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Résumé 

Les capacités de guérison humaine étant limitées et grandement associées à la fibrose, la 

possibilité de régénérer tous tissus contribueraient grandement à l’amélioration de la santé des 

patients. Dans le cadre de ce projet de doctorat, nous avons publié un article montrant les 

limitations de certains modèles de recherche en ce qui a trait à la guérison des plaies. Ces 

limitations sont d’autant plus importantes lorsque la recherche traite de régénération tissulaire. 

Aussi, cette publication positionne l’axolotl (Ambystoma mexicanum) comme un excellent 

modèle pour étudier le processus de régénération épimorphique ainsi que l’importance de la 

signalisation TGF-β. 

 La cytokine multifonctionnelle TGF-β est impliquée dans la guérison, l’induction des 

cicatrices, la différenciation, la croissance et la migration cellulaire. Cette cytokine est 

responsable de la guérison quasi parfaite des muqueuses buccales chez les mammifères, mais 

est aussi liée à la cicatrisation de plusieurs autres types tissulaires. La famille des TGF-β est 

aussi impliquée dans la régénération épimorphique chez l’échinoderme, ainsi que dans la 

régénération hépatique (hyperplasie compensatoire), ce qui confirme son rôle régulateur de la 

guérison parfaite. 

 Des travaux précédents ont montré que l’utilisation d’un inhibiteur spécifique de la 

signalisation des TGF-β (SB-431542) empêche la régénération (Lévesque et al., 2007). Comme 

la voie canonique de signalisation de TGF-β s’opère via les protéines Smads (Smad2 & 3), 

l’étude de ces deux protéines est au cœur du second article. Lors du processus de régénération, 

Smad2 est phosphorylé entre 6h et 48h post-amputation (pa), ce qui correspond à la phase de 

migration cellulaire et au début de la prolifération. D’un autre côté, Smad3 est phosphorylé plus 

tôt, entre 3h et 6h pa, alors que la quantité de protéine totale diminue lors de la phase de 

préparation. L’administration de l’inhibiteur SB-431542 au moment de l’amputation bloque 

l’activation de Smad2 et de Smad3. Aucun blastème ne se forme, bien que la plaie ferme 

normalement. L’utilisation des inhibiteurs SIS3 et Naringenin (spécifique à Smad3) réduisent 

la phosphorylation de Smad3 d’environ 50 % (lorsque mesurée par immunobuvardage). Le 

processus de régénération ne semble toutefois pas affecté. La régulation différentielle des Smads 

est donc centrale au processus de régénération de l’axolotl. 
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Dans le cadre de ce projet, nous avons aussi tenté de bloquer spécifiquement 

l’expression, ainsi que l’activation de Smad2. J’ai premièrement établi que Smad2 et Smad3 

étaient présents dans la lignée cellulaire AL-1 et qu’ils peuvent être phosphorylés. J’ai ensuite 

tenté, par différentes techniques, de réduire l’activation spécifique de Smad2, sans succès. 

D’autre part, plusieurs expériences complémentaires confirment que l’activation de Smad3 est 

difficilement détectable et est peu importante pour la formation du blastème.  

La capacité exceptionnelle de régénération de l’axolotl est intimement liée à une 

activation différentielle des protéines Smad2 et Smad3. L’activation de Smad2 est associée à 

une prolifération cellulaire importante. D’autre part, l’absence de fibrose est potentiellement 

due à la faible activation de Smad3 au cours du processus de régénération.  

Mots-clés : Axolotl, TGF-β, Smad2, Smad3, régénération 
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Abstract 

Since wound healing in human is imperfect and associated with fibrosis, understanding 

how regeneration works would be a great asset to improve patient’s health. During this PhD 

project, we have published a paper exposing the weaknesses of certain research models when 

studying wound healing. Those limitations are even more striking when studying regeneration. 

This publication sets the stage for the use of the axolotl (Ambystoma mexicanum) as an excellent 

model to study regeneration and the importance of TGF- for the process. 

The multifunctional cytokine TGF-β is involved in healing, scarring, cellular 

differentiation, growth and migration. This cytokine is associated with the near perfect healing 

of oral tissues in humans, but is also associated with scarring of multiple tissue types. TGF-β is 

also associated with epimorphic regeneration in echinoderm and liver hyperplasia.  

Previous work had shown that treatment of regenerating axolotl limbs with a specific 

inhibitor of TGF-β canonical signalling (SB-431542) prevents regeneration (Lévesque et al., 

2007). Since canonical signaling goes through Smad2 and Smad3, those two proteins are at the 

center of the second publication. During limb regeneration, Smad2 is phosphorylated at 6h-48h 

post-amputation (pa), which corresponds to the cellular migration phase and the beginning of 

the proliferative phase. On the other hand, Smad3 phosphorylation happens earlier (3h-6h pa), 

while the total protein expression is lower. Treatment with SB-421543 blocks the 

phosphorylation of both Smad2 and Smad3. No blastema is formed, but the wound closes at the 

same rate. Treatment with other inhibitors, SIS3 or Naringenin (specifically targeting Smad3), 

blocks approximately 50% of Smad3 phosphorylation (as determined by western blotting), but 

regeneration is not affected. Differential regulation of Smads is essential for proper regeneration 

to occur. 

Lastly, we have tried multiple approaches to diminish specifically the activation of 

Smad2. Using the only axolotl cell line available (AL-1), we have tried inhibition with LNA 

molecules, long antisense and overexpression of a competitor. None of these approaches 

specifically reduced the levels of Smad2. In addition, other experiments confirmed that 

activation of Smad3 during the regeneration process is limited.  



 

iv 

The extraordinary ability to regenerate that the axolotl possesses is tightly linked to a 

differential activation of Smad2 and Smad3 proteins. Smad2 phosphorylation is associated with 

cellular proliferation and migration, hence blastema formation, while the apparent lack of 

Smad3 activity might partly explain why these animals do not form scar tissues. 

Keywords: Axolotl, TGF-β, Smad2, Smad3, regeneration 
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Préface 

Quand j’ai commencé mon doctorat, la régénération tenait plus de la légende que de la 

science. Dans notre littérature et dans notre cinéma, il existe un bon nombre de créatures 

capables de régénérer parfaitement. Ce sont des héros bienveillants ou des animaux étranges. 

Quoi qu’il en soit, notre capacité à trouver de nouvelles idées doit être alimentée par des 

exemples que nous pouvons percevoir. 

Aussi, on retrouve dans la nature des animaux capables de régénérer parfaitement et cette 

capacité a su intriguer plusieurs scientifiques au cours des âges. Comprendre ce processus n’est 

toutefois pas une mince affaire. Même Thomas Morgan, gagnant d’un Nobel et père de la 

génétique moderne, nous a laissé dans ses écrits que la compréhension de ce phénomène était 

hors de sa portée. Il nous écrit, à la blague, qu’à la suite de ses travaux sur la régénération, il 

s’est attardé à une problématique plus simple soit la compréhension de l’hérédité.  

Je crois toutefois que la régénération mérite d’être étudiée et que la compréhension de 

ce processus aura des impacts importants sur notre façon d’utiliser la médecine dans l’avenir. Il 

s’agit définitivement d’un phénomène excessivement complexe qui ne pourra être résolu par le 

travail d’une seule personne. C’est un casse-tête dont les morceaux doivent être assemblés un à 

un et où le progrès est parfois très lent. 

Quant à la façon de répondre à la question « comment ça marche ? », j’estime que nous 

devons faire comme nos auteurs et cinéastes en nous inspirant de la nature pour trouver nos 

réponses. Mon directeur de thèse à une bien belle pensée à ce sujet ; il croit que la nature est un 

grand laboratoire qui a effectué plus d’expériences au cours du temps que nous ne pourrions 

jamais en faire. Dans cette diversité d’espèces qui peuplent notre monde, il existe surement un 

exemple qui pourra nous guider vers la compréhension de la régénération. Pour moi, notre 

amphibien modèle est cette source d’inspiration et de réponses. Avec son aide, je pense avoir 

été en mesure de placer une pièce dans ce grand casse-tête qu’est la régénération. 
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1- Introduction 

1.1 Capacité de guérison chez l’humain 

Les capacités de guérison de l’humain, bien qu’impressionnantes dans certains cas, sont 

loin d’être parfaites. L’exemple des tissus osseux est particulièrement intéressant. Les os sont 

en remodelage constant et sont capables de se reformer suite à une brisure. Cependant, si la 

distance entre les deux bouts d’os atteint une distance critique, ils ne pourront pas se ressouder 

1. De manière similaire, la guérison de la peau s’effectue de manière presque parfaite lorsque la 

blessure est superficielle, mais ce n’est pas le cas pour une blessure qui touche au derme. Dans 

ce dernier cas, la guérison des plaies mène, le plus souvent, à la cicatrisation, ce qui entraîne 

une perte de fonction des organes touchés (voir l’exemple d’une plaie par excision, Figure 1). Il 

s’agit toutefois d’un processus essentiel pour la survie, puisque la guérison d’une plaie protège 

l’organisme de l’intrusion par des micro-organismes et autres molécules potentiellement 

dangereuses.  

La guérison est un processus complexe. Par exemple, suite à une blessure de la peau, il 

doit tout d’abord y avoir une accumulation de plaquettes sanguines qui vont fermer la plaie. 

Cette première étape est cruciale pour démarrer le processus de guérison, car ces cellules 

représentent la première source de facteurs de croissance. Elle permet aussi de limiter le 

saignement. Ensuite, il y a une phase d’inflammation qui joue un rôle important dans la défense 

de l’organisme (premièrement les neutrophiles, puis les macrophages), mais aussi pour le 

recrutement des cellules qui permettront le dépôt de nouveaux tissus. S’en suit une phase de 

dépôt de tissu de granulation qui permet la migration des kératinocytes (réépithélisation) qui, 

sous l’influence des facteurs de croissance présents, vont migrer pour fermer la plaie. Une fois 

la plaie fermée, la matrice extracellulaire, qui forme la charpente des tissus normaux, est déposée 

au site de la blessure. On retrouve, entre autres, l’expression de collagène de type I qui est liée 

à la formation de cicatrice. La phase finale est une phase de maturation où le remodelage de la 

nouvelle matrice s’opère. Bien que le collagène soit remodelé, comme l’on peut voir sur la figure 

1, les glandes et les follicules pileux ne sont pas régénérés (voir 2-4).  
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Figure 1. Exemple de guérison d’une plaie par excision 

Figure modifiée de Tortera et al, 2009. a) La blessure représentée est une plaie par excision qui 

touche l’épiderme et le derme. Phase inflammatoire. Infiltration des cellules immunitaires et des 

fibroblastes au site de la blessure par excision. b) Phase de remodelage. L’épithélium et les 

vaisseaux sanguins sont reformés, mais un dépôt de collagène sous-épithélial est clairement 

apparent. 
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1.1.1 Voie canonique des TGF-β 

La voie canonique de TGF-β (Transforming Growth Factor beta) est l’une des mieux 

étudiée lors du processus de guérison. Cette voie participe au recrutement des macrophages et 

des fibroblastes au site de la plaie, régule la fermeture de la plaie par les kératinocytes, promeut 

la prolifération des fibroblastes au sein de la plaie et est aussi importante pour la formation de 

nouvelle matrice extracellulaire 5.   

TGF-β1 est un facteur de croissance sécrété sous forme d’un complexe inactif 6,7. Le 

dimère doit être clivé pour se lier à la portion extracellulaire de son récepteur transmembranaire 

de type II (TGFBRII) (voir Figure 2). Une fois lié avec ce récepteur, le complexe se lie avec le 

récepteur de type I (TGFBRI) et l’active en le phosphorylant, permettant la transduction du 

signal vers l’intérieur de la cellule (via les Smads). Cette phosphorylation induit un changement 

de conformation qui permet à ce dernier de transmettre le signal via une phosphorylation du 

motif SSXS (Sérine-Sérine-acide aminé-Sérine) en N-terminal du domaine MH2 (Mad 

Homology 2) de Smad2 et de Smad3. Smad2 et Smad3 sont ensuite relâchés du récepteur et se 

lient avec Smad4 dans le cytoplasme de la cellule 8. Le complexe interagit avec d’autres facteurs 

de transcription comme ETS1, AP1 et AP2, FAST1, FAST2, Sip1 et recrutent des cofacteurs 

comme p300 et CBP 9-16 avant de participer à la transcription des gènes cibles de la voie de 

signalisation.  

La voie canonique des TGF-β utilise les facteurs de transcription Smads pour faire le 

relai des signaux extracellulaires vers le noyau des cellules. Il y a présentement huit protéines 

Smad connues et classées en trois groupes. Les R-Smads (1, 2, 3, 5, 8) sont des protéines 

phosphorylables par un récepteur de type I, aussi appelées Smad récepteur, agissant comme 

facteurs de transcription. Le co-Smad4 (médiateur commun) est capable de lier l’ADN via son 

domaine MH1 et comprend un signal de localisation nucléaire. Il doit s’associer avec deux R-

Smads et il est commun aux différentes voies régulées par la superfamille des TGF-β. 

Finalement, les I-Smad (6,7) ne peuvent pas être phosphorylés et agissent comme inhibiteurs 

compétitifs des R-Smads, soit au récepteur, soit en recrutant des ubiquitines ligases menant les 

complexes au protéasome. Les isoformes de TGF-β (1, 2, 3 chez les mammifères ou 5 chez le 

xénope), ainsi que les Activines utilisent les R-Smad 2 et 3 pour transmettre leurs signaux, et 
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sont négativement régulés par le I-Smad 7. Les BMP utilisent les R-Smad 1, 5 et 8 et sont 

négativement régulés par le I-Smad 6 9,17,18.  
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Figure 2. Signalisation canonique des TGF-β 

Suite à une blessure, 1) des protéases sont activées et libèrent le TGF-β de la matrice 

extracellulaire. 2) La cytokine se lie avec son récepteur de type II 3) qui active le récepteur de 

type I par phosphorylation. Le récepteur de type I 4) active les R-Smads (2 ou 3) en 

phosphorylant deux sérines de leur domaine MH2. Une fois activés, ces R-Smads 5) forment un 

complexe avec le co-Smad via leur domaine MH2 respectif. Ces complexes 6) sont importés au 

noyau où ils régulent l’expression de gènes comme TGF-β. 7) TGF-β est exprimé sous forme 

d’une pré-pro-protéine qui doit être clivée pour former un complexe de latence (LAP) contenant 

le TGF-β actif. Avant d’être sécrété, le peptide de TGF-β actif est clivé de la pro-protéine par 

l’enzyme Furine. Ce complexe contient le TGF-β latent qui est excrété pour 7) se lier à LTBP 

(Latent TGF-β binding protein) dans la matrice extracellulaire.  
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1.1.2 Les meilleurs exemples de guérison chez l’humain et leurs limites 

1.1.2.1 Régénération musculaire 

Il s’agit d’un processus très efficace en jeune âge, mais dont l’efficacité est grandement 

diminuée avec l’âge. Les muscles sont capables de se réparer et de retrouver leur force 

contractile, et ce, même suite à une déchirure. Ce sont les cellules souches musculaires (aussi 

nommées cellules satellites) qui mènent le processus de guérison et permettent le rétablissement 

des muscles. Cette capacité est cependant limitée par la signalisation qui s’altère et par le bassin 

de cellules souches disponible qui diminue avec l’âge. On rapporte, dans la littérature, une 

implication de la voie de signalisation TGF-β/p-Smad3, dont l’expression augmente avec l’âge 

du tissu musculaire et qui cause de l’inflammation, de la cicatrisation et une perte de capacité à 

reformer de nouvelles fibres musculaires. De plus, la capacité de guérison est aussi liée à la 

gravité de la blessure. Une déchirure importante d’un muscle peut mener au dépôt de tissus 

cicatriciels empêchant la guérison optimale de ce muscle 19-21. On devrait donc plutôt parler 

d’une excellente capacité de réparation des muscles que de régénération. 

1.1.2.2 La guérison des tissus fœtaux 

La capacité exceptionnelle de guérison du fœtus est intimement liée au stade de 

développement embryonnaire de l’animal (incluant l’humain) et se perd avec l’âge. Plusieurs 

explications ont été fournies afin de comprendre les raisons d’une guérison aussi parfaite. Ces 

observations ont été faites tant chez l’humain que dans les modèles de souris, de rats, de lapins, 

de cochons, de singes ou de moutons. On observe tout d’abord que le ratio entre collagène de 

type III et collagène de type I est plus élevé dans la guérison fœtale que dans la guérison de 

tissus adultes. Il y a aussi plus de fibronectine et d’acide hyaluronique lors de la guérison fœtale 

comparativement à la guérison des tissus adultes. Ces composantes de la matrice extracellulaire 

sont dites pro-régénératrices 22. Le système immunitaire adaptatif fœtal est relativement naïf et 

la réponse immunitaire n’est pas aussi soutenue que durant la guérison chez les adultes. D’autre 

part, le niveau de TGF-β3 comparativement à celui de TGF-β1 et de TGF-β2 est beaucoup plus 

élevé dans la guérison des tissus fœtaux comparativement au ratio observé lors de la guérison 

des tissus adultes. Il ne semble pas non plus que les tissus fœtaux aient beaucoup de TGF-β en 

réserve dans leur matrice extracellulaire, ce qui limite l’action de cette voie de signalisation suite 
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à une blessure. De plus, on observe aussi que la réponse à la stimulation par TGF-β des 

fibroblastes fœtaux n’est pas la même que celle des fibroblastes adultes. L’auto-induction de 

TGF-β (l’activation de la voie de signalisation de TGF-β est liée à l’expression de la cytokine 

TGF-β, donc la voie de signalisation de TGF-β est capable de s’auto-réguler positivement, voir 

figure 2) est plus courte, ce qui limite la prolifération des cellules, diminue l’expression des 

collagènes et minimise la transformation de fibroblastes en myofibroblastes. Cela a pour impact 

de réduire la force contractile au sein du tissu fœtal lors de la guérison. Il ne faut pas exclure 

que cette capacité soit liée au fait que l’embryon, encore en développement, possède une 

quantité appréciable de cellules souches et conséquemment une capacité d’homéostasie 

supérieure à celle retrouvée chez les organismes adultes (voir 22-25). D’autre part, la réponse des 

cellules âgées comparativement aux cellules fœtales n’est pas la même 26. Par exemple, la 

prolifération des fibroblastes de la peau de provenance fœtale est inhibée par l’action de TGF-

β, alors que la prolifération des fibroblastes de la peau adulte est augmentée 26. Toutes ces 

évidences peuvent expliquer la capacité exceptionnelle de guérison que présentent les embryons 

comparativement aux adultes. 

1.1.2.3 La guérison des tissus oraux comparativement à la guérison de la peau 

La guérison des muqueuses orales est impressionnante. Après le remodelage des tissus, 

on peut difficilement distinguer l’endroit où le dommage a eu lieu. Plusieurs observations nous 

rappellent ce qui arrive lors de la guérison des tissus fœtaux. Premièrement, il y a moins de 

collagène de type I comparativement au collagène de type III 27 lors de la guérison des 

muqueuses comparativement à la guérison de la peau. On observe aussi une activation plus 

importante de TGF-β3 comparativement à TGF-β1 28. Cependant, la qualité de guérison est 

préservée, même à un âge avancé 29. Ce processus n’est toutefois pas parfait, il y a présence 

d’un peu de tissus cicatriciels suite à une intervention chirurgicale. En comparaison, la peau (un 

autre épithélium) ne guérit pas aussi bien chez une personne âgée. Cela est dû à la perte 

d’expression de certains gènes importants pour la guérison, dont TGF-β, CTGF (Connective 

Tissue Growth Factor) et le procollagène de type I 30.  
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1.1.2.4 Le bout de doigt 

Suite à une amputation, le bout de doigts de jeunes enfants est capable de régénérer 31. 

Malheureusement, il s’agit aussi d’une capacité qui se perd avec l’âge. Plusieurs cas ont été 

publiés et montrent que la fermeture de la plaie à l’aide de sutures empêche ce processus 

d’opérer. Pour qu’il y ait régénération, la plaie doit rester ouverte et propre (voir 32). La souris 

est un bon modèle pour étudier le fonctionnement de ce phénomène. L’amputation de la 

phalangette mène à un processus de régénération qui est intimement lié à la signalisation des 

MSX (Msh homeobox) et des BMP (Bone Morphogenetic Protein) 33. Plus récemment, des 

efforts ont mené à l’amélioration de la capacité de régénération des doigts chez la souris par 

l’incorporation de billes contenant du BMP2 34. Ces travaux nous informent qu’il est possible 

de régénérer des bouts de doigts, même chez les mammifères. Nous ne comprenons toutefois 

pas quels signaux sont essentiels et comment la régulation de ces signaux s’opère. L’idéal serait 

donc d’avoir un modèle capable de régénération parfaite pour comparer au modèle n’en étant 

pas capable. 

