhibition" 1 égal au rapport du nombre de segments régénérés chez les
témoins (N) au nombre de nouveaux métaméres chez les opérés (n) :

i=§o
n

Cot indice est égal & 1 dans le cas ol l'inhibition est nulle, Il est > 1,
et d'autant plus grand, lorsque 1'inhibition est plus forte.

Les aifférentes valeurs de cet indice sont.reportées sur la 1li-
gne 6 du tableau IX. On peut remarquer qu'il diminue trés rapidement en-
tre le 15° et le 17° Jour aprds l'opération et qu'il se rapproche par la
suite de la valeur 1,23 qu'il atteint au 27° Jjour.

On peut done conclure de cette premiére série d'expériences que

a) une injection de Holtfreter pur n'affecte que légdrement et
passagdrement la régénération entre le 12° et le 15° Jour (écart signifi-
catif des moyennes & 12 Jours). Par conséquent une modification importan-
te de la courbe de croissance sera due & la nature de la substance injec-
tée et non au gtress provoqué par 1'opération elle-méme ou par le solvant
de 1l'extrait,

b) Une seule injection de 5 pl de broyat de "t&tes" (soit 1'é-
quivalent de 1/2 t8te) empBche toute régénération pendant une semaine. La
croissance du régénérat est, par la suite, ralentie et celui-ci n'atteint
Jamais la tallle des témoins,

¢) Le broyat de "queues" n'a aucune influence inhibitrice. Au
contraire, 1l paralt favoriser le début de la régénération ; 1l'écart des
moyernes est encore significatif le 14° jour.
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TABLEAU X

COMPARATSON DES MOYENNES DES DIFFERENTS LOTS A LA MOYENNE DES TEMoIns

2 - INJECTIONS REPETEES

Temps T T—— T
Séries 7 9 " 13 15 17 19 21 23 - 25 Y 29 31
\/—f , \
1 | TEMOINS to.9
(]6) 0 0’5 t 0,7 1,5 t 0)8 2’8 3 3,4 t 1_’2 3,8 t 1;1 3,9 t 1)1 4,2 t 1_’3 4’3 t 1,3 4,2 t 1,3 4’3 t 1,3 4’3 t 1,3 4’3 t 1,3
\/ R “f\\_
2 TEMOINS INJECTES + 0,8 1 '
APRES 9 JOURS 0 0,4 £0,6)y,5¢0:9 3,057 3,52L2 4512 1_’0 5:1% 09 15,521, 5,5 1,0 [ 5,5+ 1,0 5,5+ 1,0 5,5+ 1,0 5,5+ 1,0
(16)
— _ —
3 | SIGNIFICATION _ _ x +F % * « *
2 par rapport 2 1 - .t + +* +* + + +
-— \ \
4 | Br. TETES \ p
) : 0 0 0 0 0,7 2 L,5{ 1,4 21,5 |[2,2¢ 1, 2,4 4 L,7 { 2,5 ¢ 1,8 {2,5+ 1,8 2,5+ 1,8] 2,5+ 1,7} 2,5% 1,7
/ \
5 | SIGNIFICATION JXx xx XX *% .
4 par rapport 2 1 + - ¢ + JEX R JXX X JXX
6 | INDICE D'IN- 4.8 1.77
HIBITION i /%3 2,71 ’ 1,75 1,68 1,72 1,72 1,72 1,72
\ ‘J\__‘
7 | Fr. QUEUES
3,7 £1,2] 5,0+ 1,21} 5.4 521,115
()8) 0)3 + 0,,5 ],0 + 018 2’0 + 0,8 ’ L) ’ 0] 4 £ 0,9 5’ 3 35 t 1.)0 5’5 + 1,0 5’7 + 0,9 5,7 + 0_‘9 5’7 b4 0_’9 5’7 b o 0,9
) — T —— —
8 | SIGNIFICATION _xx +X x x %
7 par rapport & 1 Ry + * + WX X +X +X +F
\ \ —

héres 1égendes et observations que poyr |
e

17"-’ /o

,:/é‘.)

v
S

N

Tabledt X.




Figure 13 - Vitesse de la régénération aprés injections répétées de broyats,

La courbe en tirets correspond 4 la vitesse de régénération lorsque les injec-
tions de broyat de tétes ne sont commencées que le 9° jéur (Br. tétes™ 9 j.).
Comparer cette courbe avee celle, en pointillé, correspordant & des injections
répétées dés le début de 1'expérience (Br. tétes cont.).
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Figure 1! - Polygone des fréquences cumulées,

La courbe relative aux témoins est tracée en trait continu, la courbe relative aux

expériences en présence de brovat de té€tes, en pointillé,
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2 - Régénération apres injections répétées de broyats

Pour tenter d'accroftre 1'efficacité des substances injec-
tées, nous avons essayé d'augmenter la concentration de 1'inhibiteur. Mais
nous nous sommes heurté 2 une difficulté technique : la viscosité du pro-

duit (due au mucus abondant) ne nous a pas permis de réaliser les opéra-
tions, Nous avons donc été amené & répéter plusieurs fois les injections
en utilisant chaque fois la dose et la concentration précédentes., Ainsi,
les vers regoivent 5 ul tous les Jours pendant 8 jJours, puls tous les deux
jours Jusqu'au 29° Jjour. Lorsqu'on soumet ainsi des vers "décapités" & des
injections répétées de broyats de t8tes"ou de "queues", les résultats sont
les suivants (Tableau X et Fig. 13).

La courbe de croissance des témoins est & peu pres superpqsable
4 celle de la série préeddente,

Les vers qul regoivent des injections de broyats de tétes régu-
lidrement répétées Jusqu'd la fin de 1l'expérience ne débutent leur régéné-
ration que le 15° Jjour. Les régénérats atteignent leur plus grande longueur
moyenne le 23° Jour. Celle-ci, d'ailleurs, ne dépasse pas 2,5 segments. Le
caleul du test "U" & défaut du test "t" permet de conclure & une différen-
ce significative entre ces deux croissances, D'autre part la répartition
des fréquences, par nombres de segments régénérés, montre que chez les
témoins 87 % des individus ont au moins 4 segments contre 27 % chez les
vers injectés ; inversement 73 % de ceux-cl ont acquis moins de 4 segments
contre 13 % pour les témoins. Ces falt sont bien montrés par le polygone
des fréquences cumulées (Fig. 14), L'indice d'inhibition (ligne 6, Ta-
bleau X), défini précédemment, varie de 4,85 le 15° jour & 1,72 & partir
du 25°. |

La courbe de crolssance des régénérats des vers ayant regu des
broyats de "queues" pendant 9 jours met en évidence un accroissement de
la vitesse de régénération, Celle-ci augmente rapidement du 7° au 15° jJour,
A partir de cette date, les moyennes sont nettement supérieurés 3 celles
des témoins et les écarts en sont significativement différents.

S1 1'on injecte du broyat de "t8tes" & partir du 9° jour seule-
ment, les résultats différent nettement de ceux obtenus chez les vers &
qui les Injections ont été effectuées des le début de 1'expérience. En
effet, si, du 9° au 15° Jour, les daux courbes somt pratiquement superpo-
sables, & partir du 15° jJour la vitesse de régénération augmente brusque-
ment. Les longueurs moyennes des néoformations deviennent identiques, i
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partir du 21° Jour, & celles des vers ayant regu du broyat de "queues'.
Une action trophique de la part de la t€te se manifeste donec si 1'in 5 zc-
tion débute le 9° Jour.

Cette scconde série expérimentale permet de dédulre que

a) 1'nomogénat de réglons cérhaliques, injecté régulidrement
pendant un moiz empéche la régénération de débuter avant le 15° jour, et,
d'autre part, les tallles moyennes des régénératé obtenus restent faibles
(73 % des bourgeons ont moins de U4 segments), |

b) Les injections du méme broyat cffectuées & partir du 9° Jdar
n'ont aucun effet inhibiteur. Au contrare, se manifeste 1l'effet trophique
de la chatne nerveuse,

c) Le broyat de régions caudales posséde un facteur trorhicue
favorisant nettement une régénération plus précoce et permettant des for-

mations céphaliques de teille plus grande que chez les témoins.

Discussion et Conclusion

La croisaance des régénérats i partir d'animaux témoins csct,
dans nos conditions d'expérience, sensiblement identique & celle déeritn
par CHAPRON (1969 a). La régénération est hypomérique, comme le signale
d'atlleurs cet auteur.

Le broyat de régions céphaliques, injecté dds le début de 1l'cx
périence, emp@che toute régénération pendant 8 Jours mais ne peut 1'iihi-
ber complétement. En effet, & partir du 9° Jjour, que 1l'injection soit u-
nique ou répétée, un bourgeon se forme et aboutit & un régénérat. Celui-
¢l demeure toutefols de petite tallle, surtout dans le lot des vers ayen
regu des injections répétées tout au long de 1'expérience. Ce rédsultat
confirme donc l'existence d'une substance inhibitrice qui, cependant,
dans le cadre de ces expériences "in vivo", ne permet pas d'atteindre les
taux d'inhibition obtenus "in vitro". Il est toutefois en accord avec les
données de CHAPRON (1969 a) qui, au moyen de greffes, trouve gue 1'inhi-
bition est incompldte et ralentit la régénération. Nos expériences de rap-
pels d'injection ont puur effet d'augmenter le taux de substance inhibi-
trice dans le liquide coelomique et par suite de ralentir davantage la
régénération. Mais, par sulte du renouvellement, san:; doute assez rapide,
du contenu coelomique, la proportion d'inhibiteur est tuujours moindre

que dans le cas des cultures organotyplques ou 1l'explant est constamment
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en contact avec le broyat. Noa observations "in vivo" semblent donc confir-
mer cette hypothese de 1'élimination du facteur inhibiteur que nous avions
déja émise pour expliquer les résultats de CHAPRON (MARCEL., 1970 a).

Le facteur inhibiteur fourni & un ver en régénéfation, a4 partir
du 9° Jour, n'a'plus aucune action retardatrice., A cette date, un bourgeon
non segmenté au moins est toujours visible (stade 8 suivant CHAPRON, 1969 a),
Mais les processus morphogénétiques sont suffisamment avancés pour ne plus
pouvoir &tre bloqués ou méme seulement ralentis. Au contraire, le broyat
a une action diamétralement opposée : la substance trophique, que nous
avons mise en évidence dans la chalne nerveuse (chapitres présédents et
MARCEL, 1968) et sécrétée par elle (CHAPRON, 1969 b), est alors seule a
agir ; elle provoque 1'aceroissement de la vitessc de régénération obser-
vée du 15° au 21° jour. La néoformation est encore le plus souvent hypo-
mérique ; elle est équimérique dans 6 % des cas.

C'est cette méme substance trophique qui est vralsemblablement
responsable de 1'augmentation de la régénération chez les vers ayant regu
du broyat caudal, Ce résultat confirme et compléte celul que nous avions
obtenu "in vitro" : le facteur trophique existe bien tout au long de la
chalne nerveuse, depuis les premiers neuromeres Jusqu'ia 1l'extrémité posté-
ricure. L'augmentation du taux de substance trophique ne nous a pas toute-
fols permis d'observer les hyperrégénérations qu'AVEL (1947) avait obte-
nues en augmentant la proportion de la chalne nerveuse par rapport a la
parci du corps.

Ces deux derniéres expériences permettent aussi de penser que
la substance trophique pourrait avoir un double rdle, I''une part, dés les
premi®res manifestations de la régénération, elle activereit les mécanis-
mes, en particulier en agissant sur le bouchon cicatriciel, comme le sup-
pose CHAPRON, Mals d'autre part elle agirait sur la taille &u régénérat,
Cctte seconde influence se¢ ferait sentir plus tardivement et serait, par
conséquent, responsable de 1'accroissement du nombre de métaméres, dans les

expériences d'AVEL, comme dans les ndtres.
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I1

REGENERATION CAUDALE

Chapltre 5

Les expéricences effectudes "in vitro" et 'in vivo", rapportées
dans les chapitres précédents, ont montré que la régénération céphalique
étalt sous la dépendance de deux facteurs & rOle antagoniste. Le premier
inhibe la régénération d'une t&te ; 1l est localisé dans le tissu nerveux
antérieur, Le second, trophlque, se trouve distribué tout au long de la
chalne nerveuse, Il fallalt rechercher si des substances & r6le homclogue .
intervenaient dans la régénération postérieure (MARCEL, 1970 c).

MOMENT (1946) a montré que la taille du régénérat caudal ne dé-
pend que du niveau d'amputation, quel que soit le nombre initial de seg-
ments. Cette corrélation n'existerait pas pour des amputations trés posté-
rieures (SAUDAIN, 1968). On sait d'autre part (HUBL, 1956, JUBERTHIE, 1965)
que la régénération caudale & un niveau trés distal est dominée par une
ncuroséerétion d'origine cérébrale. Cette action endocrine a toutefois été
controversés récemment par SAUDAIN (1968) par des résultats d'expériences
portant sur un grand nombre de vers,

Pour essayer d'éviter 1'interaction de cet éventuel facteur sup-
plément&ire, nous avons envisagé la régénération caudale sur des individus
entiers (in vivo) aux intersegments 50/51 et 60/61, donc & peu pres au mi-
lieu du corps. La technique est la méme que celle qui a été utilisée pour
les expériences relatées au chapitre 4.

Pour chacun des deux niveaux (50/51 et 60/61), trois lots de vers
sont constitués. L'un regoit tous les Jjours, pendant 10 Jours, 10 ul de
broyat de t8tes, soit 1'équivalent de 1/2 téte par Jour, Au second lot est
injecté, dans les mémes conditions et & la méme concentratlon,de 1 'homogé-
nat de queues. Le troisidme lot, élevé comme les précédents, sert de té-

moin. Les segments régénérés sont comptés tous les deux Jours.
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Figure 15 - Vitesse de la régénération caudale au niveau de 1'intersegment 50/51 aprés
injection de broyat de tétes (br, tétes) et de broyat de queues (br. queues),
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1 - Régénération au niveau de 1'intersegment 50,51

Sur le Tableau XI, sont reportés lcs nombres moyens de sog-
ments des régénérats, comptés tms les deux Jours, pour les trols lots :
l-témoins, 2-vers ayant regu du broyat de t&ies, 3-vers ayant regu du
broyat de queues. La figure 15 représente les courbes de croissance de
ces différents régénérats.

Ces cou " es ont une allure en "S" carastéristique. On peut noter
tout d'abord que les témoins commencent & régénérer le 10° Jour un petit
pygidium (noté Py en ordonnée). La vitesse de régénération est de plus en
plus grande Jusqu'au 16° jour : la néoformation atteint alors 21 segments.
A partir de cette date, 1'inflexion de la courbe traduit un ralentissemcnt
de la croissance. Celle-ci s'arréte 30 jours aprés 1l'amputation ; on compte
3 ce moment 42,6 scgments. Entre le 30° et le 40° Jjour, 1l'augrentation du
nombre de métaméres est infime, en moyenne 0,2.

L'injection de 1'homogénat de queucs retarde de 48 hures 1'on-
parition du pyvgidium. Par la suite, la courbs de croissance des opérds in-
dique d'une part une vitesse de régénération plus faible que celle des td-
moins et d'autre part que la taille dec régéndérats est inférieure i cells
des témoins. Le point d'inflexion de la courbe se situe & 18 jours, 43
heures aprés celul relatif aux témoins. A cettc date, la taille moyenne
des régénérats n'est que de 9,5 wétamdres, Le maximum d'extension de la
queue néoformée apparali & portir du 30° jour, avee une moyenne d2 22 &6~
ments, En fin d'expér’nce on peut donc observer une régénération prés do
deux fois moindre chez les vers. in)zctés que chez les témoins. La compa-
raison entre ies moyennes des opérés et des témoins montre, pour chaque
Jour de comptage, une différence statistiquement significative (notée +
sur le tableau XI). |

Dens le lot des vers ayant regu des injections répétées d'homc-
génat de tétes, la courhe de croissance des régénérats est pratiquemént
confondue avec celle des témoins. La vitesse paralt toutefois légereinent
plus faible vers le 14° jour, mals 1'écart entre les moyennes (9,4 contre
11,7) n'est pas statistiquement significatif, De méme, n'est pas si:nifi-
cative la différence que 1l'on observe du 30° au 40° jour.

Donec au niveau de 1l'intersegment 50/51, 1'injection de broyaty
de queues retarde et ralentit la régéuération caudale. L'indice d'inhibi-
tion 1 (1igne 4 sur le tableau XI) varie de 5,10, en début de régénératicn.
a2 1,92 au 40° Jour (voir Fig. 18).



Figure 16 - Vitesse de la régénération caudale au niveau de 1'intersegment 60/61 aprds injection

de broyat de t8tes (br. tétes) et de broyat de queues (br. queues).
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2 - Régéndération au niveau de 1'intersegment 60/51

Les résultats des expériences pratiquées sur des vers ampu-
tés en arritre du 60° segment sont aonsignés dans le Tableau XIT. Les cour-
bes de croissance des régénérats sont tracées d'autre part sur la Figureil6.

Les témoins reforment un pygidium (Py en ordonnée) 10 jours aprés
1'amputation. L'augmentaticn du nombre de métaméres se fait & une vitessc
cemparable & celle des témoins de la série précédente Jusqu'au 16° jour |
(point d'inflexion de la courbe). A cette date, la moyerne est de 19,6
segments. La vitesse décroit par la suite et le plateau est atteint 26
jours aprés 1'opération avec une longueur moyenne de 32,2 métaméres.

Le broyat de t8tes ne paralt pas avoir d'action sur la régénéra-
tion bien que la courbe correspondante se situe constamment au dessous de
celle des témeins., A aucun moment, en effet, la différence entre les moyen-
nes n'est significative (signe - sur le Tableau XII).

L'action du broyat de queues est par contre évidente. La régéné-
ration débute 2 Jours aprés celle des témoins (Pygidium formé le 12° Jjour).
Le plateau est atteint 26 jours apres le début de 1'expérience. A cette
date, les régénérats mesurent en moyenne 19,2 segments. L'indice d'inhibi- -
tion est de 1,68 (ligne 5 sur le Tableau XII). Par la suite, la croissance
est insignifiante : la taille définitive du régénérat est atteinte dés le
30° jour, avec 19,8 segments. L'indice d'inhibition est alors de 1,6} ce
qui signifie que la régénération est plus d'une fois et demie plus faible
que dans le cas des témoins. Le calcul du test de "t" montre que les 4if-
férences entre les moyennes des témoins et celles des vers traités par le
broyat de quecues sont constamment significatives.

\

Discussion et Conclusion

Les résultats de nos observations sur les témoins amputés au ni-
veau des intersegments 50/51 (42,8 segments régénérés) et 60/61 (32,6 seg-
ments) sont tout & fait comparables & ceux obtenus par MOMENT (1946) chez

lc méme Eisenia foetida. Cet auteur compte en fin d'expérience 39,5 méta-

méres pour une section au niveau 50 et 29,6 au niveau 60, nombres tres peu
modifiés 3 la suite de recherches plus récentes (MOMENT, 1950). L'écart
entre les moyennes de nos deux séries est significatif & partir du 22° jour.
Au 28° jour, aux lcngueurs respectives des souches (50 et 60 segments),
correspond une différence corrélative (10 segments) entre les métaméres

des régénérats,.



Figure 17 -

Variations des indices d'inhibition pour les deux niveaux 50/51 (courbe continue)
et 60/61 (courbe en tirets).

L'indice d'inhibition 1 est égal au rapport du nombre de segments régénérés chez

les témoins (N) au nombre de nouveaux métaméres chez les opérés (n) : 1 =

BI1=
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Aux deux niveaux ol. sont pratiquées les amputations, 1'injection
répétée de broyats de queucs inhibe la régénération de la partie homolo-
gue. Toutefois, dans les deux cas, 1'inhibition n'est pas complite car
une queue régénére presque toujours mais celle-ci comporte un nombre de
segments trés inférieur & celul des témoins. Ces résultats correspondent
d'ailleurs & ceux obtenus précédemment dans le cas de la régénération cé-
phalique ol, malgré la présence d'un trongon céphalique greffé (CHAPRCH,
1969 a, 1970 ¢) ou d'un homogénat de tétes (chapitre 4), une région cépha-
lique se forme presque toujours mais constitude d'un petit nombre de sez-
ments., L'explication que nous avens proposée au chanitre U4 =7 : valable :
la substance inhibitrice injectée se dilue dans le liquide coelomique et
est éliminde tandis que celul-ci se renouvelle, On poit aussi noter que
les écarts-types, et donc les variances, sont plus grands que ceux rela-
tifs aux témoins. Cela traduit une distribution relativement plus étencus
des régénérats dans la population considérée, Cette remarque est surtout
valable au niveau de 1l'intersegment 50751 ou les variances des témo's et
des opérés différent significativement 3 partir du 26° jour.

D'autre part (Fig. 17), la variatlon des indices d'inhibition,
déterminés précédemment, montre que 1'influence de 1'homogénat caudal se
falt sentir surtout dans les premiers Jours et s'atténue progressivoment
par la suite, au fur et & mesure que la substance inhibitrice est vrafe::..
blablement évacuée, Toutefols, le déficit en segments r-lommis ¢
vers injec*Zis n'est Jmaals corblé, ce qui montre bien cue le facteur in-
hibiteur agit dans les tout premiers stades de la morphogenése.

Enfin, 11 faut noter yue les vers ayant regu du broyat cerdal
ne présentent, en fin d'expérience, qu'une différence de 2,5 segments en-
tre les deux séries (50/51 et 60/61), contrairement aux deux lots témoins
qui montrent entre eux un écart de 10 métamdres. De plus, les indices
d'inhibition au 60° segment sont constamment inférieurs & ceux relatifs
au 50° (Fig. 17). Il y a donc un comportement différent vis & vis du fee-
teur inhibiteur pour ces deux niveaux dés le début de la régénération,
L'interprétation de cette observation est évidemment délicate et toute
explication sera par suit. une simple hypothése & vérifier. On peut vrai-
scmblablement élim:ncr d'emblée une action endocrine des ganglions céré-
broides. Au 60° scgment en effet JUBERTHIE amontré que la régénération

était entidrement indépendante des neuroséerétions cérébrales. L'aypotiis:



Figure 18 - Régénérat caudal dissymétrique (vue dorsale),
' Remarquer les subdivisions des métaméres sur le
c6té droit.
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Figure 19 - Régénédrat caudal dissymétrique (vue latérale gauche).,
Noter les nombreuses subdivisions de segments ainsi

que 1'implantation anormale de certaines soles,
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que nous proposons falt intervenir les gradients de territoire. On sait .

que le territoire caudal débute chez Eisenia foetida au 19° segment. Plus

on se déplace en dlrection postéricure, plus le territoire aurait

une intensité "caudalisante" importante. Le "systime mésodermique" prédo-
minerait le systéme "ecto-neural (ABELOOS, 1955). Cette prédominance se-
ralt plus grande au 60° segment qu'au 50° et par conséquent 1'inhibition
¥y serait moins aisée.

L'injection de broyats de tétes ne modifie en rien la régénéra-
tion caudale. Or une expérience équivalente, consistant & injecter des
broyats de queues au cours de la régénération céphalique, a montré que
ceux-ci avalent une influence trophique nette (chapitre 4), Il semble donc
Que la région céphalique (cervecau et premiers ncuroméres) ne posséde pas
de propriété trophique, vis & vis de la régénération caudale & ces ~eux
niveaux. Toutefois, un ver ayant recu du broyat céphalique a présenté un
régénérat tres dissymétrique, Aux 7 métaméres proximaux comptés du cOté
droit, correspondaient 16 segments du cdté gauche et ventralement (Fig.

18 et 19). Ce régénérat était par ailleurs dans sa partie distale tout 2
fait normal et comportait une quarantaine de segments (MARCEL, 1970 d).

On sait (MORCAN, 1895 ; SAUDAIN, 1968) que les anomalies de la segmenta-
tion ne sont pas rares chez Eisenia et nous avons pu en observer un certain
nombre., Mals ces cas n'ont Jamails montré un développement aussi dissymé-
trique. Peut-&tre faut-1l mettre cette anomalie au compte d'une action

trophique du systéme nerveux antérieur.
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TABLEAU XIII

VARIATIONS DU COEFFICIENT D'INHIBITION ¢ ET DU COEFFICIENT TROPHIQUE t EN FONCTION DU NIVEAU

DES METAMERES

Tete
dénervée

Cerveau

GSO

G 5-7

G 8-14

G 15-21

G 22-28

30-36

Queue

Témoin

Coeff. d'inhibition

Q

- Nb rég. te.
Nb rég. obs

1,5

1,0

4,6

1,8

1,5

1,2

1,1

1,0

1,0

Coeff. trophique

t =

Nb norm + Kb an

¥b té.

1,1

0,8

1,0

1,1

1,1

1,0

1,0




Figure 20 - Variations du coefficient d'inhibition ¢ (trait continu) et du coefficient trovhique t

(trait interrompu) en fonction du niveau des métaméres,

o _ Nombre de régénérats chez les témoins
" Nombre de régénérats chez les opérés

t = Nombre de régénérats normaux + ncmbre de régénérats anormaux
- Nombre de régénérats chez les témoins

/
Remarquer la coincidence entre le territoire téte et la répartition de 1'inhibiteur.,
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IIT

DISCUSSION ET CONCLUSION

DE LA PREMIERE PARTIE

L'étude des séries expérimentales cffectuée dans cette premidre

partie nous a permis d'observer les faits sulvants.

T1 existe chez 1'Oligochete E. foctida, comme chez les autres
vers étudiés, un systéme inhibiteur de la régénération céphalique ou cau-
dale, C'est donc un processus trés général qui régle le mécanisme de la
régénération, Ce facteur, susceptible d'8tre extrait des tissus par homo-
généisation, est soluble dans 1l'eau. Il est localisé, dans le cas d'gigg-
nia, dans le systéme nerveux central et vralsemblablement aussi périphé-
rique. .

Sa répartition scmble se faire suivant un gradient. En effet,
si 1'on calcule, pour chaque trongon, homogénéisé le rapport :

Nombre de régénérats chez les témoins
Nombre de régénérats chez les opérés

que 1'on peut appeler "coefficient d'inhibition" on remargue (Tableau XIII)
que & partir de la région céphalique ol 1l est maximum, 11 déerolt Jusqu'a
niveau des neuroméres 22 4 28 (Fig. 20). La décroissance est trés rapide
d'abord, puis un palier est visible entre les neuroméres 8 4 22, Au-deld
le coefficient d'inhibition se rapproche de 1, valeur correspondant aux
témoins., Or, si 1'on trace en regard 1'étendue du territoire t&te on
s'apergoit que 1'extrémité de ce champ correspond 2 la fin du palier du
coefficient ¢. Il est possible que 1l'une des proporiétés de ce champ cé-
phalique soit Justement de posséder ce pouvoir inhibiteur de la régénéra-
tion céphalique. Ce champ pourrait donc &tre traduit par la distribution
de cette substance inhlbitrice,
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Son absence au niveau du ganglion sous-oesophagien est difficile-
ment explicable, On sait que celui-ci résulte de la coalescence des gan-
glions 1 & 4, par suite du recul du cerveau chez les Oligochdtes supériecurs.
I1 serait logiquc qu'il possiéde les mémes propridtés que les autres neuro-
méres. Toutefols le gangllion sous-oesophagien semble servir de relai entre
le cerveau d'une part et les autres ganglions de la chalne ventrale d'autre
part. D'aprés les observations de HUBL (1956), 1l'action endoerine du cer-
veau sur la régénération caudale s'exercerait par 1l'intermédiaire du gan-
glion socus-cesophagien. Il est donc possible que ce ganglion soit spécia;
1isé dans 1'élaboratiocn d'une neurosécrétion: les cellules décelables par
les colorants habituels des neurocsécerétions y sont en effet nombreuses,
Réduit au rb8le de relail endocrine, il aurait perdu le pouvoir d'élaborer -
le substance inhibitrice.