 

1.2 Modèles permettant de mieux comprendre la guérison des 

plaies et la régénération des tissus 

Les modèles animaux sont indispensables à l’étude des fondements moléculaires des 

processus biologiques. Il n’est malheureusement pas toujours possible de le faire directement 

avec des tissus humains. Plusieurs modèles animaux sont utilisés pour aider à la compréhension 

de la guérison. Chacun de ces modèles présente des avantages et des limites. 

 

1.2.1 Guérison et régénération pour divers modèles de recherche : Souris, 

Cochon, Xénope et Poisson zèbre 

La souris est le modèle animal le plus utilisé. Il existe une panoplie de lignées de souris 

avec différentes caractéristiques, de délétions géniques et de modifications génétiques. De 

grands projets de séquençage tant pour le génome que pour le protéome ont été effectués ou sont 
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en cours. Malgré tout, quand il est question de guérison ou de régénération, ce modèle n’est pas 

le plus approprié. L’architecture de sa peau est loin de celle de l’humain. La peau de la souris 

n’est pas attachée au derme comme chez l’humain et la fermeture de la plaie s’opère majoritaire 

par l’action d’un muscle sous épithélial, le panniculus carnosus 35. Cependant, tout comme 

l’humain, le bout du doigt de la souris régénère 36,37, ce qui en fait un modèle intéressant pour 

comprendre ce phénomène. Certaines lignées de souris sont aussi connues pour être plus 

efficaces pour guérir leurs plaies, comme les souris Smad3-/- 38 et les souris TGFBRI-/- 39. 

 Le cochon présente une peau plus similaire à celle de l’humain 27,28,40. Les trois 

isoformes de TGF-β sont aussi détectables dans leur peau et le processus de guérison est 

comparable à celui de l’humain 41. Cependant, les outils ne sont pas aussi développés que chez 

la souris et le coût de chaque cochon est beaucoup plus élevé.  

Le xénope et le poisson zèbre sont des modèles vertébrés phylogénétiquement plus 

éloignés de l’humain. Ils présentent tous deux des capacités de guérison intéressantes. Le têtard 

de xénope possède une capacité de régénération qui est progressivement perdue chez l’adulte. 

Ce modèle a donc des capacités de régénération transitoires qui ne sont pas présentes chez 

l’adulte. Plusieurs outils génétiques sont disponibles pour le poisson zèbre et plusieurs études 

ont été menées pour comprendre la guérison parfaite et la régénération dans ce modèle, 

particulièrement au niveau des nageoires 42-46, du cœur 47, de la peau 48,49 et des muscles 50,51. 

Cependant, ce modèle n’est pas un tétrapode, ce qui l’éloigne de l’humain phylogénétiquement.  

Un nouveau modèle très intéressant pour la guérison est le genre Acomys. Il s’agit d’un 

clade de rongeurs ressemblant à une souris, mais présentant des poils hérissés qui rappellent 

ceux du hérisson. Suite à une blessure, les glandes et les différents types de tissus semblent tous 

régénérer sans cicatrisation 52,53. Plus récemment, il a aussi été montré que le panniculus 
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carnosus est capable de régénérer 54. Il sera intéressant de voir si ces organismes possèdent des 

qualités de guérison parfaite dans l’ensemble de leurs organes et de leurs tissus.  

Utiliser un modèle qui guérit parfaitement toute sa vie pourra nous permettre de mieux 

comprendre comment l’humain perd ses capacités de guérison avec l’âge. 

 

1.2.2 Axolotl, un excellent modèle pour étudier la régénération 

L’utilisation d’un modèle vertébré capable de régénérer parfaitement est très utile pour 

le perfectionnement de nos connaissances (voir Figure 3). Chez les amphibiens, les salamandres 

comme le Notophthalmus viridescens ou l’axolotl (Ambystoma mexicanum) sont des modèles 

de prédilection. Ces amphibiens de l’ordre des urodèles sont capables de régénérer avec 

exactitude plusieurs organes complexes (c.-à-d. la patte : comprends de la peau, des os, des 

nerfs, des vaisseaux sanguins, des muscles), et ce, tout au long de sa vie 55,56. Les outils 

présentement disponibles ne sont pas comparables à ceux disponibles pour la souris. Toutefois, 

pour l’axolotl, il y a eu des progrès notables dans les dernières années avec une augmentation 

du nombre de séquences de gènes disponibles (voir Salsite, 57), des outils pour surexprimer des 

gènes ou des antisens (électroporation et infection)58-60, de notre capacité à faire des animaux 

transgéniques 61-65 et à l’utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques 56,66. 

Le processus de régénération de la patte chez l’axolotl est épimorphique ; la régénération 

est possible grâce à la prolifération de cellules qui reformeront l’organe perdu. Le processus est 

connu et bien décrit depuis plus d’une centaine d’années 67. Il a été divisé en deux phases et 

subdivisé en plusieurs stades bien décrits 68. La phase de préparation implique la fermeture de 

la plaie par la migration de kératinocytes 69. Cet épithélium de guérison devient permissif et se 

nomme cap épithélial apical (AEC). Il est essentiel à la régénération 70,71. Suite à la fermeture 

de la plaie et l’instauration de l’AEC, une importante phase de migration et de prolifération de 

cellules du mésenchyme à lieu. Cette étape mène à la formation d’une structure unique à la 

régénération que l’on nomme blastème. Ce blastème est composé majoritairement de 

fibroblastes ayant des caractéristiques similaires à des cellules dédifférenciées 72. La formation 

du blastème est dépendante des nerfs. En effet, il a été montré qu’une dénervation de la patte 

chez l’axolotl et chez le triton prévient la formation du blastème et cause aussi une régression 
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de celui-ci. Cependant, le processus devient indépendant des nerfs lorsqu’il atteint la deuxième 

phase ; la phase de redéveloppement. Lors de cette phase, le blastème ne régresse pas lorsque la 

patte est dénervée 73,74. Les cellules se redifférencient et l’organe perdu est régénéré 67,68,75. 

Toute la signalisation et les cellules essentielles sont localisées à un maximum de 2mm du site 

d’amputation 67.  

Le processus de régénération s’apparente à deux processus distincts. La phase de 

préparation est grandement similaire à ce que l’on observe au cours de la guérison des plaies 

chez les mammifères. La phase de redéveloppement est, pour sa part, similaire à ce qui est 

observé lors du développement 76-78. 
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Figure 3. Modèles de recherche pour la guérison des plaies et la régénération 

Il existe plusieurs modèles de recherche utiles pour l’étude de la guérison des plaies. Leurs 

ressemblances avec l’humain et leurs compétences régénératives varient beaucoup. a) La souris 

est un mammifère. La guérison de sa peau est principalement due à la contraction d’un muscle, 

le panniculus carnosus, qui n’est pas présent chez l’humain. Ce modèle ne régénère pas 

parfaitement. b) Le cochon présente une peau très similaire à celle de l’humain, ce qui en fait 

un bon modèle pour certaines études. Plus spécifiquement, le Duroc est un bon modèle pour 

l’étude de la sclérodermie. Ce modèle ne régénère pas. c) Le xénope est un amphibien. Il guérit 

sa peau de manière similaire à l’humain. À l’état embryonnaire, il est capable de régénérer ses 

pattes, mais perd progressivement cette capacité. d) Le poisson zèbre est aussi un vertébré. Tout 

comme le xénope, il guérit sa peau de manière similaire à l’humain. Il est aussi capable de 

régénérer un nombre important de tissus dont l’apex de son cœur, les nageoires. e) Le genre 

Acomys est composé de petits mammifères à la peau épineuse. Ils guérissent leur peau de 

manière étonnante et sont capables de régénérer des structures complexes comme des follicules 

pileux ou des glandes. Leurs capacités de régénération pour d‘autres organes ne sont pas encore 

bien étudiées, mais elles pourraient surpasser celles observées chez leurs cousines, les souris. f) 

L’axolotl est un amphibien néotène capable de guérir parfaitement sa peau. Les mécanismes de 

guérison sont similaires à ceux observés chez l’humain à la différence qu’ils ne causent pas de 

cicatrisation. Ce modèle est aussi capable de régénérer parfaitement tout au long de sa vie (voir 

les structures pointées), même s’il est soumis à la métamorphose.  
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Figure 4. Stades de régénération 

Le processus de régénération est divisé en deux phases. Nous effectuons nos amputations avec 

des ciseaux propres, au travers du cubitus/radius. Nous coupons ensuite les os pour qu’ils ne 

dépassent pas. a) Suite à l’amputation, b) les kératinocytes migrent rapidement pour fermer la 

plaie (environ 3h). L’épithélium qui couvre la blessure devient un centre important de 

signalisation : la coiffe apicale épidermale, une structure essentielle au processus. Sous l’action 

de cette structure, c) les cellules du mésenchyme sous-jacent vont se dédifférencier et migrer 

vers le site d’amputation. d) Après quelques jours de migration et de prolifération, on peut voir 

une structure que l’on nomme blastème e) qui continue à grossir f) et dont le bout devient 

éventuellement plus aplati. C’est la fin de la phase de préparation et le début du 

redéveloppement. Le processus devient indépendant des nerfs et progresse vers la formation 

d’une nouvelle patte en passant g) par un stade où l’on commence à voir la condensation des 

cellules qui donneront de l’os, h) puis l’endroit où se développeront les doigts i) pour finalement 

redonner une patte complète. Figure adaptée de Iten et al., 1973 
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1.3 Signalisation TGF-β, essentielle à la guérison et pour la 

régénération 

Les mammifères ne guérissent pas leurs blessures de manière parfaite, ce qui provoque 

de la fibrose pouvant affecter l’apparence ou causer une perte de fonction (rôle) de l’organe 

blessé. Cette formation de cicatrices chez les mammifères est souvent associée à TGF-β. La 

famille des TGF-β est connue pour son rôle dans plusieurs aspects du développement, comme 

la prolifération et la migration cellulaire, la guérison des plaies, l’apoptose et le cancer. Les 

effets de TGF-β sont dépendants du type cellulaire en cause. Par exemple, la prolifération des 

cellules épithéliales est normalement inhibée alors que dans le cas des cellules du mésenchyme, 

leur prolifération est augmentée grâce à la signalisation TGF-β 79. La migration des cellules 

épithéliales s’opère suite à une transition vers un phénotype plus mésenchymateux (EMT) qui 

est aussi contrôlé et favorisé par l’action de TGF-β. Il semble aussi évident que cette voie de 

signalisation est impliquée dans une multitude de processus régénératifs telle l’hyperplasie du 

foie 80-82 et lors de la régénération tissulaire chez plusieurs modèles animaux 47,83-85. Considérant 

l’importance de TGF-β lors du processus de régénération, le laboratoire s’est concentré à 

l’étudier dans un modèle de régénération parfaite, c’est-à-dire la régénération de la patte de 

l’axolotl. 

 

1.3.1 Importance de la signalisation TGF-β lors de la guérison chez les 

vertébrés 

1.3.1.1 Fermeture de la plaie 

Lors de la fermeture de la plaie, TGF-β1 est clairement régulé au niveau spatio-temporel 

86. Il est important de comprendre que la signalisation canonique de TGF-β1 joue un rôle 

différent dépendamment du type cellulaire impliqué. En temps normal, la prolifération des 

cellules épithéliales est inhibée par cette voie de signalisation. Cependant, la migration des 

cellules épithéliales qui formeront l’épithélium de guérison pourrait être associée à cette voie de 

signalisation, puisqu’une transition des cellules épithéliales vers un phénotype mésenchymateux 

(EMT) est nécessaire. On observe qu’une exposition aigüe de TGF-β1 semble stimuler la 
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fermeture de la plaie alors qu’une application en continu cause une fibrose accrue 87. On sait, 

entre autres, que la signalisation TGF-β contrôle l’expression de certaines métalloprotéinases 

matricielles (MMP) qui, à leur tour, favorisent la migration de l’épithélium de guérison de la 

cornée 88.  

1.3.1.2 Remodelage de la matrice extracellulaire 

TGF-β1 est lié à l’expression d’un ensemble de gènes permettant la création de la matrice 

extracellulaire 89,90. Fait à noter, TGF-β1 est aussi connu pour sa capacité de régulation des 

MMPs 91-93, des inhibiteurs tissulaires des métalloprotéinases matricielles (TIMP)92,94, en plus 

de réguler l’expression de la fibronectine, et ce chez plusieurs espèces y compris l’axolotl 56,70,95.  

La régulation des MMPs est très importante pour une bonne qualité de guérison, ainsi 

que pour la régénération. L’expression des MMPs est essentielle à la guérison parfaite de 

Tribolium castaneum 96. Dans le cas de la souris nue FOXN1 (Forkhead box protein N1) 

déficiente, l’expression des MMP9 et MMP13 et de plusieurs autres MMPs est plus élevée que 

pour les souris contrôles. On observe une meilleure guérison pour ce modèle de souris 97. De 

plus, lors de la régénération du bout de doigt de souris, l’addition de MMP1 aide aussi à la 

fermeture de la plaie, à la régénération des tissus mous et à la réorganisation de la matrice 

extracellulaire 37. D’autre part, lors de la régénération épimorphique d’un membre, plusieurs 

MMPs sont exprimées chez le triton 98. L’expression de MMP2 et de MMP9 a aussi déjà été 

montrée chez l’axolotl lors de la régénération et de la guérison des plaies 55,99-101. Il semble aussi 

que l’expression des MMP soit essentielle au processus de régénération, puisque l’inhibition 

des MMP avec l’inhibiteur de MMPs GM6001 empêche aussi la régénération 102,103. L’axolotl, 

qui est capable de régénérer parfaitement, exprime aussi plus de MMPs. Ces MMPs sont plus 

actives dans son blastème suite à une amputation que ce que l’on observe dans une patte de 

xénope suite à une amputation similaire 104.  

Le remodelage de la matrice extracellulaire est un processus dynamique et très 

complexe. La guérison s’opère par le dépôt de matrice extracellulaire qui doit être remodelée 

pour redevenir fonctionnelle. Dans le cas de la régénération parfaite, plusieurs protéines sont 

associées à cette matrice de transition dont la ténascine C (TNC), l’acide hyaluronique (HA) et 

la fibronectine (FN) 44. Les travaux effectués dans le laboratoire ont montré que la signalisation 
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TGF-β est essentielle pour l’expression de la fibronectine, pour la migration et pour la 

prolifération cellulaire lors de la phase de préparation dans les pattes en régénération 56. Un autre 

exemple de matrice transitoire est la régénération cardiaque chez le poisson zèbre. En effet, suite 

à une blessure au cœur, il y a formation d’une cicatrice transitoire. La voie de signalisation de 

TGF-β est responsable 1) du dépôt initial de ces tissus cicatriciels 2) du remodelage de ce tissu 

pour que le muscle cardiaque reprenne ses fonctions normales 47.  

1.3.1.3 Chimiotactisme amenant les cellules immunitaires à la plaie 

Les cytokines ont souvent été décrites comme ayant un rôle d’attraction des cellules 

immunitaires. L’activation rapide de TGF-β suite à une blessure est intimement liée à l’arrivée 

des neutrophiles et des macrophages qui produisent eux aussi du TGF-β pour accentuer cette 

réponse. L’inhibition du récepteur des TGF-β de type I (TGFBRI ou ALK5) mène à une 

diminution de cellules immunitaires dans les poumons 105 et dans les fluides de lavage broncho-

alvéolaire de rats 90.  

On a longtemps associé les phénotypes de guérison parfaite à une réponse immunitaire 

immature 106,107. Par exemple, on rapporte que la guérison de la souris K.O. pour le facteur de 

transcription PU.1 est relativement normale, bien qu’elle s’opère avec un système immunitaire 

déficient et avec un afflux de cytokines très bas comparativement à une souris normale 108. La 

réponse immunitaire est importante pour la régénération, mais elle ne doit pas être excessive. 

Par exemple, les têtards de xénope traités avec des anti-inflammatoires au stade 55 (où la 

régénération est perdue) retrouvent des capacités de régénération, quoiqu’imparfaite. D’un autre 

côté, si l’on empêche la résolution de l’inflammation en traitant à un stade où la régénération 

est possible avec du béryllium, on perd la capacité de régénération 109. L’axolotl possède un 

système immunitaire complexe qui évolue avec l’âge de l’animal sans provoquer une perte de 

capacités régénératives 110. On sait maintenant que les macrophages (cellules immunitaires 

importantes lors de la guérison) sont aussi impliqués dans le contrôle des cellules sénescentes 

lors de la régénération 111 et que leur perte dans ce modèle mène à une perte de la capacité de 

régénération et cause même la fibrose 112.  

On distingue deux types de macrophages dont le profil d’expression est grandement 

différent. Suite à une blessure, on reconnaît la première vague de macrophages par une 
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expression plus élevée de TNF-α (Tumor Necrosis Factor alpha) et d’interleukine 6 (IL-6) qui 

est associée au rôle pro-inflammatoire de la deuxième vague. Cette dernière présente une 

expression plus importante de TGF-β et joue un rôle de réparation et remodelage des tissus 

113,114. Il n’est pas impossible que ces profils soient différents dans le cadre du processus de 

régénération, ce qui pourrait expliquer le remodelage parfait que l’on observe chez des 

organismes qui régénèrent comme l’axolotl. Qui plus est, certains avancent que la production 

de cytokines provenant des macrophages serait insuffisante pour provoquer seule la fibrose 115. 

Cela implique qu’il existe d’autre types cellulaires produisant ces cytokines qui pourraient être 

responsable de la fibrose observée chez les mammifères mais pas chez l’axolotl. 

 

1.3.2 Effets négatifs de la signalisation TGF-β lors de la guérison 

1.3.2.1 Cicatrisation 

Il est connu que l’activation de la voie des TGF-β mène à l’expression de collagènes. 

Une mauvaise réorganisation de ces fibres de collagène cause la cicatrisation. Par exemple, la 

surexpression de TGF-β mène à une accumulation de collagène dans les poumons des rats 

causant une fibrose accrue comparativement au contrôle 90. On peut aussi induire l’expression 

de collagène et de α-SMA (alpha Smooth Muscle Actin) en injectant du diméthylnitrosamine 

dans les rats. Cette molécule est connue pour augmenter l’expression des collagènes de type I, 

de type III et de type IV ce qui cause une fibrose hépatique dans le rat suite à une injection 

intrapéritonéale 116. On note que l’expression de TGF-β1 et de p-Smad3 est aussi augmentée, ce 

qui corrèle avec la fibrose accrue observée dans ces tissus de rats injectés 117. Finalement, deux 

conditions humaines bien connues sont aussi causées par une expression mal contrôlée de la 

signalisation des TGF-β lors de la guérison des plaies. Premièrement, la cicatrisation 

hypertrophique est liée à une mauvaise régulation de TGF-β1. Il s’agit d’une cicatrisation 

excessive qui se résorbe lentement (en plusieurs mois) suite à une blessure de la peau. Elle ne 

s’étend pas aux tissus non-blessés. La deuxième, les chéloïdes, est liée à une mauvaise 

régulation de la signalisation TGF-β1/Smad3. Ce type de cicatrice n’est pas limité aux tissus 
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blessés et progresse lentement telle une tumeur bénigne. Contrairement à la cicatrisation 

hypertrophique, les chéloïdes ne se résorbent pas (voir 118-120). 

On peut réduire la fibrose en inhibant cette voie de signalisation avec un inhibiteur 

pharmacologique 90,121. Par exemple, l’utilisation de l’inhibiteur du récepteur SB-431542 réduit 

l’expression de p-Smad3 et la présence de fibrose dans les reins des rats injectés avec du 

diméthylnitrosamine 117. Similairement, on peut réduire l’expression du collagène de type I et 

de type III dans les cellules de vessie porcine en traitant avec l’inhibiteur SB-431542 122. D’autre 

part, une réduction partielle de l’expression du récepteur TGFBRI par ARN interférant ou une 

réduction de la phosphorylation de Smad3 par une dose peu élevée d’inhibiteur spécifique 

semblent aussi mener à une expression diminuée de collagène de type I et de type III et de 

plusieurs autres marqueurs de fibrose dans le modèle de blessures d’oreille de lapins 123.  

Dans le cadre de la régénération de la patte chez le triton, l’expression du collagène de 

type I et de type III ne commence qu’après 8 jours, moment où le blastème est déjà formé 124. 

Pour l’axolotl, l’expression des collagènes de type I et de type II est très localisée et peu 

importante, même 30 jours post-amputation. Comparativement à ce que l’on observe dans le 

blastème de l’axolotl, le blastème du membre accessoire du xénope exprime fortement ces deux 

collagènes et ce seulement dix jours post-amputation 125. Il semble donc que la présence 

excessive de collagène et la régénération ne soient pas compatibles. 

Il existe trois isoformes de TGF-β chez les mammifères qui semblent avoir des rôles 

distincts lors de la guérison des plaies 126. Dans les processus de guérison, le ratio entre les 

isoformes TGF-β3 et TGF-β1 est le plus souvent mentionné. La guérison sans cicatrice observée 

chez le fœtus est associée à un taux plus élevé de TGF-β3 comparativement au ratio observé 

lors de la guérison avec cicatrice (exemple de la guérison du derme humain) 2. La guérison avec 

peu de cicatrices observées dans la gencive du Duroc est aussi associée à un taux plus élevé de 

TGF-β3 comparativement à celui observé lors de la guérison de la peau avec cicatrisation  28. 

De manière similaire, l’action de TGF-β3 prévient l’expression de collagène de type I et la 

fibrose associée dans les fibroblastes de chéloïdes humains 127. Bien que l’identité entre ces 

protéines ne soient pas grande (nos alignements montrent que l’identité entre la pré-pro-protéine 

de TGF-β1, TGF-β2 et TGF-β3 humain est d’environ 60%, mais de plus de 70% pour le peptide 

actif), les cystéines importantes pour la formation de complexe de latence (LAP) et pour la 
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dimérisation de TGF-β sont conservées. Pour sa part, l’isoforme TGF-β2 est peu régulé lors de 

la guérison des plaies et ne semble pas être un acteur majeur dans ce processus 126. Cela est donc 

potentiellement dû à une plus faible affinité de TGF-β2 pour son récepteur TGFBRII que celle 

des deux autres isoformes (voir 128, page 397).  

Lors de la régénération d’un membre chez l’axolotl, l’isoforme TGF-β1 est régulé 

positivement lors de la phase de préparation (ARN et protéine) 56. L’expression de l’isoforme 

TGF-β2 n’est pas augmentée, alors que l’expression de l’isoforme TGF-β3 est faible et n’est 

pas régulé au niveau de l’ARN. Cela renforce l’idée que TGF-β1 pourrait être la molécule 

responsable de la formation du blastème lors de la phase de préparation chez l’axolotl 

puisqu’une inhibition de cette voie de signalisation par le SB-431542 (inhibe la capacité du 

récepteur TGFBRI de phosphoryler Smad2 et Smad3) empêche la formation du blastème. Tout 

porte à croire que la régulation de l’isoforme TGF-β1 est cruciale pour une guérison sans 

cicatrice.  

Cette voie de signalisation est aussi impliquée dans la différenciation/transformation de 

fibroblaste en myofibroblaste. Les myofibroblastes sont des cellules qui présentent des fibres de 

stress intracellulaires et des fibrilles extracellulaires de fibronectine. Ces fibres et fibrilles 

s’attachent à des sites d’adhésions focales au sein des myofibroblastes. Ces sites coordonnent la 

contraction des fibres de stress intracellulaires et des fibrilles extracellulaires suite à la blessure 

5. Ils sont d’ailleurs importants lors de la guérison cardiaque et leur présence diminue avec l’âge 

dans les modèles murins de guérison du cœur 129. Malgré l’origine incertaine de ces cellules, il 

semble s’agir d’une transition temporaire des fibroblastes de différentes origines sous l’effet de 

la signalisation TGF-β suite à une blessure 130-134. On associe souvent l’expression du gène α-

SMA aux myofibroblastes. Cette expression est sous le contrôle de la signalisation TGF-β, plus 

spécifiquement la voie TGF-β/Smad3 135. Par exemple, dans le rein, l’expression de α-SMA est 

contrôlé par une cascade impliquant p-Smad3, p-ERK1/2, NAD(P)H et d’autres gènes liés à la 

production de ROS 136. En effet, en bloquant spécifiquement la phosphorylation de Smad3, les 

fibroblastes retrouvent leur état original 121. Ce type cellulaire est aussi associé à l’expression 

de collagène qui mène à la formation de cicatrices. Dans certaines pathologies, ces cellules ne 

sont pas éliminées et continuent à remodeler la matrice extracellulaire (par exemple la 

cicatrisation hypertrophique) 5. Cependant, cette transition cellulaire n’est pas observée lors de 
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la guérison des plaies ou lors de la régénération chez l’axolotl (absence de α-SMA), malgré une 

activation rapide de TGF-β. Cette information est corrélée à celle d’une absence de fibrose lors 

de la guérison des plaies chez l’axolotl 137. Une étude récente montre une expression de α-SMA 

lors de la régénération dans un modèle de déplétion du système immunitaire 112. Dans ce cas 

précis, les animaux perdent leur capacité de régénération et produisent du tissu cicatriciel, ce 

qui corrèle bien avec l’idée que les myofibroblastes soient associés à la fibrose. 

 

1.4 Différences entre les Smads de la voie canonique  

Bien que quelques études récentes aient montré les différences existantes entre Smad2 

et Smad3, la distinction entre ces deux protéines est souvent omise. Cependant, il existe des 

différences fondamentales dans la nature de ces protéines qui peuvent leur conférer des rôles 

différents lors de la régénération (voir Figure 5). On distingue Smad2 de Smad3 par un insert 

d’une trentaine d’acides aminés dans son domaine MH1 (Mad Homology 1), ce qui empêche la 

liaison directe de Smad2 avec l’ADN 12,138,139. Smad2 participe donc à la transcription via 

d’autres facteurs de transcription comme le co-Smad4 140. Il existe aussi un épissage alternatif 

de Smad2 ne contenant pas l’exon3 (région comprenant le domaine TID et GAG qui empêche 

Smad2 de se lier directement à l’ADN, voir figure 3). Cet isoforme long a des fonctions 

différentes lors du développement, similaire aux fonctions associées à de Smad3 141,142. Les 

domaines TID et GAG de Smad2 l’empêche aussi de s’associer à d’autres protéines lorsqu’il 

n’est pas phosphorylé. Comparativement, Smad3 est connu pour s’associer avec une multitude 

de protéines, même s’il n’est pas phosphorylé 143. D’autre part, les partenaires d’interaction 

participant à la transcription ne sont pas les mêmes. En effet, certains sont capables de se lier 

spécifiquement à Smad2, à Smad3 ou encore à Smad4 ce qui complexifie d’avantage les 

réponses possibles suite à la stimulation de cette voie de signalisation (voir 128, page 293). Il est 

aussi évident que les gènes cibles de ces deux Smads ne sont pas les mêmes. Dans le Tableau 1, 

je présente une liste des gènes régulés par l’un et/ou l’autre des Smads. Ces observations ont été 

recueillies de plusieurs types cellulaires tant par des techniques de réduction/d’augmentation 

d’expression géniques ciblées que par des expériences de précipitation de la chromatine.   
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Tableau I.  Gènes cibles de Smad2 et de Smad3 

Gène Cible de 

Smad2 

Cible de 

Smad3 

Fonction Référence 

Adhésion cellulaire et mobilité des cellules 

CEACAM5, 

CEACAM6 

 Oui Adhérence cellulaire 144 

Cyr61  Oui Adhésion des cellules endothéliales 145 

DST Oui  Jonction cellulaire 10 

E-cadhérine  Oui Adhérence des cellules épithéliales 122 

MYLK Oui  Kinase qui stabilise la myosine 10 

Net1 Oui  Échange GDP pour GTP, active Rho  146 

 

Zyxin  Oui Adhérence cellulaire 147 

Facteurs de croissance 

CTGF Oui Oui Cytokine, chondrocyte 122,148-150 

MCP-1  Oui Cytokine, inflammation 151 

Il-11  Oui Cytokine, inflammation 149 

TGF-β1  Oui Cytokine, inflammation 18,152,153 

VEGF Bloqué par 

Smad2 

Oui Cytokine, angiogenèse 149 

Protéases et inhibiteurs de protéase 

CST6  Oui Inhibiteur de protéases 10 

MMP2 Oui  Protéase 122,154,155 

MMP9 Oui Oui Protéase 10,122,156,157 

MMP12  Oui Protéase 156 

PAI-1 (Serpine1) Peut-être Oui Inhibe la Fibrinolyse 

 

10,18,149,158-163 

TIMP-1  Oui Inhibiteur de protéases 156,164 

Protéines de la matrice extracellulaire 

Col1A1, Col5A2, 

Col6A1, Col6A3 

 Oui Protéine de la matrice extracellulaire 164 

Col1A2  Oui Protéine de la matrice extracellulaire 165 

Col3A1  Oui Protéine de la matrice extracellulaire 156,164 

Fibronectine  Oui Protéine de la matrice extracellulaire 161 

Prolifération, différenciation et cycle cellulaire 

c-fos (AP-1)  Oui Facteur de transcription, prolifération 18 

c-myc  Oui Facteur de transcription, prolifération 166 

Fox2A  Oui Facteur de transcription, différenciation 159 

Id1  Oui Inhibiteur de la différenciation 10,167 

p15 et p21 Oui Oui Inhibiteur du cycle cellulaire 10,18,164,168-170 

Smad7  Oui Inhibiteur de la signalisation TGF-β 18,159,162,164,171,172 

SnoN Oui  Inhibiteur de la signalisation TGF-β 173 
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Figure 5. Figure comparative entre Smad2 et Smad3 

Figure présentant les sites de phosphorylation importants pour Smad2 et Smad3, ainsi que leurs 

différents domaines. Smad2 contient deux domaines exclusifs, le domaine GAG et le domaine 

TID (empêche la liaison directe avec l’ADN). La tyrosine66 de Smad3 peut être phosphorylée, 

ce qui mène à sa dégradation éventuelle. Smad2 n’a pas de site de phosphorylation équivalent. 
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1.4.1 Smad2  

Les souris K.O. n’étant pas viables, les expériences visant à comprendre le rôle de Smad2 

sont effectuées en utilisant des K.O. conditionnels. Dans les cellules épithéliales de foie et dans 

les cellules cancéreuses pancréatiques, Smad2 joue un rôle pour bloquer le cycle cellulaire. Il 

est aussi associé à la migration de ces cellules et l’ablation de Smad2 mène à une diminution de 

la capacité de migration des cellules épithéliales du foie, des cellules cancéreuses pancréatiques 

174,175 et des cellules épithéliales de cristallins humains 176. L’ablation de Smad2 spécifiquement 

dans les kératinocytes de souris promeut la progression du cancer de la peau. En effet, dans ce 

type cellulaire, Smad2 joue un rôle d’inhibiteur des EMT 177. D’autre part, la surexpression de 

Smad2 dans les kératinocytes de la peau de souris affecte la limite la vitesse de migration et 

ralentit le processus de guérison, sans affecter la prolifération de ces cellules 178. La 

surexpression de Smad2 dans les kératinocytes des gencives de souris ralentit aussi la fermeture 

de la plaie et augmente la cicatrisation 179. Une phosphorylation trop importante de Smad2 peut 

mener à la dégradation de cette protéine ou à la mort des cellules surexprimant Smad2, ce qui 

peut expliquer les résultats observés 180. Dans un contexte de cancer du sein, Smad2 joue un rôle 

pro-prolifératif 149. Il est donc clair que la signalisation TGF-β/Smad2 est dépendante du type 

cellulaire. Elle semble contrôler la capacité de migration de certains types de cellules épithéliales 

et la capacité de prolifération des cellules mésenchymateuses. 

Peu de gènes sont connus comme cible de Smad2 à l’exception du gène Skil (protéine 

SnoN). Ce dernier est connu pour sa capacité d’auto-inhibition et d’inhibition de la signalisation 

de TGF-β 150,181,182. Il est aussi détecté dans nombre de cancers et est lié à la prolifération 

cellulaire. De plus, SnoN est induit rapidement par TGF-β dans les hépatocytes de souris, 

arrêtant l’action de la voie de signalisation et limitant ainsi la capacité de prolifération des 

cellules du foie 183. Ce régulateur est possiblement important pour arrêter la prolifération des 

cellules du blastème et permettre au redéveloppement d’opérer lors de régénération chez 

l’axolotl, mais peu de données sont actuellement disponibles concernant ce gène lors de la 

régénération.  

Ce cas est particulièrement intéressant, puisque la stabilité de cette protéine semble être 

positivement régulée par les complexes comprenant Smad2-Smad4 et négativement régulée les 

complexes comprenant Smad3-Smad4 173,184. Aussi, en présence de TGF-β et de Smad3 
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nucléaire, SnoN est rapidement dégradée par le protéasome. Cette dégradation est moins rapide 

lorsque SnoN s’associe à Smad2, mais l’association de SnoN au complexe Smad2-Smad4 

empêche l’activation de leurs gènes cibles 173,185,186. Cette dégradation est dépendante du 

complexe APC. SnoN lie Smad3 et Smad2 dans leur domaine linker et ce complexe recrute le 

APC via son domaine MH2. Cette association est aussi dépendante de la liaison avec Smad4 187, 

ce qui indique que ce sont les complexes actifs transcriptionnellement qui sont inhibés par SnoN 

et dégradés par le protéasome. De plus, deux séquences distinctes dans le promoteur de Skil 

ayant des affinités différentes pour chacun des Smads pourraient expliquer un contrôle opposé 

dans l’expression de ce gène. Smad3 réduit l’expression de SnoN, alors que Smad2 promeut son 

expression. 188.  

D’autre part, Smad2 est connu comme régulateur de l’expression de certaines MMPs, 

comme MMP2 122,154,155 et MMP9. Dans le cas de MMP9, on ne peut pas exclure que Smad3 

puisse aussi réguler son expression. Toutefois, l’expression de MMP9 dans les poumons de 

souris K.O. pour Smad3 est augmentée suite à une stimulation avec TGF-β1 156. De plus, 

l’expression de MMP9 est aussi partiellement contrôlée par la voie non canonique de p38 189. Il 

n’est cependant pas exclu que le contrôle de l’expression de MMP9 par la voie canonique des 

TGF-β s’opère par Smad2. 

 

1.4.2 Smad3  

Plusieurs souris K.O. ont été créées pour les différents Smads. Les K.O. pour Smad2 et 

Smad4 ne sont pas viables, mais le K.O. pour Smad3 est viable 38,174,190 et présente un phénotype 

de guérison très intéressant. Ces souris sont relativement normales, mais 1) la réponse à TGF-

β1 est amplifiée dans les fibroblastes, ce qui semble être contre-intuitif 154 2) la stimulation des 

cellules de poumons avec TGF-β1 ne provoque pas de fibrose comme dans les contrôles 156 3) 

la guérison de ces animaux s’effectue avec une fibrose diminuée et une réépithéliasation plus 

rapide que les souris contrôles 38,191 4) on observe une réponse immunitaire diminuée 38,191. De 

plus, ce modèle est plus apte à recevoir des greffes de peaux fœtales ne les rejetant pas aussi 

rapidement, ce qui permet un développement de follicules pileux tout en limitant la fibrose 

comparativement aux greffes effectuées sur des animaux contrôles 192. Ces caractéristiques de 
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guérison rappellent le processus observé lors de la phase de préparation de la régénération chez 

l’axolotl puisque 1) la fermeture de la plaie est rapide et ne laisse pas de cicatrice 193 2) la réponse 

immunitaire est faible, tant au niveau des neutrophiles que des macrophages 106,107,194. Il est 

plausible que Smad3 est un rôle à jouer pour la maturation du système immunitaire. 

Il semble aussi que l’apoptose soit contrôlée par Smad3 195. En effet, les cellules 

hépatiques de souris K.O. pour Smad3 montrent moins de mort cellulaire et moins d’activité de 

la Caspase3 174,196. Dans le cas d’hépatocytes de souris, Smad3 bloque la transcription de BCL-

2 ce qui amène une augmentation de l’apoptose, prévenant ainsi le développement de 

carcinomes hépatiques. Une perte de fonction pour Smad3 promeut le développement de ces 

carcinomes 197. Dans les cellules épithéliales intestinales, la voie TGF-β/Smad3 induit 

l’apoptose via l’action des caspase3 et 9 198. C’est aussi le cas dans les cellules épithéliales des 

poumons où la surexpression de Smad3, mais aussi de Smad2 (moins efficace), mène à 

l’apoptose des cellules 199. Dans le cadre du processus de régénération de la patte d’axolotl ou 

de triton, peu d’apoptose est détectée. Seules quelques cellules sont apoptotiques à 24h post-

amputation 200,201. 

L‘expression de Smad3 est intimement liée à la cicatrisation 202. Le modèle de fibrose 

progressive, comme celui proposé pour la fibrose dans les poumons des rats, commençant là ou 

TGF-β1 est exprimé et s’étendant progressivement dans tout le tissu 203, peut s’expliquer par le 

fait que Smad3 est impliqué dans la boucle d’auto-induction de TGF-β1. En effet, le promoteur 

de ce gène contient une séquence SBE (Smad binding element) où Smad3 vient se lier 152,153 et 

permet son expression. L’activation de Smad3 permet aussi l’expression de gènes cibles de la 

matrice extracellulaire. On peut donc concevoir que cette boucle d’auto-induction de TGF-β1 

garde Smad3 actif et promeut l’expression de gènes menant à la cicatrisation. 

 

1.4.3 Smad7 

Smad7 est le I-Smad de la voie canonique de TGF-β. Son rôle lors du processus de 

régénération pourrait aussi être d’empêcher la fibrose puisqu’il bloque la signalisation de TGF-

β1 s’opérant via Smad2 et Smad3. L’expression de ce gène est contrôlée par Smad3 (voir tableau 

1). Des expériences de gains de fonction et de perte de fonction ont montré que Smad7 peut 
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avoir des propriétés anti-fibrose. Chez la souris, une mutation de Smad7 (délétion de l’exon I) 

entraîne une augmentation de la fibrose du foie suite à une exposition au CCL4204.  D’un autre 

côté, la surexpression de Smad7 semble diminuer l’inflammation et la fibrose de la cavité 

péritonéale dans un modèle de dialyse péritonéale chez le rat205,206 . Il semble donc que Smad7 

joue un rôle dans le contrôle de la fibrose. Outre le rôle connu de Smad7 comme inhibiteur de 

la signalisation des TGF-β, on lui reconnait aussi un rôle dans la myogénèse207. Il est donc 

plausible que la présence de Smad7 soit requise dans la phase de redéveloppement pour stimuler 

la myogenèse. 

 

1.4.4 Mécanismes permettant des fonctions différentielles pour Smad2 et 

Smad3 

La voie canonique TGF-β est l’une des voies les plus étudiée. L’utilisation du mot clé 

« tgf-beta » dans Pubmed donne plus de 76 000 résultats. Pourtant, peu d’études se sont 

intéressées aux mécanismes qui permettent aux protéines Smad2 et Smad3 d’effectuer 

séparément leur fonction respective dans la cellule. Certaines études ont montré que l’expression 

de ces protéines était différente au sein d’un tissu sans s’attarder à leur activation 208. Certaines 

montrent une activation différente des deux protéines dans des essais en culture cellulaire suite 

à une stimulation avec TGF-β 209 ou avec Notch 146. D’autres mentionnent que ces deux 

protéines ont des gènes cibles différents 10,18,149,163,176,210 (voir aussi Tableau 1). Finalement, 

certaines montrent que les protéines interagissant avec Smad2 ne sont pas les mêmes que celles 

qui interagissent avec Smad3 138,211. Un exemple lors du développement est que l’expression de 

Smad2 est essentielle au développement des souris et coopère avec Smad3 pour former 

correctement le mésoderme et l’axe antéro-postérieur 15. On retrouve aussi une hypothèse 

intéressante qui propose que la signalisation TGFβ soit dépendante de Smad3 dans les 

fibroblastes, alors que Smad2 et la voie des ERK ne seraient que des modulateurs d’expression 

pour ces gènes 212. Cela ne nous informe toutefois pas sur le mécanisme responsable de ces 

actions différentielles.  
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1.4.3.1 Mécanismes de transport et d’activation différentielle à la membrane plasmique 

Pour expliquer l’activation différentielle, quelques mécanismes ont été étudiés. Au 

niveau du cytosquelette, on retrouve des protéines différentes capables de lier spécifiquement 

un des Smads (voir Figure 6). Ainsi, Km23-1 lie Smad2 alors Km23-2 lie Smad3 213,214. Km23-

1 est directement lié à l’activation de la GTPase RhoA et à la migration cellulaire 215, ce qui 

corrèle avec le rôle que joue Smad2 dans la migration cellulaire. D’autre part, l’action de 

GTPase peut aussi mener à l’activation préférentielle d’un des deux Smads. Par exemple, la 

GTPase Rac1 permet la phosphorylation de Smad2 dans les cellules de cancer pancréatique. La 

compétition avec un dominant négatif de cette protéine mène à une diminution de la 

phosphorylation de Smad2 et à une augmentation de la phosphorylation de Smad3 175. D’autre 

part, la protéine TLP (TRAP-1-like-protein) est capable de lier le récepteur du type II des TGF-

β et Smad4. Cette association promeut l’activité de Smad2 et inhibe celle de Smad3 sans affecter 

le niveau de phosphorylation des Smads, comme démontré par des expériences de surexpression 

de TLP en présence d’un rapporteur luciférase spécifique à Smad2 ou à Smad3 216.  