L'expérimentation "in vivo" nous a aussi permis de retrouver un
facteur inhibiteur de la régénération caudale, & des niveaux ol le cerveau
endocrine n'intervient pas (JUBERTHIE, 1965). Il existe par conséquent
decux systémes inhibiteurs, symétriques, qul réglent les possibilités de la
régénération. Ces syst®mes sont polarisés : 1'inhibiteur céphalique ne mo-
difie pas la régénération caudale et inversement, Il s'aglt donc vralsem-
blablement de daux substances différentcs lides respectivement au terri-

toire "téte" et au territoire '

'queue”,

L'effet trophique de la chatne nerveuse, connu dupuis longtemps,
cst dl & une substance soluble dans 1l'eau que 1'on peut extraire par romo-
généisation, Nos expériences et 1'étude des variations ducoefficient tro-
phique (Fig. 2®) permettent de déduire que ce facteur est réparti unifor-
mément le long de la chalne nerveuse. Il n'a pas de spécificité et agit
indépendamment de la polarité, dans le cas de la régénération céphalique,
C'est ainsi que la région caudale est capable de favoriser la régénération
d'une téte au niveau du 8° segmoent.

Par contre, vis & vis de la régénération caudale, aux niveaux
50/51 et 60/61, nous n'avons pas pu mettre en évidence une telle action
non polarisée., Il semble que dans ce cas, le facteur trophique, présemt
dans la région céphalique, n'ailt pas d'effet sur la régénération posté-
riecure. Les éléments mis en jeu dans les mécanismes de la morphogeneése
caudale ne sont sans doute pas compétents pour la substance trophique

d'origine antérieure,
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De toute fagon, le rdle du facteur trophique semble double. On
note une action sur les tout premiers stades, au moment de 1'édification
du blastéme., Pour CHAPRON (1969 b), le facteur agirait en détruisant le
bouchon cicatriciel. Mais d'autre part, 1'apport de substance trophique,
tardivement, & partir du 9° jour aprés 1l'opération, influence nettement
le profil de la courbe de croissance des régénérats. Ceux-cl ont une
taille moyenne supéricure & celle des témoins. La substance trophige agit dre s
1'augmentation du nombre de métaméres, donc la croissance du régénérat.

' Cette action trophigue est & distinguer nettement de 1'induction,
Nous avons pu mettte en évidence un tel phénomene au cours de la régénéra-
tion du pharynx ; le cerveau est responsable de cette induction.,

De nouveaux problémes sc¢ posent. En particulier il faudrait sa-
volr d'une part sur quels tissus du blastéme les facteurs trophique et
inhibiteur agissent, et d'autre part quelles cellules sont responsables
de leur élaboration., C'est ce que nous allons envisager dans le seconde

partie de notre travail,



DEUXIEME PARTTE

ACTION DES SUBSTANCES INHIBITRICES SPECIFIQUES
SUR LE BLASTEME DE REGENERATION

(Etude histologique)

o M
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Les substances inhibitrices spécifiques, dont nous venons de
montrer 1'existence, empéchat(in vitro) ou tout au moins retardent (in
vivo) la formation d'un bourgeon de régénération. Le contrSle histologi-
que des séries de culture nous a permis de constater, dans tous les cas
ol la régénération était inhibée, la présence d'un bouchon cicatriciel,

Le probléme essentiel est done de connaltre non seulement la‘
phase du mécanisme de la régénération sensible & l'action de cet inhibi-
teur, mais aussi de trouver quels éléments du blastime voient leur évolu-
tion entravée par cette substance, D'autre part, 1'analyse expérimentale
a bien montré le rdle d'une substance trophique d'origine nerveuse, au
moins en ce qui concerne la régénération céphalique. Il importe donc aussi
de rechercher quelles sont les phases qui dépendent de ce facteur.

Pour essayer de résoudre ces problémes, il nous a semblé néces-
salre, dans un premier temps, d'étudier plus en détail les différentes
régions du bouchon cicatriciel, encore présent trois semaines ou un moils
apréds la mise en culture., On a vu, au cours de 1l'étude in vivo, que si
1l'on fournit & un ver, plusieurs Jours apres 1'amputation de la téte, la
substance inhibitrice, ce facteur est inefficace. Il agit 4cno dans les
tout premiers stades de la mise en place du blastme de régénération. Nous
étudiernns ensuite l'action des substances inhibitrices sur les premiéres
phases de la régénération et nous la comparerons & celle des substances

trophiques.
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Chapitre 1

LE BOUCHON CICATRICIEL CHEZ LES VERS INHIBES

Etude histologique des trongons 8-13 en culture

L'observation histologique a porté sur une quarantaine de tron-
gons 8-13, cultivés pendant 3-4 semaines en présence de 1'inhibiteur cé-
phalique et n'ayant pas régénéré.

Le plus souvent, le broyat de la région céphalique entiére, ne
permet pas de néoformation (1° partie, ch. 1), méme trés incompldte. Néan-
moins, on note, dans tous ces cas, une cicatrisation de la plaie, Il se
forme un bouchon cicatriciel (be., Pl., VI, fig. a), constitué par un amas,
souvent trés épais (Pl, VI, fig. b) de coelomocytes (¢) : leucocytes de
différents types et chloragocytes (A.M. BOUC-LASSALLE, 1968). Mélés & ces
é1léments, on trouve des sarcolytes (s) provenant de la musculature lésée
par la section. Le tube digestif est généralement fermé par pincement de
son front antérieur. La partie distale endodermique y est trés amincile,
formant un "épithémium interne" (CHAPRON, 1969 a). Dans quelques cas, 1'oe-
sophage ne s'est pas refermé (Pl., VI, fig. ¢, fldche) ; toutefois, un bou-
chon cicatriciel (bec) obture la plaie, La surface externe du bouchon cica-
triciel est le plus souvent recouverte (Pl. VI, fig. a), mals pas toujours
(P1, VI, fig. b, fldche) par un épithélium cicatriciel (ec). Quand 1l exis-
te, cet épithélium demeure peu épals, liche, constitué par des cellules
aplaties et allongées transversalement (Pl. VI, fig. d). Nous n'avons gé-
néralement trouvé que trés peu de lacunes sanguines entre les éléments du
bouchon. Lorsque ce bouchon cicatriciel est ainsi trés primitif, la sec-
tion de la cha%tne nerveuse est assez nette, sans présenter de prolongemern.s
de fibres en direction du tissu cicatriciel (Pl. VI, fig. c). Dans les cas
contraires, c¢'est-a-dire lorsque le bouchon semble plus évolué, avec un
épithélium externe relativement haut, 1'extrémité distale de la chalne
ventrale est amincle et dirige quelques faisceaux de fibres vers la base

de 1l'empilement des coelomocytes.



T

Le bouchon cicatriciel obtenu dans ces conditions d'inhibition
est tout & fait comparable & celuil qui se forme lors de la-régénération
normale, & un stade trés précoce, et déerit par CHAPRON (1964, 1969 a, |
1970 a). On y trouve les mémes constituants, Toutefols, en présence d'in-
hibiteur, on peut noter que 1'¢paisseur de coelomocytes est beaucoup moins
constante que chez les témoins. De plus, la présence de sarcolytes (s, sur
la Planche VI), pendant un temps aussi long, laisse penser que l'action
phagocytaire des chloragocytes a été moins efficace que chez les témoins,
Il se peurrait, bien sfir, que ces sarcolytes proviennent d'une dégénéres-
cence secondalre de la musculature des trongons. Mais aucun symptome de
nécrose n'est décelable par ailleurs dans les différents tissus des ex-
plants. Il semble donc que les processus de régénération demeurent bloqués
au stade du bouchon cicatriclel, stade normalement transitoire.

D'autre part, le fait que les lacunes sanguines, indices d'une
dégénérescence du bouchon, solent trds rares laisse penser que 1l'histolyse
des éléments cicatriciel ne s'effectue pas.

I1 est donc nécessaire d'étudier la formation du bouchon cica-
triclel et sa destinde en présence d'inhibiteur. Pour cela, il est évidem-
ment indispensable de s'adresser & 1'expérimentation "in vivo" qui, nous
1'avons vu précédemment (1° Partie, Ch. 4), retarde le processus de la ré-
génération sans 1l'empécher totalement. Les phénoménes risquent donec de
pouvolr &tre analysés plus commodément griice & ce "ralenti",

L'étude histologlque a été faite sur de jeunes régénérats, fixés
4 intervalles réguliers, Ausit8t aprés 1l'opération - décapitation ou am-
putation & 1'intersegment 50/51 -, les vers reg¢civent ume injection intra-
coelomique de l:homogénat contenant le facteur inhilbiteur. Les inj=ctions

sont répétées toutes les 24 heures.



TABLEAU XTIV

CHRONOLOGIE DES DIFFERENTS STADES DE LA REGENERATION

CHEZ LES TEMOINS {(D'aprés CHAPRON, 1969 a)

" Remarques
{ STADE 2?2p§ apres Caractéristiques histologiques (Observations
pération
personnelles)
I 0- 5n Contraction du front de section. Retrait | Nos observations
du tube digestif, |l ont été faites &
6 het 12 h, Ce
Formation d'un anneau cicatriciel. Epi- léger décalage
T 5 -10h derme et épithélium digestif se prolon- ne change rien &
gent en formant respectivement un '"¥pithé- | la chronologie
lium superficiel" et un 'ptthélium interne'| des stades I atII.
L'anneau cicatriciel se transforme en bou-
chon clicatriciel, Le front de section est
TII 10 - 48 h entidrement recouvert par 1'épithélium su-
perficiel, tandis que le tube digestif se
ferme en cul de sac,
Début de 1'histolyse du bouchon cicatri-
v 5 - 3 4 clel, Des fibres nerveuses apparaissent,
en continuité avec la chalne nerveuse
ancianne, -
v 3. 5 Dégénérescence du bouchon clcatriciel, Apparition des
' Flaque sanguine dans le blastéme, premires mitoses
A .4 Différengiatione de cecllules nerveuses & |Mitoses dans
Vi 5- T3 partir de 1'épithélium superficiel. Inva- | 1l'ectoderme, le
: gination du stomodeum, mésoderme et
1'endoderme.
Systéme nerveux diffdérencié. Apparition
des fibres musculaires circulaires et Trés nombreuses
VII 7 - 934 longitudinales. Accolement du fond du mitoses dans
stomodeum contre 1l'extrémité du tube di- | tous les tissus.
. gestif aveugle. La solution de continui-
té disparalt par la suite.
i Organisation du pharynx. L'épiblaste se
VIII 9 - 11 subdivise,
Les trois premiers métaméres sont formés,
X 11 - 13 Cerveau en position définitive dans le
3* segment.
X 3 partir du| Pharynx foncticnnel, Le régénérat s'ac-
13° jour croit rapidement.
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T Chapitre 2

IZS PREMIERS STADES DE LA REGENERATION ANTERIEURE

(Etude in vivo)

Trois lots de vers sont constitués. Ils sont tous décapités,
c'est-a-dire amputés -de leurs sept premiers métaméres. Les vers du pre-
mier lot regoivent chacun la dose de 5 ul d'homogénat de t8tes ; ceux du
second, 5 ul de broyat de queues. Le trdsiéme lot sert de témoin. Plusicurs
individus (4 & 7) de chaque lot sont fixés aux temps suivants aprés 1'opé-
ration : 3, 6, 12, 18, 24, 36 heures, 2, 3, 4, 5, 6, 7,8, 9, 10, 11, 12 et
15 Jours. Les coupes sont colorées au glychémalun de Mayer ou suivant la
technique de Clark.

1 - Chronologie des différentes phases de la régénération

chez les témoins

CHAPRON (1969 a) a déerit le développement des régénérats
normaux au niveau 8/9. Nous rappelons brievement les caractéristiques dec
10 stades qu'il a déterminés dans le Tableau XIV.

Nos observations microscopiques des vers témoins, fixds A inter-
valles réguliers, bien qu'amputés & 1'intersegment 7/8 au lieu du 8/9,
confirment les constatatlons de CHAPRON. Aussi utiliserons-nous sa chro-
nologie comme réfirence, en envisageant les modifications subies par les
régénérats & la suite de l'action de la substance inhibitrice d'origine
céphalique,

On peﬁt remarquer, avec cet auteur, que durant les trols premiers
Jours, la mise en place du blastéme s'effectue uniquement par des déplace-
ments de tissus, sans aucune division cellulaire. Nous n'avons observé. en
effet, de mitoses qu'a partir du 4° Jour (stade V) ; leur nombre ne devient
important qu'aux stades suivants (VI et surtout VII). Au cours de ce der-
nier stade nous avons distingué des figures mitotiques dans le feuillet
ecto-neural, l'endodarme (tube digestif ancien) et le mésoderme.

Sur la base de cette chronologie des différents stades de la
régénération normale, nous pouvons étudier 1l'évolution des blastemes lors-

qu'ils sont soumis & l'action de 1'inhibition céphalique.



Figure 21 - Régénération céphalique. Concordances entre les stades de la régénération chez les
témoins (au milieu), les vers ayant regu du broyat de tétes (en haut : Br. tétes)
et ceux ayant regu du broyat de qucues (en baa : Br., queues). En abscisses, le temps
en jours,
On peut noter que les deux premiers stades ont constamment la méme durée. Le
broyat de t@tes provoque un allongement de la durée des stades III, IV et V,

tandis que 1'homogénat de queues raccourcit les stades V et VI.
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= TABLEAU XV
CO:"PARATISON ENTRE LES EVOLUTIONS CHRONOLOGIQUES EN PRESENCE ’
OU EN L'ABSENCE (TEMOINS) D'HOMOGENATS DE TETES OU DE QUEUES
Age chez: Broyat de tétes Broyat de queues
STADES
les témoins:
Age Remarques Age Remarques
I}0-6 h(l) 0 -6 h(i) Formation du bouchon cicatriciel. Le 0- 6h
1) (134tube digestif demeure souvent ouvert,
IT}] 6 -12nh 6 - 12 h'" L& bouchon cicatriciel ne montre au- 6 - 12.h .
Ycune évolution pendant longtemps. Evolution synchrone avec les té-
IIT |12 - 48 n (12 h - 6 3 12 - 48 n moins.
Qs Début de 1'histrlyse du bouchon ci- .
vi2- 31 6- 84 catriciel, 2- 31
i
T
V])3- 853 8 - 11 j ﬁ 3 - 4 3 A\ Durée de chacun des stades deux
. fois plus courte que chez les té-
¥Multiplication par mitoses de plus en . .
Vvij5- 73 j1-13] ?plus nombreuses dans les différents Y- 53 moins. Mitoses plus precoces.
tissus. .
VII| 7- 93§ {153 -15 5- T3
VIIT | 9 - 11 15 - 17 3 Subdivision de 1'épiblaste. 7 - 93
_ . Formation des trois premiers méta- _ . Léger ralentissement de la vites-
X - 15 3 7 -19J méres, visibles & la loupe, 9-124 se de régénération,
X a partir a partir Croissance du régénérat, Taille défi- a partir dul Taille définitive supérieure &
7 jéu 13° du 19° j nitive inférieure & celle des témoins. 12° celle des témoins,

(1) : La différence entre les Ages des témoins et ceux de la référence du tableau précédent provient du décalage dans
les heures de nos fixations. Elle ne modifie toutefois en rien 1'évolution chronologique générale,
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2 - Mise en place et évolution du bourgeon de régénération

en présence de broyat de tétes

Nous avons établi dans le Tableau XV une comparaison entre
1l'évolution de ces vers et celle des témoins. Le graphique (Fig. 21) mon-
tre la concordance entre les durées de chacun des stades pour les témoins
et les vers injectés,

La Planche VII présente quelques étapes de la régénération chez
les vers témoins. Chez les vers injectés, dé&s les premidres heures (12 h
3 48 h) aprés 1'opération un bouchon cicatriciel obture la plaie. Il est
constitué, comme chez les témoins, par les différents éléments figurés du
liquide coelomique et par les sarcolytes résultant de la lésion des fibres
musculéires, circulaires et longitudinales, au cours de 1l'opération. Ce
bouchon, formation normalement provisoire, persiste sous cette forme pen-
dant 6 ou 7 jours (Pl, VIII, figs b et ¢), mals peut demeurer plus long-
temps. L'épithélium cicatriciel qui le resouvre n'est souvent qu'un mince
‘1iseré de cellules et cela pendant plusieurs Jours {Jusqu'a 6 jours). Dans
quelques cas, nous avons pu observer un décollement de cet €épithélium
(P1, VIII, fig. b).

Le tube digestif se referme normalement au bout de 24 & 48 h
(stade III). Or nous avons souvent rencontré des vers, opérés depuis I,
5, ou 6 jours dont 1'oesophage demeurait ouvert (Pl. VIII, figs a, ¢ et e).

La chalne nerveuse présente (P1. VIII, figs a, ¢, d) un front
de section encore net le 4° ou méme le 6° jour, alors que chez les témoins
(P1. VII, fig. d), d&s le stade IV (2 & 3 Jours aprés 1'opération), des
fibres nerveuses la prolongent en direction du bouchon cicatriciel. D'au-
tre part, du 2° au 4° jour, un certain nombre de vers injectés présentent
des modificatioﬁs de structure.lLies neurones, dans quelques segments dis-
taux tendent & s'arrondir et & s'isoler tandis que le neuropile devient
plus ou moins lacuneux (Pl, VIII, fig. f). Nous sommes donc en présence
d'un phénoméne de dégdénérescence. Nous pouvons toutefoils remarguer quc -
cette dégénérescence n'est visible qu'au niveau du tissu nerveux ventral,’
Les autres tissus ne montrent aucun signe de pycnose. A partir du 5° ou
6° Jjour, on ne retrouve plus de tels aspects et la chaine nerﬁeuse conser-
ve son intégrité, Vers le 7° ou le 8° jJour apparaissent les fibres prolon-
geant la chatne nerveuse ancienne en direction du bourgeon, cependant que

débute 1l'histolyse du bouchon cicatriciel, La phase de dégradation est
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nettement plus longue que chez les ;émoins. En effet, les premiéres mito-
ses, qul marquent la début de la prolifération des tissus du régénérat,
et par 14 méme la fin de la phase de "prérégénération", suivant la termi-
nologie de CHAPRON, n'apparaissent que vers le 10° Jour. Il s'agit donc
d'un retard d'environ une semaine dans le déroulement des phénoménes de
cette prérégénération.

Cette étude de 1'acticn de 1'inhibiteur demande toutefois & &tre
complétée par 1'obscrvation des effets de la substance trophique d'origine
caudale. On a vu en effet (1° Partie, Chapitre 4) que cette substance per-

met une accélération de la régénération.

3 - Evolution du blastime en présence du broyat de queues

Le Tableau XV ré -+ me cette évolution en regard de celle des
témoins. Les durdes de chaque stade sont d'autre part reportdes sur la
Figure 21.

Les quatre premiers stades se déroulent d'une fagon rigourecusc
ment synchrone avee les témoins. Dés le cinquiéme stade, on peut notr: une
accélération du processus d'histolyse du bouchon cicatriciel, Celui-ci dé-
génére environ deux fois plus vite que chez les témoins. D'autre part, un
nombre important de mitoses apparalt plus précocement.

Les stades VII et VIII paraissent avoir la méme durée que chez
les témoins. Mals, par suite de 1l'histolrse plus rapide du bouchon cica-
triciel, le blastéme a ga;né deux Jours sur les témoins, Un fait, qu'il
est intéressant de soullgner, se produit au cours du stade IX : la vitesse
de régénération semble un peu ralentir. Les subdivisions de "1'épiblaste"
amenant la formation des trois premiers métaméres sont légérement plus
lentes en moyenﬁe a4 se former. Ce stade dure trois Jours au lieu de deux.
Le régénérat conserve toutefols une avance de un Jour par rapport aux té-
moins,

A partir du 12° jour, le régénérat va croiltre rapidement et lece
tailles définitives seront en moyenne plus importantes que chez les témolns,

ainsi que nous 1'avons noté dans >z premilre partie.
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Conclusiocn

L'étude comparative de 1'évolution des différents lots montre
que certains stades sont particuliérement sensibles & 1'action des sub-
stances injectées. En particulier, les durées des stades III, IV et V sont
allongées en présence du facteur inhibiteur, En revanche, les stades V et
VI sont plus courts lorsqu'on soumet les opérés A 1'influence de la sub-
stance trophlique, présente dans les queues. Or, si 1'on se réfire au Ta-
bleau XIV, on voit que le stade V correspond & 1l'histolyse du bouchon ci-
catriciel, L'extrait de t8te paralt donc retarder nettement cette histo-
lyse : la durée plus grande des stades III et IV, caractérisés par la pré-
sence de cette formation particulidre, le prouve. L'histolyse, au stade V,
s'effectue tout de m@me, mals plus lentement que chez les témoins. Au
contraire, l'extrait de queue réduit la durée de 1'histolyse (stade V).

Ces observations confirment donc les expériences de CHAPRON
(1969 a) qui en concluait que la chaine nerveuse -et done la substance
trophique- agirait sur la régénération "par 1l'intermédiaire de l'histo’7s2
du bouchon cicatriciel",

Cependant le rdle de la substance trophique ne doit pas se bor-
ner & cette histolyse. Le fait que la taille moyenne des régénérats soit
plus grande dans ce cas que chez les témoins laisse penser que ce facteur
agit aussi plus tard, en particulier au stadc X, au cours duquel s'effec-
tue 1'accroissement du nombre de métaméres.

Par conséquent, 1l'inhibition semble porter sur la substance tro-
phique et non pas directement sur les tissus du blastéme. Les coelomocytes
viennent, dans tous les cas, assurer 1'étanchéité de la plale : les stades
I et IT ont par?out la méme durée. Le facteur assurant la mobilisation des
cellules coelomiques n'est donec pas contrarié par la substance inhibitrice,

D'autre part, les mitoses, qui apparaissent & partir du *° Jjour
chez les témoins (stades V, VI et VII) ne semblent pas du tout bloquées
par 1'inhibiteur : la durée des stades VI et VII est la m@me dans tous.
les cas.,

Au total, il semble done bien que la substance inhibitrice aille
contrarier le facteur trophique et par la-méme emplcher, malgré une cica-
trisation apparemment normale, le déroulement correct de la formation du
blastime. I1 faut aussi rappeler que la chaine nerveuse pria®: particuli?
rement sensible & 1l'action du broyat de tétes, justement pendant la pério-

de correspondant au début de 1'histolyse.



- 49 -

Le probléme se pose alors de savoir & quel niveau sera inhibé le
facteur trophique. C'est ce que nous envisagerons dans un chapitre ultéricur

aprés avolr étudié la régénération caudale,



Figure 22 - Modalités de la fermeture de la plaic chez E., foetida, lors de la régénération caudale,
Le type "clos" nécessite la formation d'un bouchon cicatriciel (en grisé), recouvert

par un épithélium cicatriciel., Dans le type "ouvert", épiderme et épithélium intestinal
s'affrontent, reformant un anus.
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Chapitre 3

LES PREMIERS STADES DE LA REGENERATION CAUDALE

Les expériences in vivo nous ont montré que la régénération cau-
dale pouvait &tre inhibée, elle aussi, par un facteur contenu dans la queue
(1° Partie, ch. 5). Il était donc intéressant d'étudier histologiquement
les modifications que ce facteur apportait au déroulement des processus de
mise en place et d'évolution du blastéme, de fagon A pouvoir les comparer
avec celles obtenues dans la régénération antérieure.

Ces expériences sont done homologues de celles réalisées au
chapitre précédent, L'amputation de la queue est réalisée & 1'intersegment
50/51. Un premier lot regoit du broyat de queues toutes les 24 heures
(5 pul & chaque injection). Au deuxi®me, est injecté 1'homogénat de té&tes
dans les mémes conditions. Le trolsiime lot groupe les vers témoins, ré-
générant normalement, Les fixations simultandes de plusieurs individus

ont lieu aux mémes intervalles de temps que précédemment (Chapitre 2).

1 - Les différentes étapes de la régénération chez les témoins

A notre connaissance, aucune table chronologique des manifes-
tations histologlques de la régénération postérieure n'a été publide. Nous
avons done analysé les premiéres phases de cette régénération en observant,
sur les préparations microscopiques, 1'évolution du front de section i
différents temps chez des vers n'ayant regu aucune injection témoins).

Ncus avons pu ainsi décrire 8 stades & peu prés analogues & ceux observés
au cours de la régénération céphalique.

On sait (AVEL,XB9) qe,chez les Oligochétes, la fermeture de la
plate peut s'opérer suivant deux modalités (Fig. 22) :

- Type 1 t "clos": Les coelomocytes s'accumulent au niveau de

1'amputation et constituent un bouchon cicatriciel reeouvert par un épi-
thélium externe dont les cellules proviennent de 1'épiderme ancien. Les
1dvres de 1l'intestin se rapprochent, par contraction de la musculature
propre de 1l'organe, tandis qu'un épithélium interne ferme en cul-de-sac
le tube digestif., Ce type clos est donc analogue & celui observé au cours

de la régénération céphalique.



Figure 23 - Schémas représentant les 8 stades du développement

d'un régénérat caudal au niveau 50/51.

La figure du haut représente 1l'animal au moment de la
section, \

Sur la partie gauche, sont rébrésentés les stades (I &
VI) de la régénération dans le type "clos". La succes-
sion de ces stades est indiquée par des fldches en
trait continu, .

Sur la partie droite, se trouvent lcs stades corres-
pondants dans le type "ouvert". La succession est
alors indiquée par des fléches en pointillé,

Les deux derniers stades (VII et VIII), communs aux
deux modalités, sont dessinés au bas de la figure. La
succession y est indiquée par deux fléches paralliles

(trait continu et pointillé).



Type «closn Type «ouvert»




TABLEAU XVI

CHRONOLOGIE DES DIFFERENTS STADES DE LA

REGENERATION CAUDALE (TEMOINS)

Tersps aprés

Stade 1'opération Caracteristiques histologiques
Contraction plus ou moins importante du front de section.
1 0- %n Mobilisation des coelomocytes,
Contraction et retrait du Le tube digestif
tube digestife. s'extroverse plus ou molns
: ' .
Formation d'un anneau cicatri- gifgzni?geﬁthgiii eiii:rme
1T 3~ 6h ciel, Glissement des cellules nal. A cep 1 mf ntes-
ecto et endodermiques. \ . £ ce nlveau, lorma-
tion d 'un cal.
Bouchon cicatriclel complet re- \
couvert par 1'épithélium exter-
ne. Le tube digestif est comple-
) H
11T 6 - ok tement fermé par 1'épithélium
Interne. Des fibres nerveuses )
Retrailt progressif du tu-
apparaissent dans le prolonge- 1
e digestif Jusqu au ni-
ment de la CN ancienne vers le .
B.C ‘ . veau du front de section,
*Ve Un "anus"_ fonctionnel de-
Début de 1'histolyse du bouchon { o e
v ol - 48 h clcatriciel. Les fibres nerwses
sont nombreuses. Rares flaques
sanguines en position latérale,
. - t . Ii »
Destruction du bouchon cica- Epalssissement de 1l ep
v 2 - 5 trictel lium cicatriciel (dorsa-
: lement surtout}
Invagination du proctodaeum.
Ouverture de 1'anus.,
VI 5. 73 Formation du pygidium sous forme d'un bourre-
let ectodermique remflé ventralement : massif
cellulaire plein, Apparition des premidres mi-
toses dans 1l'ectoderme., Quelques cellules méso
face ventrale.
Organisation de la zone subterminale d'allongement. Le
VII 7 -10 3 bourgeon a grandi en taille et des dissépiments néoformds
- sont visibles, Cette métamérisation n'est pas encore visi-
' ble généralement de 1'extérieur.
3 partir
VIII du 10° J. Formation des nouveaux segments.

g <
S
N

W
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- Type 2 3 "ouvert" : Le tube digestif ne se contracte pas et,

au contraire, & tendance & s'extroverser. Ses bords se soudent directement

4 1'épiderme. I1 n'y a donc pas formation d'un bouchon cicatriciel.