1.4.3.2 Interactions différentes des Smads dans le cytoplasme 

On peut aussi imaginer que certaines protéines soient capables de séquestrer Smad3 (voir 

Figure 6). La protéine Stat3 pourrait jouer ce rôle. Dans les cellules HaCaT (Kératinocytes 

humains immortalisés), il a été montré qu’un mutant de Stat3 toujours actif est capable 

d’interagir avec Smad3 via son domaine MH2. Cette interaction empêche Smad3 de se lier avec 

Smad4. L’expression de ces gènes cibles p15 et p21 sont aussi diminués dans les cellules HEK 

où l’on surexprime un mutant toujours actif de Stat3, Smad3 n’est pas enrichie sur les 

promoteurs p15 et PAI-1 (cibles de Smad3, voir table 1). Ce mutant de Stat3 n’affecte toutefois 

pas l’interaction entre Smad2 et Smad4, régulant ainsi spécifiquement la voie TGF-β/Smad3 217. 

Il ne faut pas négliger la possibilité que l’activation différentielle soit contrôlée par des 

modifications post-traductionnelles. Autre que la phosphorylation des sérines terminales du 

domaine MH2, il existe aussi une multitude d’autres sérines et thréonines phosphorylées, ainsi 

que des phosphatases capables de déphosphoryler ces sites 218-222. Ces modifications post 

traductionnelles sont tissus spécifiques 223. Par exemple, la phosphorylation de Smad2 par ERK1 

stabilise la protéine, ce qui permet une activité transcriptionnelle maximale de Smad2 224. 
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D’autre part, la phosphorylation de Smad3 dans son domaine linker (domaine de liaison entre 

le domaine MH1 et le domaine MH2) par ERK1 diminue son activité dans les cellules 

épithéliales de poumons 225. Il semble aussi que l’activité de p38 soit nécessaire pour que la voie 

canonique de TGF-β phosphoryle Smad2 dans les chondrocytes humains 94. Il pourrait aussi 

s’agir d’une dégradation d’une des deux protéines. Par exemple, la phosphorylation de la T66 

de Smad3 par GSK3-β mène à son ubiquitination, ce qui entraîne sa dégradation subséquente 

dans les cellules HaCaT, HepG2 (Cellules cancéreuses hépatiques humaines) et MEFs de souris 

226. Suite à la phosphorylation en c-terminal du motif SSXS (voir figure 2), GSK3 phosphoryle 

la S204 et les CDK2 et CDK4 phosphorylent la T179 et la S208, ce qui réduit l’activité de 

Smad3 dans les cellules Mv1Lu (Cellules épithéliales de poumon de vison) 227. La 

phosphorylation de la T179 mène à de multiples mono-ubiquitination de Smad3 par Smurf2 

(Smad-Specific E3 Ubiquitin Protein Ligase 2), ce qui empêche Smad3 de former des complexes 

transcriptionnellement actifs. Smurf2 ne semble pas réguler Smad2 de la même façon 228, 

favorisant ainsi l’action de Smad2. De plus, l’acétylation de la K19 de l’isoforme de Smad2 sans 

exon3 et de Smad3 par p300 promeut l’activité de transcription de ces protéines. Cependant, 

l’acétylation de la protéine complète Smad2 n’a pas d’effet sur son activité transcriptionnelle 

229. L’activité de ERK5 augmente l’acétylation de Smad3, ce qui cause une fibrose accrue dans 

les cellules A549 et les cellules HEK293 230.  

1.4.3.3 Mécanismes d’import différentiel au noyau des Smads 

De plus, il pourrait aussi s’agir de différences dans le mécanisme d’import au noyau 

(voir Figure 6). Par exemple, la protéine Smad2 contient deux domaines que Smad3 n’a pas, le 

domaine GAG et le domaine TID, qui empêche sa liaison avec l’ADN tel que mentionné 

précédemment. Le domaine TID serait aussi responsable de la localisation cytoplasmique avant 

sa phosphorylation. La localisation de Smad3 est plutôt nucléaire ce qui mènerait à sa 

séquestration et une activation des gènes cibles de Smad2. Cette différence de localisation est 

particulièrement importante pendant le développement 231. La différence existe peut-être aussi 

au niveau des pores nucléaires. En effet, la protéine Sorting nexin 9 (SNX9) se lie 

spécifiquement à p-Smad3 et facilite l’import de cette protéine phosphorylée au noyau via 

l’Importine 8 162. Ces processus n’ont pas été étudiés dans le cadre de la régénération.  
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Figure 6. Résumé des mécanismes pouvant expliquer une régulation différentielle de 

Smad2 et Smad3 

Figure résumant les différents acteurs protéiques pouvant jouer un rôle dans la régulation 

différentielle des Smads. Les mécanismes présentés montrent spécifiquement les différences 

rapportées dans la littérature entre Smad2 et Smad3. Les mécanismes communs ne sont pas 

inclus dans cette figure. 
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1.5 Voies non canoniques des TGF-beta 

Outre la voie canonique des TGF-β transmettant leurs signaux via les Smads, il existe 

aussi des voies non canoniques de signalisation 232,233 (voir Figure 7). L’activation de plusieurs 

MAPK par TGF-β est rapportée dans la littérature. Par exemple, la voie non canonique passant 

par p38 utilise les récepteurs TGFBRI et TGFBRII qui se lient à TTRAP (TRAF and TNF 

receptor-associated protein). TRAF6 (TNF receptor associated factor 6) et TAK1 (TGF-beta-

Activated Kinase 1) sont ensuite impliqués et TAK1 transmet ultimement le signal à p38 en le 

phosphorylant 234-236. Contrairement à la voie canonique, c’est Smad6 qui joue le rôle 

d’inhibiteur de cette voie de signalisation non canonique 235. 

Plusieurs études ont aussi mis en lumière le rôle de la voie non canonique via p38 pour 

la fermeture des plaies 237-239. Tout d’abord, l’expression de TGF-β1 ou TGF-β3 permet 

l’expression de MMP13 dans la guérison de plaies fœtales humaines, mais pas dans la guérison 

des plaies néonatales 238. De façon similaire, TGF-β1 est capable d’activer l’expression de 

MMP13 via p38 dans les fibroblastes des gencives, dans les ostéoblastes, dans les kératinocytes, 

mais pas dans les fibroblastes du derme 189,237,240. La guérison des plaies buccales et la guérison 

des plaies des fœtus sont des exemples de guérison presque parfaite et la présence accrue de 

MMP13 en est possiblement un bon indicateur. Autre fait intéressant, dans les kératinocytes, il 

a aussi été montré que l’activation de p38 par TGF-β1 mène à l’activation d’ATF2 (Activating 

Transcription Factor 2), puis à l’expression de ATF3 (Activating Transcription Factor 3) 

spécifiquement dans les kératinocytes qui s’apprêtent à migrer 239. Les rôles connus de 

l’activation de ces gènes sont de favoriser la migration des cellules 239 et d’inhiber ID1, un gène 

responsable de garder les cellules dans un état dédifférencié 241. En somme, la voie non 

canonique de TGF-β/p38 pourrait être responsable de la migration des cellules épithéliales, 

particulièrement dans les cas où la signalisation canonique est bloquée. D’autre part, la 

signalisation des TGF-β joue aussi dans l’angiogenèse. VEGF (Vascular Endothelial Growth 

Factor) est un gène associé à ce processus. L’inhibition de Smad3, PKC, ERK1/2 ou de p38 à 

l’aide d’inhibiteur pharmacologique suite à une stimulation de cellules de tubules rénales mène 

à une diminution importante de VEGF. En comparaison, l’induction de ce gène par l’hypoxie 

est dépendante de PKC et partiellement de p38 242.  
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Figure 7. Représentation simple de la signalisation TGF-β 

Cette figure présente une représentation simple de la signalisation de TGF-β. La voie canonique 

passe par une phosphorylation des protéines Smad2 et Smad3 via le récepteur dimérisé de TGF-

β. Dans le cas des voies non-canoniques, le récepteur s’associe à des complexes et à des kinases 

supplémentaires qui activent des voies comme celle de p38, JNK ou ERK. Smad3 coopère 

souvent à la signalisation non canonique en s’associant avec ces kinases, et particulièrement 

avec p38.  
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1.6 Objectifs et hypothèses 

Dans cette thèse, je présente les résultats de mes expériences relatives à la signalisation 

des TGF-β durant le processus de régénération épimorphique. L’axolotl est un modèle vertébré 

qui répond à une blessure par une expression de gènes similaires à ceux observés chez l’humain. 

La cytokine TGF-β est un acteur important qui contrôle autant la capacité de régénération que 

la qualité de guérison. L’accumulation de collagène chez les mammifères serait due 

partiellement à Smad3, qui est activé par le récepteur des TGF-β. Une absence de Smad3 (souris 

KO) dans la signalisation lors de la guérison entraîne une diminution de la fibrose observée. 

L’axolotl, lui, ne forme pas de cicatrices lors de sa guérison contrairement à d’autres modèles 

vertébrés. TGF-β1 active aussi Smad2, qui lui semble être responsable de la migration et de la 

prolifération cellulaire. Malheureusement, les souris KO pour Smad2 ne sont pas viables, 

empêchant de recueillir des données spécifiques à cette protéine. 

 Chez l’axolotl, il est donc possible que Smad3 soit inhibé lors de la régénération, ce qui 

pourrait expliquer l’absence de cicatrice. D’autre part, l’activation de la signalisation des TGF- 

β est essentielle pour la formation du blastème. L’activation de Smad2 est donc possiblement 

essentielle à la formation du blastème. 

L’objectif principal de mon projet a donc été de définir le rôle des Smads dans le 

processus de régénération épimorphique.  En premier lieu, j’ai déterminé la variation temporelle 

et spatiale de l’expression des différents Smads, tant au niveau des protéines que de l’ARN. Par 

la suite, j’ai évalué l’effet de l’inhibiteur du récepteur de type I des TGF-β sur les gènes cibles 

responsables du remodelage de la matrice extracellulaire. Finalement, j’ai effectué une étude 

par gain/perte de fonctions spécifique des Smads permettant une meilleure caractérisation de 

leur rôle lors de la régénération. J’ai aussi exploré le rôle de ces protéines lors de la guérison 

des plaies chez l’axolotl. 

Ces deux protéines montrent une activation différentielle lors de ces processus et seule 

l’activation de Smad2 semble essentielle à la formation du blastème qui mène à la régénération. 

Bien que certains aient remarqué que Smad2 et Smad3 jouent un rôle différent dans les 

processus cellulaires, cela n’a pas été confirmé dans des modèles in vivo. Avec le second article, 

je montre que ces protéines sont régulées différemment. Je n’ai malheureusement pas été en 
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mesure de diminuer l’expression spécifique de Smad2, mais nos expériences pour Smad3 

incluent une approche de diminution et de surexpression. Considérant l’importance de la 

signalisation des TGF-β lors de la guérison et de la régénération, je crois que les résultats 

présentés sont particulièrement intéressants et nous rappellent l’importance que chaque protéine, 

nonobstant sa ressemblance avec une autre, peut avoir au sein d’un processus. 
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2.1 Mise en contexte 

La recherche au sein de laboratoire Roy traite d’une problématique bien précise : la 

régénération épimorphique. Cette forme de régénération est un idéal qui permettrait à une 

multitude de problèmes médicaux d’être réglés. Il suffit de penser aux grands brulés qui perdent 

l’usage d’un organe de protection très important ; la peau. Plusieurs groupes tentent de 

comprendre le processus de guérison des plaies afin d’éventuellement améliorer les soins 

disponibles. À cette fin, plusieurs modèles différents sont utilisés en recherche. En ce qui a trait 

à la régénération, il s’agit d’un processus qui n’est pas observé chez tous les animaux. Pour en 

comprendre les fondements, il faut donc sélectionner un modèle animal qui est capable de 

régénérer parfaitement. La première publication expose donc les forces et les faiblesses de divers 

modèles de recherche en ce qui a trait à la guérison des plaies et positionne l’axolotl comme le 

modèle vertébré le mieux adapté pour étudier la guérison des plaies dans un contexte de 

régénération parfaite. Les données présentées montrent que, suite à une blessure, plusieurs gènes 

liés à la guérison des plaies chez l’humain sont aussi activés chez l’axolotl dont TGF-β. La 

publication montre aussi que la guérison des épithéliums buccaux humains s’opère avec peu de 

cicatrices, même chez des patients plus âgés, ce qui nous indique que la régulation des gènes 

lors de la guérison des plaies est finement régulée et dépendante de l’environnement dans lequel 

elle s’opère. Cette observation nous indique aussi qu’il est possible de guérir avec peu de 

cicatrisation. 
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2.3 Texte de l’article - Axolotl as a model to study scarless wound 

healing in vertebrates: Role of TGF-β signaling pathway. 

2.3.1 Scope 

This critical review looks at the advantages and disadvantages of different experimental 

animal models used to study wound healing and skin repair. Humans and mammals, in general, 

heal their skin wounds by scarring when the dermis is damaged. Clinically speaking it would be 

much better to regenerate damaged skin as oppose to scarring. Scar tissue has lower tensile 

strength and is less flexible. We present the axolotl (Mexican salamander) as a model organism 

to study scarless wound healing in vertebrates. These animals, which are urodele amphibians, 

are the only vertebrates that can regenerate/heal their tissues perfectly throughout their lives. 

This is important as these animals offer a unique opportunity to identify the mechanisms and 

signals that allow animals to heal perfectly. 

 

2.3.2 Translational Relevance 

A better understanding of how different vertebrates heal their wounds is essential to 

identify the pathways that are: 1) responsible for scarring; and 2) responsible for regeneration. 

The use of experimental animal models allows the identification of molecular signals and 

cellular events that lead to scar tissue formation in some animals and tissue regeneration in 

others. The evolutionary conservation of gene function across species makes it possible to 

transfer the knowledge gained from regenerating to non-regenerating animals.      

 

2.3.3 Clinical Relevance 

Presently there are no treatments that lead to scarless skin wound healing. If we are to, 

one day, improve the clinical outcome for patients, we have to understand the biology behind 

tissue repair and regeneration. Although it cannot be said when exactly the results of basic 

research will provide the information/knowledge to regenerate patient skin, it is nonetheless 
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essential to keep on doing research to identify the genes and signaling pathways that could be 

harnessed for therapeutic applications in the future.  

   

2.3.4 Introduction 

Although skin is one of our largest organ and our single most important protective layer 

against bacterial infection, it is often viewed and considered in terms of aesthetics. It goes 

without saying that the skin is responsible in large part for our looks, but it is also important for 

thermoregulation through perspiration. Since the skin represents our protective layer against the 

outside world, it comes as no surprise that it is the first and most frequent organ to be damaged 

or injured during our lifespan. Damages incurred are from minor scrapes to deep wounds, or in 

some situations large sections being destroyed. It is therefore, by its nature, the organ that would 

benefit most from being able to regenerate itself. Most people would wish to be able to 

regenerate their skin because of its aesthetic role. Very few people cherish having a large visible 

scar on their skin, as opposed to scars on internal organs for which most people are happy to 

recover the functional aspect. Good examples are by-pass surgery or bone implants (e.g. hip 

replacement). However, being able to regenerate damaged skin is more than simply aesthetics. 

Scar tissue has lower tensile strength, may lack pigmentation as well as skin appendages such 

as sebaceous glands, is less flexible, and sensation is often missing altogether from the damaged 

skin 2. In addition, with the increasing aging population in the western world, more cases of skin 

diseases are diagnosed and more surgeries are performed for various ailments. The number of 

surgeries worldwide are in the hundreds of millions each year and will likely remain this high 

for many years to come. A large part of today’s emerging older population comprises the baby 

boomers that are highly active and conscious of their appearance. This is in part driving the 

global sales figure for cosmetics which were around $253 billion in 2006 with growth 

projections of over 4% per year for the foreseeable future 

(www.gcimagazine.com/marketstrends/regions/world/2941511.html). Most cosmetics are for 

skin care which highlights the importance of healthy-looking skin for many people worldwide. 

The industry is working hard to provide an array of products to help keep our skin looking 

healthy (or younger and less wrinkly). However, there are no products yet available that can 
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eliminate scars or stimulate our skin to regenerate (although more and more companies are 

working on developing products for this purpose). This is important notably for patients with 

injuries such as third degree burns on large parts of their bodies, or following surgeries for 

ailments such as skin cancer. Therefore, there is an important clinical need to find ways to reduce 

scarring and to stimulate skin regeneration. 

 

2.3.5 Experimental Models: 

There is significant effort by scientists worldwide to understand why human skin heals 

by scarring. For obvious ethical reasons, research cannot be performed directly on humans for 

solving the basic mechanisms on how wound healing leads to the aberrant collagen deposits 

observed in scars, at the biochemical and cellular levels 2,243,244. Therefore, we turn our attention 

to the various experimental models that can help answer fundamental questions on how wound 

healing proceeds. Answering the aforementioned question is rather complicated by the fact that 

different types of injuries heal differently. For instance, a deep stab wound does not heal in quite 

the same way a superficial scrape does. There are also excisional and non-excisional wounds. 

For example, the incision site for an operation is non-excisional while removing a mole or a 

melanoma requires taking a biopsy which results in an excisional type of wound. The cellular 

dynamics required to heal an incisional wound does not require cells at the edge to migrate over 

the surface in order to close the wound, as opposed to an excisional wound where cells have to 

migrate in order to start the healing process. Many studies on wound healing are looking at 

injuries resulting from a physical trauma (cut, scrape or biopsy). However, some wounds can be 

the result of chemical exposure or extreme stress such as heat in burn victims. Second degree 

burns, although painful, heal rather well as opposed to third degree burns that leave the patients 

with dysfunctional skin which consists of a scar devoid of the glands necessary for 

thermoregulation (sweat glands and sebaceous glands) 2. 

In order to increase our understanding of the cellular and molecular events that regulate 

wound healing, scientists have turned to various models. The in vitro approach of developing 

skin cultures and substitutes has seen much progress in the last 20 years 245,246. There are many 

interesting prospects to using artificial systems to study skin biology, however due to space 
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constraint and to maintain the focus on animal models, we will refer the readers to reviews on 

that subject 246,247. Generally when one is thinking of wound healing, the focus is on human 

welfare and since we are mammals we often consider that the best animal models should also 

be mammals. There is indeed a certain phylogenetic logic to this thinking process (see figure 1) 

and it is without anyone’s surprise that a large proportion of the research being done today using 

animals is on small mammals (i.e. rodent models). Based on the Canadian Council for Animal 

Care (CCAC, www.ccac.ca), mice and rats represent nearly 40% of all the animals used in 

research (biomedical, agricultural and academic research in Canada). The only other group of 

animals that comes close are fishes; probably due to the ever increasing use of the zebrafish 

which is bred in large numbers for genetic screens. When browsing the 2010 statistics of the 

CCAC, one realizes quickly that small animals are highly prized for research while large animals 

(bigger than a pig or sheep) represent less than 2.5% of the total animals used. Obviously, the 

high cost of housing and feeding animals precludes the vast majority of research labs from being 

able to perform research on large animals. 

http://www.ccac.ca/
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Figure 8. Figure 1: Rooted phylogenetic tree depicting evolutionary relationships 

between various organisms. 

The invertebrates (Caenorhabditis elegans and Drosophila melanogaster) and vertebrates (all 

other animals in this tree) are separated. Notice that vertebrates are further subdivided in 

different classes: fish, amphibians, and mammalians. The animals discussed in the article are 

underlined, and it is apparent that pigs are closest to humans, followed by mouse and then 

axolotls. This tree represents a partial phylogenetic analysis and is intended as an aid to help 

visualize the evolutionary relationship of these animals. This tree was generated with software 

Lasergene Meg-Align from DNASTAR using the p53 sequences from each organism in the tree. 
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2.3.5.1 Mouse Model: 

Mice represent the animal model that is most frequently encountered in laboratories for 

biomedical research. They are presently the only vertebrate model in which we can delete any 

genes, knock-in specific mutations, perform tissue specific deletions and control when the 

deletions will occur. The mouse genome has been fully sequenced 10 years ago 248,249 and 

thousands of antibodies that cross react with its proteins are commercially available, making it 

one of the animal models for which there is the largest tool set available to perform experiments. 

There are multiple mutant mouse models that have been used to study the role of genes during 

wound healing and there is even a model that has been presented as an actual mammalian model 

that can regenerate its tissues, the MRL/MPJ mouse 250. These mice have the ability to heal as 

it seems, the punch holes made on their ears for identification, in every respect perfectly 250. 

This new mouse strain obviously generated quite a lot of excitement. Unfortunately when their 

ability to heal skin wounds was tested, it became apparent that wound healing in these mice 

resulted in scarring just like wild type littermates 251.  

So far, no mouse models have been developed that can heal skin wounds perfectly. 

However, a recent study has identified a close cousin of the lab mouse, called the spiny mouse 

(Acomys kempi and A. percivali), as being able to heal large wounds without the appearance of 

scars which indicates that some mammals are capable of what seems to be skin regeneration as 

adults 52. This report is the first to show such extensive wound healing capacities in a mammal 

and raises the hope that regeneration is not completely lost in this class. That same report also 

looked at the ability of these spiny mice to regenerate ear holes which they were able to do very 

well, albeit not with 100% efficiency since the muscle covering the cartilage was not regenerated 

52. A high contraction rate of the wounds was observed in spiny mice with a 65% reduction in 

the wound area within 24 hours 52. Unfortunately, the report did not test the ability of these 

animals to heal their skin following a second wounding event and it did not look at whether the 

panniculosus carnosus, which is essential for wound contraction in loose skin animals, was 

regenerated at the wound sites 52.      

As in any animal model, the mouse has its limitations when comparing its skin wound 

healing ability. Differences in the skin biology between mice and humans preclude the mouse 

from being the perfect model to mimic wound healing in humans (despite the incredible tool set 



 

45 

available for this model). One of the problems encountered when comparing wound healing 

between mice and humans is the fact that mice (and spiny mice) are loose skin animals and 

humans are tight skin 244,252. Loose skin animals heal mainly by wound contraction with the 

panniculosus carnosus which is absent in humans. Tight skin animals on the other hand heal 

mostly by re-epithelialization over the accumulated granulation tissue. This granulation tissue 

arises following an inflammation phase that will see various cytokines being activated, which 

will recruit macrophages and neutrophils in the wound bed 243. Many technical approaches were 

developed using ring stents, flaps, pressure and mechanical load models to bring the mouse 

loose skin model as close as possible to the human tight skin  to circumvent the problems arising 

from loose skin and to improve its use as an experimental model system for wound healing 

studies253. 

2.3.5.2 Pig Model: 

In an attempt to find an alternate solution to the problems encountered with loose skin 

animals, researchers introduced the pig model. The Yorkshire pig was the first to be introduced 

because of the high resemblance of its skin with that of humans. Pigs are tight skin animals that 

heal their skin wounds by scarring. The organisation of pig skin is almost identical to that of 

humans 40. There is also the red Duroc pig that mimics hypertrophic scarring in humans 254. The 

main advantages of the pig models as compared to the mice are: 1- they are tight skin as 

mentioned above; 2- they heal by re-epithelialization over the accumulated granulation tissue 

following an inflammation phase; and 3- their larger size allows multiple wounds to be 

administered on a single animal allowing experimenters to test different types of wounds or 

dressings. Since the pig is phylogenetically close to humans (figure 1) most of the antibodies 

that have been raised against human proteins cross-react with the pigs. In addition, the pig 

represents an interesting model in terms of pharmacokinetics studies and drug testing 255,256. 

There are of course some disadvantages of using pigs when compared to mice. The first being 

the cost of the animals, and second the fact that we cannot perform any genetic manipulations. 

2.3.5.3 Animal Models for scarless wound healing: 

So far we have described animal models that aim to mimic or reproduce as close as 

possible the wound healing process observed in humans, scar and all. These models are 
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important and essential to understand what leads to scar formation. However these models may 

not provide direct insight into how to achieve a scarless wound healing, which would represent 

a tremendous benefit to patients. Once again, researchers turn to animal models to gain insight 

and understanding on how scarless wound healing and/or skin regeneration can be achieved. 

Nature has succeeded almost always in providing models to resolve most questions for which 

scientists seek answers and scarless wound healing/regeneration is no exception. Research done 

on mammalian fetal wound healing has shown that fetuses from some species (scarless wound 

healing is not a universal trait of all mammalian fetuses) can regenerate their skin if the damages 

occurred during the first trimester of gestation 257,258. This is exciting as it indicates that some 

mammals, other than the spiny mouse, can regenerate their skin even though the timeline 

corresponds to when embryonic development is not completed and may be the result of 

developmental homeostasis. Another caveat is the fact that accessing embryos to perform these 

injuries is not trivial. The mouse uterus is very small and fragile so accessing the fetuses is a 

challenge. The sheep, which is often used for fetal wound healing studies, is of a reasonable size 

for accessing the fetuses, but the cost can be in many cases prohibitive. Interestingly, 

mammalian embryos which can regenerate skin wounds do so without much inflammation 

(immune cell infiltration and cytokine production) and seem to deposit and turnover 

extracellular matrix components more rapidly than adult wounds 258. 

2.3.5.4 Axolotl as a Model for scarless wound healing: 

The availability of an animal model capable of scarless wound healing or skin 

regeneration at an adult stage could allow scientists to identify the cellular and molecular 

mechanisms regulating organogenesis in a fully developed and mature setting. Such animals do 

indeed exist in nature. For example, many invertebrates can regenerate whole body segments if 

cut in half (planarians and echinoderms). There is also a group of vertebrates which can 

regenerate whole limbs, tail, internal organs and heal skin wounds perfectly without the 

appearance of any scar tissue. These animals are the urodele amphibians (i.e. salamanders). The 

most widely used urodeles are the axolotl (also known as the Mexican salamander) and the newt. 

These animals can regenerate all of their appendages perfectly following amputation (figure 2) 

259,260. Genomic studies have consistently shown that developmentally important genes are 

strongly conserved across vast evolutionary distances. Much of what we know of vertebrate 
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development and molecular genetics has been derived from studies on the Drosophila 

melanogaster and Caenorhabditis elegans. Therefore, it is not unreasonable to expect that the 

same genes involved in the regeneration of amphibian tissues are conserved in humans, though 

their activity may be either suppressed or neutralized by inhibitory factors in humans or 

enhanced in amphibians. Thus, based on the knowledge that genes and their functions are highly 

conserved between species, using the axolotl, aimed at uncovering the mechanisms leading to 

perfect tissue regeneration, is justified. Interestingly, salamanders are tight skinned like humans 

and are long lived (over 10 years in captivity) which provides the possibility of following the 

impact of a treatment on the health of the animal over many years, if desired. These animals 

have been used extensively for epimorphic regeneration studies as they represent the only 

vertebrates capable of regenerating highly complex structures (e.g. a complete limb including 

the bones, nerves, muscle and skin) following amputation. Other vertebrates such as the 

zebrafish are also used for regeneration studies as they can regenerate the extremities of their 

fin rays quite well and they are amenable to genetic screening (zebrafish are also used 

extensively for developmental genetics studies also because of the ability to perform genetic 

screens, see http://zfin.org/ for more details). However, teleost fish, such as the zebrafish, are 

not capable of regenerating their fins if amputated proximal to the basal articulations of the rays 

261 and no report has ever been published on their ability to heal skin wounds as adults. Axolotls 

are not highly amenable for genetic screening but there are more and more tools now available 

to perform research of a mechanistic nature in these animals. Transgenic axolotls have been 

generated with constitutive 63 and inducible promoters 262 and specific microarrays are available 

for assessing the expression of thousands of genes263. In addition, since axolotls are normally 

aquatic salamanders, one can use the ever growing number of commercially available signaling 

pathway agonists and antagonists simply by adding them to the water to test the importance or 

role of various proteins on development and regeneration 264,265. 

http://zfin.org/
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Figure 9. Figure 2: Axolotl can regenerate after injury or amputation throughout the 

animal’s life 

Mature wild-type axolotl ∽5 years of age (25-cm total length). External gills (#1) can be noticed, 

as this species of salamander remains aquatic for its entire life. The different numbers depict 

structures that can regenerate after injury or amputation throughout the animal’s life: 1, gills; 2, 

parts of the brain can regenerate; 3, jaws; 4, apex of the heart; 5, limbs, both fore- and hindlimbs, 

can regenerate when amputated distally or proximally; 6, the skin and some internal organs such 

as parts of the intestine and pancreas; 7, the tail and the spinal cord, whether transected, crushed, 

or even if a segment is removed. Color images available online at www .liebertpub.com/wound 
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As the theme of the current issue of the journal is centered on wound healing and 

Transforming Growth Factor β (TGF-β) action, the remainder of the present review will focus 

on wound healing and skin regeneration in the axolotls with an emphasis on what is known 

about the role of TGF-β in this organism. For those interested more about limb regeneration, we 

suggest the following review articles 259,266,267. As mentioned previously, humans are tight 

skinned animals and finding a model organism that is also tight skinned presents some 

advantages when considering mechanisms of cell migration during wound healing and wound 

closure. We were the first group to publish an article that examined how skin wound healing in 

axolotls proceeds 137. This study confirmed that axolotls do indeed heal full thickness excisional 

skin wounds in a scarless manner. Re-epithelialisation was very rapid with keratinocytes 

covering a 1.5 mm in diameter wound in 8 hours, although this layer was not attached to the 

underlying muscles 137. Incisional wounds were assessed but since axolotls are so efficient at 

healing and regeneration, it was almost impossible to survey the healing process for such a type 

of wound 137. A time course study of 90 days was performed to assess whether skin regeneration 

in axolotls was perfect with all the components of the skin, including the basal lamina, were 

reconstituted to their original state. The epidermal layer of the skin was returned to normal in 

less than 45 days, except for the basal lamina which was not fully reconstituted yet 137. By 90 

days post-wounding, it was not possible to distinguish between injured and intact skin. 

TGF-β1 has been implicated in wound healing in mammals 41 and we also demonstrated 

that it was expressed during the initial phases of limb regeneration in the axolotl at the time 

when epidermal cells migrate to cover the stump wound in the first 24 hours 264. In a previous 

review article, we highlighted the differences and similarities between the different phases of 

limb regeneration (limb regeneration can be divided in two main phases: a preparation phase 

and a redevelopment phase) and limb development 259. We also took our analysis a step further 

and compared it to the initial phases of wound healing and noted that many events observed 

during the early phase of limb regeneration following amputation, like the formation of a blood 

clot, wound epithelium formation and extracellular matrix remodelling, are similar to events 

occurring in skin wound healing in mammals 259. Normal wound healing in mammals is marked 

by a rapid recruitment of neutrophils at the wound site 268. Axolotls and newts, however display 

a somewhat reduced immune response and almost no inflammation following amputation 107. 
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This is similar to the immune response observed in mammalian fetal wound healing which also 

heals perfectly 257,258. This prompted us to look at the presence of neutrophils at various time 

points following wounding. There were almost no neutrophils or very little considering the size 

of the wound 137. This was in line with the Ziegels’ observations that very few macrophages 

were present at 6 hours post-wounding 194. Macrophages are normally recruited to the wound 

site after neutrophils. Interestingly, we observed that in the axolotl, epidermal cells start to 

migrate over the open wound as early as 1 hour post-wounding with almost no neutrophils in 

the area 137 which contrasts with observations in mammals where neutrophils are recruited to 

the wound site immediately following injury and are present for a period of time before 

epidermal cells start to migrate over the wound. These experiments raised the question whether 

axolotls are capable of forming scar tissue at all. To answer this question, we took advantage of 

the fibrogenic potential of bleomycin and injected it subcutaneously to induce fibrosis in 

axolotls. We were able to demonstrate that indeed axolotls can produce scar tissue, although this 

scar tissue was devoid of collagen and consisted mostly of fibronectin 137. In order to obtain a 

better understanding of the initial molecular events that unfold during skin wound healing in 

axolotls versus mammalian models, the expression of 4 genes known to be expressed early in 

wound healing was determined. TGF-β1, Krox-24, Msx-1 and Hsp-70 were selected because 

they had been shown to be activated early in normal wound healing in mammals 86,269-271. Figure 

3 shows the expression of the aforementioned genes at early time points post-wounding in the 

axolotl skin. The pattern of gene expression observed in the axolotl skin was similar to that 

reported in the mammalian skin, with a somewhat faster time course. The expression of TGF-

β1 was in the wound itself, as expected, and peaked around 6 hours post-wounding. The 

expression of Krox-24 started around the edge of the wound very early (as early as 2 hours post-

wounding), again very similar to what has been reported in mice wounds, then its expression 

became restricted to the wound site by 6 hours post-wounding, and finally was almost 

undetectable by 24 hours. Msx-1 had a similar pattern of expression to TGF-β1 with a peak at 

6 hours in the wound site and still some expression by 24 hours. Finally, Hsp-70 expression was 

similar to Krox-24 at the 2 hour time point and then was more like TGF-β1 and Msx-1 by 24 

hours. One of the roles of TGF-β1 in scarring is associated with its ability to induce the 

expression of alpha-smooth muscle actin (α-sma) in fibroblasts, facilitating their differentiation 

into myofibroblasts 272. Myofibroblasts are thought to be the cells responsible for the production 
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of collagen bundles in mammalian wounds, leading to scarring. Since TGF-β1 was expressed in 

axolotl wound healing, we also examined the expression of α-sma at various time points in 

excisional wounds in the axolotl, but found it to be absent 137. This was later confirmed by the 

group of Maden at the University of Florida in Gainesville who also studied the ability of 

axolotls to heal their wounds and found no evidence of α-sma expression 55. They also 

determined that collagen type III was expressed early during wound healing and that type I 

collagen appeared later at the end of the healing process 55 which is similar to the collagen 

expression pattern observed during fetal wound healing 258.  As mentioned earlier, we 

demonstrated in a previous study that TGF-β signaling is essential for limb regeneration to 

proceed normally in axolotls 264. We also demonstrated in that study that the TGF-β signaling 

machinery (e.g. receptors type I and type II) was functional and that axolotl cells responded to 

TGF-β1 by upregulating the expression of Smad3 responsive genes (e.g. plasminogen activator 

inhibitor-I) 264. In fact, multiple studies have shown that TGF-β signaling is required for tissue 

regeneration in various animal models: Xenopus laevis, zebrafish and even invertebrates 

Antedon mediterranea 42,83,273. The other TGF-β isoforms were either not regulated (TGF-β2, S 

Roy unpublished data) or not detectable (TGF-β3 was undetectable by polymerase chain 

reaction amplification or western blotting with various antibodies against this isoform, S Roy 

unpublished data) in axolotl regenerating tissues.  
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Figure 10. Figure 2: Whole-mount in situ hybridization of wound healing genes 

Whole-mount in situ hybridization on axolotl full-thickness excisional skin wounds was 

performed to look at the expression of four different genes known to be expressed early in 

mammalian wounds. An early time course for the expression of TGF-b1, Krox-24, Msx-1, and 

Hsp-70 shows the expression of the messenger RNA (view is from the above the wounds). 

Dotted circles indicate the area of skin that was removed for the wounds with the dorsal side on 

top for each panel. The expression of each gene is shown at 30 min, 2, 6, and 24 h postwounding 

(the expression appears in dark around the circle). The wounds were done on the side of the tail 

at the midlevel with a 1.5-mm punch to excise a full-thickness piece of skin. Technical details 

for whole-mount in situ hybridization can be found in Monaghan et al. (2009). Color images 

available online at www.liebertpub.com/wound  

http://www.liebertpub.com/wound
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The fact that axolotls are normally neotenic (i.e. they remain aquatic and do not metamorphose 

into a land dwelling salamander unless exposed to thyroxin) has often raised the question of 

whether or not their ability to regenerate was due to their unique nature. The ability of axolotls 

to regenerate limbs independently of their metamorphic state has been demonstrated over 3 

decades ago 274. These experiments also demonstrate that regeneration is not dependent on an 

aquatic environment as once metamorphosis is complete axolotls are terrestrial and they still 

regenerate 274,275. More recently, Maden’s group, in their skin wound healing study, specifically 

addressed this point by inducing metamorphosis of adult axolotls and assessing skin 

regeneration/scar free healing in paedomorphic versus metamorphic animals 55. Their findings 

clearly demonstrate that metamorphosis does not affect wound healing in axolotls and therefore 

supports the argument that axolotl regeneration is not a neotenic dependent process unlike limb 

and tail regeneration in anurans (i.e. frogs) which occurs only prior to metamorphosis 276. Some 

anurans, however, can still regenerate their skin after metamorphosis which may indicate that 

limb regeneration is somehow affected more by metamorphosis than scarless wound healing 277. 

Finally, Maden’s group also showed that the immune response following full thickness skin 

excision is not changed significantly in paedomorphic versus metamorphic animals and remains 

relatively modest compared to what is observed in mammals.  

There is no doubt the axolotl itself, as an animal model, is interesting because of its 

extraordinary regenerative capacities. In addition, a recent study by Menger and colleagues 

suggest that this regenerative capacity may partly be due to the axolotl genes themselves. They 

examined whether the epidermal lipoxygenase, a gene important for wound healing in 

mammals, of axolotl could influence wound closure in mammalian cells 278. They compared the 

ability of axolotl versus human lipoxygenase to influence wound closure using scratch assays 

with different mammalian cell lines. They found that the axolotl lipoxygenase was much more 

efficient than human lipoxygenase in promoting wound closure in these in vitro assays 278. This 

finding may not be generalized for all axolotl genes as we have shown in a previous study that 

the axolotl p53 protein had no activity at 37˚ C in human cells 265. However, it remains 

interesting that some axolotl genes known to be important for normal wound healing are more 

efficient in their actions than their mammalian counterparts. Understanding what makes these 
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axolotl genes perform better could provide insights for developing drugs or therapies to improve 

wound healing. 

Scarless wound healing and/or skin regeneration in axolotl shares many striking points 

of resemblance with the only adult mammalian tissue capable of nearly perfect scarless wound 

healing: the oral mucosa. The oral mucosa, like limb regeneration and scarless wound repair in 

axolotls, displays a limited immune response with few neutrophils invading the wound site 279. 

It is interesting that wound healing occurs with a mild inflammatory response in an environment 

rich in bacteria such as the oral cavity. Again, TGF-β signaling is important during mammalian 

oral wound healing 28 as in limb regeneration in axolotls 264. Although human oral wounds do 

not completely regenerate or heal perfectly, their level and quality of healing observed after 

extensive surgery is quite amazing considering the tissue damage resulting from these surgeries 

(see figure 4). 
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Figure 11. Figure 4: Wound healing after oral surgery in human 

(a) Lower jaw of a 62-year-old male patient at the day of oral surgery. Silk sutures (black) were 

placed to close the large incisional wound created to the oral and gingival tissues for the removal 

of four teeth, insertion of two dental implants, and placement of bone grafts. The same surgical 

area is shown at (b) 2 weeks and (c) 4 months postoperatively. No scar tissue was clinically 

observed. (d) Insertion of a free keratinoconjuntival graft tissue (to augment the lack of 

keratinized tissue at future implant site). The same surgical area is shown at (e) 2 weeks and (f) 

3 months postoperatively. The amount of postoperative scarring is low, considering the extent 

of the surgical procedure compared to a similar type of skin-grafting surgery. Color images 

available online at www.liebertpub.com/wound 

 

  

http://www.liebertpub.com/wound
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2.3.6 Conclusion 

The axolotl, with its regenerative capacity, offers a unique model to analyse the potential 

interactions between signaling pathways modulating the regenerative process in vertebrates. The 

complexity of the regenerative process (wound healing, dedifferentiation, proliferation, 

extracellular matrix remodelling and pattern formation) is such that it likely results from the 

convergence of multiple pathways leading towards tissue replacement. In addition, an attenuated 

immune response seems to correlate with scarless wound healing in mammals and amphibians 

107,257,258 and could be essential for regeneration. A better understanding of the process and 

hierarchal cascade of gene expression controlling cellular activity following amputation or 

injury in axolotls will yield important knowledge that may lead to the identification of genes or 

proteins that represent good targets for therapeutic intervention to improve tissue repair in 

mammals.  

 

2.3.7 Take home message 

Basic Science: 

Various animal models are needed to help us understand the difference between scarring and 

regeneration. 

Each model has advantages and disadvantages (tight and loose skin; genetic manipulations or 

lack of). 

Evolutionary conservation of gene function allows us to study animals from divergent 

phylogenetic ancestry and transfer what is learnt from one group to another. 

TGF-β signaling is involved in both scarring and regeneration which highlights the complexity 

of biological systems and their signaling pathways. 