Nous avons rencontré les deux types d'oblitération du front de

section, chez Eisenia foetida au niveau de 1'intersegment 50/51. Dans les

deux cas, 11 y a la méme formation d'un pygidium, précédé d'une zone sub-
terminale d'aceroissement qui bourgeonne les nouveaux segments. Ce résul-
tat est atteint, qiel que soit le mode de cicatrisation, dix jours en moyen-

ne aprés 1'amputation,

a) Chronologie des différents stades de la régénération

Dans les trois heures qui suivent 1'amputation en arriére
du 50° segment, on note une contraction plus ou moins importante du front
de section (Pl. IX, fig. a), diminuant ainsi la surface de la plaie. Le
tube digestif est, dans un premicr temps, pincé par les ldvres de la pa-
roi du corps (Pl. IX, fig. a) ; puis 1l so rétracte en direction proxi-
male (Pl., IX, fig. b). Simultanément on observe une mobilisation des coe-
lomocytes (Pl. IX, fig. c¢) qui apparaissent de plus en plus nombreux dans
les métaméres proches de la blessure (stade I).

Au cours des trois heures suivantes (3h & 6h aprés 1'opération)
les coelomocytes se placent au niveau de la section dé€jd resserrée en for-

mant un bouchon cicatriciel (Pl. IX, fig. b). Simultanément des cellules

épidermiques de la paroi du corps glissent au-dessus de ce bouchon pour
former un'épithélium externe”" (P1. IX, fig. d), analogue & celui décrit
lors de la régénération céphalique. De méme, les lévres de 1l'intestin se
réjoignent, par ¢ontraction des fibres de la musculature de cet organe, et
se gsoudent. Le tube digestif se ferme ainsi en cul-de-sac (Pl, X, fig. a,
fléche). Quelquefola sa formeture est assurde par un glissement des cel-
lules intestinales formant un "épithélium interne" analogue & celui obser-
vé dans la régénération antérieure. Nous avons appelé cette période : '
stade IT.

Entre la 6° et la 24° heure aprés la résection de la "gqueue",
se situe le stade IIT. Il est caractérisé par 1'épaississement du bouchon
cicatriciel : les coelomocytes, de plus en plus nombreux, sont tassés,
donnant un aspect de feutrage & la cicatrice (Pl. X, fig. b). Entre les

cellules coelomigues, on peut retrouver d'assez nombreux sarcolytes pro-



3 o :

venant de la désorganisation de la musculature pariétale, 1ésée par la
coupure, L'épithélium externe séerdte une nouvelle cuticule, assurant la
fermeture compléte de la blessure., A 1l'extrémité distale de la chalne ner-
veuse, apparaissent des fibres nerveuses, dans le prolongement des fibres
anciennes, et en direction du bouchon cicatriciel, )

A partir de la 24° heure et Jusqu'd la 48°, les fibres nerveuses
sont de plus en plus nombreuses et atteignent le bouchon cicatriciel, La
chatne ventrale prend une forme conique (Pl. X, fig. ¢). L'irrigation du
bouchon cicatriciel est assurée par de fins capillaires de plus en plus
nombreux, tandis que quelques rares flaques sanguines sont visibles & la
périphérie de ce bouchon (ls sur la Pl, X, fig., d). Cette phase représente
le stade IV.

Deux- jours apres la section, commence la résorption du bouchon
cicatriciel. Cette phase (Stade V) est assez longue et dure Jusqu'au 5°
Jour (Pl. XI, figs a et b)., Le bouchon diminue progressivement d'épaisscur
t andis que se multiplient les lacunes et les flaques sanguines.

Entre le 5° et le 7° jour va se former le pygidium : Stade VI. Le
bouchon cicatriciel est presque complétement résorké, Un proctodseum, trés
court, constitué par 1'épithélium externe s'invagine et s'abouche au tube
digestif. Les cellules épithéliales se tassent davantage & la face ventrale
qu'a la face dorsale. Il en résulte que le pygidium est constitué par un
petit bourrelet Pl., XI, fig., c) plus épais ventralement. Au dessous de
cet épithélium et & la face ventrale, parmi les restes du bouchon cicatri-
ciel se mettent en place des cellules mésodermiques assez volumineuses,
ovoides, & novau globuleux contenant un gros nucléole (Pl1. XI, fig. d). A
la fin de ce stade (7° jour) apparaissent les premidres mitoses dans 1l'ec-
toderme (épithélium pygidial essentiellement).

Le stade VII est caractérisé par la mise en place de la zone sub-
terminale d'allongement, Il dure du 7° au 10° Jjour. Le bourgeon a grandi
en longueur et des dissépiments de néoformation sont visibles dans le ré-
générat sur coupes histologiques. Toutefols cette métamérisation n'est pas
encore repérable généralement de 1l'extérieur sur 1l'animal vivant. Des mi-
toses peuvent &tre observées dans tous les feuillets.,

A partir du 10° jour, les nouveaux segments se forment régulie-
rement et peuvent alors &tre comptés in vivo, C'est la dernieére phase de

la régénération : stade VIII.
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(Figure 23)

Stade I ¢ (0-3 h) Comme précédemment on note une contrac-
tion de la paroi du corps ellant Jusqu'ad pincer le tube digestif. Celui-ci
fait salllie & 1l'extérieur et sor épithélium s'extroverse légdrement (P1.
XII, figs a et b), Des coelomocytes sont visibles en assez grand nombre
dans les segments proches du front de section (P1l, XII, figs ¢ et 4).

Stade IT : De 3 & 6 heures aprés la section, 1'épiderme
et 1'épithélium intestinal s'affrontent et se soudent (Pl. XII, figs e et
f). A ce niveau, il y a souvent, mais pas nécessairement, formation d'un
petit cal eicatriciel, provenant du tassement des cellules (fig. f). Au
niveau de 1l'affrontement s'accumulent des coeclomocytes assurant un col..a-
tage total de la plale,

Stades ITII et IV : Entre la 6° heure et la 48° heure on
remarque peu de changements eu niveau de la section. Le tube digestif, qui
faisait hernie & 1l'extérieur se contracte et se retire progressivement &
1'intérieur du corps, Jusqu'au niveau du front de section (Pl. XIII, fig. ak
- Pendant toute cette période un "anus" fonctionnel demeure.

Stade V : Pendant ce laps de temps (2 & 5 jours), 1'épi-
thélium cicatriciel constitué au niveau de la soudure s'épaissit légdre-
ment : les cellules devienncnt plus hautes et plus serrées (Pl, XIII, fig.
b). Aucune mitose n'est visible pendant ce stade, ce qui laisse supposer
que ces cellules proviennent du glissement de celles de 1'épithélium an-
clen.

Stade VI (5 & 7 J) : L'épithélium est plus épais, surtout
ventralement, et domne un pygidium analogue a celuil formé dans le type clos,

) Les stades VII et VIII sont en tout point comparables &

ceux observés dans le mode précédent.,

¢) Discussion
CHAPRON (1970 b) a donné une explication séduisante 2
ces deux modes de fermeture de la plale. Pour cet auteur, en effet, la
blessure serait fermée suivant le type clos lorsque 1'intestin postérieur
endodermique affleure au front de section, Le type ouvert interviendrait
lorsque la sectlon est effectuée dans le proctodeum, d'origine ectodermi-

que, région tout & fait postérieure du corps. Or, blen que la longueur du
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proctodeum soit trés variable et, chez 80 % des vers supérieure & 10 seg-
ments, 11 ne semble pas que 1l'on pulsse admettre sa présence & un niveau
aussi antérieur que le 50° segment. Il est done vralsemblable que d'autres
facteurs interviennent pour déterminer le mode de cicatrisation, car nous -
avons rencontré les deux types & 1l'intersegment 50/51 avec 2C % ‘environ

de type ouvert,

Au cours de nos chservations nous avons pu remarquer que, lorsque
le dernier dissépiment (50/51) demeurait dans la partie postérieure exci-
sée, ou lorsqu'il était 1ésé par le microscalpel, le 50° métamére était
refermé suivant le type clos (Pl., XIII, fig. ¢ : les fléches montrent les
ruptures du dissépiment). Par contre, si la section étailt faite légéremeht
au-deld de ce dissépiment et si celul-ci conservait par conséquent son in-
tégrité, la plaie était cicatrisde suivant le type ouvert (Pl., XIII, fig.

d : les Fleches indiquent ici les dissépiments intacts). Il est donc fort
possible que le mode de fermeture de la blessure soit déterminé en fin de
compte par un simple facteur mécanique : la présence oul'absence du dernier
dissépiment modifie la pression exercée par le liquide coelomique sur le
tube digestif et sur la parol du corps. Les dissépiments étant situés exac-
tement au-dessous de la constriction intersegmentaire, la section a plus

de chances de léser le dissépiment que de 1'épargner. Ceci expliquerait le
faible pourcentage de vers cicatrisant leur blessure suivant le type ouvert.

De toute fagon 1'examen comparé des différents stades que nous
avons déerits dans les deux cas (Tableau XVI) montre que la durée de la ré-

génération est identique, quelque solt le mode de fermeture de la plalie.

2 - La régénération chez les vers ayant recu du broyat de queues

L'observation histologique des vers mis en présence de 1'ho-
mogénat de queues permet de voir que les deux premiers stades sont tout éi
fait identiques & ceux de la régénération des témoins. Ils ont méme durée
(respectivement, de O h 4 3 h et de 3 h & 6 h aprés 1'amputation) et mémes
manifestations histologiques (contraction du front de section et mobilisa-
tion des coelomocytes) (P1, XIV, fig. a). Notons aussi que, comme chez les
témoins, 11 peut ne pas se former de bouchon cicatriclel, le tube digestif

demeurant ouvert et plus ou moins extroversé (Pl., XIV, fig. b).
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Le stade suivant (III) est nettement plus long que-chez les té-
moins : 11 dQure Jusqu'au deuxidme jour inclus. Il semble par allleurs nor-
mal quant aux manifestations histologiques. Le bouchon cicatriciel est
formé tandis que le tube digestif se ferme. Nous avons noté toutefois une
différence importante : les fibres nerveuses issues de la chatne ventrale
n'apparaissent pas durant cette période (P1. XIV, fig. ¢ : la fléche mon-
tre le front de section de la chatne nerveuse). Ce n'est qu'au début du
stade sulvant que ces fibres seront visibles au niveau du front de saction.

Le stade IV est lul aussi plus long que chez les témoins : il
s'étend du 2° au 4° Jour (Pl. XIV, fig. d). L'histolyse du bouchon cica-
triciel semble se faire trés lentement. Elle puraft cependant normale bien
que les flaques sanguines soilent trés rares.

A partir du 4° jour débute le stade V. Quoiqu'il ait 48 heures
de retard sur les témoins, il a une durde tout & fait normale. Il en est
de méme pour les stades VI, VII et VIII qui vont se succéder tout a fait
régulidrement .mais avec un décalage de 48 heures par rappcrt & 1'échelle
chronologique €tablie chez les témoins. Les mouvements histogénétiques qui
caractérisent ces trois derniers stades sont cbservables et se manifestent
d'une manidre conforme aux témoins. _

I1 apparalt donc (Tableau XVII et Fig. 24), en présence du
broyat de queues inhibiteur, un retard au cours du stade V pendant lequel
devrait débuter 1l'histolyse du bouchon cicatriciel. Celle-ci oommengant
plus tardivement, i1 est normal que le stade IV paralssec plus long : le
bouchon cicatriciel persiste plus longtemps qu'il ne devrait. Il s'ensuit
done que le phénoméne sensible & 1'inhibition est bien 1'nistolyse du bou-
chon cicatriciel. Mais lorsque le processus d'histolyse a réussi i s'enga-
ger, les mécanfémes régénérateurs retrouvent leur activité normale sans

arriver toutefols & rattraper- le retard.

3 - La régénération en présence de broyat de tétes

Toutes nos observations histologiques effectudes sur des
vers de ce lot montrent (Tablecau XVII et Fig., 24) un synchronisme parfait
avec 1'évolution des individus témoins (Pl. XV). Il semble donc que dans
ce cas, on retrouve au niveau histologique nos observations effectuées in
vivo (1° Partie, chapitre 5) au cours desquelles nous avions noté que le
broyat de t€tes n'avait aucune influence favorisante sur la régénération

caudale,



\o ) TABLEAU XVII

COMPARAISON ENTRE LES EVOLUTTONS CHRONOLOGIQUES EN PRESENCE
OU EN L'ABSENCE (TEMOINS) D'HOMOGENATS DE TETES OU DE QUEUES

Age chez Broyat de queues Broyat de tétes
STADES les témoins
Age Remarques Age Remaraques
I 0- 3h 0 - 3 h | Identique aux témoins, 0- 3h
IT 3 - 6nh 3 - 6 h | Identique aux témoins, 3 - 6h

Bouchon cicatriciel épais.,
11T 6 - 24 h 6 - 48 h | Pas de fibres nerveuses prolongeant| 6 - 24 h
la chafne ventrale,

Début de 1'histolyse qui semble
v 24 - 48 n 48 h- 4 j | trés lente, Les fibres nerveuses 24 - 48 h

apparaissent le 3° jour, Identique aux teémoins,

\' 2- 519 h - 73 2 - 57
Vi 5- T3 7- 93 5- T3
Identique aux témoins.
VII T ~-10 ] 9 - 12 j 7 - 10 j
a4 partir 4 partir a4 partir
VIII de 10 J de 12 j de 10 j




Figure 24 - Régénération caudale. Concordances entre les stades de la régénération chez les

témoins (au milieu), les vers ayant regu du broyat de queues (Br. queues, en haut)

et ceux ayant regu du broyat de t8tes (Br. t&tes, en bas). En abscisses, le temps
en jours,.

On peut remarquer que seul le broyat de queues médifie la durée de certains stades
(les stades IIT et IV sont allongés).

-
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Conclusion

L'étude histologique nous a permis de déterminer chez les vers
témoins une série chronclosique de 8 stades au ecurs desquels s'effactue
la régénération. Cette évolution est symétrique de celle du régénérat cé-
phalique. On peut d'ailleurs remarquer que la formation d'un bourgeon cau-
dal est aussi rapide que la régénération d'une t&te. En effet, la refor:.a-
tion du pygidiim et de la zone subterminale d'allongement, correspondant
aux sept premiers stades, demande 10 jours pour se réaliser. De u8me, pour
qu'apparaisse 1l'équivalent dans la régénération de la région céphalique
amputée, c'est-a-dire la subdivision de l'épiblaste,‘il faut aussi attendr:
10 jours apres l'ogérouiion,

La régénération postérieure est permise suivant deux modalitds
a l'intersegment 50/51. Le plus souvent, . ce forme un bouchon clcatricizl
analogue a celui qui se met en place lors de la régénératicn efphalique,
L'apparition du bouchon cicatriciel semble due & la rupture du disséniment
50/51 ; 1'ouverture accidentelle de la cavité générale ndcessite .son obli-
tération par des cellules coelomiques libres, Par contre, lorsque le dis-
sépiment est épargné par 1l'amputation, la régénération peut s'effeciuzt
suivant le type ouvert, ce qul se produit d'ailleurs dans un petit nombr=
de cas seulement,

L'étude des lots en régériration soumis & un broyat inhibitcur
nous a permis de montrer que 1'influence irhibitrice s'etergait sur 1'his-
tolyse du bouchon cicatriciel. En efrlet, la présence d'inhibiteur augnente
la durée des stades IIT et IV, c'est-a-dire respectivement la formation et
1'histolyse du bouchon cicatriciel. Dans ce cas, par conséquent, le tiser
cicatriciel dea?ure présent plus longtemps. Ces observations confivment
done les résultats que nous avcrs précddemment obtenus au sujet de la ré-
gnération céphalique.

Mais, contrairement &4 ce qua nous avons pu observer lors de la
reformation de la téte en présence de broyat de queues, 1l n'y a aucune
influence favorisante de la part de 1'homogénat de tétes. Le facteur tro-
phique qu'il contient, et que nous avons mis en évidence expérimentalement
par son action sur la régénération antérieure (1° partie, chapitre %), an
semble pas €tre efficace dans la régénération caudale. I1 y a donc ine

différence assez notabie entre les deux types de régénération, pour ce ¢ 1

concerne tout au moins l'action du facteur trophique.
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Discussion et Conclusion de la decuxiéme partie

Le probléme posé au début de cette seconde partie était de
savoir quand et & quel niveau du blasteme s'exergaient d'une part 1'influ-
ence de 1'inhibiteur spécifique et d'autre part 1l'action & la substance
trophique.

Un premicr élément de réponse a pu €tre fourni par 1'analyse
histologique. Au cours de la régénération antérieure ou caudale, le bou-
chon cicatriciel se forme malgré la présence d'inhibiteur. Par contre sa
destruction n'a pas lieu in vitro ou est trés lente in vivo. C'est donc
le stade de 1'histolyse de ce tissu qul est sensible & 1l'inhibiteur. Les
stades suilvants, au cours desquels se mettent en place et se divisent les
éléments du blastéme de rdégénération,ne sont aucunement affectés par cette
substance,

Si 1'on augmente la concentration en facteur trophique, prove-
nant d'un homogénat de queues, au front de section antérieur, la destruc-
ilon du bouchon cicatriciel est accélérée., I1 semble donc que la substance
trophique élaborée par le tissu nerveux ventral agisse sur cette histolyss.
Cette observation confirme les résultats de CHAPRON (1969 a, b). Cet auteur
a noté en effet au microscope électronique, au stade de 1'histolyse du
wuchon clcatriciel, dans les fibres issues de la chalne nerveuse la pré-
sence de granules de taille myenne identique & celle des granules qui exis-
tent dans certaines catégories de neurones. Il en avait déduit que ces
granules représentaient une neurohumeur & role trophique, responsable de
la destruction du bouchon cicatriciel.

AVEL (1961) empéche toute régénération cdphalique chez Eisenia

foetida untcolor, par réscction de la chatne nerveuse. La plaie se ferme

par un bouchon cicatriciel & peu prés typique qui demeure définttivement
sous cette forme, et n'est pas remplacé par un blastéme. Chez les vers de
la variété typica, cet auteur obtient les mémes résultats mals dans les
%/4 des cas seulement. De toute fagon, les phénoménes~produits par ces
opérations sont tout & fait comparables & ceux gque nous avons obtenus. :
arrét du développement au stade du bouchon cicatricilel.

Plus récemment A,M. BOUC-LASSALLE (1968) montre qu'en 1'absence
d'innervation 1les plaies de la paroi du corps se cicatrisent mal. Le bou-
chon cicatriciel se forme lentement et persiste plus longtemps que chez

les témoins. L'épiderme et la musculature pariétale régéndrent trés mal.
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Dans nos expériences, tout se passe donc comme si 1'addition de
substance inhibitrice équivalait & la suppression de 1'innervation de la
région du front de section.

Un probléme reste cependant en suspens : le fecteur trophiqué
apporté par un homogénat d'origine céphalique, capable pourtant d'accélé-
rer la régénération antérieure, n'a aucune action décelable i 1'observa-
tion microscopique ou in vivo sur la régénération caudale. On constate
donc une différencen%%%%e les deux directions de régénération, Il est pos-
sible que les tissus de la base du régénérat, au niveau du 50° segment, ne
soient pas compétents vis & vis de cette substance stimulatrice.

Toujours est-11 que le facteur trophique intervient, dans le dé-
roulement de la régéndration normale, sur 1'histolyse du bouchon cicatri-
ciel, au moins en cas de régénération céphalique, et que 1'inhibition in-
tervient sur cette action.

Le probléme se pose donc de savoir maintenant si cet inhibiteur
exerce son influence antagoniste directement sur la substance trophique,'
comme un "poison" chimique, ou si au contraire il agit sur 1l'organe ou
s'élabore cette substance, c'est-a-dire sur la chafne nerveuse et plus
précisément sur les neurones, sources,d' apres CHAPRON, de ce facteur., Et
dans ce cas, on peut se demander aussi si la synthése est bloquée ou au
contraire si seule la décharge est empéchée,

Dans la premi®re hypothése, le cycle sécrétoire de ces cellules
ne doit pas &tre modifié, Dans les autres, au contraire, les cellules sé-
crétrices de la chalne, au niveau du front de seetion, verront leur acti-
vité modifiée par la présence de 1'inhibiteur.

Pour essayer de cholsir parmi ces hypothéses, nous avons done
étudié le rythmé sécerétoire des neurones de la chalne ganglionnaire ven-
trale, dans un premier temps, au cours de la régénéretion normale (témoins),

puls en présence des substances inhibitrices spéecifiques et trophiques.
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/‘—\\ TALLEAU XVIIT
1 S
R
ht:/ PECHERCHES SUR LA '"NEUROSECRETION' DANS LA CHAINE NERVEUSE DES OLIGOCHETES
a) Microscopie photonique P
Auteurs Année Espéces Observations
TERRICOLES
B. SCHARRER 1937 Lumbricus terrestris Mise en évidence de cellules '"neurosécrétrices® dans les
ganglions ventraux.
W.R. HARMS 1948 Lumbricus sp. Dans GSO et 2 premiers ganglions. .
J. BRANDENEUEG 1956 Lumbricus terrestris Cheminement de la sécrétion le long de la chaine.
H. HUBL 1956 Lumbricus terrcstris "J-zellen" dans GSO 3 12 suite de section postérieure
Allolobophora longa (absentes en temps normal),
Allolobophora (= Eisenia)
Foetida
J. MICHON et 1959 Alloicbopkora cklorotica Cellules a et b dans le GSO (cell. d chez A. chklorotica)
F. ALAPHILIPPE Dendroboena subrubicunda rares cellules b dans les premiers ganglions.
Eisenta rosea
P, OTREMBA 1961 Lumbricus gp, "U-7 llen" dans GSC. Reseemblance avec cell. a du cerveau.
B. AROS et B. VIGH 1961 Lumbricus rubellus Cellules “neurosécrétrices’™ dans tous les ganglions de CY
Allolobophora (= Eisenia) | '"Petites et grandes cellules".
foetida
Lumbricus herculeus
(= terrestris)
H. HERLANT-MEEWIS et 1962 Eisenia foetida 4 espéces de cellules sécrétrices sont mises en évidence :
N. VAN DAMME type "a" et "c".
C. JUBERTHIE et 1962 Pelodrilus leruthi Existence de cellules sécrétrices médioventrales et laté-
M, MESTROV rales en assez petit nombre dont certaines ressemblent
_ aux cellules a du cerveau.
J. MICEON, J. MAISSIAT 1964 Eseniella tetraedra ¢. Dans GSO deux types de cellules dont 1l'un apparait lors

et A. ANGEVAIR

\

typica

de la régénération caudale.




N. TAKEUCHI

C, JUBERTHIE et
M. MESTROV

H. HERLANT-MEEWIS et
S. GALLARDO

AROS, VIGH et
I. TEICEMANN

H. HERLANT-MEEWIS

H. HERLANT-MEEWIS et
RAMU

H. HERLANT-MEEWIS,
PILLART et ®AMU

I. TEICHEMANN, B. AROS

et B. VIGH
G. ROSI

R. DEUSE-ZIMMERMANN

1965
1965
1965

1965

1966
(1966)(')

(1966) (1)

1966

1968

1960

Pheretima corrunissima

P.

hilgendorfi

Eophtila pyrenatica

Eisenia foetida

E.

foetida, Lumbricus

rubellus, L., herculeus
(= terrestric)

Eisenta foetida

E.

E.

L.
E.

foetida

foetida

herculeus (=terrestris)
foetida

Allolobophora caliginosa

LIMICOLES

Enchitraeus albidus
Tubifex tubifex
Natls communis

4 Trés nomhreuses cell. sécrétrices dans C. nerveuse.

Cellules assimilables aux "U"™ dans le G S O.

4 groupes de cellules sécrétrices. Variations en cas de ré-
génération postérieure.

Modifications au cours de la régénération d'l type de cel-
lules N.S.

Dans GSO '"U" = "A", Dans CN : 6 groupes de cell. sécrétri-
ces.

Description de & groupes de cell. NS zppelées suivant

leur localisation C 1, C 2, C 3, C 4.

2 cell. ant. ventrales, 2 c:1}j, postérieures en plus des &4
précédentes (C.P.A, et C.P.2.).

C 1-C 2 actives jmmédiatement aprés la section chez les
jeunes. C ! - C 2 actives pendant que se forme le bouchon
cicatriciel chez adultes. :

Matériel sécréteur de la CN est identique 3 celui des A 1
du cerveau.

Rares cell. NS dans lz CN comparables aux "petits neurones’|
du cerveau.

Deux cell. sécrétrices dans GSO.

2 4 8 cell. sécrétrices dans ganglions ventraux.

(1) Cité par H. HERLANT-MEEWIS, J. NAISSE et J. MOUTON (1967).
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TABLEAU  XIX ’
RECHERCHES SUR LA "NEUROSECRETION"' DANS LA CHBAINE NERVEUSE DES OLIGOCIETES (suite)
b) Microscopie électronique

Auteurs Année Espéces Observations

E. SCHARRER et 1961~ Lunbricus terrestris Formation de granules de gaircsécrétion.
S. BROWN 1962 .

A. PELLEGRINO DE IRAL- 1962 Lumbricus (terrestris ?) Identification de 3 ou 4 types de cellules sécrétrices.
DI et E. DE ROBERTIS .
B. AROS, P. ROHLICH 1963 Lumbricus terrestris DestipZe des granules &lémentaires.
et B, VIGH
H. PETZOLD 1963 Lumbricus terrestris Etude de cellules nerveuses d= la chaine ventrale et.du GSO.
C. CHAPRON 1969 tsenta foetida Description de 4 types cellulaires.

.-




TARIEAU XX

CORRESPONDANCES ENTRE IES DENOMINATIONS DES CELIULES "NEUROSECRETRICES" DE LA CHAINE NERVEUSE

HUBL

OTREMBA

MICHON et
ALAPHILIPPE

ARCS et
Coll,

HERLANT -MEEWIS
=% Coll.

CHAPRON

Observations

G.S.0.

a
b
d

U=A

A

Cellules
} N.S.
du G.S.0. _

Chatne
nerveuse

ventrale

"Gros neurones|

H
W

C 4

C 2‘}
c>3
-

Cellules de
remplacement

(1)
(1)

1]
e

C.P.A.

C.P.P.

(1) Cellules
phloxinophi-
les antériecu-
res et posté-
rieures,
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Depuis que B. SCHARRER (1937) a décrit la présence de cellules
neurosécrétrices dans la chatne nerveuse des Oligochdtes, de nombreux au-
teurs se sont attachés & leur étude morphologique. Nous avons reporté sur
les tableaux XVIII (microscopie optique) et XIX (microscopie électronique)
la liste chronologique de ces travaux. Il faut remarquer que, bien que
la plupart de ceux-ci concernent les Lombriciens, la dénomination des cel-
lules ainsi repérées varie avec les auteurs et la confusion est devenue
extréme., Nous avons tenté d'établir (Tableau XX) une correspondance entre
les types cellulaires décrits dans les principaux travaux de HUBL (1956),
MICHON et ALAPHILIPPE (1959), OTREMBA (1961), AROS et Coll. (1961, 1963,
1965, 1966), HERLANT-MEEWIS et Coll, (1962, 1965, 1966, 1967), CHAPRON
(1969), Ces équivalences sont élaborées uniquement d'aprés les observa-
tions effectuées par les différents auteurs. Pour que ces correspondances
solent certaines, 11 faudrait, évidemment, nous appuyer sur des critéres
morphologiques et histochimiques, en reprenant par un méme ensemble de
techniques tous ces résultats.