The axolotl, even though it is a urodele amphibian, offers many advantages to identify the 

signals involved in tissue regeneration. 
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Relevance to clinical science: 

Oral wound healing in humans is in many ways similar to regeneration in axolotls: low 

inflammation and minimal scarring. 

Identification of genes or pathways responsible for regeneration in vertebrates such as axolotls 

will provide targets for the development of therapeutic applications. 
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2.3.10 Mises à jour 

Depuis la publication de cet article, certaines avancées scientifiques nous ont permis de 

mieux comprendre la guérison parfaite dans certains modèles.  

Les avancées techniques pour le modèle du poisson zèbre le rende très versatile. Il est 

maintenant possible de faire une délétion génétique ou une surexpression de manière tissue 
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spécifique dans le poisson zèbre 280. La souris demeure cependant le seul modèle de mammifère 

où toutes ces techniques sont disponibles. 

Les nageoires de plusieurs poissons téléostéens (dont le poisson zèbre et les carpes) sont 

capables de régénérer. Ces poissons peuvent aussi régénérer suite à une amputation de la queue 

mais cette régénération est imparfaite puisque la marge arrière de la queue n’est pas définie 46.  

La guérison de la peau chez le poisson zébre a été spécifiquement étudiée par le groupe 

de Hammerschmidt. La guérison est parfaite et régulée par les TGF-β, les Rho kinase et les JNK 

kinases 48,49. 

Une étude récente montre que les axolotls post-métamorphiques ne régénèrent pas 

parfaitement et régénèrent plus lentement comparativement aux axolotls néoténiques 281. Young 

et al. 274,282 avaient déjà publié des observations similaires concernant un ralentissement mais 

ils n’ont pas observé de problème de régénération chez les axolotls post-métamorphiques. En 

ce qui a trait à la guérison de la peau, elle est parfaite dans les deux cas mais plus lente pour les 

axolotls post-métamorphiques 55.  
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3.1 Mise en contexte 

Chez l’humain, la guérison n’est jamais parfaite, mais elle s’opère mieux dans certaines 

circonstances. Nous avons déjà montré que la guérison des épithéliums buccaux s’opère avec 

peu de cicatrisation, même chez des patients âgés. Nous avons aussi montré que la signalisation 

des TGF-β est intimement liée à la guérison de plaies chez l’humain et chez les autres vertébrés, 

comme l’axolotl. Il semble toutefois que cette voie de signalisation soit responsable de 

processus aux antipodes ; la cicatrisation associée à une perte de fonction de l’organe visé et la 

guérison parfaite qui mène à une restauration de l’organe et de sa fonction. La voie canonique 

comprend des acteurs intracellulaires qui pourraient être responsables de cette diversité de 

réponse. En effet, les deux protéines activées par le récepteur des TGF-β de type I (ALK5), 

Smad2 et Smad3, sont connus pour différents rôles. Smad3 est associé à la cicatrisation 

(expression de collagènes et de α-SMA) alors que Smad2 est associée à la prolifération, à la 

migration, et à l’état de différenciation des cellules. L’axolotl est capable de guérir parfaitement 

et de régénérer des organes perdus sans cicatrisation en permettant la formation d’une structure 

nommée blastème (amas de cellules dédifférenciées). La seconde publication montre, pour la 

première fois dans un modèle in vivo en régénération, un rôle différent pour Smad2 et Smad3. 

L’activation de Smad2 est essentielle pour le processus alors que l’activation de Smad3 n’est 

pas nécessaire et est même réduite. Ceci pourrait expliquer, en partie, pourquoi ces animaux ne 

cicatrisent pas.     
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3.3 Texte de l’article - Activation of Smad2 but not Smad3 is 

required to mediate TGF-β signaling during axolotl limb 

regeneration 

 

3.3.1 Abstract 

Axolotls are unique among vertebrates in their ability to regenerate tissues, such as 

limbs, tail and skin. The axolotl limb is the most studied regenerating structure. The process is 

well characterized morphologically; however, it is not well understood at the molecular level. 

We demonstrate that TGF-β1 is highly upregulated during regeneration and that TGF-β 

signaling is necessary for the regenerative process. We show that the basement membrane is not 

prematurely formed in animals treated with the TGF-β antagonist SB-431542. More 

importantly, Smad2 and Smad3 are differentially regulated post-translationally during the 

preparation phase of limb regeneration. Using specific antagonists for Smad2 and Smad3 we 

demonstrate that Smad2 is responsible for the action of TGF-β during regeneration, whereas 

Smad3 is not required. Smad2 target genes (Mmp2 and Mmp9) are inhibited in SB-431542-

treated limbs, whereas non-canonical TGF-β targets (e.g. Mmp13) are unaffected. This is the 

first study to show that Smad2 and Smad3 are differentially regulated during regeneration and 

places Smad2 at the heart of TGF-β signaling supporting the regenerative process. 

 

3.3.2 Introduction 

The capacity to regenerate complex tissues and organs as adults is a process exhibited 

by few vertebrates. In fact, urodeles (e.g. axolotls and newts) are the only tetrapods that can 

regenerate multiple tissues throughout their life. The urodele limb represents an ideal structure 

for understanding the signals modulating the process of epimorphic regeneration in vertebrates. 

The stages of limb regeneration are well characterized 68,283 and animals tolerate the surgery 

extremely well. Limb regeneration represents a highly orchestrated series of cellular and 

molecular events that control cellular migration and proliferation, as well as the initial wound 
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healing phase. The process is often subdivided into two general phases: (1) a preparation phase 

immediately following amputation, comprising wound epithelium formation, cellular 

dedifferentiation, migration and proliferation giving rise to the blastema; and (2) a 

redevelopment phase, which is generally considered to initiate around the late bud stage of 

blastemal formation and corresponds to when regeneration becomes nerve independent, cellular 

redifferentiation starts in parallel with pattern formation and cells stop proliferating 67,68,75. The 

preparation phase of limb regeneration shares similarities with mammalian wound healing 

during the first 48-72 h post-amputation/wounding 29,78. Both are characterized by the migration 

of epidermal cells to cover the wound, the upregulation of extracellular matrix (ECM) 

remodeling proteins, the appearance of some inflammatory markers and the activation of dermal 

fibroblasts to migrate under the wound epithelium Yang and Bryant 99,100,112,284.To understand 

how axolotls can regenerate lost body parts, it is important to determine which specific 

molecular pathways of the normal wound healing response observed in non-regenerating models 

are present in this regenerating organism. It is also important to determine the regulation and 

function of the different components of such pathways in a situation of complete regeneration. 

A previous study demonstrated that the level of Tgf-β1 mRNA was upregulated early following 

amputation (already upregulated at 6 h) and that expression remained high until early bud stage, 

when it returned to normal 264. In that same study, SB-431542, which is a chemical antagonist 

of TGF-β receptor type I (TβR-I) 285, was used to specifically inhibit TGF-β signaling. This 

demonstrated, for the first time, that TGF-β signaling is necessary for the cellular proliferation 

that gives rise to the blastema and limb regeneration. TGF-β signaling is important during 

development, wound healing, bone fracture healing and in compensatory liver hyperplasia 

following partial hepatectomy 80,286-288. Interestingly, TGF-β1 has also been shown to regulate 

matrix metalloproteinases (MMPs), tissue inhibitors of MMPs (TIMPs) 289-291 and fibronectin 

in several species, including axolotls 264,292. The Smad transcription factors represent the major 

intracellular mediators of TGF-β superfamily signaling. There are eight Smads in mammals 

(Smad1-8) responsible for transmitting the TGF-β superfamily response fromthe cell surface 

receptors to the nucleus 293-296. Smads are divided into three types: receptor Smads (R-Smads), 

which are phosphorylated by TβR-I; co-Smad (Smad4), which heterodimerizes with R-Smads 

to induce transcription; and inhibitory Smads (I-Smads), which block the phosphorylation of R-

Smads. TGF-βs and BMPs utilize different subsets of cell surface receptors aswell as different 
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Smads to transmit their signals. The TGF-β isoforms 1-3 signal via R-Smads 2 and 3 and are 

negatively controlled by I-Smad7. Canonical TGF-β signaling involves the phosphorylation of 

two serines in the Cterminus of both Smad2 and Smad3 by TβR-I 8,297. BMPs signal via R-

Smads 1, 5 and 8 and are negatively controlled by I-Smad6. Smad4 is the co-Smad for all the 

R-Smads and is used for TGF-β and BMPs. There are also noncanonical TGF-β signaling 

pathways that are mediated via the mitogen-activated protein kinases, such as p38 and Jun-k, 

and phosphatidylinositol-3-kinase/Akt 233,236. Limb regeneration shares many similarities with 

limb development, including the interaction of epithelial and mesenchymal cells 298. This 

interaction requires the absence of a basement membrane between these two cell types, at least 

during the initial stages of regeneration. During limb regeneration, Neufeld and co-workers 

showed that the basement membrane was not re-established early during the regenerative 

process, allowing interactions between epithelial and mesenchymal cells 299,300. The idea that 

blocking TGF-β signaling leads to the premature establishment of the basal membrane, thereby 

preventing the wound epithelium from being permissive, is the first thing thatwe assessed in the 

present study. Also, in order to determine how TGF-β controls limb regeneration, a better 

understanding of the intracellular components of the pathway is needed. Various Smad knockout 

(KO) mice have been generated: Smad2 and Smad4 KOs were lethal, whereas the Smad3 KO 

was viable 100,190,301-305. The phenotype of Smad3 KO mice was interesting in multiple ways: (1) 

mice were viable and relatively normal 306; (2) the TGF-β responsewas somewhat amplified in 

fibroblasts, which is contrary to what onewould expect for an R-SmadKO 154; (3) they displayed 

improved wound healing capacities for various types of injury, which were marked by an 

increased rate of re-epithelialization and significantly reduced scarring 38,307,308; and (4) they had 

less inflammation following skin wounding 38,100,309(Ashcroft et al., 1999; Yang et al., 1999b; 

Ashcroft and Roberts, 2000). All of these changes observed in the Smad3 KO mice, as compared 

with their wild-type littermates, actually display a striking resemblance to the early phases of 

regeneration in axolotls 78. This also highlights the fact that Smad2 and Smad3 play different 

roles in mediating TGF-β signaling. Smad3 is associated with scarring and the inhibition of 

proliferation, whereas Smad2 is associated with cellular migration and proliferation 138. These 

functions are not simultaneously compatible with the regenerative process. Scarring is absent 

during limb regeneration, while proliferation and cellular migration are necessary during the 

preparation phase 67,264. The present study focuses on the role of Smad2 and Smad3, as the 



 

65 

mediators of the canonical TGF-β signaling pathway, during the early phase of limb 

regeneration in axolotl. Newly available reagents made it possible to determine whether Smad2 

and Smad3 are activated during limb regeneration and to what extent their individual roles are 

important in this process. 

 

3.3.3 Results   

3.3.3.1 The basement membrane is not prematurely restored by TGF-β inhibition 

It was previously shown that cellular proliferation is blocked by the TGF-β antagonist 

SB-431542 264. The same study also showed that 7 days of treatment is enough to prevent 

regeneration, even when treatment is then stopped. However, wound closure was not noticeably 

affected. Hence, we wondered whether the basement membrane was restored prematurely in 

treated animals, thereby inhibiting signaling between the apical epithelial cap (AEC) and the 

underlying mesenchymal cells. This could explain, in part, the loss in cellular proliferation of 

mesenchymal cells observed when TGF-β signaling is blocked. In order to assess restoration of 

the basement membrane, we took advantage of Picrosirius Red staining, which is specific for 

collagens 310-312. Collagens in the basement membrane were not detectable at the amputated 

extremity 6 days post-amputation in control or treated limbs (Fig. 1B,E). To confirm the lack of 

a basement membrane under the AEC, the expression of Col IV protein, a specific marker of 

basement membrane 313, was assessed. As shown in Fig. 1C,C′,F,F′, Col IV is not present 

under the AEC site 6 days post-amputation in either controls or SB-431542-treated animals. 

Other time points (as shown in Fig. S1) demonstrated that, even as late as medium bud or palette 

stage, the basement membrane is not reformed prematurely in SB-431542 treated animals. 

Therefore, the lack of proliferation observed in SB-431542-treated limbs is not due to the 

premature formation of basement membrane. 
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¶ 

Figure 12. Figure 1: The basement membrane does not prematurely reform when TGF-

β signaling is blocked in regenerating axolotl limbs. 

 (A-C′) Control animal, DMSO treated for 6 days post-amputation. (A,B) Picrosirius Red 

staining showing normal blastema formation in brightfield view (A) and polarized light (B); 

collagen fibers light up red/orange/green. The basement membrane is not restored. (C,C′) Col 

IV (basement membrane protein) expression (red) confirms that the basement membrane is not 

restored (no Col IV is present in the regenerating portion, asterisk). DAPI (blue), showing cell 

nuclei. C′ is a magnification from C. (D-F′) Animal treated with 25 μM SB-431542 for 6 

days post-amputation. (D,E) Picrosirius Red staining showing no blastema formation (no cells 

have accumulated under the wound epidermis) in treated limb in brightfield view (D) and 

polarized light (E). The basement membrane is not restored. (F,F′) Col IV expression confirms 

that the basement membrane is not restored 6 days post-amputation under SB-431542 treatment 

(no Col IV is present in the regenerating portion, asterisk). F′ is a magnification from F. 

Composite images are shown. Arrows indicate the base of the blastema corresponding to the 

amputation site. n=5 for Picrosirius Red staining; n=3 for Col IV immunofluorescence. Scale 

bars: 200 μm in A,D; 90 μm in C′,F′. 
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3.3.3.2 Cloning of Smad2, Smad3 and Smad7 

Since TGF-β signaling is essential for regeneration and blastemal formation, regulation 

of the intracellular components of the canonical pathway was assessed. Canonical signaling 

occurs through the C-terminal phosphorylation of serine residues of Smad2 and Smad3. Full-

length cDNAs were cloned for Smad2 and Smad3 (GenBank accessions KT383019 and 

KT383020), as well as a partial clone for Smad7 (see the supplementary Materials and 

Methods). Of particular interest was the C-terminal portion of Smad2 and Smad3 that contains 

the SSVS motif, which is phosphorylated twice for activation 9. The sequence identity of axolotl 

proteins compared with human is 99% (464/467 amino acids) for Smad2 and 93% (402/432 

amino acids) for Smad3, showing that these proteins are highly conserved (Figs S2 and S3) over 

a vast phylogenetic distance from urodeles to humans, spanning 370 million years 314. 

3.3.3.3 Involvement of Smads and TGF-β signaling in normal regeneration 

RT-PCR and western blotting (Smad2 and Smad3) analyses were performed to assess 

the expression of Smads and the phosphorylation of the Smad C-terminal SSVS motif during 

regeneration. Commercially available antibodies were used for all proteins except for 

phosphorylated axolotl Smad3 (p-Smad3), which was not recognized by most commercial 

antibodies. The Biorbyt S425 p-Smad3 antibody (orb222846) did cross react with the axolotl 

protein but only recognizes one phosphorylation site. An in-house mouse polyclonal antibody 

was raised against a 12 amino acid phospho-peptide identical in sequence to the last 12 amino 

acids of the axolotl p-Smad3 protein. No antibodies were found that cross-reacted against the 

axolotl Smad7 protein. The results show that Smad2, Smad3 and Smad7 do not differ 

significantly at the mRNA level during the preparation phase of limb regeneration (Fig. 2A). 

Expression of Smad2, Smad3 and Smad7 mRNA did, however, show an upregulation during 

the redevelopment phase. The timing of this upregulation correlates with an accumulation of 

cells in the regenerative process 67. Tgf-β2, Activin and Smad4 mRNA levels were not 

upregulated (data not shown). Since RT-PCR measures mRNA levels, findings may correlate 

with total protein levels but are not informative regarding potential post-translational 

modifications. Indeed, Smad2 and Smad3 are known targets for post-translational modifications 

(e.g. S-phosphorylation at the C-terminus) and these could play a role in blastema formation. 
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Western blot experiments looking at total and phosphorylated Smad proteins were conducted. 

Results show maximal expression of active TGF-β1 (12.5 kDa fragment) between 6 h and 48 h 

(Fig. 2B). Protein expression matches the mRNA expression of Tgf-β1 described previously 

(Levesque et al., 2007). Total Smad2 protein levels were reduced during the preparation phase 

but elevated during redevelopment, which correlates with the RT-PCR results (Fig. 2C). 

Phosphorylation of Smad2 was detected between 6 h and 48 h, which correspond to the time 

when mesenchymal cells migrate and begin to proliferate to give rise to the blastema. This also 

correlates with maximal expression of active TGF-β1 (Fig. 2C). Total Smad3 protein levels 

were also reduced during the preparation phase but elevated during redevelopment, correlating 

with the RT-PCR results (Fig. 2D). Phosphorylation of Smad3 was detected from 3 h to 24 h 

post-amputation (Fig. 2E-G). Phosphorylation of Smad3 occurs before phosphorylation of 

Smad2, while the wound is closing. Interestingly, detection of p-Smad3 required a very sensitive 

reagent, SignalFire Elite ECL Reagent (Cell Signaling), which is six to seven times more 

sensitive than the ECL reagent Lumi-LightPlus (Roche) used to detect p-Smad2 (data not 

shown). p-Smad3 was undetectable, or very difficult to detect, with the reagent used to detect 

p-Smad2 (Fig. 2C,E). Consequently, the level of p-Smad3 is likely to be minimal compared with 

p-Smad2 during regeneration. These differences were unlikely to be due to the antibodies used, 

as our mouse polyclonal and the Biorbyt commercial antibody yielded identical results. These 

data suggest a differential activation of Smad proteins during regeneration. 
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Figure 13. Figure 2: Expression of Smads during normal limb regeneration. 

(A) Expression of Smad2, Smad3 and Smad7 RNA relative to Gapdh, as assessed by RTPCR. 

Smads are not regulated at the RNA level during the preparation phase (0 h-96 h post-

amputation). Expression increases for all three Smads during the redevelopment phase (EB-

ED). Data show mean±s.e.m., n=3. (C-E) Western blots. (B) Expression of TGF-β1 (12.5 kDa, 

active form). Maximal expression is detected during the preparation phase between 6 h and 48 

h. (C) Smad2 and p-Smad2 (active form). Activation is maximal between 6 h and 48 h. (D) 

Expression of total Smad3 protein. Levels of Smad3 are lower during the preparation phase than 

the redevelopment phase. (E) p-Smad3 is detected early (3 h postamputation), earlier than 

observed for p-Smad2. (F) Quantification of Smad proteins (densitometric analysis from B-E) 

during regeneration. (G) Ratio of p-Smad over total Smad. Maximal activation of Smad3 occurs 

before maximal activation of Smad2. Welch’s t-test was performed to compare t=0 h with each 

time point: ***P<0.005, **P<0.01, *P<0.05, +P<0.08. Mean±s.e.m. (normalized using GAPDH, 

n=4). EB, early bud; MB, medium bud; LB, late bud; Pal, palette; ED, early differentiation  
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3.3.3.4 Inhibition of Smad2 but not Smad3 phosphorylation prevents regeneration 

Activation of Smad proteins is likely to be essential for regeneration, as treatment with 

SB-431542 prevents blastema formation and blocks regeneration 264. SB-431542 is an inhibitor 

of TGF-β signaling that acts at the receptor level, thus preventing phosphorylation of its targets 

(Smad2 and Smad3). Our results indeed show a strong inhibition (≥85%) of Smad2 

phosphorylation at 24 h post-amputation in animals treated with 25 μM SB-431542 (Fig. 3B,D). 

Phosphorylation of Smad3 at 3 h post-amputation is also inhibited (≥53%) when animals are 

treated with 25 μM SB-431542 (Fig. 3A,C). Hence, we took advantage of a second inhibitor, 

SIS3, which is specific to Smad3 phosphorylation. Animals were treated with 4 μM, 3 μM and 

2 μM SIS3 for 35 days. Results show that inhibiting Smad3 phosphorylation does not prevent 

regeneration. All animals treated with 4 μM SIS3 died before the end of treatment; however, 

they all showed a perfectly normal blastema, as in the size-matched controls (data not shown). 