I1 semble que 1l'on doive séparer le ganglion sous-oesophagien,
résultant de la coalescence des trois premiers ganglions, des autres meu-
roméres, Les cellules, dont la chromophilie permet d'envisager une fonec-
tion séerétolre, y sont en effet assez différentes dans les deux cas.

En ce qul concerne le ganglion sous-ocesophaglen, les cellules
"U" de BUBL et de OTREMBA sont les mémes que celles que MICHON et
ALAPHILIPPE nomment "a" et que AROS et Coll. rapprochent des cellules "A"
du cerveau, ‘

Dans les ganglions de la chalne, il semble que les cellules de
type "1" (CHAPRON) correspondent aux "gros neurones" nommés ainsi par
AROS.

Les cellules de type "2" correspondent aux C 4 de HERLANT-MEEWIS,
qui sont analogues aux "a" du cerveau et que AROS appelle A 1.

Les cellules de type "3" (CHAPRON) paraissent devoir &tre coﬁpa-
rées aux neurones de type "b" (MICHON).

Les cellules de type "4" (CHAPRON) pourraient correspondre a ce
que HERLANT-MEEWIS appelle "cellules de remplacement". Les autres cellules
observées par cet auteur (C 1, C 3, C 4, cellules phloxinophiles antérieu-

res et postérieures) ne semblent pas avoir été décrites précédemment,
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CHAPRON, étudiant au microscope électronique les neurcnes de la
chalne ventrale, observe dans certaines catégories cellulalres des granu-
lations de plusieurs tailles, caractéristiques de différentes sécrétions.
On sait que, selen la définition de KNOWLES et BERN (1966), 11 existe deux
types de fibres nerveuses 3 peptidergiques et aminergiques. Les premi&res
sont caractérisées par la présence de granules denses de taille supérieure
31 000 & ; elles correspondent aux neurones responsables de 1'élaboration
de neurochormones ( = cellules neurosécrétrices), d'aprés la classification
de B. SCHARRER (1969). Les secondes (GERSCHENFELD, 1966) possédent des
granules denses de diamétre égal ou inférieur 2 1 000 A. Ces cellules sé-
crétent des neurotransmetteurs ou neurohumeurs (B, SCHARRER, 1969). Il faut
d'allleurs, semble-t-11, considérer cette distinction comme provisoire ; la
frontidre entre les deux activités est quelquefois floue (B. SCHARRER et
M. WEITZMAN, 1970). Et récemment, KNOWLES (1971) propose de reprendre le
terme de neurosécrétion pocur tous les produits de sécrétion aussi bien
peptidergiques qu'aminergiques.

L'un des quatre types que CHAPRON définit (type 3) élabore des
granuletions de 800 & 1 100 K. Des granules de cette tallle se retrouvent
dans les fibres nerveuses issues de la chalne ancienne au niveau du boﬁchon
cicatriciel, Ces granules représentent, pour cet auteur, une neurohumeur,
responsable du déclenchement de 1'histolyse du bouchon cicatriciel,

HERLANT -MEEWIS et GALLARDO (1965) et HERLANT-MEEWIS (1971), ont
observé des variations de la chromophilie de certains neurones sécréteurs
de la chalne nerveuse en relation avec la cicatrisation et la régénération
chez E. foetida. De leur c6té, JUBERTHTE et MESTROV (1965) ont remarqué
des modificatfons du cycle de cellules neurosécrétrices chez Eophila
pyrenaica au cours de la régénération,

Avant d'étudier les modifications apportées par 1'1nhibiteur;
nous avons voulu vérifier qu'un cycle sécrétoire pouvait effectivement
8tre mis en évidence dans la chatne nerveuse, au cours des premiéres

phases de la régénération chez des vers témoins,



Figure 25 - Le neuromdre typique d'Eisenia foetida (photo-montage)

Ce bloc-diagramme d'un ganglion nerveux ventral est découpé

en quatre tronqdns de fagon & montrer, par des sections fron-
tales et transversales, la position des cellules FP+. Entre
les nerfs gegmentaires antérieurs (nsa)\et moyens (nsm) exis-
tent deux groupes pairs de "sellules chromophiles" (Cc). Entre
les nerfs segmentaires moyens (nsm) et postérieurs (nsp) se
trouvent deux groupes pairs de "cellules C 4", Au niveau des
nerfs segmentaires moyens (nsm) on met en évidence une paire

de grosses cellules trés fuchsinophiles (cellules C 2),

Cc ¢ cellules chromophiles, C 2, C 4 : cellules FP' de type 2 et 4, fiy: fibres
geeantes,

n : neuropile, nsa, nsm, nsp : nerfs segmentaires antérieur, moyen et

postérieur, pn : périneurium, vsn : valsseau sous-nervien,
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Chapitre 1

CYCLES NEUROSECRETOIRES CHEZ LES TEMOINS EN REGENERATION

Les vers sont amputés soit des 7 premiers métamdres, soit de la
partie postérieure au niveau de 1'intersegment 50/51. Ils sont fixés A des
temps déterminés aprés 1l'opération : 10 minutes, 1, 3, 6, 12, 18, 24, 36
heﬁres, 2, 3, 4, 5, 6. et 7 jours. Pour chaque temps 4 & 7 vers sont ob-
servés, La coloration des substances sécrétées est faite par la fuchsine
paraldéhyde selon GABE (1953). Toutes les cellules fuchsinophiles (FP'),
ainsi mises en évidence dans la chaine nerveuse, sont comptées dans les
quatre segments proches du front de section, La base de départ est déter-
minée de la méme fagon par comptage des cellules FP* chez des vers non
traumatisés, fixés avant la coupure au niveau convenable,

Avant de décrire les variations numériques observées, il convient

de rappeler la topographie d'un neuromére d'E. foetida.

1 - Le neuromére 4'E. foetida

La cha®ne nerveuse est constituée par une sulte de ganglions
renflés, allongés, reliés par un connectif unique, relativement court
(Fig. 25). Trois paires de nerfs segmentaires assurent l'innervation de
chaque métamére : & la partie antérieure, le nerf segmentaire antérieur
(nsa) et A la partie postérieure, deux palres, nerfs segmentaires moyen
(nsm) et postérieur (nsp) dont les racines sont soudées. Les neurones sont
groupés dans la 'partie corticale, latérale et ventrale, entourant le neu-
ropile.

Aprés coloration par la fuchsine paraldéhyde, deux ensembles
rincipaux de cellules fuchsinophiles apparaissent, Entre le nerf antérieur
et le nerf moyen on observe deux groupes symétriques de neurones de taille
moyenne ou petite (Pl, XVI, figs a, b et ¢) qui pourraient correspondre &
1'ensemble des cellules "C 1" et "chromophiles" décrites par HERLANT-
MEEWTS (1966). Elles sont rct¥ée Ce amur la figure 25, Le second massif est
situé entre les nerfs moyen et postérieur. Il est constitué d'un petit
nombre de cellules de taillle moyenne, en position latéroventrale (C 4 sur

la fig. 25). Une paire de neurones identiques est localisée pr2s du plan



TABLEAU XXT

EVOLUTION DU NOMBRE DES CELLULES Fp*

CHEZ DES VERS DECAPITES (TEMOINS)

TEMPS ¢8| c9 | cg10| @11 | voyENNE
0 21 19 22 17, 19,7

10 mn 10 | -11 14 10 11,2

1 heure 7 6 7 7 6,7
3 6 b 5 ) 4,7
6 11 14 11 13 12,2
12 17 23 18 19 19,2
18 23 20 18 19 20,0
24 18 19 19 17 18,2
36 1% 15 17 14 14,7
48 11 16 18 18 15,7
3 Jours 16 15 16 15 15,5
4 18 14 17 16 16,2
5 16 16 15 17 16,0
6 17 15 16 17 16,2
7 16 15 17 15 15,7




Figure 26 - Cycle sécrétoire au cours de la régénération antérieure.

Evolution dv nombre des cellules FPY dans les 8°, 9°, 10° et 11° ganglions, au cours

des 24 heures suivant 1'amputation.

(Nombre total de cellules FP+ en ordonnées, temps en heures en abscisses),

-,
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sagittal, un peu en avant du nerf segmentaire postérieur. Les cellules de
ce massif correspondent & celles qu'HERLANT-MEEWIS a appelées "C 4" et
CHAPRON "type 2". Elles sont vraisemblablement du type "A 1" (AROS et Coll.).

Dans nos préparations, nous avons retrouvé les autres catégories
cellulaires décrites par HERLANT-MEEWIS : une paire de C 2 (Pl. XVI, fig.
a), 3 la base du nerf segmentaire moyen, de grande taille, tres fuchsino-
philes et une paire de C 3, volumineuses, situées entre les racines des
nerfs segmentaires moyens et postérieurs et possédant, au pSle opposé &
l]axone, une vacuole pleine de granules,

Les préparations effectudes sur des vers non amputés nous ont
permis de compter les cellules fuchsinophiles dans les ganglions 8,9, 10
et 11 (Tableau XXI) : respectivement 21, 19, 22 et 17. Ces valeurs sont
trés proches les unes des autres et permettent de calculer la moyenne pour
ces quatre neuroméres, soit : 19,7. La méme technique nous a permis d'ob-
tenir pour les segments 47, 48, 49 et 50 les valeurs suivantes (Tableau
XXII) : 22, 25, 17 et 22, avec une moyenne de 21,5. Les valeurs moyennes
pour les neuroméres antérieurs et médians sont donc trdés semblables. L'ob-
servation microscopique d'autre part ne montre pas de grosses différences

dans la topographie de ces neuroméres.

2 - Cycle sécrétoire au cours de la régénération antérieure

Sur le tableau XXI ont été reportés les nombres de cellules
fuchsinophiles comptés dans les quatre ganglions proches du front de sec-
tion (0 8 & G 11). Dans chaque colonne les nombres représentent les moyen-
nes des nombres enreglstrés chez les différents individus observés, arron-
dis au nombre entier le plus proche. Seules les moyennes entre les quatre
ganglions, pour chaque temps, ont été calculées avec une décimale.

Les graphiques de la figure 26 montrent 1'évolution du nombre
des cellules fuchsinophiles dans les 8°, 9°, 10° et 11° ganglicns, au
cours des 24 heures suivant 1'amputation. .

On peut noter dds 1l'abord une parfalte similitude dans 1'allure
de ces U4 courbes. Pendant les 10 premiéres minutes, le nombre des cellules
FP* diminue considérablement (en moyenne dans le rapport 1 : 1,75). Uhe
heure apr2s, ces cellules se sont encore raréfides. Le minimum est atteint
3 heures aprés la décapitation ; & ce moment on retrouve en moyenne 4 fois

moins de cellules FP+ chargées qu'avant 1'opération. Ces variations sont



Figure 27 - Cycle sécrétoire au cours de la régénération antérieure,

Evclution du nombre des cellules FP+ dans les ganglions 8 & 11, au cours des 7 jours

suivant 1'amputation,

(Seule la moyenne des 4 valeurs a été reportée pour les 24 premiéres heures),
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Figure 28 - Cvele séerdétoire au cours de la régénération antérieure,
Courbe des valeurs moyennes () des quatre ganglicns tracée pour la période de O & 7
Jours, Quatre phases séparées par des fléches verticales, peuvent &tre détermindes :

dénommées respectivement P 1, P 2, P 3.et P &4,
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rigoureusement semblables dans les quatre ganglions proches du front de
section, A partir de la fin de la 3° heure aprés la résection de la téte,
le nombre des cellules fuchsinophiles s'accrott jusqu'a un maximum aux
environs de la 18° heurc. De 12 h & 18 h on peut remarquer quelques diffé-
rences entre les quatre ganglions étudiés, Le maximum du nombre des cellu-
les sécrétrices est obtenu & 12 h pour le seoond ganglion (G 9), tandis

que le 1° (G 8) a son maximum de cellules FP* 6 heures plus tard (soit 18 n
aprés 1'opération).

Les deux ganglions sulvants, G 10 et G 11, conservent leurs nom-
bres de neurones sécréteurs au cours de cette méme période. Vingt quatre
heures aprés 1'intervention, les nombres des cellules fuchsinophiles des
quatre neuroméres considérés sont trés voisins les uns des autres,

Sur la Figure 27, nous avons reporté les valeurs correspondant
aux temps suivants Jjusqu'd 7 Jours, aprés changement de 1'échelle des
abscisses, La courbe des moyennes des premidres 24 heures y a d'autre part
été tracée. Entre 1 et 7 jours, on peut remarquer une simple fluctuation
des valeurs, sauf peut-&tre pour le point 48 h ol le nombre des cellules
FP* du ganglion G 8 indique un minimum. Les autres valeurs sont trés voi-

sines les unes des autres.

Cette étude des variations des nombres de cellules fuchsinophi-
les nous a montré une trés bonne ressemblance entre les quatre ganglions
proches du front de section. On peut donc en déduire qu'il existe un cycle
séerétolre au niveau de la chatne nerveuse au cours des premiers stades de
la régénération céphalique. La courbe des moyennes, calculées entre les
quatre ganglions considérés (Fig. 28), montre bien ce eycle dans lequel,
au cours de la\premiére semalne, on peut distinguer quatre phases.

La premiére phase recouvre les trois premiéres heures, Elle pour-
ralt correspondre & une vidange des cellules fuchsinophiles déclenchée.
par le stress d & la coupure : la rapidité (10 minutes) avec laquelle-le
nomwbre des cellules colorées par la fuchsine diminue de moitié en est la
preuve, D'autre part, des figures de vidange ont pu &tre observées (Pl.
XVI, fig. d) dans ces cellules fuchsinophiles : la photographie d montre
un grain de sécrétion engagé dans 1'axone d'une cellule du groupe anté-
rieur (fldche). Le péricaryon de certains neurones est moins fuchsinophile
mais contient des grains fortement colorés & 1l'intérieur d'une petite

vacuole (Pl. XVI, figs e, f, g).
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Entre 3 h et 18 h, une seconde phase peut &tre décelée ; elle
correspondralt & la recharge des cellules. 18 heures aprés la section, le
nombre des neurones fuchsinophiles a retrouvé son niveau initial. On peut
observer & 6 h de petits massifs de telles cellules, en particulier dans
le groupe antérieur (C 1 et cellules chrémophiles, sulvant la nomencla-
ture d'HERLANT-MEEWIS), (Pl. XVII, figs a et b), mais aussi dans le groupe
postérieur (cellules C 4 seclon ce méme auvteur) ( P1, XVII, fig. ¢, en bas).
Alzn (P1, XVII, figs d et e), les cellules du groupe antérieur deviennent
trés nombreuses. Les photographies (Pl, XVIII, figs b et ¢), prises 18 heu-
res aprés la section, montrent, sur coupes parasagittales pratiquées res-
pectivement sur les ganglions G 10 et G 8, cette augmentation au niveau
du groupe antérieur.

Entre 18 et 36 h, on note une nouvelle diminution du nombre de
cellules séerétrices (Phase P 3), au niveau du groupe antérieur, (Pl. XVII,
fig. f) et du groupe postérieur (P1. XVIII, fig., a). Le minimum, beaucoup
moins marqué que celui qui termine la phase P 1, se situe 36 heures apres
la décapitation. |

Enfin débute la quatridme phase, correspondant & un plateau,
période d'état, au cours de laquelle le nombre des cellules sécrétrices
reste élevé (16 environ en moyenne par ganglion). Certaines se déchargent
tandis que d'autres synthétisent le matériel séerétoire ; on aboutit de la
sorte & uns grande stabilité dans le nombre des cellules cclorées par ia
fuchsine, Jusqu'au 7° Jjour, On peut noter d'autre part qu'apparaissent dans
la chalne nerveuse, en particuller au niveau de son front de section, &
proximité du bouchon cicatriciel, des grains fortement fuchsinophiles
(P1. XVIIT, fié. d). Ceux-ci pourraient correspondre & des amas des granu-
les observés par CHAPRON au microscope électronique. Une telle présence
de produits de sécrétion 4 ce niveau de la chalne nerveuse a déja été re-

marquée par JUBERTHIE et MRSTROV (1965) chez Eophila pyrenaica en régéné-

ration,

On peut penser que la premidre phase correspond 2 la décharge
par certains neurones d'un agent responsable de la mobilisation des coelo-
mocytes, donc de la toute premiére étape de la cicatrisation.

A la troisieéme phase, pourralt correspaondre une action sur la

lyse du bouchon ecicatriciel, action mise en évidence par CHAPRON,



TABLEAU XXTI

EVOLUTION DU NOMERE DES CELLULES FP' CHEZ DES VERS

AMPUTES DE IA QUEUE A L'INTERSEGMENT 50/51 (TEMOINS)

TEMPS | 650 | G 49 | G 48 | G 47 | MOYENNE

0 22 25 17 Z 21,5

10 min 2 | 15 10 | 13 12,5

1 hame 8 6 6 7 6,8

3 7 8 6 7 7,0

6 4 3 4 3,8

12 2 2 2 2,0

18 4 h 6 4,8

o4 6 10 6 8 7,5

36 13 11 10 14 12,0

48 13 15 14 17 14,8

3 Jjours| 12 11 17 19 14,8

4 12 9 12 14 11,8

5 12 10 12 14 12,0

6 14 12 13 16 13,8

| 7 17 15 20 18 17,5
audd

LIt



Figure 29 - Cycle sécerdétoire au cours de la régénération caudale,

Evolution du nombre des cellules FP dans les quatre derniers ganglions (47, 48, 49 et 50),
au cours des 24 heuwrss suilvant 1'amputation.

(Nombre total de cellules FP+ en ordonnées, temps en heures en abscisses).
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Quant a la quatriéme, elle pourrait représenter 1la phase de sé-
crétion nécessaire & la suite du développement du régénérat,

Nos observations ne permettent toutefols pas de conclure que les
mémes cellules sont impliquées dans ces phases de sécrétion. De méme, nous
ne pouvons pas savoir si laz chalne nerveuse élabore une seule substance
ayant plusieurs influences successives, différentes selon le stade auquel
elles interviennent, ou bien si ces actlions correspondent & des facteurs

différents.

3 - Cycle sécrétoire pendant la régénération caudale

La technique décrite au paragraphe précédent nous a permis
d'obtenir les résultats suivants, au cours dé la régénération caudale aprés
section & 1'intersegment 50/51.

Sur le Tableau XXII, ont été reportées les valeurs correspondant
aux différents temps pour les quatre ganglions : 47, 48, 49 et 50, Les
courbes du graphique (Fig. 29) représentent les variations des nombres de
cellules sécrétrices pendant les premi2res 24 heures aprés 1'opération;
pour chacun des quatre ganglions étudiés, On peut remarguer tout 4'abord
que ces quatre courbes sont trés semblables. Elles montrent une chute ra-

. pide de la quantité de cellules fuchsinophiles au cours des premidres heu-
res., Dix minutes aprés 1'opération, ce nombre a diminué en moyenne dans le
rapport 1 : 1,7. Une heure aprés 1'opération, il reste trois fols moins de
neurones FP' qu'avant 1'amputation (P1, XIX, figs a et b)., Entre 1 h et
3 h, on peut noter la présence d'un palier dans les courbes (Pl., XIX, figs
¢, d, e)., Puis le nombre de cellules continue de diminuer jusqu'ia la 12°
heure, ol se situe le niminum (Pl. XIX, fig, f). A ce stade, il reste Seu-
lement 1/10 deé cellules contenant du matériel fuchsinophile. On peut re-
marquer qu'a ce moment chaque ganglion contient seulement deux cellules de
ce type : ce sont les neurones appelés C 2 par HERLANT-MEEWIS, A cette
phase du cycle, le cytoplasme est peu chromophile et des granulations
fuchsinophiles sont visibles dans de petites vacuoles (Pl. XIX, fig. g).
D'autre part, dans le neuropile, de nombreux trajets axonaux sont colorés
par la fuchsine (Pl, XIX, 4 fléches). Entre 12 h et 24 h le nombre descel-
lules sécrétrices augmente progressivement, Une coupe parasagittale prati-
quée & 12 h montre (P1, XIX,'fig. f) une absence totale de cellules rp*
dans le groupe antérieur, A 24 h, par contre, & un niveau comparable, une
néme section (Pl.AXX, fig., a) permet de mettre en évidence quelques cellu-

les & cytoplasme fuchsinophile,



Figure 30 - Cycle séerétoire au cours de la régénération caudale.

Evolution du ncmbre des cellules FP+ dans les ganglions 47 & 50, au cours des 7 Jjours

suivant 1'amoutation.

(Seule la moyenne, m, des quatre valeurs a été reportée pour les 24 premires heures).
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Pigure 31 - Cycle sécrétoire au cours de la régénération caudale.
Courbe des valeurs moyennes (m) des quatre ganglions tracée pour la période de O & T Jjours.

Quatre phases (P 1 & P 4), sépardées par des fléches verticales, peuvent &tre détermindes.
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Pendant la deuxiéme journée suivant 1'opération (Fig. 30), les
courbes relatives aux ganglions des segments 47 & 50 continuent de monter,
d'une fagon approximativement paralldle. Mais, 2 partir de 48 h, on note
une disjonction entre les ganglions 49 et 50 d'une part, et 47 et 48 d'au-
tre part. Les premiers, en effet, possédent, & cette époque, un nombre ma-
ximum de cellules fuchsinophiles ; pour les seconds, au contraire, ce maxi-
mum n'est atteint gque 24 heures plus tard, soit le 3° jour aprés 1'amputa-
tion. Les quatre valeurs sc regroupent d'ailleurs le 4° Jour et, par la
suite, leur variation est comparable jusqu'd la fin de 1'expérience. Les
photos b et ¢, Pl. XX représentent des coupes pratiquées sur des vers fi-
%8s 5 Jours aprés la décapitation. Des cellules trés fuchsinophiles sont
visibles dans les ganglions 49 et 50, Ces cellules ne sont pas toutes au
méme niveau de charge.

Au total, si 1l'on trace la courbe des moyennes entre les quatre
métaméres (Fig. 31) on peut, ici encore, observer la présence de quatre
phases successives au cours du cycle sécrétoire., La premiére (P 1) corres-
pond & la décharge des cellules fuchsinophiles, rapide pendant la 1° haure,
plus lente Jusqu'ia la 12°, Sult une phase (P 2) de recharge Jusqu'a 2 ou 3
Jours, La troisime (P 3) correspond & la diminution du nombre des cellu-
les colorées par la fuchsine Jusqu'a un minimum qui se situe vers 4-5 jours.
Durant la quatri®me phase (P 4), les cellules se rechargent. Mais, & aucun
moment, la quantité de neurones fuchsinophiles n'atteint le nombre initial,
observé au temps O. Il semble donec que, 1li enccre, 11 y ait simultandment

des cellules en état de vidange et d'autres en cours de synthése,

4 - Discussion et Conclusion

Les courbes des figures 28 et 31, représentant les variations
des moyennes des nomres de cellules FP' respectivement dans la régénéra-
“ion céphalique et dans la régénération caudale, montrent une grande simi-
litude entre elles, traduisant donc une grande ressemblance entre les cy-
cles séerétoires, Ceci nous a permis, dans les deux cas, de déterminer
quatre phases relativement semblables. Mals deux différences importantes
apparaissent entre ces courbes,

L'une réside dans la durée des phases. Au cours de la régénéra-
tion postérieure, en effet, les phases du cyecle sont plus longues, en par-

ticulier la seconde (P 2) qui s'étend de 12 h & plus de 48 h et la phase
P3 (de 2-3 J & 4-5 ),



Figure 32 - Comparaison entre les stades de la rézénération et les phases du cycle séerétoire

(en abscisses, temps en heures et jours).

a - Régénération cénhalique,
La phase P 1 semble correspondre aux troils premiers stades de la régénération, c'est-a-dire a
la mise en place des éléments du bouchon cicatriciel. Pendant la phase P 2 (recharge des cel-
lules FP') s'édifie le bouchon cicatriciel st. IV : accolade horizontale). A la phase P 3,
correspondrzit le stade V au cours duquel le bouchon cicatriciéi.est histolysé, Enfin les

autres stades de la régénération seraient & mettre en relation avec la 4° phase (P 4),

b - Régénération caudale. .
La phase P 1 et les trois premiers stades paraissent se correspondre. Le début de la phase
P 2 semble devoir 8tre mis en paralldle avec le stade IV. Le V° stade, au cours duquel s'ef-
fectue la destruction du bouchon cicatriciel (accolade horizontale), est plus long que dans
la régénération céphalique. I1 parailt correspondre a 15 fin de la phase P 2 et au début de
la phase P 3, ces deux phases se chevauchant en partie., Tomme précédemment les autres stades

de la régénération pourrazient &tre rcliés a 1z 4° phase,
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D'autre part, le maximum, obtenu & 2-3 3, ne représente que les
2/% environ du nombre initial de neurones FP+, alors que dans la régénéra-
t ion céphalique, ce maximum atteint le m@me nombre de cellules FP+ qu'avant
1'opératicn. On peut interpréter ce phénoméne en pensant que, dans la régé-
nération céphalique, la décharge (phase P 3) ne commence que lorsque toutes
les cellules se sont rechargées, tandis que pour la reformation d'une queue,
certadnes cellules commencent & se décharger pendant que d'autres synthéti-
sent., De fait, on peut observer, au microscope, simultanément certaines
cellules faiblement fuchsinophiles, des cellules a cytoplasme trés forte-
ment coloré par la fuchsine, d'autres enfin présentant des aspects de dé-
charge. Par conséquent, la limite entre les phases P 2 et P 3 ne peut €tre
tracée avec netieté,

Aprés avoir déterminé les différentes phases des cycles séeré-
“olres, 11 convenalt de les comparer avec les stades de la régénération
tels qu'ils ont été décrits dans les chapitres précédents (chapitres 2 et '
3 de la 2° partie), et d'essayer d'en trouver les correspondances., Pour
cela, nous avons représenté sur un méme graphique (Fig. 32 a et b) les
durées des stades de la régénération (céphalique et caudale) en regard des
durées des phases du cycle correspondant, pendant les 7 Jours qui suivent
1'opération.

La phase P 1 de décharge est plus longue et la vidange est qussi
plus compléte (minimum plus bas sur la courbe de la Fig. 31) dans la régé-
nération caudale que dans la régénération céphalique. Au total 11 y aura
moins de substance sécrétée, lorsqu'il s'agit de régénération antérieure.
S1 donc cette substance intervient sur la mobilisation des coelomocytes,
et partant sur lg formation du bouchon cicatriciel, la durée de cette for-
mation devra done en €tre modifiée. On observe, en effet, en direction
postérieure, que le bouchon cicatriciel se forme en 24 heures au lieu de
2 Jours. Il semble donc blen que la phase P 1 corresponde & la mise en 1li-
berté d'une substance nécessaire aux stades I, II et III, pendant lesquels
la plaile se cicatrise par accumulation de coelomocytes. La décharge étant
extrémement rapide, déclenchée vraisemblablement par une répense de type
influx nerveux au stress provoqué par la blessure, la mobilisation des
éléocytes et des chloragocytes commence donc presque instantanément au
cours des 3 & 6 premiéres heures.

La recharge des cellules au cours de la phase P 2 s'effectuerait

alors que s'édifie le bouchon cicatriciel.
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Le facteur sécrété pendant la phase P 3 agirait essentiellement
au cours de stade V d'histolyse du bouchon cicatriciel, avec un délai de
prés de 2 Jours & partir de son excrétion par les cellules, dans le cas de
la régénération céphaligue. Son activité histolytique s'étendrait ainst
sur une période de 2 Jours (durée du stade V), Dansla régénération caudale,
1'histdyse est plus longue (3 Jours pour le stade V). Ceci s'explique si
1'on admet que les phases P 2 et P 3 se chevauchent : toutes les cellules
ne séerétent pas en méme temps. De plus la phase de séerétion P 3 est plus
longue. Il est possible que ce facteur histolytique soit €liminé par voie
axonale,ce qul expliquerait cet assez long temps de latence, C'est d'ail-
leurs & ce stade que l'on observe les granulations & 1l'extrémité de la
chafne nerveuse.

Au cours de la phase P 4, s'effectueraient simultanément-les
synthéses et décharges d'un facteur trophique agissant sur la formation
du régénérat proprementdit et son augmentation de taille.

En conclusion, on peut dire que les cellules des ganglions ner-
veux proches du front de section présentent un cycle sécrétoire net, 1ié
aux différantes étapes de la régénération, aussi bien en direction cépha-
ltque que caudale, Bien que d'allures trés voisines, ces cyelas sont ca-

ractéristiques chacun d'un type de régénération,



Figure 33 - Action de 1'inhibiteur céphalique sur la régénération antérieure.

Evolution du nombre des cellules FP+ dans les quatre ganglions 8, 9, 10 et 11, au cours
des 24 heures suivant la décapitation,

(Nombre total de cellules FP+ en ordonnées, temps en heures en abscisses),
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Chapltre 2

CYCLE SECRETQIRE EN PRESENCE D'INHIBITEUR CEPHALIQUE
OU DE SUBSTANCE TROPHIQUE D'ORIGINE CAUDALE

Avant mis en évidence un cycle bien particulier des cellules
fuchsinecphlles des ganglions ventraux au cours des premiers stades de la
régénération normale, nous pouvons envisager ses modifications éventuelles

lorsque 1'on injecte des broyats & des vers décapités.

1 - Action de 1'inhibiteur céphalique

Les comptages sont effectués aux mémes temps apres 1'opéra-
tion (résection des 7 premiers segments immédiatement suivie de l'injeé-
tion du broyat de "t&tes") que chez les témoins étudiés au chapitre pré-
cédent, Les résultats apparaissent dans le tableau XXIII (moitié gauché).
Nous avons d'autre part tracé sur la Figure 33 les courbes des variations
des nombres de cellules FP + relevés dans les ganglions 8, 9, 10 et 11,
pour la période de O & 24 h, en présence de 1'inhibiteur céphalique. '

Aussitdt aprés la section, on note une diminution du nombre des
cellules colorées par la fuchsine analogue & celle que nous avons observée
chez les témoins. Les photographies a et b de la Planche XXI sont relatives
3 des vers fixés 10 mn aprés 1'opération : la comparaison avec la figure
b de la Planche XVI (prise avent 1l'injection) permet d'apprécier cette
diminution, Le minimum est cependant trés vite atteint : 1 heure aprés.
1'opération., On deut d'ailleurs remarquer qu'au cours de cette période
tous les ganglions ne se comportent pas de la méme fagon. Le ganglion
G 9 (Figure ¢, Planche XXI) présente en effet un méme nombre de cellules
FPT entre 10 mn et 1 h, tandis que les trois autres neuroméres voient leur
nombre continuer & diminuer., La photographie d de la Planche XXI, prise a
1 h, correspond & des cellules du ganglion G 8 dont le péricaryon possade
des granulations plus ou moins denses (fléches). On remarque, dans le neu-
ropile, d'assez nombreux trajets axonaux fuchsinophiles (Pl. XXI, fig. e).

Entre 1 h et 6 h, 1l'ensemble des courbes présente manifestement
un palier, Pendant cette période, il semble que le comportement sécrétoire

de chaque ganglion soit perturbé. Dans le 9°, les cellules se déchargent



Figure 34 - Action de 1'inhibiteur céphalique sur la régénération antérieure.

Evolution du nombre des cellules FP+ dans les ganglions 8 & 11, au cours des 7 jours

suivant 1'amputation.

(Seule 1a moyenne, m, des quatre valeurs a été reportée pour les 24 premidres heures).
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régulidrement, mais lentement : la photographie a de la planche XXII mon-
tre blen cette diminution de la fuchsinophilie. Par contre, dans le G 8
le nombre de cellules FP™ du groupe antéricur (Cc) augmente (Pl. XXIT,
fig. b). L'état des cellules du 10° ganglion reste pratiquement station-
naire, Enfin, le nombre de neurones colorés par la fuchsine augmente de
1h &4 3 h puils diminue fortement & partir de 3 h,

D&s la 6° heure, les courbes se régularisent et les U4 ganglions
ont un comportement trés ccmparable. On renargue une diminution du nombre
des cellules Jusqu'a un minimum atteint 12 heurcs aprés 1'injection, A ce
momént, les ganglions ont un nombre de cellules fuchsinophiles trés voisih :
entre 4 et 6 par neuromére. Un ganglion G 11 (photographie d sur la Plan-
che XXII) montre en coupe parasagittale une cellule C 2 trés fuchsinophile
et un neurone (vraisemblablement une cellule C 3) dont le cytcplasme ren-
ferme quelques granules FPT (fléches).

A partir de ce moment, le nombre des cellules en charge ne va
cesser d'augmenter jusqu'a 48 h (Fig. 34), assez fortement pour les trois
premiers ganglions, plus légérement pour le quatriéme. Les photographies
¢ et e de la planche XXIT c¢t a de la Pl. XXIII ont été prises 24 heures
aprés la section. Elles montrent un plus grand nombre de cellules sécré-
trices, Certaines, cellules C 2 de la photo e, montrent un départ d'axone
treés fuchsinophile, On peut d'autre part observer dans le neuropile, des
section d'axones colordes par la fuchsine (photo a, P1, XXIII, fléche).

Les photographies prises 48 heures aprds 1'opération montrent un nombre
encore plus grand de cellules FP+ (P1. XXIII, figs b et ¢ par exemple) Catrin-
neurones (Pl. XXTIII, fig. d) présentent en outre des granules fuchsino-
philes & 1'intérieur de petites vacuoles (fléches).

Au-delﬁ‘de ce maximum, obtenu 2 Jours aprés 1'opération, et pour
lequel on reléve des valecurs trés proches de celles comptées avant la dé-

capitation (moyenne = 19,5 oontre 19,7 au temps 0), l'ensemble des ganglions
va présentér une décharge peu importante des cellules, le jour sulvant.

Entre 3 et 7 Jjours, les cellules fuchsinophiles seront de plus
en plus nombreuses dans les ganglions, sauf dans le 11° ou leur nombre de-
meure & peu prés stationnaire, voisin de 17. Le 7° Jour, le comptage per-
met de constater un écart considérable entre les ganglions. En particuliler,
au niveau du 9° on enregistre une valeur trés élevée que nous n'avons Jja-
mais observée chez les témoins (27 cellules fuchsinophiles) ; dans le 11°,
par contre, le nombré des cellules fuchsinophiles reste & un niveau rela-

tivement moyen.



Tigure 35 - Action de 1'inhibiteur céphalique sur la régénération antérieure.

Courbe des valeurs moyennes (W) des quatre ganglions tracée pcur la période de 0 & 7 Jjours.,

Quatre phases (P 1 a P 4), séparées par des fléches verticales, peuvent €tre détermindes,
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TABLEAU XXIII

EVOLUTION DU NOMERE DES CELIULES FP CHEZ DES VERS DECAPITES
EN PRESENCE DE BROYATS DE TETES OU DE QUEUES

BROYAT DE TETES

HROYAT DE QUEUES

TEMPS
G 8 G 9 G 10 G 11 il G 8 G9 G 10 G 11 i}

0 21 19 22 17 19,7 21 19 |-.- 22 17 19,7
10 mn 14 14 13 1k 13,7 15 20 17 17 17,2
1 heure 8 14 10 8 10,0 17 11 13 16 14,2
3 i0 12 11 13 11,5 10 9 9 11 9,8
6 14 10 11 8 10,7 7 10 9 11 9,2
12 i 5 6 6 5,2 b 4 4 5 4,2
18 11 7 10 10 2,5 2 4 5 4 3,7
24 14 15 16 16 15,2 3 2 2 2 2,2
36 19 20 19 16 13,5 3 T4 4 > 3,5
2 Jjours 20 20 21 17 19,5 3 4 4 4 3,7
3 14 17 16 14 15,2 6 5 4 7 5,5
y 16 20 15 17 17,0 12 10 10 11 10,7
5 20 18 21 17 19,0 16 11 13 15 13,8
6 23 24 21 18 21,5 18 17 16 15 16,5
7 23 27 22 17 22,2 18 19 16 17 17,5
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S1 1'on trace la courbe des valeurs moyennes (Fig. 35), on re-
trouve les 4 phases précédemment mises en évidence, Toutefols, ces phases
du cycle séerétoire sont nettement plus longues que chez les témoins (com-
parer avec la Filgure 28, ocurbe des moyennes chez les témoins). La phase
P 1, correspondant & la décharge du stock de cellules FP+, s'étend Jusqu'a
12 h au lieu de 3 h. D'autre part, au cours de cette phase, on peut remar-
quer Que la quantité moyenne des cellules fuchsinophiles augments légére-
ment entre 1H et 3 h, avant de diminuer de nouveau jusqu'au minimum,

La phase P 2 dure 36 heures (de 12 h a 48 h), au lieu de 15 hou-
res chez les témoins (de 3 h & 18 h). Par conséquent les cellﬁles mettent

plus de deux fols plus de temps pour se recharger en présence d'inhibiteur.

La phase P 3 est la moins perturbée : elle est & peine plus lon-

gue que chez les témoins (24 heures au lieu de 18 heures) ; la différence
entre les points de départ et d'arrivée de cette phase (19,5 - 15,2 = 4,3
cellules FP+) est du mdme ordre de grandeur que chez les témoins (20,0 -
14,7 = 5,3). La substance trophique qui semble nécessaire pour histolyser
le bouchon cicatriciel, étant libérée plus tardivement, 1l'histolyse subit
de ce fait un retard, correspondant & celul que nous avons mis en évidence
précédemment.,

Contrairement & ce que 1'on observe chez les témoins, la phase
P 4 montre un accroissement du nombre des cellules FP+. Ceci pcurralt tra-
duire une diminution de la libération de la substance trophique qul conti-
nuerait & &tre élaborée. Ce fait expliquerait d'une part le retard apporté
4 la formation du régénérat et 4'autre part sa faible extension ultérieure
en longueur. |

Au total, par conséquent, la présence de substance inhibitrice
modifie sensiblement le déroulement du cycle sécrétoire en augmentant la
durée de chacune des phases, ce qui entraine un ralentissement du proces-
sus de "prérégénération”, Cette action se fait sentir dés la premitre pha-

se (P 1) qui présente un blocage & partir de la premiére heure.

2 - Action de la substance trophigue d'origine caudale

Les résultats des comptages descellules fuchsinophiles des
ganglions 8, 9, 10 et 1l de vers décérébréds et soumis & 1'influence de 1»
substance trophique d'origine caudale, sont transcrits dans la partie
droite du tableau XXIII.



Figure 36 - Action d'un broyat de queues sur la régénération antéri eure.

Evoluticn du nombre des cellules FP+ dans les quatre ganglions 8, 9, 10 et 11, au cours
des 24 heures suivant la décapitation.

(Nombre total de cellules FP+ en ordonnées, temps en heures en abscisses).,
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Figure 37 - Action d'un broyat de queues sur la régénératién antérieure.

Evolution du nombre des cellules FP+ dans les genglions 8 & 11, au cours des 7 jours
suivant 1'amputation.

(Seule 1la mcyenne, m, des quatre valeurs a été repcrtée pour les 24 premiéres heures).
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Figure 38 - Action d'un broyat de queues sur la régénération antérieure.

Courbe des valeurs moyennes (@) @es quatre ganglions tracée pour la période de O & 7.jours.
Tréts phases seulement peuvent &tre déterminées, Les 2 phases de décharge P 1 et P 3 se font

suite ; la phase P 2 de recharge des cellules sécrétrices n'existe pas., La phase P 4 est trés
longue.

Comparer avec les figures 28 (témoins) et 34 (action du broyat de t&tes).
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Dix minutes aprés l'opération, le nombre des cellules FP+ dimi-
nue légérement (Fig. 36). Histologiquement, des cellules, par exemple cel-
le de type C 2 photographiée en a et b sur la Pl1, XXIV, présentent dé
pctits granules dans des vacuoles cytoplasmiques. Au cours de la lére
heure, cette diminution se ralentit beaucoup dans trois ganglions sur qua-
tre. Le ganglion G 8 présente au contraire une augmentation nette du nom-
bre de ces cellules, par exemple sur la photographie d ol 1'on voit de
chaque ¢0té un groupe de cellules de type C 4 et C 4 V. Des axones fuchsi-
nophiles sont cependant visibles dans le neuropilé (fléches) et des granu-
les sont présents dans certalnes de ces cellules,

A partir de la premiére heure suivant 1'opération, on constate
un continuel et régulier amenuisement de la quantité de péricaryons FP+,
jusqu'a la fin de la premidre journde. Les cytoplasmes ne sont plus und-
formément fuchsinophiles mails renferment des granules (fig. ¢, Pl. XXIV).
B ce moment, le niveau est extrémement bas : & peine plus de deux cellules
en moyenne par ganglion sont colorées par la fuchsine (par exemple fig. a,
Pl, XXV). Il est remarquable, par allleurs, que seuls demeurent visibles
le plus souvent les gros neurones appelés C 2 par HERLANT-MBEWIS (Pl, XXV,
fig. a). Une troisiéme cellule peut avoir une affinité pour la fuchsine,
En position latéro-dorsale, au niveau du nerf segmentaire moyen, elle
posséde (Pl. XXV, fig. b) d'assez nombreuses granulations & 1'intérieur de
petites vacuoles (fléches), Dans certalns cas, toutefois, le cytoplasme
de ces cellules acquiert une affinité pour 1l'orangé G.

Dés le deuxiéme Jjour aprés 1'opération, le nombre des cellules
séerétrices va de nouveau augmenter trés réguliérement jusqu'au 7° Jjour,
Les péricaryons se colorent alors uniformément par la fuchsine. Mais on
peut aussi observer (Pl. XXV, fig. c¢) des cellules fuchsinophiles dont le
grtoplasme renferme des granules.

Les courbes correspandantes tracées sur la Figure 37 montrent
bien cette augmentation, Dans 1'ensemble, les quatre ganglions évoluent
d'une fagon synchrone, et les nombres observés sont trés voisins les ﬁns
des autres, & chaque comptage. Entre le ler et le 3° jour, 1'augmentation
est relativement discréte ; elle s'accentue nettement le jour suivant et
le 5°, puls les 2 derniers Jours, la courbe s'infléchit légérement. v

On peut donec tracer (Fig. 38) la courbe des variations chronolo-

glques des moyennes. Elle s'éloigne considérablement des précédentes.
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La comparaison aveec la Figure 28, relative aux témoins et la Figure 35,
présentant 1'action du broyat de tétes, est significative., On ne retrouve
absolument plus les quatre  phases caractéristiques décrites précédemment.
On peut toutefols essayer d'interpréter cette courbe de la manidre suivante.

Le point d'inflexion situé entre 6 h et 12 h correspond & un
changement de phase. Antérieurement & celui-ci se situe donec une phase
P 1, analogue aux précédentes. Elle représente la décharge de cellules sé-
crétrices sous 1l'action du stress. La présence de substance trophique in-
jectéé, 4 laquelle s'ajoute le facteur séerétéd, augmente considérablement
son taux dans le liquide coelomique. Cette quantité importante de substance
trophique, réagissant sur les neurones pourralt les emp&cher de se rechar-
ger. Par suite, la phase sulvante, P 2, serait sautée. Mais & partir de ce
point, situé entre 6 h et 12 h, on note une nouvelle décharge de cellules,
différentes par conséquent des précédentes. Elle correspond & la phase
P 3 des témoins au cours de laguelle est mise en liberté la substance né-
cessaire & 1l'histolyse du bouchon cicatriciel, Cstte phase se termine 24
heures aprés 1l'opération. Sa précocitéd par rapport aux témoins, ainsi que
la présence de cette substance dans le broyat injecté, expliqueraient éa
rapidité d'action et la plus grande vitesse d'histolyse du bouchon cica-
triciel.

La majeure partic des cellules séerétrices étant déchargées,
débute la phase P 4 durant lequelle le stock de neurones fuchsinophiles se
reconstitue Jusqu'd atteindre, le 7° Jour, un niveau voisin de celul des
témoins. Cette remontée est lente : elle demande 6 jours. Il est vraisem-
blable qu'elle comporte s‘multanément une synthése et une mise en liberté
de substance trophique. Tout au long de cctte phase, par conséquent, la
quantité de ce facteur, constitué par 1'apport expérimental auquel s'ajou-
te sa séerétion, est élevée, Ceci expliquerait non seulement la plus grande
vitesse de régénération, mals aussl la plus grande taille des régénérafs

obtenus.

3 - Conclusion

La comparalson de la courbe des moyennes, comptées chez les
témoins (Fig. 28), avec celle des valeurs obtenues en présence d'inhibi-
teur céphalique (Fig. 35) est révélatrice d'une action indubitable de ce

facteur sur le cycle sécrétoire des cellules de la chatne ventrale., Bien
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slir, 1'allure générale de ces cycles est comparable, ce quil est normzl

puisque la régénération n'est généralement pas emp€chée par 1'injection

du broyat de tétes, ‘

L'injection de substance trophique permet d'observer aussi:

(Fig. 38) une modification caractéristique du cycle séerétoire,

On peut donc retenir de ces expériences les falts suilvants :

1l - Dans tous les cas, au tout début de la premiére Lenre, on note une di-
minution brutale et rapide du nombre des cellules fuchsinophiles. Cet-
te décharge est, selon nous, imputable au stress provoqué par la tes-
sure. Elle correspondrait & 1'élimination, peut-&tre par voie huniorale,
d'une substance qui pourrait 8tre responsable de la mobilisation des
coelomoeytes ; ceux-cl viendralent ainsi obturer la plale, quelle'que
solt sa situation,

2 - La substance inhibitrice freine, par la suite, la décharge des neuro-
nes, ce qul se traduilt par un ralentissement de la diminution du nom-
bre des cellules colorées par la fuchsine, On observe alors des varia-
tions d'épaisseur du bouchon cicatriciel et des différences dans la

nature des cellules libres impliquées.

3 - La secconde phase de décharge des cellules (P 3) quil suit unephase de
synthése dans les précédents neurones (P 2), semble intéresser une au-
tre catégorie de cellules fuchsinophiles : ceci ressort de l'analyse
de la courbe obtenue sous l'action du broyat de gqueues. La synthésé,
qui s'effectue au cours de la phase P 2, semble &tre réglée par 1l'in-
termédiaire d'une rétro-action du taux de substance trophique dans le
coelome sur les cellules de la chalne nerveuse, Au cours de cette pha-
se, la substance responsable de 1l'histolyse du bouchon cicatriciei’se-
rait sécrét%e par des cellules qul pourraient €tre les neurones décrits
par CHAPRON sous le nom de "type 3". La décharge se feralt par vole
hxonalé=Jusqu'au niveau du bouchon cicatriciel ; la substance ne pas-
seralt que secondairement dans le llquide coelomique,

4 - Au cours de la 4° phase serait simultanément élaboré et séerété un
facteur intervenant sur la croissance du régénérat. Cette sécrétion
s'arréte plus précocement en présence d'inhibiteur : au 6° Jour, en
effet, on reléve dans ce cas un nombre de cellules fuchsinophiles
volsin de celutl compté avant 1'amputation., Au contraire, ce nombre se
situe, & partir du 6° Jour, chez les témoins et chez les vers ayant
regu des injections de broyat de queues, a un niveau inférieur 3 cé-
lui obtenu avant 1'opération., Les nombres relevés sont, d'autre paft,

identiques dans‘ces deux derniers cas.



Figure 39 - Action de 1'inhibiteur caudal sur la régénération postérieure.

Evolution du nombre des cellules FP' dans les quatre ganglions 47, 48, 49 et 50, au
cours des 24 heures suivant 1'opératicn.

(Nombre total de cellules FP+ en ordonnées, temps en heures en abscisses).
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Chapitre 3

CYCLES SECRETOIRES EN PRESENCE D'INHIBITEUR ET DE
SUBSTANCE TROPHIQUE AU COURS DE LA REGENERATION CAUDALE

Apr2s avolr mis en évidence des différences significatives dans
les cycles séerétoires, sous différentes conditions expérimentales, au
cours de la régénération céphalique, i1 convient d'envisager les résultats

d'expériences similaires effectuées lors de la régénération postérieure.

1 - Action de 1'homogénat de régions caudalem

Dans cette premiére expérience, 1'inhibiteur spécifique est
apporté par un broyat de régions caudales, jinjecté dans les mémes conditions
que lors des séries expdrimentales précédentes. =

Les nombres de cellules fuchsinophilés sont reportés dans le Ta-
bleau XXIV (partie gauche), Sur la Figure %9 ont d'autre part été tracées
les courbes obtenues pendant les premiléres 24 heures. On peut remarquer une
diminution du nombre des cellules colorées par la fuchsine dans les 10 pre-
miéres minutes aprés 1l'opération (Pl, XXVI, fig. a), suivie aussitdt (& 1
h) par une légére augmentation de ce nombre. Les valeurs trouvées pour cha-
que ganglion sont trés comparables entre elles. On peut néanmoins observer
4 ce stade. des aspects de décharge (Pl. XXVI, fig, b). La cellule, de ty-
pe C 2 (d'aprés la nomenclature d'HERLANT-MEEWIS), représentée sur la pho-
tographie, montre une substance fuchsinophile engagée dans la partie de
1'axone proche &u péricaryon, sur une longueur de 25 p environ (f1eche).
Entre 1 h et 6 h apres l'injection, le nombre des neurones fuchsinophiles
diminue beaucoup dans chaque neuromére, jusqu'd atteindre en moyenne, &

6 h, les 2/5 de sa valeur initiale. La photographie ¢ (Pl., XXVI) a été
prise sur un animal fixé 3 heures aprés 1l'opération et montre, dans le.
groupe antérieur du ganglion 49,un petit nombre de cellules colorées par
la fuchsine, Des granules FP+ apparaissent au centre de'petites vacuoles

3 contenu plus clair (figs d et e, P1, XXVI), On peut aussi remarquer que,
entre 1h et 3 h, les ganglions les plus proches du front de section ont
un moins grand nombre de cellules colorées, Ce gui semble traduilre une dé-
charge d'autant plus grande que ces cellules sont situées dans un nauromé-

re plus proche de la blessure,



Figure 40 - Action de 1'inhibiteéur caudal sur la régénération postérieure.

Evolution du nombre des cellules FP' dans les ganglions 47 & 50, au cours des 7 jours
suivant 1'amputation.

(Seule la moyerne T des quatre valeurs a été reportée pour les 24 premiéres heures).
¥
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A partir de ce minimum, qul se situe donc 6 heures aprés 1'ampu-
tation et 1l'injJection, le nombre des cellules fuchsinophiles va augmenter,
d'une manidre extrémement rapide. En effet, douze heures aprés 1'opération,
ce nombre est légérement supérieur en moyenne au nombre initial, Ces aug-
mentations ne sont d'ailleurs pas identiques dans les quatre ganglions é-
tudiés : le ganglion 47 par exepple atteint le chiffre considérable de 29
cellules FP+, tandis que le G 50 n'arrive qu'ad 17 cellules de ce type. La
photographie £ de la Planche XXVI montre une coupe parasagittale pratiquée
dans le U47° ganglion. On peut remarquer la présence d'un 1lot de petites
cellules fuchsinophiles en avant du nerf segmentaire moyen (groupe anté-
rieur), Ces cellules mesurent environ 8 1 de long, alors que la cellule
C 2 voisine atteint 16 p. Par contre, la photographie a de la P1. XXVII
présente une coupe du ganglion 50 ol, au méme niveau, on ne voit pas de
neurones de ce type. Les cellules fuchsinophiles que l'on peut y observer
sont situées plus antérdeurement et sont d'ailleurs plus grandes : elles
mesurent 12 ua environ,

Le nomke des cellules va ensuite de nouveau diminuer, et les
valeurs relevées dans les quatre ganglions vont se regrouper, au bout ge
24 heures. La photographie b (Pl, XXVII) montre, sur une coupe parasagit-
tale, trés peu de cellules fuchsinophiles, dans le groupe antérieur, On
peut observer, dans certaines de ces cellules, des granules a l'intériepr
de petites vacuoles cytoplasmiques (figs ¢ et d, Pl, XXVII), les cytoplas-
mes étant d'ailleurs plus ou moins fu-isinophiles, donc dans un état de
charge plus ou moins important. La photographie d est particuliérement'dé—
monstrative & ce sujet, correspondant & 2 cellules voisines du méme gan-
glion (G 49) chez le méme individu fixé 24 heures aprés la section. Enfin
on rencontre de nombreux trajets axonaux renfermant nn matériel fuchsino-
phile dans le neuropile (Photo ¢, fldches). Cette diminution se prurcuit
le jour suivent (Fig. 40), En falt, un second minimum va &tre atteint dés
36 h, & peine supériecur au premier, constaté 6 heures aprds l'intervention,
Entre 36 h et 2 jours, les chiffres varient peu. Et 4 partir du 2° Jour,
les courbes vont de nouveau traduire une angmentation plus ou moins régu-
li®re du nombre des cellules fuchsinophiles. On observe néanmoins des ima-
ges de décharge (fig. e Pl, XXVII) : dans cette cellule, on peut noter la
présence d'un granule Fpt engagé dans la partie proximale de 1l'axone (fld-
che). A la fin de 1'expérience, qui a duré 7 jours, on compte en moyenhe
3 peu prés le méme nombre de cellules colorées par la fuchsine qu'avant

1'opératicn,



Figure 41 - Action de 1'inhibiteur caudal sur la régénération postérieure.

Courbe des valeurs moyennes () des quatre ganglions.tracée pour la période de O &4 7 jours.
Les quatre phases (P 1 & P 4) sont décelables mais le cycle est profondément modifié (compa-
rer avee la courbe de la Fig, 31 relative aux témoins). Malgré un raccourcissement apperent,

la 1° phase semble au contraire &tre prolongée en P'"1 (courbe en pointillé). (Voir discus-
sion p. 81).

~
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TABLFAU  XXTIV

EVOLUTION DU NOMERE DES CELLULES F?' CHEZ DES VERS AMPUTES DE LA QUEUE

&

- (INTERSEGMENT 50/51) EN PRESENCE DE BROYATS DE QUEUES OU DE TETES
BROYAT DE QUEUES BROYAT DE TETES
TEMPS
Gso | Gsg | G U8 | G 47 @ 660 | G4 {ai8 | aary m

0 22 25 17 22 21,5 22 25 17 22 21,5
10 min 18 17 17 14 16,5 14 11 | 1n 13 12,3
1 heure 21 20 18 18 19,3 7 4 5 4 5,0
3 10 11 12 13 11,5 . 4 5 5 5,3
6 8 7 9 11 8,8 y 4 % 3 3,5
12 17 21 22 29 22,3 4 6 3 3 4,0
18 19 15 21 22 19,3 5 5 5 6 553
24 15 17 15 16 15,8 7 6 8 8 7,3
36 12 11 10 9 10,5 13 | 12 13 12 12,5
2 jours 10 11 9 10 10,0 5 6 7 6,3
) 13 19 13 17 15,5 1 3 2 2,0
4 16 17 18 21 18,0 6 5 7 5,8
5 18 19 19 21 19,3 10 11 15 13 12,3
6 20 19 22 22 | 20,8 14 16 20 16 16,5
7 20 20 23 22 21,3 16 18 21 18 18,3




Figure 42 - Action du broyat de tétes sur la régénération postérieure.

+
Evolution du nombre des cellules FP dans les quatre ganglions 47, 48, 49 et 50, au cours
des 24 heures suivant 1'opération.