Half of the animals treated with 3 μM SIS3 died after 20 days of treatment, but again showed 

blastemas similar to those of control animals at the time of death. Animals that survived the 35-

day treatment regenerated their limbs to near perfection, with only a few carpal elements missing 

in some of the limbs (three of four limbs analyzed were missing one or two carpal elements) 

(Fig. 3G,J). No delays in limb regeneration were observed in animals treated with 2 μM SIS3 

(100% survival rate; five out of eight limbs analyzed showed one or two missing carpal 

elements) (Fig. 3F,I). Nevertheless, p-Smad3 was diminished by more than 46% with SIS3 

treatment, as assessed by western blot analysis (Fig. 3C). Smad2 phosphorylation was 

unaffected by SIS3 treatment, whereas it was greatly inhibited following SB-431542 treatment 

(Fig. 3D). In addition, a third inhibitor of Smad3, Naringenin, was tested to see whether it would 

have the same effects as SIS3.We selected the highest dose that did not affect the health and 

growth of animals when treated daily for 35 days (data not shown). When treated with 35 μM 

Naringenin, animals regenerated perfectly. p-Smad3, measured 6 h postamputation, was 

reduced by 51%, whereas p-Smad2 levels were not reduced by Naringenin treatment (data not 

shown). 

In order to clarify further the role of Smad3 in the regenerative process, we performed 

electroporation of wild-type and a phosphomimetic axolotl Smad3 in vivo. We did not observe 

any scarring or any effect on the regeneration process (data not shown). However, the GFP 
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tracer rapidly disappeared when axolotl Smad3 was co-electroporated. We performed TUNEL 

assays and observed increased numbers of apoptotic cells (Figs S4 and S5), which would explain 

the disappearance of the tracer and the lack of a phenotype, since cells overexpressing Smad3 

are eliminated via apoptosis. Since limb regeneration is a complex process involving multiple 

cell types, we performed immunofluorescence analyses to visualize the cells that exhibit p-

Smad2 and p-Smad3 during regeneration. p-Smad2 can be observed in epithelial cells and in 

mesenchymal cells underneath the wound epithelium in control limbs (Fig. 4B,B′; see Fig. S6 

for additional time points). In SB-431542-treated limbs, p-Smad2 is very limited (Fig. 4D,D′

,E, Fig. S6). Phosphorylation of Smad3 occurs mostly in epithelial cells and is enriched in the 

wound epithelium (Fig. 5B,B′; see Fig. S7 for additional time point). In SIS3-treated limbs, 

most cells are negative for p-Smad3 owing to a decrease in p-Smad3-positive cells of over 85% 

(Fig. 5D,D′,E, Fig. S7). The immunofluorescence results for p-Smad2 and p-Smad3 

corresponded exactly to those obtained by western blot analysis, in that no immunofluorescence 

signal was detected at medium bud or palette stage for either protein with or without SB-431542 

treatment (see Fig. S8). All observations thus far indicate that p-Smad2 is crucial for blastema 

formation, whereas p-Smad3 is less important and its inhibition does not affect regeneration. 

This further suggests differential roles of Smad proteins during regeneration. 
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Figure 14. Figure 3: Inhibition of Smad3 phosphorylation has minimal effect on limb 

regeneration. 

(A,B)Western blot. Animals were treated with 25 μM SB-431542, 2 μM SIS3, or DMSO as 

control. (A) Proteins were harvested 3 h post-amputation. Blot shows that p-Smad3 is reduced 

in SB-431542 and in SIS3 treatment conditions. (B) Proteins were harvested 24 h post-

amputation. Smad2 phosphorylation is blocked at 24 h post-amputation by SB-431542 treatment 

only. (C) Quantification (from A) shows significant differences between DMSO and inhibitors 

(SIS3 and SB-431542) for p-Smad3 levels. (D) Quantification (from B) shows a significant 

difference between DMSO and SB-431542 but not SIS3 for p-Smad2 levels. (E-J) Ongoing 

SIS3 treatments with (E,H) DMSO control, (F,I) 2 μM SIS3 or (G,J) 3 μM SIS3 for 35 days. No 

differences can be observed in brightfield (E-G) and only minor differences can be discerned 

after Victoria Blue staining in SIS3-treated limbs (missing carpal or phalange in some limbs) 

(J).Welch’s t-test was performed to compare protein phosphorylation under different conditions 

at 3 h and 24 h: **P<0.01, *P<0.05. Mean±s.e.m. (normalized using GAPDH, n=3). 
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Figure 15. Figure 4: SB-431542 prevents phosphorylation of Smad2 in regenerating 

limbs. 

(A-B′) Control animal treated for 24 h post-amputation with DMSO. (A) Hematoxylin and 

Eosin staining, brightfield image. (B) Nuclei staining (DAPI, blue) overlaid with 

immunofluorescence of p-Smad2 (red) shows Smad2 phosphorylation in most cells of the 

wound epithelium and in some underlying mesenchymal cells. (B′) Magnified view from B in 

the region of the asterisk. Phosphorylated proteins are often seen in the nucleus (pink, examples 

indicated with arrows). (C-D′) Animal treated for 24 h post-amputation with 25 μM SB-

431542. (C) Hematoxylin and Eosin staining, brightfield image. (D) Overlay of DAPI and p-

Smad2 immunofluorescence shows very few p-Smad2-positive cells when treated with SB-

431542. (D′) Magnified view from D in the region of the asterisk. Composite images are 

shown in A-D. (E) Quantification (%) of cells positive for nuclear p-Smad2. Error bars indicate 

s.e.m. Welch’s t-test was performed to compare protein phosphorylation levels: *P<0.05 (n=5). 

Scale bars: 200 μm in A,C; 50 μm in B′,D′.  
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Figure 16. Figure 5: SIS3 treatment reduces p-Smad3 in regenerating limbs.  

(A-B′) Control animal treated for 6 h post-amputation with DMSO. (A) Hematoxylin and 

Eosin staining, brightfield image. (B) Overlay of nuclei staining (DAPI, blue) and p-Smad3 

immunofluorescence (red) shows Smad3 phosphorylation in cells of the wound epithelium. (B

′) Magnified view from B in the region of the asterisk, showing that p-Smad3 is often seen in 

the nucleus (pink, examples indicated by arrows). (C-D′) Animal treated for 6 h post-

amputation with 5 μMSIS3. (C) Hematoxylin and Eosin staining, brightfield image. (D) Overlay 

of nuclei staining (DAPI, blue) and p-Smad3 immunofluorescence (red) shows reduced Smad3 

phosphorylation. (D′) Magnified view (in the region of the asterisk in D) showing that p-

Smad3 signal is not localized in the nucleus (arrow). Composite images are shown in A-D. (E) 

Quantification (%) of cells positive for nuclear p-Smad3. Error bars indicate s.e.m. Welch’s t-

test was performed to compare protein phosphorylation levels: *P<0.05 (n=3). Scale bars: 300 

μm in A,C; 60 μm in B′,D′. 
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3.3.3.5 TGF-β target MMPs are affected by SB-431542, whereas nontarget MMPs are 

not 

TGF-β controls a variety of targets, including genes responsible for matrix remodeling. 

In wound healing, matrix remodeling is an important mechanism in promoting cell migration 

and cell proliferation. Cell migration has not been assessed in SB-431542 treated limbs, but 

cellular proliferation is greatly reduced. In addition, in limbs treated with SB-431542 we do not 

see any cell accumulation under the wound epithelium that could result from either a lack of 

migration and/or proliferation (Fig. 1D). Therefore, we performed RT-PCR experiments to 

assess the effects of SB-431542 treatment on the expression of TGF-β1 target MMPs and 

compare them with other MMPs that are known not to be targets of TGF-β1. Mmp2 and Mmp9 

are known targets of TGF-β. Their expression is augmented in cancer models 157 and during 

regeneration 99,100. When treated with SB-431542, the expression of these two MMPs is 

diminished (Fig. 6A,B). This could in part explain the lack of cellular migration and 

proliferation observed in SB-431542 treated limbs. The expression of otherMMPs (Mmp13 and 

Mmp14) that are not TGF-β1 targets was not affected by this treatment, at least not to the same 

extent (Fig. 6). Mmp14 was reduced slightly after 5 days of SB-431542 treatment, which is 

likely to be the result of indirect effects of TGF-β1 inhibition via p38 and Erk, since this MMP 

is not a canonical target of TGF-β 315,316. 
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Figure 17. Figure 6: SB-431542 treatment reduces expression of canonical TGF-β 
target MMPs.  

Animals were treated for 5 days post-amputation. (A) RT-PCR results. Animals were treated 

with DMSO (blue) or 25 μM SB-431542 (red). TGF-β target genes (Mmp2 and Mmp9) are 

affected by SB-431542 treatment, whereas non-targets (Mmp13) are not affected or not very 

much (Mmp14). Welch’s t-test was performed to compare control and treated limbs: 

***P<0.005, ** P<0.01, *P<0.05 (n=5). Mean±s.e.m. (normalized using Gapdh). (B) Agarose 

gel showing expression of MMP genes and Gapdh after a 5-day treatment with DMSO or SB-

431542. RT–, RT-PCR control without reverse transcriptase. 
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3.3.4 Discussion  

Inhibition of TGF-β signaling with SB-431542 does not prevent wound closure but does 

prevent blastema formation (Fig. 1) 264. One possible explanation is that SB-431542 treatment 

affects signaling between the AEC and underlying mesenchymal cells. The AEC is a permissive 

epithelium 70,73,317 that is essential for the regeneration process 67. In mature limbs the basement 

membrane, which is constituted mainly of collagens, separates epithelial from mesenchymal 

cells, limiting their interactions. Following amputation, this structure is absent from the 

amputation plane and is not restored completely until the very end of the regeneration process 

299,300. Premature restoration of this structure could limit signaling between the AEC and 

mesenchymal cells, hence preventing blastema formation. Using collagen-specific histological 

staining (Picrosirius Red) and Col IV immunofluorescence we show that the basement 

membrane is not restored prematurely upon SB- 431542 treatment. Although TGF-β1 activity 

is essential for blastema formation, inhibiting its signaling does not cause premature restoration 

of the basement membrane. 

Canonical TGF-β signaling occurs via Smad2 and Smad3, which are phosphorylated by 

TGF-β type I receptor (ALK5). Recent studies have revealed functional differences between 

Smad2 and Smad3 138,154,175. Smad2 has a 30 amino acid insert in the MH1 domain that prevents 

direct DNA binding 138, whereas Smad3 binds to target sequences in the promoter of genes such 

as Smad7 172. Despite its indirect DNA binding, Smad2 is associated with cellular migration and 

proliferation, while Smad3 is known to control the production of matrix components such as 

collagens, the main ECM components implicated in fibrosis/scarring 138. The axolotl Smad2 and 

Smad3 proteins exhibit very high identity with their human homologs, indicating that domains 

of interaction and functions are conserved.  

The expression of Smad2, Smad3 and Smad7 mRNA was determined for all stages of 

regeneration. Expression of all three genes is biphasic (Fig. 2), showing low expression during 

the preparation phase and an increase during the redevelopment phase. These upregulation 

patterns during the redevelopment phase correlate with an accumulation of cells in the 

regenerative process 67.  



 

78 

Expression of TGF-β1 is maximal between 6 h and 48 h, correlating with when 

mesenchymal cells start to migrate under the AEC, the initial step leading to blastema formation. 

Normally, the presence of active TGF-β1 leads to phosphorylation of Smad proteins. Our results 

show that p-Smad2 is maximal between 6 h and 48 h, which correlates perfectly with the 

presence of active TGF-β1. Smad2 phosphorylation has been described in other regenerating 

organisms, such as Xenopus 85 and gecko 84. In both cases, p-Smad2 is associated with the 

wound epithelium. Similarly, our results show that p-Smad2 is located mostly in the wound 

epithelium. Ho and Whitman (2008) reported that p-Smad2 colocalizes with active TGF-β5 [the 

Xenopus homolog of mammalian TGFβ1 318], with maximal phosphorylation at 24 h post-

wounding. When TGF-β signaling is impaired with SB-431542, the wound epithelium fails to 

form in Xenopus and regeneration does not occur 85. In axolotl limb regeneration, a wound 

epithelium is formed following SB-431542 treatment but cellular proliferation and blastema 

formation are abrogated (Fig. 1) 264. These disparities are likely to be due to the very different 

doses of SB-431542 used: 25 μM in our study versus 100 μM in the Ho and Whitman study. 

We determined the optimum dose of SB-431542 for use in axolotl, such that regeneration is 

inhibited without preventing normal growth or affecting the health of the animal 264. If axolotls 

are treated with 100 μM SB-431542 they do not survive more than 48 h (data not shown) and 

we deemed it toxic. It is possible that Xenopus tadpoles can withstand higher doses than 

axolotls, and if axolotls could survive at such high concentrations of SB-431542 it might well 

prevent wound closure as well. Gilbert et al. (2013) reported that p-Smad2 is seen throughout 

tail regeneration in gecko, specifically in the blastema. The authors propose that activation of 

Smad2 is Activin rather than TGF-β1 related. Our PCR results indicate that Activins and Tgf-

β2 are not upregulated during axolotl limb regeneration (data not shown). Therefore, the Smad2 

phosphorylation observed in regenerating axolotl limbs is more likely to be due to TGF-β1 

activity, and the differences observed between Xenopus, geckos and axolotls are likely to be 

speciesspecific characteristics. 

Smad3 activation is associated with scarring in mammals. This function for Smad3 is 

supported by the phenotype of Smad3 KO mice 38,202. p-Smad3 has also been described in 

zebrafish heart regeneration. Activation of Smad3 via Activin/TGF-β in zebrafish heart leads to 

the formation of a transient scar that is later resolved to achieve regeneration 47. Treatment with 



 

79 

SB-431542 prevents phosphorylation of Smad3 and hence the heart regeneration process in 

zebrafish is inhibited. However, Chablais and Jazwinska (2012) did not look at p-Smad2 and 

they did not test Smad3-specific inhibitors, such as SIS3, to confirm that inhibition of heart 

regeneration was due solely to the loss of p-Smad3. In axolotl limb regeneration, scar formation 

is never observed 29,137,264. We observe low levels of p-Smad3 very early post-amputation (Figs 

2 and 5). In addition, specifically inhibiting Smad3 phosphorylation using SIS3 or Naringenin 

does not affect regeneration. Finally, overexpression of Smad3 does not impair limb 

regeneration nor does it cause scarring. This is largely due to the fact that these overexpressing 

cells are eliminated via apoptosis (Figs S4 and S5). p-Smad3 is likely to have limited activity in 

axolotl limb regeneration (it is detected at very low levels and there is no effect when inhibited) 

during the preparation phase. Our study did look at the levels of p-Smad2 in animals treated 

with SIS3 and Naringenin. The results showed clearly that these inhibitors had no effect on p-

Smad2 levels, although they significantly inhibited Smad3 phosphorylation. 

None of the aforementioned studies compared the expression and activation of Smad2 

and Smad3 47,84,85. Multiple studies have shown that these two proteins have different functions 

149,154,175. Our results show that in regenerating axolotl limbs there is a differential activation of 

Smad2 and Smad3. Smad3 is active very early and at low levels compared with p-Smad2. 

Specific inhibitors of Smad3 phosphorylation, SIS3 (50% inhibition as assessed by western blot 

and over 80% by immunofluorescence) and Naringenin, significantly reduce the level of p-

Smad3 but have no effect on regeneration. Overexpression of Smad3 does not affect 

regeneration either. p-Smad2 is correlated to the active form of TGF-β1 and is clearly inhibited 

by treatment with SB-431542. Smad2 inhibition is strongly correlated with a lack of cellular 

proliferation and the absence of blastema formation. Also, Smad7, a known Smad3 target gene, 

does not show any increase in expression at the time points when p-Smad3 is detected, 

supporting the idea that Smad3 activation is not very strong/important during the early phase of 

limb regeneration.  

TGF-β1 is known to regulate MMPs 92, which are essential during wound healing for 

matrix remodeling and proper cell migration. In normal axolotl wound healing and limb 

regeneration, the expression of MMP2 and MMP9 has been described 55,99,100. MMPs are also 

essential for regeneration, since the broad spectrum inhibitor of MMPs, GM6001, prevents 
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blastema formation and regeneration 102. We show that following treatment with the TGF-β 

inhibitor SB-431542, MMP2 and MMP9 are significantly diminished. Interestingly, itwas 

reported that MMP2 is most likely regulated by Smad2 154,155. Other MMPs, such as MMP13 

and MMP14, are not known to be regulated by the TGF-β canonical signaling pathway 189,209,319 

and are unaffected (MMP13) or only slightly affected (MMP14) by SB-431542 treatment. 

Consequently, inhibition of Smad2 activation correlates with the diminished expression of target 

MMPs. These matrix proteases might be essential in providing the  proper environment for 

mesenchymal cells to migrate, similar to what has been described in cancer invasion 157. Other 

MMPs, such as MMP13 and MMP14, might be employed in other processes such as wound 

closure or to prevent the basal lamina from reforming by preventing the deposition of Col IV, 

which is degraded by MMP13 320,321, independently of the TGF-β canonical pathway. 

This study is the first to examine the activation of the TGF-β canonical signaling 

mediators Smad2 and Smad3 in the context of epimorphic regeneration. It is also the first study 

to demonstrate that Smad2 and Smad3 are differentially regulated during regeneration and that 

Smad2 activation is essential for axolotl limb regeneration. The level of p-Smad3 is low 

compared with that of p-Smad2, indicating that limb regeneration is controlled by a differential 

activation of Smad proteins. Specific inhibition or overexpression of Smad3 does not affect the 

regeneration process in axolotl. Treatment with SB-431542 greatly inhibits the phosphorylation 

of Smad2 and, consequently, inhibits regeneration. Treatment with Smad3-specific inhibitors 

has no effect on regeneration, even though they achieved the same level of inhibition as SB-

431542. These results suggest that inhibition of the canonical TGF-β pathway blocks 

regeneration by preventing the activation of Smad2. 

 

3.3.6 Materials and methods 

3.3.6.1 Animal maintenance and treatments 

Axolotls (Ambystoma mexicanum) were purchased from the Ambystoma Genetic Stock 

Center (Lexington, KY, USA) and maintained as described 264. SB-431542 and SIS3 were 

purchased from Sigma-Aldrich. 10 mM stock solutions were prepared in DMSO (Sigma-
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Aldrich). After amputation, 4 cm animals were kept in 5 ml and 6 cm animals were kept in 10 

ml 20% Holtfreter’s solution containing 25 μM SB-431542. SIS3 treatments were at 2, 3 or 5 

μM. Control animals were treated with DMSO (same volumes as for SB-431542 and SIS3 

compounds). Solutions were changed daily. Animal care and experiments were performed in 

accordance with Université de Montréal Animal Care Committee guidelines. 

 

3.3.6.2 Production of antibody against axolotl p-Smad3 

A peptide corresponding to the phosphorylated C-terminus of axolotl Smad3 

(CGMGTPSLRCSpSVpS) was synthesized (Biomatik) with the phospho-serine residues 

corresponding to positions 423 and 425. Peptide was diluted in sterile PBS at 10 mg/ml. KLH 

(ThermoFisher Scientific, 77606) was diluted in sterile water at 10 mg/ml for conjugation with 

the peptide. Peptide and KLH solutions were mixed and incubated 2 h at room temperature then 

stored at −20°C until use. Prior to injection, peptide-KLH solution was diluted (400 μg/ml 

peptide) in sterile PBS. Freund’s incomplete adjuvant (Sigma-Aldrich) was added to a final 

peptide concentration of 200 μg/ml. Five 25-day-old BALB/c mice were injected 

subcutaneously on the back with this mixture. Booster shots were administered at 14 days and 

28 days. Serum was collected prior to first injection (pre-serum) and after 10 weeks. Serum was 

collected in a microtainer (BD, 365956) and separated following the manufacturer’s protocol. 

Western blot analyses were performed to assess the presence of antibodies against axolotl p-

Smad3 in the serum.  

3.3.6.3 RT-PCR 

RNA extraction and RT-PCR were performed as described 264; primers are listed in Table 

S1. For each non-treated regeneration stage, two animals of 6 cm (four blastemas) were pooled 

per preparation for a total of six animals (n=3 independent replicates). To measure the effect of 

SB-431542 on TGF-β1 target genes, animals were treated with 25 μM SB-431542 or DMSO 

for 5 days following amputation, two animals of 6 cm (four blastemas) were pooled per 

preparation for a total of eight animals (n=4 independent replicates). For quantification, 

densitometric analysis was performed using the AlphaEaseFC (Fluor-Chem 8900) program. 

Gene expression was normalized using Gapdh, which has been demonstrated to be the most 
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appropriate standard during limb regeneration in urodeles 322. Relative values are represented 

compared with t=0 h. 