(Nombre total de cellules FP+ en orcdonnées, temps en heures en abscisses).
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La courbe des valeurs obtenues en effectuant la moyenne entre les
nombres trouvée pour chaque ganglion (Fig. 41) permet de reconnaltre, ici
ecore, U4 phases dans ce cycle sécrétoire, aprés aétion du facteur inhibi-
teur d'origine caudale.

La premiére phase (P 1) est trés courte - elle dure 6 heures -
et présente un pic intermédiaire, 1 heure aprés 1l'opération. Au cours de
cette phase, les cellules se déchargent sous 1l'effet du stress. _

La phase P 2, caractérisée par une €lsboration active des pro-
duits fuchsinophiles, est elle aussi trés courte ; elle ne dure que 6.heu-
res., A 1'issue de cette  phase, on retrouve un nombre moyen de cellules sé-
crétrices du méme ordre de grandeur qu'avant 1'expérience (respectivement
22,3 et 21,5).

La 32me phase (P 3) dure 1 jour 1/2. Pendant celle-ci, les cel-
lules sécrétrices se déchargent. Le minimum (10,0), atteint & la fin du
2° Jour, est & peine supérieur & celui observé & 1'issue de la phase P 1
(nombre moyen 2= 8,8 & 6 h).

Enfin, durant la derniére phase (P 4) se reconstitue le stock
de cellules sécrétrices. Cette augmentation demende un temps assez long
(5 Jours) & 1l'issue duquel on observe un nombre de neurones fuchsinophiles
anssi grand qu'avant 1'expérience : 21,3 chez les vers injectés, 8gés de
T jours, contre 21,5 initialement,

Au total, 1'injection d'inhibiteur caudal modifie trés nettement
le cycle séerétoire mals avant de discuter et d'essayer d'interpréter les

résultats nous allons envisager 1l'action du broyat de régions céphaliques.

2 - Action de 1'homogénat de régions céphaliques

\
Les résultats des comptages, pour cette série expérimentale,

figurent dans la partie droite du Tableau XXIV. La Figure 42 représenfe
d'autre part les variations de ces nombres au cours des 24 heures sui&ant
1'opération, pour les 4 ganglions 47, 48, 49 et 50, Ces courbes ont une
allure en "L" et les points sont trés groupés. On note, comme & 1'ordinai-
re, une brusque diminution du nombre des cellules fuchsinophiles pendant

la premiére heure. La photo a de la P1, XXVIII montre, sur une coupe trans-
versale pratiquée dans le 50° métamére, 10 minutes apres 1'opération, une
cellule fuchsinophile en position latérale, et ventralement un gros péri-
caryon dans 1equel on peut observer d'assez nombreuses granulations fuch-

sinophiles. De méme,un opéré d'l heure a un petit nombre de cellules colo-



Figure 43 - Action du broyat de tétes sur la régénération pdstérieure.

Evolution du nombre des cellules FP+ dans les ganglions 47 & 50, au cours des 7 jours

suivant 1'amputation,

(Seule la mcyenne W des quatre valeurs a été reportée pour les 24 premiéres heures).

.
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rées en violet (fig. ¢, Pl, XXVIII) dont certaines possédent seulement
quelques granulations dans leur cytoplasme (Pl, XXVIII, fig. 4, fléche).

Entre 1 h et 3 h on peut noter la présence d'un plateau. Celui-
cl se situe & des valeurs comprises entre 4 et 7 cellules FP+, le 50°
ganglion restant le plus riche. Une coupe frontale, au niveau de ce gan-
glion, montre (Pl..XXVIII, fig. b) un petit groupe de 3 ou 4 cellules,Asi-
tué postérieurement et dont le cytoplasme est faiblement fuchsinophile,
ou (Pl, XXVIII, fig. e) contient des granulations présentant une forte
affinité pour la fuchsine,

A partir de 3 h, les nombres recommencent a décroftre, Jusqu'i
6 h ou se situe un minimum, Les cellules sécrétrices possédent, li encore,
des granulations dans leur cytoplasme : 1la photographie a de la Pl, XXIX
présente une cellule C 2 (suivant HERLANT-MEEWIS) tandis que la photogra-
thie b montre une cellule du groupe antérieur. Toutefois les différencés
entre les valeurs observées entre 3 h et 6 h sont faibles : moins de deux
cellules fuchsinophiles en moyenne entre ces deux comptages.

Dans les blastémes 8gés de 12 heures, nous n'avons pas trouvé
de grandes différences par rapport au matériel fixé & 6 h (Pl., XXIX, fig.
¢) ; seul le 49° ganglion posséde un nombre légdrement supérieur & celui
qui avait été compté précédemment (6 au lieu de 4). Il est fort possible
d'ailleurs que ce faible écart ne solt pas significatif.

A partir de 12 h, les courbes vont présenta une pente positive ;
les comptages cffectués 24 heures aprés 1'intervention indiquent un double-
ment du nombre des cellules fuchsinophiles par rapport au minimum situé a
6 h. La photographie d, prise sur un opéré de cet Age, montre que 1l'on peut
rencontrer des newrones colorés par la fuchsine dans le groupe antérieur
(cellules C 1 ét chromophiles d'aprés HERLANT-MEEWIS), ce que nous n'avons
jamals observé & 6 h,

Le nombre de cellules sécrétrices, repdrables par la fuchsine,
va continuer d'augmenter jusqu'a 36 h (Fig. 43), moment auquel les 4 cour-
bes présentent un pic. Les valeurs observées y sont trés homogenes, Au
microscope, la ganglion 50 montre (Pl. XXIX, figs e et'f), plusieurs pe-
tites cellules nettement fuchsinophiles dans la partie située entre le
nerf antérieur et le nerf moyen (groupe antérieur). Ce méme ganglion pos-
séde des cellules C 2 & la base du nerf segmentaire moyen, trés fortement
fuchsinophiles. A ¢6té de 1l'une d'entre elles (Pl. XXX, fig. a), aisément



Figure 44 - Action du broyat de t€tes sur la régénération postérieure.

Courbe des valeurs moyennes (m en ordonnées) des quatre ganglions tracée pour la
période de 0 & 7 jours. On peut Eceler, comme précédemment, quatre phases (P 1 & P 4),
Ce cycle cst trés comparable & celui des témoins (voir Fig. 31)., Toutefols, la phase
P 2 est abrégée par une décharge importante du matériel FP+ (minimum trés bas en fin
de P 3), La recharge, au cours de la derniére phase (P 4), est assez rapide de sorte

que la fin de cette phase est trés analogue A celle observée chez les témoins.
/
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identifiable, il existe un gros neurone. dont le péricaryon renferme un
certain nombre de granulations (méme photo, fldche) colorées par la fuch-
sine,

Deux jours aprées l'injection, le nombre de eccllules fuchsine- °
positives diminue de nouvcau, A 1l'emplacement des petites cellules du grou-
pe antérieur on ne repére plus d'affinité pour la fuchsine (Pl. XXX, fig.
b). A proximité cependant, une cellule d'assez grande taille (peut-8tre
une C 1 d'aprés la nomenclature d'HERLANT-MEEWIS) posséde (Pl. XXX, fig. 4d)
un cytoplasme vacuolisé et, au centre de chaque petite vacuole, un gra-
nule (fldche sur photo id.).

Le Jjour suivant, c'est-a-dire 3 jours aprées 1l'amputation et 1'in-
jeétion, 11 ne restepratiquement plus que 2 cellules, en moyenne, colorées
par la fuchsine. Une coupe frontale (Pl., XXX, fig. c) montre que ces cel-
lules ne sont autres que les C 2.

A partir du 4° jour, le nombre de cellules sécrétrices va aug-
menter progressivement de fagon & atteindre, le 7° Jour, environ les 4/5
du nombre initial, compté avant toute opération : on trouve respectivement,
en moyenne, 18,3 et 21,5, On peut noter cependant que les valeurs sont
beaucoup moins groupées au fur et & mesure que le temps s'écoule. D'autre
part, le ganglion le plus proche du front de section (G 50) posséde, & la
fin de 1l'expérience, le moins de cellules fuchsinophiles. L'écart avec le
ganglion 1le mieux pourvu est assez considérable & cette date : 21-16 = 5,

La courbe des valeurs moyennes (Fig. 44) montre 1'allure du cy-
cle séerétoire, sous 1l'action du broyat de t&tes, au cours duquel nous
retrouvons les 4 phases précédémment détermindes., La premiére de celles-ci
(P 1) dure 6 hgures. La diminution du nombre des cellules FP+ y est rapide
mals est marquée par un ralentissement important & 3 h, '

La seconde phase (P 2), ascendante, correspond & une augmenta-
tion du nombre des cellules sécrétrices en charge. Le maximum est obtenu
26 heures aprés lbpération et marque la fin de cette phase.

Fait suite la phase P 3, qul va se terminer trois Jjours apres
1'opération, Elle représentcwe nouvelle décharge qui correspond a une
diminution considérable du nombre des cellules fuchsinophiles:a ce moment.
les cellules C 2 sont & peu prés les sules & contenir des éléments ayant

une affinité pour la fuchsine.
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Enfin, la 4° phase va permettre aux neuroméres de reconstituer,
pendant 4 Jours, leur stock de cellules FP+, par conséquent d'élaborer
des produits de sécrétion. Ces neurones, toutefois, sont en nombre moindre

en fin d'expérience qu'avant 1'opération,

3 - Biscussion et Conclusion

Les résultats que nous venons d'exposer dans ce chapitre
montrent que le cycle séerétolre, caractéristique de la régénération cau-
dale, est modifié, dans les quatre ganglions proches du front de section
postérieur, chez les vers soumis & 1l'influence d'un broyat de régions cau-
dales ou de régions céphaliques.

Par conséquent, 1'inhibiteur contenu dans la’queue ralentit,
dans nos expériences "in vivo! la régénération en intervenant, semble-t-il,
sur le cycle de la séerétion trophique. Les phases de ce cycle apparals-
sent considérablement plus courtes que chez les témoins., La 1° phase, au
cours de laquelle la plupart des cellules se déchargent en 12 heures, chez
les témoins, est alors deux fois plus courte, Le ralentissement observé
entre 3 et 6 h chez les témoins est beaucoup plus important en présence
de broyat de queues. Ces vers possédent, en effet, & ce moment, un peu
plus de 4 fois plus de cellules colorées que les témoins, & 1'issue dé -
cette méme phase, f

La phase P 2 est encore beaucoup plus raccourcie. Alors que chez
les témoins 36 heures sont nécessaires pour qu'une douzaine de cellules
solent reomargées (de 2 en fin de P 1 & 15 en fin de P 2), chez les opérés
injectés ce temps est réduit & 6 heures, pour un méme accroissement (de 9
cellules en fin de P 1 & 22 en fin de P 2). |

La durée de la phase P 3 est & peu pres identique dans les deux
cas (respectivement 36 et 48 h), mals les différences entre les nombres de
®@llules fuchsinophiles ccmptées au début et & la fin de cette phase ﬁe
sont pas du tout comparables, Il y a disparition de la fuchsinophilie dans
4 cellules en moyenne chez les témoins contre 12 chez les vers injectés.

Ce raccourcissement des phases du cycle sé€crétoire, chez les
sujets soumis & 1'action de 1'inhibiteur, paraft au premier abord contre-
dire les observations in vivo, c'est-a-dire 1'allongement du temps de:ré-
génération (1° Partie, Ch. 5).



TABLEAU XXV

CONCCRDANCE ENTRE LES NOMERES DE CELLULES FP' CHEZ
LES TEMOINS ET LES VERS INHIBES

- 4 Vers ayant regu du Ecarts par rapport
Témolns broyat de queues aux témoins
I/’ aébut 21 21 \
P 1L fin 2 | 9
iminution 19 12 + 7
f début 2 9
P2 fin 15 22
\augmentatim 13 13 . 0
( début 15 22
P3 fin 11 10
diminution 4 12 -8

g\
Uigg !
s
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I1 semble que 1'on puisse expliquer cette mnomalie en considé-
rant les différences entre les nombres de cellules comptés pour les trois
premiéres phases (Tableau XXV).

En phase P 1, chez les témoins, on note une diminution de 19
@ellules fuchsinophiles, contre 12 seulement chez les vers injectés ; il
en reste donc 7 en charge chez ceux-ci.

Au cours de la 2° phase, les augmentations sont identiques dens
les deux cas. Lors de la phase P 3, on note une nouvelle dimlinution :de
% cellules, chez les témoins, et de 12 chez les sujets inhibés, soit un
écart de 8, au bénéfice des témoins, cette fols. On peut donc penser que
les vers injectés ont rattrapé, avec la décharge de ces 8 cellules sup-
plémentaires, le retard de 7 cellules qu'ils avaient par rapport aux té-
moins, en fin de phase P 1, Par conséquent, lorsqu'au cours de la phase
P 3, les vers présentent une décharge de 12 cellules, celle-ci correspond
en fait & la mise en liberté de la substance qui aurait dfi €tre émise en
phase P 1 et, simultanément, & la séerétion du facteur propre a la phase
P 3.

Au total, 1'injection de substance inhibitrice bouleverse consi-
dérablement le cycle sécrdtoire de la chalne nerveuse, entrainant finale-
ment, et contrairement aux apparences, un allongement important de la pha-
se P 1, On peut estimer que cette prolongation (courbe en pointillé), que
1'on peut appeler P'l, se termine 2 jours aprés 1'opération, lorsque la
courbe (Fig. 41) présente un minimum., La seconde phase de libération de
substance (P 3) arrive beaucoup trop tdt pour 6tretg§?icace. La conjonc-
tion de ces deux phénoménes explique le retard pris par les processus de
régénération en présence d'inhibiteur.

Le cycle observé chez les vers ayant regu du broyat de tétes
est trés comparable a celul des témoins. La phase P 1 est dans les deux
cas trés semblable : le minimum est toutefois un peup%gfble chez lesvefs
témoins, Cette identité explique donc la similitude de la mise en place
du bouchon cicatriciel. '

La seconde phase débute dans les deux lots de la méme fagon ;
les courbes gont presgue superposables Jusqu'a 36 h, Mais, & partir de‘
cette date, l'injec%ion de broyat céphalique entraine une décharge préco-
ce des cellules vraisemblablement responsables de 1'élaboration de la sub-

stance nécessaire & 1l'histolyse du bouchon cicatriciel, bien avant que lc



stock soit reconstitué, Le minimum observé par conséquent & 3 Jjours, en
fin de P 3, est beaucoup plus faible que le minimum correspondant des té-
moins, Néanmoins, la précocité relative de cette décharge ne paralt pas
influer sur le comportement du régénérat, comme nous avons pu 1l'observer
in vivo (1° Partie) et au cours de 1l'étude histologique (2° Partie).

A partir du 5° jour, les courbes sont de nouveau trés semblables
et, en fin d'expérience, les nombres de ocllules fuchsinophiles sont dans
les deux cas du méme ordre de grandeur. Cette nouvelle similitude explique
que les processus de la régénération soient tout & fait comparables chez
les témoins et chez les vers auxquels a été injecté le broyat de tétes.

En définitive, 1'apport de broyat de queues, ralentit la régé-
nération caudale en agissant sur le cycle sécrétoire des cellules de la
chatne nerveuse proche du front de section, En particulier, la phase ini-
tiale de libération de substance trophique est fortement allongée, tandis
que la seconde, &clenchée prématurément, se superpose & la précédente,

L'injection du broyat céphalique, au contraire, perturbe seule-
ment la seconde phase de séerétion, en la déclenchant plus tot que chez
les témoins. Une régulation, par ailleurs, s'effectue, rétablissant ainsi
le taux de cellules fuchsinophiles et donc 1'élaboration de substance tro-
phique, d&s le 5° Jour, Cette perturbation ne modifie.d-ne-pas: le dérbule—
ment normal de la régénération : la substance d'origine céphalique n'a

pas d'effet trophique sur cette régénération.
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DISCUSSION ET CONCLUSION
DE LA TRCISIEME PARTIE

L'étude histologique de la chalne nerveuse exposée dans cette
troisiéme partie de notre travail a permis de mettre en évidence, dans

les ganglions proches du front de section, les phénoménes suivants :

1 - Un cycle sécrétoire caractéristique de la régénération céphalique ou
caudale existe au niveau des neurones fuchsinophiles de la chalno .

ganglionnaire ventrale,

2 - Une perturbation de ces cycles peut €tre provoquée, dans chacun de
ces types de régénération, par 1l'apport de substance inhibitrice spé-

cifique.

% - L'injection de "substance trophique" modifie seulement le cycle séeré-

toire au cours de la régénération cdéphalique.

Pendant la régénération postéricure, des modifications ont déja
été observées dans les cellules ganglionnaires des dix derniers segments
précédant le front de section, chez Bophila pyrenaica (JUBERTHIE et
MﬁéTROV, 1965), Ces auteurs ont noté en effet, chez cette espéce amphody-

name, une augmentation du nombre de certailnes "eellules neurosécrétrices”
et une accumulation du produilt de sécrétion au front de section. De plus
les cellules névrogliques de la chalne peuvent acquérir une forte activi-
té sécrétrice. '

De leur ¢6té, HERLANT-MEEWIS et GALLARDO (1965) ont remarq:é,

chez les Jjeunes Eilsenia foctida en régénération, une activation des cel-

lules C 1 et C 2, immédiatement aprés la section. Les adultes montrent un
"déblocage" de ces mémes cellules C 1 et C 2 pendant la formation du bon-
chon cicatriciel : des granules redeviennent visibles dans le péricaryon
et 1'axone. Pour ces autcurs, cette activité se manifeste uniquement ben-
dant la cicatrisation et la formation du blasteéme.
Nos résultats confirment donc ceux exposés par ces différents

autsurs, Cependant, 11 convient de remarquer que nos observations permet-
tent de préeiser les variations chronologiques du nombre des cellules sé-

crétrices pendant les premiers stades de la régénération., Cette population
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de neurones fuchsinophiles, envisagés dans son ensemble, nous a montré une
succession de diminutions et d'aceroissements, donnant ainsi la possibili-
t¢é de détecter quatre phases distinctes.

Evidemment, la technique des comptages que nous avons utilisée
ne nous permet pas de tenir pour définitifs les nombres de cellules FP+
trouvés pendant ces stades, car il aurait fallu effectuer an moins une
vingtalne de dénombrements & chaque temps pour leur atbribuer une valeur
statistique slire. Néanmoins, 1'allure générale des courbes obtenues est
certainement vraie., Et le découpage du cycle sécrétoire, au cours de la
régénération normale, en 4 phases nous paralt 1égitime, car 1l est confir-
mé par les observations effectuées aprés action des substances inhibitri-
ce ou trophique aussi bien pendant la régénération d'une t&te que d'une
queue,

Chez les Annélides Polychétes, les recherches de DHAINAUT-
COURTOIS et WAREMBOURG (1967) et WAREMBOURG (1968) ont montré des phéno-
meénes comparables, Troils groupes de cellules sont mis en évidence dans la

chalne nerveuse de Nereis pelagica ; cerains présentent des variations en

relation avec la régénération. Quelques secondes aprds la section, certai-
nes cellules sécrétrices FP+ se déchargent sous 1'effet, semble-t-il, du
stress, Peu de temps aprés 1'amputation de la queue, les cellules névro-
gliques de la chalne montrent une grande activité sécrétoire. Augmentant
de volume, elles sont fortement colorées par la fuchsine. Les neurones
"ordinaires" présentent aussi des signe d'activité en relation avec la ré-
génération. Le résultat est une augmentation du nombre des cellules fuch-
s inophiles.

CHAPgON (1969 a, b), chez Eisenia foetida unicolor, a observé

au microscope €lecectronique, dans le péricaryon de certains neurones, des

granulations de taille identique a celles qu'il retrouve dans les fibres
nerveuses au niveau du bouchon cicatriciel. Pour cet auteur, ces granula-
tions représentent une substance responsable de 1l'histolyse du bouchon ci-
catriciel,

Cet ensemble de résultats, relativement cohérent, permet donc
d'interpréter les variations des nombres de cellules fuchsinophiles, que
nous avons enregistrées, comme le résultat d'un cycle sécrétoire en rela-

t ion avee la régénération, chez Eisenia foetida,
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L'injection de substance inhibitrice spécifique modifie deés le
début 1'allure du cycle. Dans 1'ensemble, 12s durdes des phases sont allon-
gées. De plus, au cours de la régénération caudale, la seconde phase se
superpose a la premiére. De la sorte, la phase P 3 se place trop t6t pour
étretg%%icace. Il en résulte, dans tous les cas, un ralentissement impor-
tant de la régénération aussi bien en vitesse qu'en grandeur de la pres-
tation,

L'apport de substance trophique supprime la phase P 2 d'élabora-
tion et donc de recharge des cellules, dans le cas de la régénération anté-
rieure., Par contre la phasc P 3 existe et scrble normale. On peut donc pen-
ser que les cellules impliquées dans la synthése de la substance sécrétée
au cours de cette phase sont différentes de celles responsables de la dé-
charge observée en P 1,

Ces observations permettent seulement de dire qu'un cycle séeré-
toire, en relation avec la régénération céphalique ou caudale, existe au
niveau de certains neuroncs de la chafne nerveuse. Mails nous ne pruvons
pas, dans 1'état actuel de nos recherches, affirmer que le matériel FD+
séerété par ces cellules nerveuses est effecetivement la "substance trophi-
ae".

Des études histochimiques ont ¢4 pourtant entreprises par un
certain nombre d'auteurs dans le but d'identifier les substances élaborées
par le systéme "neuroséeréteur" (VIGH, 1955 ; HERLANT-MEEWIS. 1956 ;
DEUSE-ZIMMERMANN, 1960). Plus récemment ARCS (1963, 1964) a montré que le

matériel élaboré par les cellules séerétrices d'Eisenia foetida est de

nature protéique. Dans le cas de la chalne ganglionnaire ventrale,
TEICHMANN, AROS et VIGH (1966) ont précisé que les substances "Gomori-
positives" sont.des protéines contenant une certaine quentité de groupes
SS et SH.

D'autre part, les recherches histochimiques effectuées par
LECHENAULT (1969, 1971), chez E. foetida, portent sur la détection et 1'é-
volution, au niveau du bourgeon de régénération, des lipides ou des his-
tones. PICCIOCHI (1969) a étudié quantitativement, chez Aulophorus

furcatus (Naldidae), 1'évolution des acides nucléiques et des protéines

au cours de la régénération.
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Mais, & notre connaissance, le probléme du devenir, au niveau du
front de régénération, des substances élaborées dans les neurones fuchsi-
nophiles n'a pas ¢té abordé avec les méthodes histochimiques. L'autorédio-
graphie devrait pouvoir apporter des renseignements & ce sujet, Les tra-
vaux de TORK et Coll, (1966) n'ont concerné que 1'incorporation, au niveau
des neurones du cerveau, de précurseurs marqués au 25 S (cystéine et
méthionine),

Les observaticns au microscope é€lectronique sont encore trop
fragmentaires (CHAPRON, 1969 b) pour assurer que les produits de sécrétion
oBservés, sous forme de granules, dans lespéricaryons représentent le fac-
teur trophique. Il est déjd d'ajlleurs trés difficile d'établir les corres-
pondances entre les cellules FP+ et les neurones qul séerétent des granu-
les élémentaires de 800 et 1100 A (CHAPRON, 1969 b). Suivant la définition
de KNOWLES et BERN (1966) ces neurones, contenant des granules de cette
taille, seraient du type aminergiques et élaboreraient par conséquent une
neurochumeur. C'est ainsi d'ailleurs que CHAFRON les interpréte. On seait
que de telles substances sont susceptibles de présenter une fluorescence
caractéristique en lumiére ultra-violette. Or les recherches de BIANCHI
(1964, 19€7) ont montré, par cette technique, chez 1'Oligochdte Octolasium
complanatum, que les cellules qui élaborent la "neurcsécrétion" (c'est-a-
dire celks qul ont une affinité pour la fuchsine paraldéhyde ou les coio-
rants analogues) sont toujours distinctes des neurones producteurs de sub-
stance fluorescente. VIGH-TEICHMANN et GOSLAR (1969) aboutissent & la méme
conclusion par une étude histo-enzymologique : les cellules "Gomori-posi-
tives" différent des neurones monoaminergiques, _

Au total, 1l faut &tre trés prudent dans toute interprétation,
en particulier,\de la signification physiologique desphases du cycle sécré-
toire, Cectte interprétation devra évidemment &tre considérée comme uné hy-~
pothése de travail, En 1'absence d'études ultrastructurales et histochimi-
ques précises, elle ne pourra reposer que sur les recherches expérimentales
et histologiques. .

Les expériences d'ablation de la chafne nerveuse (AVEL et ROZIER,
1961 et KAWAKAMI, 1961) paraissent confirmer notre interprétation de 1'exis-
tence de plusieurs effets successifs de la "substance trophique". ‘

Ces auteurs ont procédé & des expériences d'ablation de la chal-

ne nerveuse immédiatement en arridére du front de section antérieur, sur ine



TABLEAU XXVT

ABLATION DE LA CHAINE NERVEUSE
PENDANT LA REGENERATION CEPHALIQUE

Date del'abla-

Résultats des expériences

Résultats des expériences

tion de la CN
en jours apres de AVEL et ROZIER \ de KAWAKAMI
la section
0 cicatrisation -
1l - Clcatrisation
2 Clcatrisation Tissu cicatriciel plus o
abondant
3 Rarement petit régénérat Blastéme ecto-mésodermique
y Régénérat ecto-mésoder- Régénérat normal
mique

5 Téte typique, plus petite -

que normalement,

N,
\3}\\,3 Y
\| \\.‘—E/



Figure 3§ - Corrélation entre les résultats d'cxpériences d'ablation de 1la chalnemerveuse (AVEL,

KAWAKAMI) et la succession des phascs du cycle séerétoire.
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distance de 2 & 4 segments (AVEL) ou de 6 segments (KAWAKAMI). Les exoi-
sions sont pratiquées en méme temps que la décapitation, 2, 3, 4 ou 5;Jours
aprés (AVEL) ou bien 1, 2, 3, 4 jours apres la section (KAWAKAMI). Leurs
résultats sont trés comparables (Tableau XXVI), & cela prés que les régé-
nérats obtenus par KAWAKAMI semblent un peu plus précoces que ceux décrits
par AVEL, Ils montrent que plus la chalne nerveuse demeure longpemps,‘blus
la prestation est importante et se rapproche d'un régénérat normal. La
comparaison de ces observations & la succession des phases du cycle sécré-
toire permet de comprendre cette progression (Fig. 45).

Lorsque la chalne nerveuse est enlevée 1, 2 ou 3 Jours apres 1'o-
pération, le blastéme cicatriciel se trouve respectivement aux stades II,
IIT ou IV, stades au cours desquels s'effectue la mise en place du bouchon
cicatriciel, déclenchés par le substance trophique sécrétée bendant la pha-
se P 1 et vraisemblablement rejetée dans le systéme circulatoire ou le
liquide coelomique. On observe donc normalement la formation d'un bouchon
cicatriciel. Mals la substance histolytique (responsable du stade V) qui
doit cheminer le long des axones n'est pas encore arrivée au niveau du
bouchon, L'excision de la chalne A ce moment ne luil permet pas d'8tre 1i-
bérée, Eventuellement toutefois, suivant les individus, une partie de
cette substance peut &tre émise. :

Lorsque 1l'opération d'ablation est effectude 4 jours aprés la
décapitation, le cycle sécrétoilre en est au début de la 4° phase et, sur
le plan morphogénétique, le bouchon commence a s'histolyser. Le résultat
sera donc un petit régénérat ectomésodermique amorcé par la substance
séerétée en P 4,

Enfin,\si la chaine nerveuse demeure en place pendant 5 jours,
le facteur élaboré pendant la phase P 4 est arrivé au niveau du bourgebn
en quantité suffisante pour qu'un régénérat normal apparaisse. AVEL et
ROZIER remarquent toutefols que la t8te néoformée dans ce cas est généra-
lement plus petite que chez les témoins. Cette substance doit donec &tre
fournie pendant un tmps plus long ou au moins & un taux supérieur pour
que la prestation soit ncrmale. L'injecticn de substance trophique améne
d'ailleurs un accroissement de la taille des régénérats céphaliques

(1° Partie, Ch. 4),
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Au total, il semble donc que le "facteur trophique" puisse &tre
en réalité constitué par trols substances mises successivement en liberté :

1/ une substance assurant la mobilisation des coelomocytes (S M) : elle

serait excrétde aussitdt aprés 1'amputation et sa décharge dans le syste-
me circulatoire serait déclenchée par le stress dfi & la blessure.

2/ une substance histolytique du bouchon cicatriciel (S H), provenant de

cellules différentes des préeédentes, et cheminant par voie axonale Jjus-
qu'au niveau du bouchon cicatriciel, Ce pourrait €tre une neurohumeur.

%/ une substance favorisant la régénération proprement dite (S R) et uti-

lisant elle aussi une voie axonale, Ce facteur pourrait &tre émis, au moins
en partie, par les mémes neurones responsables de la sécrétion de la subs-

tance de mobilisation.

Cette hypothése devra évidemment €tre confirmée par des travaux
ultérieurs, en particulier par 1l'isolement et la caractérisation histochi-
mique et biochimique de ces trols substances,

Néanmoins, 1l'existence d'un cycle sécrétoire dans les cellules
ganglionnaires ventrales, en ®lation avec la régénération,est certaine.

La ou les substances élabordes ont des propriérés morphogénétiques diffé-
rentes sulvant les phases du cycle ol elles sont synthétisées, Les substan-
ces inhibitrices spéeifiques, céphalique ou caudale, agissent sur le cy-
cle en modifiant in vivo les durées de chacune des phases. Il en résulte

une action inhibitrice indirecte sur la formation du régénérat.,



QUATRIEME PARTTE

APPROCHES BIOCHIMIQUES DE L'ISOLEMENT DE

LA, SUBSTANCE INHIBITRICE CEPHALIQUE
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INTRCI'UCTION

L'analyse expérimentale et histologique, que nous avons exposée

précédemment, nous a montré que la régénération chez Bisenia foetida était

gouvernée par un .double mécanisme, trophique et inhibiteur. La substance
inhibitrice, localisée dans le tissu nerveux, réaglt sur le facteur trophi-
que - vraisemblablement complexe - élaboré par certains neurones sécréteurs
de la chalne ventrale.

L'étape suivante de nos recherches doit &tre 1l'isolement et, si
possible, la caractérisation biochimique de ces différentes substances,

' Dans un premier temps, nous nous sommes proposé d'isoler la sub-
stance inhibitrice de la régénération antérieure. Nous avons cholsi ce fac-
teur pour plusieurs railsons, L'inhibiteur céphalique, actif au niveau de
1'intersegment 7/8, existe chez tout individu dans les 7 premiers métaméres.
Il est par conséquent trés facile de prélever les 7 premiers segments éhez
de nombreux vers. D'autre part, nous possédons un bon test d'activité de
cette substance, en culture organotypique : l'inhibition de la régénéra-
tion antérieure d'un trongon formé par les métaméres 8 & 12. Ce test ne
ndcessite, par ailleurs, qu'une faible quantité de produit actif et 1l:est
facile, au bout de trois semaines,d'observer morphologiquement le résultat,

Des essal® de Bractionnement d'un facteur inhibiteur de la régé-
nération ont déja été effectués chez des invertébrés. TARDENT (1960, 1963)
montre que ce facteur, chez le Coelentéré Tubularia, est thermostable et
de faible poids moléculaire, car il est susceptible de dialyser. Pour $.M.
ROSE (1963 a, b, 1966), au contraire, la substance inhibitrice serait cons-
tituée, chez ce méme Goelentéré, par des histones, donc de haut poids molé-
culaire, Cet agent de contrdle .migre, dans un champ électrophorétique, comme
s'11 étalt chargé positivement. S?D: SMITH (1963) envisage, chez le Poly-
chéte Clymenella terquata, la mobilité électrophorétique de 1'inhibiteur

de t8te et de l'inhibiteur de queue : les extraits sont également chargés
positivement, P.M. LENICQUE et M, LUNDBLAD (1966 a), reprenant ces recher-

ches sur un autre hydraire, Clava~sqdamata, estiment, aprés fractionnement,

que 1'inhibition est due & des « et B-histones, synthétisées 24 heures aprés
1'opération ; des nucléoprotéines, élaborées pendant les premiéres 24 heu-
res, constitueraient le facteur trophique, Ces deux substances cnt un com-
pcrtement électrophorétique différent : 1'inhibiteur est électropositif,
tandis que le "promoteur" est électronégatif, W.A. MULLER (1969) obserive
que des protéines basiques, extraites d'Hydractinia, bloquent toute régé-

s len
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nération. Tout récemment, M. DURANTE et E. PUCCIA (1970) ont effectué des
recherches sur la nature chimique de la substance inhibitrice de 1'opercule

rudimentaire chez Hydroides norvegica (Annélide Polychdte). L'inhibiteur

est thermostable jusqu'a 80° C et, d'autre part, dialysable. Les auteurs
pensent que sa molécule a un diamdétre au plus égal & 48 & et une masse in-
férieure & 12 000. Ils déduisent de leur analyse chimique que ce facteur
n'est pas une protéine d'origine nucléaire. |

Comme on peut le voir, les résultats de ces différents travaus.
ne sont pas homogénes, méme en ce qul concerne des espeéces identiques.
Pour certains auteurs, en particulier ROSE et ses éléves ou LENICQUE, 1'in-
hibiteur serait constitué par une protéine nucléaire & haut poids molécu-
laire (histone)., Pour d'autres (TARDENT, DURANTE), ce facteur, dialysable,
aurait au contraire une faible masse moléculaire,

Devant ces déductions contradictoires, nous avons entrepris, par
des méthodes biochimiques, un essal d'isolement et d'analyse du facteur in-
hibiteur céphalique chez Eisenia. Cette étude a été effectuée en collaﬁo-
ration avec C. CARDON, au Laboratoire de Chimie Biologique de 1'Université
de Lille I. Les différentes techniques utilisées seront indiquées au fur
et & mesure de 1'exposé de ces recherches (pour les détails des modes opé-
ratoires, voir CARDON, 1970). '
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Chapitre 1

CARACTERISATION D'UNE FRACTION DIALYSABLE ACTIVE

La maniére la plus simple d'effectuer un premier fractionnement

nous a paru 8tre la dialyse d'un homogénat de régloss céphaliques,

1 - Méthode

Cet homogénat est préparé comme pour l'utilisation en expé-
rimentation in vivo (voir introduction : matériel et méthodes). Aprés cen-
trifugation, le surnageant est mis en dialyse pendant 15 jours contre de
1'eau bidistillée, renocuvelée chaque Jour, dans des boudins de cellophane
"Nojdax 16". La cellophane a été auparavant lavée & 1l'eau courante et pla-
cée 24 heures dans 1l'eau bidistillée. On obtient ainsi deux fractions.,
L'une, qui a filtré au travers de la cellophane, contient des constituants
de faible masse moléculaire ; elle est dite fraction "dialysable" (= "mi-
cromoléculaire"). L'autre, retenue dans les boudins de dialyse, est cons-
titude de substances A haute masse moldculaire ; elle est qualifide d'"adla-
lysable", Les deux fractions sont réduites de volume & l'évaporateur rota-
tif sous pression réduite & 35°, puis lyophilisées., Les produits obtenus
sont dissous dans de 1'eau bidistillée et incorporés au milieu de culture,

3 la concentration de 2 "équivalents-t8tes" par saliére.

2 - Essal biologique

Trois lots de culture sont préparés, Aprés stérilisation par
passage sur filtre "M1illipore", la phase dialysable est ajoutée au premier,
la phase adialysable au second. Le troisieme lot, sur milieu standard, sert
de témoin.

Aprés trois semaines de culture & 20° C, les résultats sont les
suivants (Tableau XXVII).

La fraction adialysable n'a pas présenté d'action : 76 % des
explants régénérent une t&te (PlL. 31, fig. a). Les témoins, de leur cOté,
ont reformé une t&te dans 83 % des cas (Pl., 31, fig. b). Morphologiquement

ces prestations sont tout & fait normales.



TABLEAU XXVII

INFLUENCE DES FRACTICNS "DIALYSABLE" ET "ADTIALYSABLE" DE L'HOMOGENAT DE
TETES SUR LA REGENERATTON CEPHALIQUE IN VITRO (Troils semaines de culture)

A Noﬁbre Nombre de | % de régé-
Fractions d'explants | régénérats nération Observation
. \ \
"Dialysable" 20 : 0 0 3 blastmes
"Adialysable" 21 16 76 -

Témoins 18 15 83 -
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La fraction dialysable, par contre, s'est montrée trés active.
Sur 20 explants, aucune téte n'a été régénérée (P1. 31, fig. c, d). Nous
avons toutefois rencontré 3 vers qui, au bout de 15 jours, présentaient
un petit blastéme. Les autres trongons ne possédaient qu'un bouchon cica-
triciel,

3 = Conclusion
Devant ces résultats, particuliérement nets, nous pouvons
conclure que le facteur inhibiteur de la régénération céphalique se trouve
déns la fraction dialysable de 1'homogénat de.t&tes. Il est donc constitué

par une substance de faible messe moléculaire, hydrosoluble,



Figure 46 - Electrophor2se a pH 3,9 de la fraction micromoléculaire. Mise en évidence de 3 groupes

de constituants aminés : acide, basique et neutre.



Témoin Fraction micromoléculaire Témoin

Spl 10pi 20pl

1. Ac. aspartique

2_ Ac. glutamique

3. Ac. aminés neutres !

4. B. alanine

5. Ac. aminés basiques
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Chapitre 2 J

COMPOSITION DE LA FRACTION MICROMOLECULAIRE ET
FRACTIONNEMENT SUR RESINES ECHANGEUSES D'IONS

A - Electrophorése & pH 3,9

Pour analyser cette fraction, biologiquement active, nous avons
-, sur ier .
réalisé une électrophorése ﬁ pﬁéf,g quil permet de caractériser trois grou-

pes moyens de constituants aminés : fractions acide, basique et neutre.

1 - Protocole

L'électrophorese est effectuée sur papier Arches 304 (28 x

40 cm). Une solution d'acides aminés témoins (5 pl) est déposée suivant
un trait continu, La fraction micromoléculaire est déposée dans les mémes
conditions en effectuant une série de concentrations crcissantes (5, 10
et 20 pl), La feuille de papier est humectée par le tampon volatil de
MICHL. L'électrophorése est réalisée dans des cuves d'électrophorése "en
to1t" (type MACHEBOEUF) pendant 4 heures sous 400-450 V. Apreés séchage,
1'électrophorégramme est révélé avec une solution de ninhydrine & 1% dans
une étuve a 100° C,

Les acides aminés de la solution témoin sont séparés en cing
taches (Fig. 46) qui correspondent - de 1'anode vers la cathode - & :
1- acide aspartique, 8- acide glutamique, 3- tous les acides aminés neu-

vtres, 4- f-alanine, 5- tous les acides aminés basiques.
. .
2 - Résultats

L'électrophorése & pH 3,9 de la fraction micromcléculaire
(Fig. 46) met en évidence trois groupes de constituants aminés : une frac-
tion acide, peu importante, une fraction basique et une fractlon neutre
assez considérable, L'existence de ces trois fractions nous a incité & en-
visager leur séparation, par des résines &.4change d'ions, & partir du
"d1alysat" de 1'homogénat de t8tes.
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B - Chromatographiec sur échangeuns d'ions

La chromatographie sur résines échangcuses de cations, puis d'a-
nions permet un fractionnement en trois groupes "acide", "basique" et "neu-
tre" de la fraction micromoléculaire et en outre un dessalage de la solu-
tion.

1 - Protocole

La solution micromoléculaire est passée successivement sur
une colonne de résine échangeuse de cations (DOWEX 50 x 8, "mesh 25-50?
forme acide) puls sur une colomne & échange d'anions (Duolite A 40, "mesh
25-50", forme formiate).

Les colonnes, en verre Pyrex de 40 em de hauteur sur 2 cm de
diamétre, contiennent chacune 100 ml de résine. La forme acide de 1l'échan-
geur de catlons est obtenue par le passage de 500 ml d'acide chlorhydrique
3 N, suivi d'un lavage 3 1'eau bidistillée jusqu'd ce que le pH du liquide
cffluent atteigne 5,5-6., La forme formiate de l'échangeur d'anions est ob-
t enue par le passage de 1000 ml de soude 3 N puis de 300 ml d'acide for-
mique concentré., La résine est alors lavée & 1'eau distillée Jusqu'i ce
que le pH du liguide efflu.nt atteigne 4,5-5,

30 mg de fraction dialysable lyophilisée, correspondant a envi-
ron 45 tétes, sont dissous dans 10 ml d'eau bidistillée, La solution est
passée sur 1l'échangeur de cations puls sur 1'échangeur d'anions (Fig. 47).
Les résines sont contenues dans deux colonnes séparées, mals racecordées
3 1'aide d'un tube en caoutchouc, de sorte que la purification s'effectue
en une seule opération. Les colonnes sont ensuite lavées avee 1000 mlf
a'eau bidistiylée. L'eau de lavage et le premier liquide effluent repfé-
sentent la fraction "neutre",

L'élution de la fraction "acide" (retenue sur la Duolite A 40)

cst obtenue par passage de 500 ml d'acide formique 3 5 p. 100 dans 1l'eau
distillée, Cette fraction contient les composés organiques acides, La

fraction "basique" est élude de la Dowex 50 x 8 par le passage de 100 ml

d'une solution aqueuse d'ammoniaque & 5 p, 100, Elle contient les acides

aminés, les amino-glucides et les peptides‘de trés failble poids moléculdire.



Figure 47 - Schéma de fractionnement de la solution "micromoléculaire"

sur des échangeurs d'ions,



Solution
micromoléculaire

DOWEX 50x8 N";.UH
DUOLITE A 40 HCSO,OH
\\
{
Fraction Fraction Fraction
“neutre’’ “acide’’ “basique’’



TABLEAU XXVIII

INFLUENCE DES FRACTIONS "NEUTRE", "ACIDE" ET "BASIQUE" DE L'HOMOGENAT DE
TETES SUR LA REGENERATION CEPHALIQUE IN VITRO (Trois semaines de culture)

Nombre Pas de régé- Bourgeons Régénérats % de

d'explants nération g complets Prestation
Témoins 20 5 3. 12 5 %
Fr. Neutre 19 12 3 0 16 %
Fr. Acide 19 6 4 9 68 4%
Fr. Basique 18 10 4 4 4y 4
Meélange 15 1 3 1 o6 %

N, + Ac.+ Bas

i
:
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La fraction "acide" est évaporée sous vide & 37-40° C pour é1i-

miner 1'acide formique. La solution concentrée obtenue est reprise par
100 ml d'eau distillée et évaporée de nouveau. L'opération est répétée
deux cu trois fois pour éliminer compldtement 1l'acide., On fait subir i la

fraction "basique" le m@me traitement pour &liminer totalement 1'ammonia-

que ; les trois phases "acide", "pasique" et "neutre" sont lyophilisées

avant d'8tre essayées encoulture organotypique.

2 - Résultats des tests bilologiques

Pour essayer 1'activité de chacune de ces trois phases, les _
résidus de lycphilisation sonc dissous dans de 1l'eau bidistillée et stéri—
1lisés comme & 1'habitude par passage sur filtres "Millipore", avant d'€tre
incorperés au milieu de culture. Une quatriéme série est composée d'ex-
plants mis en contact avec un mélange des trois solutinns précédentes,
reponstituant ainsi la phase dialysable initiale. Ce lot témoin doit per-
mettre de vérifier que le passage sur colonnes n'a pas dénaturé la substan-
ce inhibitrice. Enfin, des explants sont dépcsés sur milieu normal pouf
servir de témoins de la régénération. :

Les résultats observés au bout de trois semaines sont consignés
dans le Tableau XXVIITI. Les témoins régéndrent dans 75 % des cas, propor-
tion identique & celle généralement obtenue dans nos expériences. Les ex-

fants mis en présence de fraction "acide" reforment une "t&te", ou au moins

un bourgeocn, dans 68 % des cas. Par contre, le riélange des trois fractions

ne permet que 26 % de néoformations. La fraction "neutre" montre une acti-

vité inhibitrice importante, puisque 16 % seulement des vers régénérent ;
la prestation fournie dans ce cas n'est d'allleurs constituée que par des
bourgeons, ce qul traduit, par conséguent, un retard important dans la vé-

génération, Enfin, les explants mis en présence de la fraction "basigue"

ne régéneérent que dans 44 % des cas.

3 - Conclusiocn

Le mélange des trois iractions posséde une activité inhibi-
trice tout & fait normale. Les résultats de cette expérience sont trés
comparables & ceux obtenns lorasque des vers sont soumis a 1l'action de la

-~ fraction micromoléculaire avant son passage sur les colonnes. Par consé-
quent, la chromatographie sur résines échangeuses d'ions ne dénature nul-

lement 1'inhibiteur céphalique. La fraction "acide" est biologiquement
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inactive : le taux de régénération est, dans ce lot, du méme ordre de gran-
deur que celui observé chez les témoins. Le faible nombre de régénérats

obtenus (16 %) en présence de la fraction dite "neutre" montre done que le

facteur inhibiteur est essentiellement localisé dans cctte phase. Néanmoins

on observe que la fraction "basique" présente une certaine activité inhi-

bitrice. Une partie de ce facteur a donc été retenue par la Dowex et éluée
avec la fraction basique. Il est fort possible qu'un défaut de lavage des

colonnes, avant 1'élution, soit responsable de cette rétenticn.



Figure 48 - Electrophordse & pH 3,9 de la fraction "neutre".
8 spots sont révélds assez faiblement - Noter la présence
d'un spot important correspondant & une substance fortement

basique dont la présence est difficilement explicable,
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Chapitre 3

ANALYSE DE LA FRACTION DITE "NEUTRE"

Les résultats des essals biclogiques nous ayant montré que la
fraction dite "neutre" présentait une forte activité inhibitrice, nous
nous sommes proposé d'étudier sa composition., Pour cela, nous avons vdulu,
dans un premier temps, au moyen d'une électrophorése & pH 3,9 détecter la
présence d'acides aminés libres ou de composés peptidiques dans cette

fraction,

1 - Electrophorése & pH 3,9

Suivant le méme protocole qu'au chapitre précédent, nous
avons effectué une électrophorése & pH 3,9 de la phase dite "neutre" obte-
nue aprés passage de la fraction micromoléculaire sur les colonnes de ré-

s ines & échange d'ions.

La ninhydrine & 1% révéle la présence de 8 spots. La révélétion
est nettement plus faible que pour les témoins amino-acides (Fig. 48) : ce
résultat est normal si ces taches correspondent & des composés peptidiques.
On distingue gquatre zones de migration. Une premidre tache correspond a un
produit ayant migré dans la zone des acides aminés neutres. Au niveau d?:ggg;
la ﬁ—alanine, se trouvent deux spote. Puils, ayant migré au niveau des \MUE
acides éminés basiques, on repere un enscmble de quatre taches, Enfin, la
ninhydrine révéle un spot important, correspondant & une substance trés
fortement basique. La présence d'un tel composé est difficilement expli-
cable, Ce proguit aurait d en effet &tre retenu sur la Dowex 50 x 8. Peux
pessibilités peuvent &ire envisagées. Il se peut que 1l'on se trouve en
présence d'un artefact (compcsé possédant des fonctions -NH, par exemple).,
Ou bien cette substance pourrait €tre un composé peptidique trés basique,
fortement icnisé, qui n'aurait pas été retenu par la résine dont les mailles
sont, dans le cas de la Dowex 50 x 83, tres fines, De nouvelles expériences

seront donc nécessalres pcur essayer d'expliguer la présence de ce spct.

Au total, cette fraction dite "neutre" est en réalité trés comss
plexe et comprend plusileurs substmnces & comportement électrophorétique
idmntique & des produits treés basiques. Il est fort possible que ces éorps,
mis en évidence par électrophorese & pH 3,9, soient des composés pept{di—



Figure 49 - Diagramme d'élution & 1'auto-analyseur Technicon de la fraction dite "neutre" (avant hydrolyse).
Yy

Peu d'acides aminés libres sont repérables sur la diagramme. Présence entre le glycocolle (gly)

et la leucine (leu) d'un pic inconnu (%).
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ques. Pour nous en assurer nous avons recherché, dans cette fraction dite

"neutre”, quels étaient les acides aminés 1ibérés par une hydrolyse.

2 - Compesition en acides aminés de la fraction dite "neutre"

Avant de pratiquer 1'hydrolyse de la fraction dite "neutre",
nous avons voulu rechercher les acides aminés libres qui seralent éventuel-
lement passés directement dans cette fraction, D'autre part, 1'exietenze
de ples de la courbe d'absorpticn pourrait indiquer la présence de '

tides",

'pep-

a) Analyse de la fraction 'neutre! avant hydrolyse
Ces acides aminds sont dosés par chromatographie & 1'auto-
analyseur Pechnicon (colonne de 0,60 x 65 cm). La composition du gradient
d'élution a été définie par CARDON (1970) selon les conditions établies
par MONSIGNY (1968).

Les résultats apparaissent sur le diagramme d'élution représenté
Fig. 49, On note une absence & peu prés compléte d'acides aminés libres :
seuls le glycocolle, la leucine, la lysine et 1'histidine peuvent &tre
repérés en trés falble quantité. Par contre on remarque la présence de
deux falbles pies au début du diagramme correspondant & des substances
éluées dés lesypremiéres fractions.

On peut donc penser que ces falbles pics du diagramme d'élution
correspondent & le présence de "peptides" ou plus largement de "composés
peptidiques”.

Nous avons done procédé & une hydrolyse de la fraction neutre
pendant 24 et 48 heures. |

b) Composition en acides aminés aprés hydrolyse de 24 b

\ L'hydrolyse est condulte dans les conditions suivantes.
Environ 2 mg de lyophilisat de la fraction "neutre" sont prélevés, dissous
dans 50 pl d'eau bidistillée & laquelle on ajoute 1 ml d'acide chlorhydri-
que 5,6 N redistillé, L'hydrclyse, effectuée en présence de témoin interne
Norleucine, dure 24 heures & 105° C. Le mode opératoire est décrit en dé-
tail par CARDON (1970). .

La Figure 50 représente le diagramme d'élution aprés 24 heures
d'hydrolyse. On note la présence d'assez nombreux pies traduisant la 1i-
bération d'acidss aminés en faible quantité : asparagine, thrécnine, sé-
rine, acide glutamique, glycocolle, alanine, leucine, lysine, histidine

et arginine: Seul le glycocolle est en quantité beaucoup plus grande Que



Figure 50 - Diagramme d'élution & 1'autoanalyseur Techniccn d'un hydrolysat de la fraction "neutre"

(24 nheures d'hydrolyse acide). ,

Dix acides aminds ont été 1libérés par 1'hydrolyse. Noter la présence de 4 pies A, B, C et

inconnus.,
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Rigure 51 - Diagramme d'élution & 1l'autoanalyscur Technicon d'un hydrolysat de la fraction "neutre"

(48 heures d'hydrolyse acide).

12 acides 'aminés sont repérables sur le diagramﬁe. Les 4 pies A, B, C et D demeurent

visibles, -
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les autres. Enfin, sous formé de traces, cn peut repérer trois légers pics
au niveau de la valine, d@lacyctéine et® k méthicnine,

L'hydrolyse, "pendant 24 heures, a permis la libération de 10
acides aminés, mais en faible quantité, Le fait que le diagramme ne soit
pas parfaitement démonstratif peut &tre dll & deux causes.

1. Le produit hydrolysé €tait en trop petite quantité., Il
est possible que la fracticn "neutre" contienne si multandment des produits
ne réagissant pas & la ninhydrine (par exemple des oses neutres).

2. La fracticn "neutre" peut &tre constituée par un ou
. plusieurs composés peptidiques résistant & 1l'hydrolyse acide pendent 24
heures (peut-€tre des composés cycliques ?).

Nous avons donc €té amené & réaliser une hydrilyse de cette méme

fraction pendant 48 heures.

¢) Hydrelyse de la fraction 'neutre’ pendant 48 heures
Dans les mémes conditions que précédemment, nous avons
réalisé 1'hydrolyse de 4,6 mg de lycphilisat de fraction "neutre" pendant
48 heures.

Les résultats sont traduits sur la Fig. 51. Le diagramme d'é1v-
tion ncus fournit 12 acides aminés dont deux n'étailent pas apparus lors
de 1l'hydrolyse de 24 heures : 1'kydroxyproline et 1l'isoleucine. Enfin la
courbe révéle la présence de 4 pies inconnus dont 3 (A, B et C) sont si-
tués au niveau de la valine, de la cystéine et de la méthionine, comme
sur la Figure %0, et le quatriéme (D) correspondant & un produit 4lué avec
les dernidres fractions,

Par conséquent, une hydrolyse prolongéc nous a permis de mettre
en évidence quatre pics inconnus qui pourraient correspondre & des substan-
ces peptidiques résistant & 1'hydrolyse acide de 48 heures, Mais d'autre
part, une telle hydrolyse autorise la caractérisation précise de 12 acides

aminés,
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3 -~ Conclusion

N

L'électrophcrése & pH 3,9 de la fraction "neutre" nous a in-
diqué la présence de composés peptidiques dont 1'analyse & "1'auto-analyzer
Technicon" a confirmé la nature. En effet, les différentes hydrolyses ont
permis de libérer 12 aminozacides parfaltement dosables. Cependant, dans
1'état actuecl de nos recherches,nous ne pouvons que présumer de la nature

peptidique de la substance inhibitrice.
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CONCLUSION DE LA QUATRIEME PARTIE

Les premiers résultats que nous avons pu obtenir dans 1l'analyse
biochimique de la substance inhibitrice permettent de dire tout d'abord
que le facteur inhibiteur est constitué par un composé de faible poids
moléculaire. Il semble que 1l'on solt en présence d'un dérivé "peptidique"
qui, en ralson de son ionisation et de sa taille, n'aurait pas été retenu

" par les résines échangeuses d'ions,

Ces résultats, fractionnaires, sont toutefois en accord avec ceux
de TARDENT (1960, 1963) chez Tubularia et ceux de DURANTE et PUCCIA (1970)
chez Hydroides norvegica, Cependant, nos résultats s'opposent & ceux de
ROSE (1963, 1966) ou de LENICQUE (1966 a). Ces auteurs, en effet, estiment
que 1'inhibition est due & des X et /s—histones, protéines nucléaires de

haut poids moléculaire,

Nos recherches ne constituent, pour 1'instant, qu'une approche
de 1'étude biochimique de la substance inhibitrice, Il faudrait dans un
premier temps effectuer des cinétiques d'hydrolyse Jjusqu'a 96 heures p6ur
s'assurer de la cassure compldte des chafnes peptidiques. D'un autre c5té,
pour tenter de mieux isoler ce facteur, 11 conviendrait de réaliser des
électrophoréses "préparatives" & pH 3,9 de fagon & pouvoir éluer séparé-
ment chacun des spots révélés précédemment et les essayer en culture or-

ganotypique,
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A 1'issue de cette étude de quelques aspects de la morphogeneése

au cours de la régénération chez Eisenia foetida Sav. f. typica, un cer-

tain nombre de problimes n'ont regu pour 1'instant que des solutions hypo-
thétiques. Avant d'en discuter, et en particulier de rechercher la siéni-
fication physiologique des facteurs trophique et inhibiteur, en comparant
nos résultats & ceux obterus chez d'autres animaux, 1l nous paralt souhai-

table de rappeler les principaux faits que nous avons pu mettre en évidence,

1 - L'étude expérimentale pratiquée sur des trongons du corps d'Eisenia,
en culture organotypique, ou in vivo" sur des vers entiers, a permis de
‘montrer que la régénération dphalique, ainsi que la régénération caudale,
sont inhibées par une substance spéecifique. Celle-ci est localisée dans
le systéme nerveux central de la région homologue, Mais, de plus, nous
avons pu montrer que la chalne nerveuse située en arriére du front de
section 7/8, Jusqu'en territoire caudal, posséde une influence inhibitrice
vis & vis de la régénération antérieure & ce niveau, La distribution de
1'inhibiteur céphalique se présente donc scus la forme d'un gradient an-
téro-postérieur dont 1'étendue paralt coincider avec celle du territoire
téte.

D'autre part, nous avons pu observer gque 1l'effet trophique de
la chaine ‘nerveuse s'exerce par 1'intermédiaire d'une substance soluble
elle aussi dans le liquide de Holtfreter, L'étude comparative de l'acﬁion
de broyats de ganglions ventraux prélevés a différents niveaux du corps
indique que le facteur trophique est distribué uniformément le long dé
1'axe céphalo-caudal.

Un troisiéme facteur intervient au cours de la régénération.
Une "organisine" est élaborée dans le ganglion cérébroide; elle est res-
ponsable de 1'induction de la formation et de la différenciation du pharynx,
Ce facteur est susceptible lui aussi d'@tre extrait par homogénéisatibn

dans un solvant aqueux,

2 - Pour essayer de comprendre le mode d'action des facteurs inhibiteur

et trophique, nous avons recherché quelles €taient les phases sensibles

3 leur action au cours de la morphogendse céphalique. Le bouchon cicatri-
ciel, élément transitoire, persiste pendant trois semaines de cultureien
présence du facteur inhibiteur. Rappelons gue chez les témoins 1l a pra-
tiquement disparu au bout de cing Jours. Il présente, au microscope photo-

nique, une structure A peu prés normale. Par conséquent, en présence dfune
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telle substance, il est susceptible de se former mais non d'8tre détruit.
La comparaison entre son évolution "in vivo", en présence des facteurs
inhibiteur et trophique, et celle en cas de régénération normale permet
de dire que la substance inhibitrice intervient au cours du stade d'his-

tolyse du bouchon cicatriciel.Cette destruction, indispensable pour la

suite des processus de régénération, n'a done pas lieu ou tout au moins
est fortement ralentie en présence d'inhibiteur, Inversement 1'apport de
substance trophique accélére 1l'histolyse du bouchon cicatriciel., Il semble
donc par conséquent que 1'inhibition porte sur la substance trophique et
non directement sur les tissus du blastéme,

L'étude, réalisée paralldlement, de la régénération caudale a
aboutl & des résultats un peu différents. Nous avons été d'abord amené &
définir une série de 8 stades au cours de la régénération normale d'une
queue au niveau 50/51, pour avoir des éléments de comparaison.

Le facteur inhititeur issu de la queue agit sur 1'histolyse du
bouchon clcatriciel en la ralentissant. Mais, contrairement aux observa-
tions effectudes lors de la régénération d'une téte, 1'apport de substance
trophlque ne modifie pas la vitesse d'histolyse du bouchon cicatriciel
(lorsqu'il existe),

3 - Un cycle séerétoire, en relation avec la régénération, est mis en
évidence dans les neurones se colorant par la fuchsine paraldéhyde au
niveau des quatre ganglions ventraux proches du front de section. Aussi
bien en direction céphalique que caudale, la morphogengse régénératrice
déclenche un cycle comprrtant quatre phases., Une premidre correspond &
une diminution du nombre des cellules FP'. Assez courte (3 & 12 heures),
nous pouvons l'interpréter comme une décharge du matériel FP+ sous 1l'ef-
fot du stréss dl & la blessure. Elle est sulvie par une phase de synthé-
se de ce matériel fuchsinophile qui dure un peu plus d'1l/2 jJournée dans
le cas de la régénération céphalique ou 2 jours pour la régénération cau-
dale, Puis vient une 3° phase, pendant laguelle un certain nombre de ?el-
lules Fp* perdent leur chromophilie. Bréve au cours de la reformationfd'une
3te (18 heures), elle est nettement plus longue lorsque la régé ération
s'effectus en direction caudale (48 heures). Enfin la dernidre phase, qui
contrble la suite des processus de régénération, nous paralt correspondre

4 la synthése d'un matériel aussitdt excrété,
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Les modifications apportées & ces cycles par 1'injection de
substance inhibitrice ou trophique aux animaux en expérience permettent
de confirmer que 1'inhibiteur spécifique contrarie l'action du facteur
trophique. Celui-ci, d'ailleurs, paraft 8tre en fait complexe et posséder
trois actions successives : 1'une permettrait la mobilisation des éléments
formant le bouchon cicatriciel ; la seconde interviendrait dans 1'histo-

lyse de ce bouchon ; la dernidre assurerait la croissance du régénérat.

4 - 1'étude biochimique de ces substances doit nécessairement suivre leur
mise en évidence. Nous avons donc abordé le probléme de 1'isolement de la
substance inhibitrice dans le but de 1l'analyser. Par dialyse, nous avons
séparé une fraction micromoléculaire active, La chromatographie sur rési-
nes €changeuses d'ions a permis de fractlonner le dialysat en trois phases
- "acide", 'basique" et "neutre" - dont seule la troisitme présente une in-
tense activité inhibitrice, La phase basique conserve néanmoins un léger
pouvoir inhibiteur. Le passage de la fraction "neutre" sur 1'auto-analyseur
Technicon aprés hydrolyse acide nous permet de soupgonner la nature pep-
tidique du facteur inhibiteur.

Il semble, par conséquent, que les phénoménes de régénération
chez E. foetida soient sous la dépendance de deux facteurs & rSle antago-
nmste. Le premier est une substance trophique nécessaire & 1l'initiation et
3 la poursuite de la régénération, Celle-ci est limitée par 1l'entrée en
Jeu du second facteur, & fonction inhibitrice,

I1 convient maintenant de comparer nos résultats chez Eisenia

foetida & ceux obtenus dbns d'autres groupes d'animaux,



- 108 -

LE FACTEUR AUTO-INHIBITEUR

A - Généralité-~ de la notion d'auto-inhibiteur

La présence d'inhibiteurs spécifiques pourra vraisemblablement
8tre retrouvée chez les autres Oligochétes, Le facteur semble 8tre ana-
logue, dans ses effets, & celul qul a été découvert dans plusieurs grou-

pes d'invertébrés (Polychétes, Planaires, Némertes, Coelentérés).

1l - Chez les Annélides Polychétes, seuls les travaux de SMITH
sur Clymenella torquata (1963%) ont établi la réalité d'une inhibition de

la régénération de chaque réglon du corps par une substance hydrosoluble
provenant de la région homologue d'un autre ver. De plus, cet auteur a
pu montrer que la moitlé dorsale d'un collier anal inhibait la régénéra-
tion de cette méme moitié dorsale, tandis que la partie ventralé emp€chait
la reformation de cette méme partie ventrale, Nous avons vu (1° Partie,
Discussion) que des expériences analogues pratiquées au cours de la régé-
nération céphalique de cette sspéce n'avalent pas donné de semblables ré-
sultats. De méme chez E, foetida, notre expérimentation pendant la régé-
nération céphalique a aboutl & la méme conclusion : il n'y a pas indépen-
dance entre les deux moitiés, dorsale et ventrale, de la téte,

A notre connaissance 11 n'existe pas d'autres travaux portant
sur ce sujet, si ce n'est ceux de LUDWIG (1957) et de DURANTE et PUCCIA
(1970) relatifs & 1'inhibition du développement de 1'opercule rudimen-

taire chez Hydroides norvegica,

' - Dans une revue trés large de la régénération chez les
Planaeires, BRZNDSTED (1969) a rappelé les principales expériences ayant
permis d'étudier les phénoménes d'inhibition (BRZNDSTED, 1946, 1954,
1965 ; LENDER, 1955, 1956). De cet ensemble de travaux, il ressort que
1'inhibition spécifique est un fait trés général chez les Triclades. Il
y est bien établi que chaque organe empéche spécifiquement la régénéra-
t4ion d'un organe homologue. Ainsi, WOLFF, LENDER et ZILLER-SENGEL (1964)
ont pu donner une nouvelle interprétation de la théorie des gradlents de
CHILD & la lumiére de ces découvertes.
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LE FACTEUR AUTO-INHIBITEUR

A = Généralité~ de la notion d'auto-inhibiteur

La présence d'inhibiteurs spécifiques pourra vralsemblablement
Btre retrouvée chez les autres Oligochétes, Le facteur semble &tre ana-
logue, dans ses effets, & celul qui a été découvert dans plusieurs grou-

pes d'invertébrés (Polychétes, Planaires, Némertes, Coelentérés),

1 - Chez les Annélides Polychétes, seuls les travaux de SMITH
sur Clymenella torquata (1963) ont établi la réalité d'une inhibition de

la régénération de chaque région du corps par une substance hydrosoluble
provenant de la région homologue d'un autre ver. De plus, cet auteur a
pu montrer que la moltié dorsale d'un collier anal inhibailt la régénéra-
tion de cette méme moitié dorsale, tandis que la partie ventrale emp&chait
la reformation de cette méme partie ventrale, Nous avons vu (1° Partie,
Discussion) que des expériences analogues pratiquées au cours de la régé-
nération céphalique de cette sspéce n'avaient pas donné de semblables ré-
sultats. De méme chez E, foetida, notre expérimentation pendant la régé-
nération céphalique a aboutl & la méme conclusion : il n'y a pas indépen-
dance entre les deux moitiéds, dorsale et ventrale, de la téte,

A notre connaissance il n'existe pas d'autres travaux portant
sur ce sujet, si ce n'est ceux de LUDWIG (1957) et de DURANTE et PUCCIA
(1970) relatifs & 1'inhibition du développement de 1'opercule rudimen-

taire chez Hydroides norvegica.

\\
2 - Dans une revue tres large de la régénération chez les

Planaires, BRAEDSTED (1969) a rappelé les principales expériences ayant
permis d'étudier les phénoménes d'inhibition (BRZNDSTED, 1946, 1954,
1965 ; LENDER, 1955, 1956), De cet ensemble de travaux, il ressort que
1'inhibition spécifique est un fait trés général chez les Triclades. Il
y est bilen établi que chaque organe empéche spécifiquement la régénéra-
tion d'un organe homologue. Ainsi, WOLFF, LENDER et ZILLER-SENGEL (1964)
ont pu donner une nouvelle interprétation de la théorie des gradients de
CHIID & la lumilére de ces découvertes.
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Dans nos expériences, nous n'observons pas une spécificité or-
ganique aussi nette. Une réglon (t&te ou queue) est inhibée plutdt qu'un
organe particulier. Toutefols, il faut rappeler ici les expériences de
CHAPRON (1969 a) qui montrent que, lorsqu'une région céphalique 4'E. foe-
+ida est greffée & proximité du front de section antérieur, le cerveau
régénéré est minuscule. Ce résultat est & rapprocher directement de ceux

de LENDER (1956) obtenus sur Polycelis nigra et Dugesla lugubris, chez

qui les cerveaux régénérés en préscnce de broyats de t8tes ont une trés
petite taille,

3 - A la suite des travaux de TUCKER (1959) chez la némerte
Lineus vegetus, REUTTER (1967) a étudié en détail 1l'action sur la régéné-

ration de broyats de différentes régionsdu corps d'une espéce voisine,

Lineus sanguineus Rathke, Tandis que TUCKER dédulsait de ses expériences

la présence & chaque niveau du corps d'une substance inhibitrice spéci-
fique, REUTTER conclut que leseffets d'iphibition ont pour origine la su-
perposition de deux systémes de contrdle, Le premier est formé par 1'inhi-
bition spécifique de chaque région pour la région analogue ; il correspon-
drait par conséquent & celuil mis en évidence par TUCKER. Le second serait
constitué par un (ou plusieurs) facteur susceptible de déterminer la fa-
culté de régénérer de certaines régions du corps. Il existe dans les ex-
tralts préparés & partir des différents trongons et sa concentration aug-
mente en direction céphalo-caudale. Il semble donc qu'il y ait un certain
parallélisme entre les mécanismes impliqués dans la régénération chez les
Némertes et ceux que nous avons observé chez Eilsenia. Toutefois REUTTER
n'assigne pas de rdle trophique & ce deuxiéme facteur, D'autre part, & la

différence de ses résultats, la substance trophique est distribuée, chez

Eisenia foetide, uniforméient le long de 1'axe nerveux. Le parallélisme

est done vraisemblablement plus apparent que réel,

4 - La régénération a falt 1'objet de nombreux travaux ches les
Coelentérés. En particulier, des phénoménes d'inhibition y ont été mis en
évidence. L'école de S.M. RCSE a recherché chez les Tubulaires les diffé-
rents aspects du contrdle inhibiteur de 1la morphogengse (revue par RdSE,
1957). Chez d'autres Hydrozoaires, les travaux de TARDENT (revue dan§
TARDENT, 1963, 1965) et de WEBSTER (article de synthése par WEBSTER, '1971)
ont confirmé dans l'ensemble les précédents résitats. L'établissement

d'un champ morphogénétique semble dépendre de 1'étendue d'une "autolimi-
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tation inhibitrice" : chacun des champs organo-spécifiques se limite lui-
méme et emp&che 1'établissement de champs équivalents & son voisinage.

Ici encore, nos observations des processus inhibiteurs chez
Eisenia sont dans l'ensemble en accord avec les travaux effectués sur
les Coelentérés,

I1 semble done bien que chez la plupart des invertébrés dont
la régénération est possible (en particulier Coelentérés, Planaires, Némertes,
Annélides Polychétes et Oligochdtes) les phénoménes d'autoinhibition
solent géterminants pour diriger les étapes de la reformation des parties
manquantes,

Mais on doit pouvoir, semble-t-1il, étendre cette notion d'auto-
inhibition aux vertébrés. Isrecherches ont porté sur 1'ceuf de grenouil-
le (ROSE, 1955), l'embryon de grenouille (CLARKE et McCALLION, 1959) et
sur 1l'embryon de poulet (LENICQUE, 1959).

Nos résultats se placent donc dans un contexte trés général

avec lequel ils sont dans 1l'ensemble en accord,

B - Originalité de 1'inhibiteur mis en évidence chez Eisenia

Pe par sa localisation dans le tissu nerveux le facteur inhibi-
teur d'Eisenia se distingue de celui mis en évidence dans d'autres grbu-
pes. Il faut rappeler tout d'abord que cette substance ne posséde pas‘
chez Eisenia une "organo-spécificité" aussi nette que celle isolée chez
les Planaires par exemple, Seul le tissu nerveux posséde cette propriété
inhibitrice et cela suivant un gradient céphalo-caudal. Une eplication
de ce gradient peut &tre fournie, en accord avec la théorie émise par
WOLFF et coll. (1964), Ces auteurs écrivent en effet : "on peut considé-
rer que les ggaiientsd'inhibition établis par CHILD sont dus en grandé
mrtie a la diffusion de substances inhibitrices qui sont plus ou moins
diluées suivant la distance de la source". Nos expdriences ont montré que
le maximum d'inhibition se situailt au niveau du cerveau et des trois pre-

miers ganglions ventraux. Au-dela 1'influence inhibitrice s'atténue pfo-
gressivement Jusqu'a 1'extrémité du territoire t8te. On peut penser qﬁe
la substance inhibitrice de la régénération antérieure est élaborée dans
les ganglions nerveux de la région céphalique et diffuse le long de 1la
chalne ventrale oll sa concentration diminue progressivement. Il convient

d'ailleurs de souligner la coincidence existant entre présence du facteur
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inhibiteur et étendue du territoire céphalique ; la nature des potentia-
1ités d'un territoire semble avoir pour corollaire la présence d'un inhi-
biteur autologue.

} Cette liaison étroite de 1l'inhibiteur au systéme nerveux demande
de rechercher le suppert de cette substance. Pour l'instant nous en sbmmes
réduit aux conjectures. Nous ne pouvons pas savoir, en effet, & partir de
notre étude expérimentale sous quelle forme et par quoi ce facteur est é-
laboré dans le tissu nerveux. Aucun travail, semble-t-1l n'a été exécuté
chez les autres invertébrés ol un inhibiteur spésifique a été mis en évi-
dence. Un petit nombre de recherches d'ordre biochimique ont apporté
quelques résultats, parfols contradictoires (voir 4° Partie) sur la na-
ture de cette substance (TARDENT, 1960 ; ROSE, 1963 a, b ; LENICQUE et
LUNDBLAD, 1966 a, b ; DAVIS, 1967 ; MULLER, 1969, chez les Coelentérés ;
SMITH, 1964 ; DURANTE et PUCCIA, 1970, chez les Polychétes). Mals il reste
4 repérer histochimiquement la localisation du facteur inhibiteur.

Etudiant le rGle endocrine du systime nerveux aicors dela régiéra-
tion caudale chez Eisenielle tetraedra, MICHON, MAISSIAT et ANGEVIN (1964)

estiment que les cellules "b" du cerveau &laboreraient un facteur inhibi-
teur de la régénération caudale ; par contre les cellules "U" du ganglion
sous-oesdphaglien produiraient un facteur stimulant., Il est tentant d'éta-

blir un rapprochement entre ces résultats et les nftres., On peut penser
que la substance inhibitrice céphaligue que nous avons isolée est analo-
gue A celle mise en évidence par MICHON et Coll, et qu'elle est synthé-
tisde dans des cellules sécrétrices spéciales du ganglion cérébroide,
Cette hypoth®se demande une analyse & la fois expérimentale, histochimi-
que et blochimique trés précise pour &tre vérifiée, .

\
C - Nature chimique de 1la substance inhibitrice

Le probléme de 1'isolement de 1'inhibiteur spéeifique, que nous
avons abordé chez E, foetida, ne paralt pas encore prés d'étre résolu, En
effet, si la généralité du phénoméne d'auto-inhibition semble indéniable,
les modalités doivent &tre variables suivant les groupes d'animaux. Nous
avons pu montrer que chez ce Lombricien le facteur est constitué par:une
molécule vraisemblablement peptidique de petite taille (dialysable)._Ce
résultat est en accord avec ceux de DURANTE et PUCCIA (1970) relatifg 3
Hydroides norvegica, de TARDENT (1960) pour la Tubulaire. Il s'oppose
cependant aux conclusions tirées par ROSE (1966, 1967 a, b), ROSE et”
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POWERS (1966), LENICQUE et LUNDBLAD (1966) de leurs recherches sur d'au-
tres Coelentérés, Pour ces derniers auteurs 1'inhibiteur serait constitué
mr des histcnes % et 8 . De son coté L.V, DAVIS (1967) a extrait de cer-
t aines espéces d'Hydres un facteur inhibiteur qu'il a identifié & une
toxine des nématocystes : le tétraméthylammonium. Enfin W.A. MBLLER (1969)
a isolé et purifié des protéines basiques pouvant bloquer la régénération

d'Hydractinia echinata.

Au total, 11 apparalt que de nombreuses recherches s'avérent
encore nécessalres pour progresser dans la connaissance de la nature chi-

mique des substances inhibitrices spéficiques,
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II
SUBSTANCE TROPHIQUE ET "NEUROSECRETION"

Les résultats de nos observations en microscopie photonique
ont permis de définir un cycle sécrétoire des cellules FP' de la chatne
nerveuse, Nous en avons déja discuté & 1'issue de la 3° Partie. Néanmoins
il nous semble indispensable de revenir sur quelques aspects de 1'action
trophique du sysiéme nerveux et en particulier sur son mode d'action.'

I1 est‘certain que la régénération chez les Annélides est sous
la dépendance du systéme nerveux central qui exerce une action trophique
et une action endoerine. Au niveau des sections que nous avons pratiquées,
1'action endocrine du cerveau ou du ganglion sous-oesophagien (si elle
existe vraiment chez E. foetida) ne se falt pas sentir sur la reformation
dela queue. Par contre, 11 semble que la régénération ,antérieure ou éos-
térieure, est conditionnée par 1'existence d'une séerétion trophique de la
chalne nerveuse, Celle-ci présente des analogies avec celle cbservée chez

les Batraclens lors de la régénération des membres.,

1 - ROle des fibres nerveuses dans la régénération chez les

Amphibiens

Chez les Vertébrés, les importants travaux de SINGER (mises
au point 1959, 1960) et de ses collaborateurs (SINGER et MUTTERPERL, 1963)

ont montré que les fibres nerveuses étaient nécessaires & la régénération

des membres chez les Batraciens, Inversement la surcharge en nerfs (SINGER,
1960) permet la formation d'un régénérat chez 1'adulte d'anoure., Le méca-
risme de 1l'action de ces nerfs a été envisagé dés 1925 par SCHOTTE. (cité par
AVEL, 1961): Depuis ces travaux on considére que cette action est exercée
par une sécrétion des axcnes.

HAY (1960) a montré, par une étude au microscope électrontque,
gue les fibres nerveuses qui pénétrent dans le moignon du membre d'amphi-
bien entrent en contact avec les cellules du blastéme. Les renflements
terminaux contiennent de petites vésicules dont la présence et la taille
scnt caractéristiques de la séerétion de neurotransmetteurs. Récemment
VAN ARSDALL et LENTZ (1970) ont étudié 1'activité sécrétrice des neurones
pendant<la régénératin chez le Triton., Rervcoloration & la fuchsine-
paraldéhyde, ils mettent on évidenac: des péricaryqrs ectifs pendont lé..

répénération. La microscopie électronique leur permet de voir
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dans ces neurones et dans les axones des granules de taille moyenne égale
a 1l 700 K. D'aprés la classification de KNOWLES 11 s'agirait done de fibres
peptidergiques et non aminergiques. Il semble done que, chez les amphibiens,
ne soit pas encore résolu le probléme du mécanisme d'action des nerfs sur

la régénération,

2 - Action du systéme nerveux sur la régénération chez les

Annélides

Chez les Polychétes, 1'étude ultrestructurale (DHAINAUT-
COURTOIS et WAREMBOURG, 1969) de la chatne nerveuse de Nerels pelagica

a montré que les cellules trés chromophiles en microscopie photonique
contiennent des graine €lémentaires de diamétre voisin de 1 300 - 1500 R.
Mais les auteurs n'ont pu conclure & la nature neurosécrétoire de ces
cellules. D'autre part, de grands neurones "ordinaires", dans les groupes
médian et postérieur des ganglions'bentraufﬂ présentent des modifications
de leur cycle sé€erétoire corrélatives des processus de régénération”
(DHAINAUT -COURTOIS, 1970). ’
L'analyse expérimentale (BOILLY et COMBAZ, 1970 ; COMBAZ et.

BOTLLY, 1971) confirme chez Nereis diversicolor en régénération le rble

trophique de la chalne nerveuse. Néanmoins, il n'est pas encore possible,
chez les Polych®tes, de démontrer le mécanisme de 1'action trophique du
systéme nerveux. ‘

Nes recherches, d'ordre expérimental et histologlque, ne permet-

tent pas non plus d'expliquer cette action chez Eisenia foetida, Toutéfois,

11 n'est pas exclu d'envisager une intervention de monoamines au niveau
du bouchon cicatriciel (CHAPRON, 1969 b). Celles-ci ont été mises en évi-
dence en effet dans le systéme nerveux des vers de terre en particulier

par BIANCHI (1964, 1967) chez Octolasium complanatum et par H.E. MYHRBERG

(1967) chez Lumbricus terrestris. Mais 1l faut encore, pcur arriver i une

conclusion valable, effectuer le lien entre les études expérimentales et

les recherches histcchimiques et ultrastructurales.
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3 - Un autre probléme demeure sans solution satisfaisante :
quelle est la veie d'acheminement du facteur trophique 2 Au cours de la
3° Partie de nctre étude, nous avons énis 1'hypothése que ce facteur pour-
rait étre en réalité multiple, En fonction du délai cbservé entre les pha-
ses du cycle et les effets successifs nous avons pensé que certains pro-
duit s de sécrétion pcurraient €tre transportés par voie humcorale. La mo-
bilisation des coelomocytes pourrait ainsi &tre assurée par une substaﬁce
déversée dans le systéme rirculatoire : la présence de nombreux capillai-
res dans la chalne nerveuse, Jusqu'au milieu du neuropile, permettrait
ce passage. Mais d'autre part nous avons observé, en particulier au cours
des phases P 3 et P 4, la présence relativement fréquente de matériel FP'
le long d'axones situés dans le neuropile. Il s'agit donc 1%, vraisembla-
Hement, d'un transport par vole axonale de susbtance excrétée pendant les
phases P 3 et P 4,
Néanmoins il faut insister sur le caractére encore hypothétique

de ces déductions.

4 - Nature chimique de la substance trophique

Dans les broyats utilisés pour notre étude expérimentale se
trouvent conjointement les substances inhibitrice et trophique. La chroma-
tographie ne nous a pas permis de séparer, dans deux phases distinctes,
ces deux facteurs.

Pourtant chez les Coelentérés, LENICQUE et LUNDBLAS (1966) ont
montré que des nucléoprotéines, synthétisées pendant les 24 premiéres
heures aprés l'opération, représentaient un facteur trcphique envers la
régénératiop. De leur c6té LESH et BURNETT (1966) ont analysé le contrfle
de la polarité chez 1'Hydre., Un facteur "polarisant" (ou "inducteur") est
1s0lé par ces auteurs dans 1l'homogénat de tissus de 1l'animal, Cette subs-
tance serait de nature peptidique. Tout récemment MULLER et SPINDLER (1971)
viennent de montrer que ce facteur, qu'ils préférent qualifier'&'animfli-
sant" plutdt que "polarisant", n'est autre qu'un composant des toxines des
nématocystes,

Be nouvelles recherches sont donc nécesaaires pour falre progres-
ser notre compréhension du mécanisme trophique de la chalne ventrale au

<
cours de la régénération.
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11T

SIGNIFICATION PHYSIOLOGIQUE DES

FACTEURS TNHIBITEUR ET TROPHIQUE

Les deux facteurs, inhibiteur et trophique, dont 1l'existence

vient d'8tre montrée chez Eisenia foetida, paraissent régler le mécanisme

de la régénération,

Le facteur trophique est nécessaire au déclenchement et au dé-
roulement des processus de morphogenése régénératrice. Ce facteur semble
aglr sur troils phases : mobillisation des coelomocytes, histolyse du béu-
chon cicatriciel, croissance du régénérat. Il est actuellement impossible
d'assurer que ces trols actions correspondent & 1l'existence de tpois éubs-
tances spécifiques. L'étude des cycles sécrétoires de certains neurones
&s ganglions de la chalne nerveuse pourrait suggérer une séquence de dé-
charge de trols principes distincts ; mais les observativos en microscopie
optique ne peuvent apporter que des présomptions.

Le facteur inhibiteur, spéficique d'une région (céphalique ou
caudale) serait progressivement élaboré au cours de la formation du régé-
nérat ; localisé au niveau du systéme nerveux central du territoire cépha-
lique et distribué en gradient, 11 subsiste dans la prestation formée et
prévient la formation d'une région supplémentaire analogue.

L'antagonisme existant entre ces deux facteurs est certain, Il
reste & en expliquer le mécanisme.

Une conjoncticn de plusieurs techniques (biochimie, expériences

in vivo et in vitro, études en microscopies optigue et éleotronique) est

nécessaire pour accéder & la connaissance des actions respectives de ces

deux facteurs et de leur interacticn.
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