3.3.6.4 Western blotting 

For each non-treated regeneration stage, two animals of 6 cm (four blastemas) were used 

per preparation for a total of eight animals (n=4 independent replicates). To measure the effects 

of SB-431542 and SIS3 on phosphorylation of Smad2 and Smad3, animals were treated for 3 h 

or for 24 h following amputation with 25 μM SB-431542, 2 μM SIS3 or DMSO as a control for 

the carrier of the drugs. Proteins were extracted by sonication in Laemmli buffer containing 50 

mM NaF. Proteins were quantified using EZQ Reagent (Invitrogen, R33200) following the 

manufacturer’s protocol. 30 μg protein was loaded per lane on 10% SDS-PAGE gels. Proteins 

were transferred electrophoretically onto Immobilon PVDF membranes (Millipore, 

IPVH00010). Antibodies and blotting conditions are described in Table S2. For quantification, 

densitometric analysis was performed using Adobe Photoshop CS4. Protein expression was 

normalized using GAPDH and relative values compared with t=0 h (i.e. unamputated control) 

are presented. 

3.3.6.5 Picrosirius Red staining 

Following treatments with SB-431542 or DMSO, animals were fixed overnight in 4% 

paraformaldehyde in 0.7× PBS at 4°C. The following day, tissues were rinsed thoroughly with 

0.7× PBS and embedded in paraffin. To assess the presence of the basement membrane, 10 μm 

sections were rehydrated then stained withWeigert’s Hematoxylin for 10 min, rinsed with 

running tap water and then stained with Picrosirius Red (ThermoFisher Scientific, B21693) for 

1 h. Slides were dehydrated and mounted using Permount (Fisher Scientific). Polarized light 

was used to visualize collagen fibers. Slides were visualized with an Axiophot 506747 

microscope (Zeiss). 

3.3.6.6 Victoria Blue cartilage staining 

Following treatments with SIS3 or DMSO, limbs were stained using Victoria Blue 

(Sigma-Aldrich, V-0753) to verify cartilage formation as previously described 1. Limbs were 

fixed in alcoholic Bouin’s solution for 24 h, then rinsed several times with 70% ethanol. Limbs 
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were rinsed multiple times with 3.5% NH4OH for 24 h and then treated with acid alcohol (70% 

ethanol with 0.4% HCl) for 2 h. Specimens were stained with 1% Victoria Blue for 2 h and then 

rinsed with 70% ethanol. Limbs were gradually dehydrated to 100% ethanol, then cleared and 

stored in methyl salicylate. 

3.3.6.7 Apoptosis 

Apoptosis was assessed by Acridine Orange/ethidium bromide staining or by TUNEL 

assay following injection/electroporation (see Table S3) as described in the supplementary 

Materials and Methods. 

3.3.6.8 Immunofluorescence enhanced with tyramide 

Sections of treated limbs were rehydrated as previously described 264. Epitope retrieval 

was performed (1% SDS for 5 min at room temperature for p-Smad3; and citric acid for 20 min 

at 95°C for Col IV).  Slideswere blocked using 2% BSA in TBS-T (Tris-buffered saline with 

0.1% Tween 20) for 1 h at room temperature for p-Smad2 and p-Smad3 or with Power Block 

1× (Hk085.5K, BioGenex) for 15 min at room temperature for Col IV. Primary antibodies anti-

p-Smad2 (3101, Cell Signaling; 1/400) and anti-p-Smad3 (homemade mouse antibody; 1/500) 

were diluted in blocking solution and anti-Col IV (ab6586, Abcam; 1/500) in PBS and incubated 

overnight at 4°C. Anti-rabbit-HRP and anti-mouse-HRP (170-6515 and 170-6516, Bio-Rad; 

1/400) secondary antibodies were diluted in blocking solution for p-Smads or PBS for Col IV 

and incubated at room temperaturefor 45 min. Tyramide (Biotium, 92175) was diluted in TBS 

with 0.0015% H2O2 to 11.6 μM then incubated at room temperature for 8 min. All slides were 

mounted with ProLong Gold antifade reagent containing DAPI (Invitrogen, 36931). Slides were 

visualized with a Zeiss Axio Imager M2 optical microscope. The software usedwas Zeiss Zen 2 

Pro Blue Edition with a Tile Module. All images were verified using the range indicator of the 

software to ensure that they were not saturated. The images were saved as tif files and then 

imported into Photoshop CS4 to adjust the rotation and to crop to be mounted into a multipanel 

figure using Adobe Illustrator CS4. 
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3.3.6.9 Statistical analysis 

Cell counts were performed using ImageJ. Statistical analyses were achieved using 

Welch’s t-test, which corrects biases due to an unequal number of samples and/or variances 

between the different groups (Scherrer, 2007). Values are presented as mean±s.e.m. 
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3.3.13 Supplementary Materials and Methods: 

3.3.13.1 Cloning of Axolotl Smad2, Smad3 and Smad7 

Partial axolotl Smad2, Smad3 and Smad7 cDNA were obtained from axolotl larvae total RNA 

by RT-PCR. The cDNAs were amplified with primers (see sup. table1) designed from human 

cDNA sequences. The full length Smad2, Smad3 and partial Smad7 cDNA were subsequently 

obtained by screening an axolotl cDNA library (Stratagene, CA, USA), following the 

manufacturer’s instructions and using the RT-PCR fragments as probes radioactively labeled 

with α32P-dCTP (Perkin Elmer, MA, USA). 

3.3.13.2 Acridine Orange / Ethidium bromide staining for apoptosis 

AL-1 cells were electroporated (approx. 150k cells) with expression vectors (GFP with β-gal, 

axolotl Smad3 or axolotl Smad3 SΔD, see sup. table 3) and plated in a 12 well plate. Cells were 

harvested 48h post-electroporation and stained with Acridine Orange / Ethidium bromide as 

described in Ribble et al, 2005 and Kasibhatla et al, 2006 323,324. 

3.3.13.3 TUNEL assay 

Following injection and electroporation of plasmids (details for in situ electroporation can be 

found in Guimond et al 2010)325, 10 µm sections of paraffin embedded limbs were rehydrated 

then treated with Proteinase K 20µg/ml (Invitrogen, Ref#25530-015) for 20min at RT. Positive 

control were treated with DNAse 1 1U/50µL (Invitrogen, ref#18068-015) for 10min at RT. 

Sections were then rinsed in TBS then TdT buffer 1X (Invitrogen, ref#16314-015) and treated 

with recombinant terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) 3,75U/µL (Invitrogen, 

ref#10533-065), Digoxigenin-11-dUTP 2µM (Roche, ref#11093088910) in TdT buffer 1X for 

1h at 37°C. Slides were rinsed in TBS then blocking was performed at RT for 15min with 2% 
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sheep serum in TBS. Slides were incubated with a primary Antibody against digoxigenin 1/1500 

(Roche, ref#113333062910) at 4°C overnight. Slides were rinsed (4X 15min) with PBST then 

incubated with a secondary antibody coupled to Alexa fluor 594 (anti-mouse 1/250) (Invitrogen, 

ref#A11020) in blocking solution for 2h at RT in the dark. Slides were rinsed (4X15min) with 

PBST and mounted with ProLong® Gold antifade regent containing DAPI (Invitrogen, 

ref#36931). Slides were visualized with a Zeiss Axio Imager M2 Optical Microscope (Zeiss, 

Munich, Germany). 
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Tableau I. Supplementary Table 1: List of primers 

Gene Name   Primer sequence 5’ to 3’ 

Smad3 probe primers 3RSmd3-11 (forward) AATCAGGGTTTCGAAGCCGT 

 5RSmd3-5 (reverse) CTGATTTACAGATTGGGACAA 

Axolotl Smad2 (used for probe) aSmd2F59 ATTCAGAACCAGCGTTTTGG 

 aSmd2R598 ATTGCAGAGGTCCATTCAGG 

Axolotl Smad3 Smad3_axo_F515 GGAGCTCTGCGAGTATGCCT 

 Smad3_axo_R997 CTCTCCCACTCGTTGATTAAGC 

Axolotl Smad7 (used for probe) aSmd7F95 GCCTTCCTCCACTGAAACTG 

 aSmd7R445 GTGGCCGACTTGATGAAAAT 

Axolotl MMP2 aMMP2F100 TCAGAAGGCTCTCCCTGTGT 

 aMMP2R779 GCTGCATCCACATGTTTCAC 

Axolotl MMP9 F485_MMP9axo AAGGGGGCTTGCAGGATAA 

 R1091_MMP9axo AGCACAGAAGTGTGGGCTCT 

Axolotl MMP13 F2381_MMP13axo AAAACGACGCTCCAAAACAC 

 R2565_MMP13axo AAGGCACACTCTCAGCCAAA 

Axolotl MMP14 F2795_MMP14axo TGGATAACTGAATGTGCGGA 

 R3046_MMP14axo GACGCTGACACTCAACCTCA 

Axolotl GAPDH aGAPDHF709 AGCTCAATGGGAAACTCACTGGC 

 aGAPDHR966 TCACAAAGTGATCGTTGAGGGCA 
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Tableau II.Supplementary Table 2: Antibodies and blotting conditions 

Antibody Manufacturer Ref # Dilution Conditions Blocking ECL  

Smad2 Cell Signaling 5339 1/500 O.N. 4°C 5% milk in PBST, 6h 4°C GE* 

p-Smad2 Cell Signaling 3108 1/500 O.N. 4°C 5% chicken serum, 0,75% 

BSA in TBST, 1h30 RT 

LL+** 

Smad3 Zymed 51-1500 1/500 O.N. 4°C 5% milk in PBST, 6h 4°C GE* 

p-Smad3 See materials 

and methods  

N/A 1/2500 O.N. 4°C 5% chicken serum, 0,75% 

BSA in TBST, 1h30 RT 

SFE*** 

TGF-β1 Santa Cruz Sc-146 1/500 O.N. 4°C 5% chicken serum, 0,75% 

BSA in TBST, 1h30 RT 

GE* 

GAPDH Sigma G8795 1/1000 1h RT 5% chicken serum in 

PBST, 1h RT 

GE* 

*Western blotting detection reagents, GE Healthcare, ref#RPN2109, Buckinghamshire, UK 

**Lumi-LightPlus Western Blotting Substrate, Roche, ref#12015196001 

***SignalFireTM Elite ECL Reagent, Cell Signaling, ref#12757 
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Tableau III.Supplementary Table 3: Plasmids used in injection/electroporation experiment 

Gene expressed by plasmid with CMV promoter Backbone Quantity used (µg) 

GFP Max GFP 0.5 

β-gal pSport1 1 

axolotl Smad3 (wild type)  pSport1 1 

Axolotl Smad3 SΔD (Serine 423-425 mutated to 

glutamic acids) 

pSport1 1 
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3.3.14 Supplementary figures 
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Figure 18. Supplementary Figure 1:  SB-431542 does not affect basement membrane 

reformation in regenerating limbs 

(A-C, G-I, M-O) Animals treated with DMSO (A,G,M) Brightfield view of limb 

indicates that a blastema is forming normally. Polarized light show some collagen deposition in 

Palette stage (N) in basement membrane region but not at 24h (B) or MB stage (H). Col IV 

expression (red) shows some collagen deposition in Palette stage (O,O’) in basement membrane 

region but not at 24h (C, C’) or MB stage (I,I’). (D-F, J-L, P-R) Animals treated with 25µM SB-

431542 (D,J,P) Brightfield view of limb indicates that no blastema is forming. Polarized light 

show some collagen deposition in Palette stage (Q) in basement membrane region but not at 24h 

(E) or MB stage (K). Col IV expression (red) shows some collagen deposition in Palette stage 

(R,R’) in basement membrane region but not at 24h (F, F’) or MB stage (L,L’). Results show 

that basement membrane is not restored prematurely in limbs treated with SB-431542.  Scale 

bar 200µM (A,C,G,I,M,O) and 60µM (C’,I’,O’). Composite images are shown and stars indicate 

areas of magnification. 
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Figure 19. Supplementary Figure 2 : Protein alignment of Smad2 

Protein sequences for human and axolotl Smad2 were aligned using DNASTAR MegAlign. 

Sequences are greatly conserved between species. The axolotl Smad2 sequence has 99% identity 

with the human Smad2. MH1 domain is underlined in green. MH2 domain is underlined in blue. 

Linker domain is located between MHI and MH2 domain, with no underlining. Important post-

translational modification sites are indicated on top of the aligned sequences and highlighted in 

green. Differences in aa are highlighted in yellow with red writing.  All post-translational 

modification sites are conserved between both species. 
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Figure 20. Supplementary Figure 3: Protein alignment of Smad3 

Protein sequences for human and axolotl Smad3 were aligned using DNASTAR 

MegAlign. Sequences are greatly conserved between species. The axolotl Smad3 sequence has 

93% identity with the human Smad3. MH1 domain is underlined in green. MH2 domain is 

underlined in blue. Linker domain is located between MHI and MH2 domain, with no 

underlining. Important post-translational modification sites are indicated on top of the aligned 

sequences and highlighted in green. Differences in aa are highlighted in yellow with red writing.  

All post-translational modification sites are conserved between both species.  
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Figure 21. Supplementary Figure 4: Overexpression of axolotl Smad3 leads to 

increased apoptosis in AL-1 cell line 

(A) Luciferase assay showing that axolotl Smad3 (Smad3 axo) and axolotl Smad3 SΔD (Smad3 

axo SΔD, a phosphomimetic Smad3) overexpression have more activity on the CAGA promoter 

driving luciferase in AL-1cells than control vector (pSport1) (n=12). Data is presented as mean 

relative luciferase value ± SEM. (B) Acridine Orange/Ethidium Bromide double staining cell 

count for apoptosis; (C) viable cell (not counted), (D) early apoptosis (counted as apoptotic), 

(E) late apoptosis (counted as apoptotic) and (F) necrotic cells (not counted). Data is presented 

as mean percentage ± SEM. Student’s t-test were performed to compare means. There is 

significantly more apoptosis in axolotl Smad3 and axolotl Smad3 SΔD compared to β-gal (**p< 

0.01, * p < 0.05, n=3).   
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Figure 22. Supplementary Figure 5: Overexpression of axolotl Smad3 in vivo leads to 

apoptosis 

(A-A’) Co-injection and electroporation of β-gal and GFP. Multiple fluorescent cells can be 

seen. Only a few cells are positive for apoptosis (TUNEL, 4 days post-transfection). (B-B’) Co-

injection and electroporation of axolotl Smad3 and GFP. GFP positive cells are almost absent 

from slide. Multiple cells near the injection site are positive for apoptosis (TUNEL, 4 days post-

transfection). (C-C’) Co-injection and electroporation of axolotl Smad3 SΔD and GFP. Similar 

results to what is observed for axolotl Smad3 presented in B and B’, GFP positive cells are 

almost absent from slide. Multiple cells near the injection site are positive for apoptosis 

(TUNEL, 4 days post-transfection). Regions in red square are magnified (A’, B’, C’). TUNEL 

positive cells (red) are pointed with arrows. Composite images are shown and scale bars 

represent 200µm. (D) TUNEL positive cells were counted for each condition (n=5 different 

animals). Data is presented as number of positive cells ± SEM. There are less apoptotic cells in 

β-gal and GFP co-injected blastemas compared to axolotl Smad3 and GFP or axolotl Smad3 

SΔD and GFP co-injected blastemas. Welch’s t-test was performed to compare apoptosis 

between different treatments; observed difference are statistically significant.  ** p < 0.01, * p 

< 0.05.  
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Figure 23. Supplementary Figure 6: SB-431542 prevents phosphorylation of p-Smad2 

in regenerating limbs 

Control animal treated with DMSO for 6h (A-B) or 12h (E-F). (A,E) Hematoxylin and Eosin 

staining shown in brightfield microscopy. Scale bar is 200µm. (B,F) Nuclei staining with DAPI 

(blue) overlaid with immunofluorescence of p-Smad2 (red) shows phosphorylation in most 

epithelial cells of the wound epithelium and some in the underlying mesenchymal cells. (B’,F’) 

Magnified view (Scale bar 50µm, composite images are shown and stars indicate area of 

magnification). Phosphorylated proteins are often in the nucleus. Animal treated with 25µM 

SB-431542 for 6h (C-D) or 12h (G-H). (C,G) Hematoxylin and Eosin staining shown in 

brightfield microscopy. (D-D’, H-H’) Overlay of DAPI and immunofluorescence of p-Smad2 

shows very limited positive cells for phosphorylated Smad2 protein. Composite images are 

shown and stars indicate area of magnification.   
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Figure 24. Supplementary Figure 7: SIS3 treatment reduces phosphorylation of p-Smad3 

(A-B) Control animal treated for 3h with DMSO. (A) Hematoxylin and Eosin staining shown in 

brightfield microscopy. Scale bar is 300µm. (B) Overlay of nuclei staining with DAPI (blue) 

and immunofluorescence of p-Smad3 (red) shows phosphorylation in epithelial cells of the 

wound epithelium, especially near the plane of amputation. (B’) Magnified view (scale bar is 

60µm, composite images are shown and stars indicate area of magnification) shows that 

phosphorylated proteins are often in the nucleus (pink). (C-D) Animal treated for 3h with 5µM 

SIS3. (C) Hematoxylin and Eosin staining shown in brightfield microscopy. Scale bar is 300µm.  

(D-D’) Overlay of nuclei staining with DAPI (blue) and immunofluorescence of p-Smad3 (red) 

shows reduced number of positive cells for phosphorylated Smad3 protein and (D’) p-Smad3 

signal is not localized in nucleus. Scale bar is 60µm. Composite images are shown and stars 

indicate area of magnification.   
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Figure 25. Supplementary Figure 8: p-Smad2 and p-Smad3 are not detected at Medium 

Bud and Palette stages 

Control animal treated with DMSO until MB (A-B, E-F) or Pal (I-J,M-N). (A,E,I,M) 

Hematoxylin and Eosin staining shown in brightfield microscopy. Composite images are shown 

and scale bars are 200µm. (B,F,J,N) Nuclei staining with DAPI (blue) overlaid with 

immunofluorescence of p-Smad2 (B,J) or p-Smad3 (F,N) shows no phosphorylation. Animal 

treated with 25µM SB-431542 until MB (C-D, K-L) or Pal (G-H, O-P). (C,G,K,O) Hematoxylin 

and Eosin staining shown in brightfield microscopy. (D,H,L,P) Overlay of DAPI and 

immunofluorescence shows no positive cells for phosphorylated proteins.  
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4.Chapitre 3 – Expériences supplémentaires 

 

4.1 Présentation 

Nous avons montré l’importance de la régulation différentielle de Smad2 et de Smad3 

lors du processus de régénération. Toutefois, notre approche consiste principalement à utiliser 

des inhibiteurs pharmacologiques spécifiques. Malheureusement, il n’existe pas d’inhibiteur 

spécifique disponible pour la phosphorylation de Smad2. D’autre part, ces inhibiteurs doivent 

être utilisés dans un contexte où la santé de l’animal n’est pas affectée et l’inhibition de Smad3 

ne semblait pas être complète. Nous avons donc fait plusieurs expériences pour confirmer les 

différences entre Smad2 et Smad3. Les expériences présentées dans ce chapitre montrent que 

l’activation différentielle des Smads est aussi observée dans d’autres modèles, telle que dans la 

lignée cellulaire AL-1 et lors de la guérison des plaies chez l’axolotl. Plusieurs tentatives 

d’inhibition spécifique de Smad2 ont été tentées, mais aucune n’a permis de réduire 

spécifiquement la phosphorylation de Smad2.  
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4.2 Matériel et Méthodes 

4.2.1 Protocole pour préparation de protéines (phospho-Smads) dans les 

AL-1 

Ce protocole a été utilisé pour vérifier la capacité de phosphorylation de Smad2 et de 

Smad3 avec l’ajout de sérum ou de TGF-β1 recombinant sur les AL-1 (Axolotl Limb -1). Cette 

ligné cellulaire est composée de fibroblastes de pattes d’axolotl. C’est, à l’heure actuelle, la 

seule lignée cellulaire disponible pour ce modèle. Il ne faut pas laisser les cellules devenir trop 

confluentes. La confluence idéale est entre 70 % et 90 % (les plaques devraient être près du 

70 % si l’attachement est bon). 

Dans des plaques de 6 puits, il faut placer environ 200 000 cellules AL-1 en présence de milieu 

complet (environ 1ml, voir pour recette 326). Le lendemain, vérifier si les cellules ont bien 

adhéré. Il faut changer le milieu si nécessaire (si le volume a trop diminué ou si le pH a changé). 

Attendre 48 heures avant d’utiliser les plaques. Ensuite, enlever le milieu et rincer deux fois 

avec du PBS 0,7X pour bien enlever tout le milieu complet. Remettre un milieu sans facteur de 

croissance (L15 seulement). Attendre 48 heures avant de commencer l’expérience et vérifier les 

cellules pour s’assurer qu’elles ne manquent pas de milieu. 

Pour récolter les cellules, retirer le milieu et rincer une fois avec du PBS 0,7X. Ajouter du milieu 

complet pour un temps x, puis le retirer. Ajouter 1ml de PBS 0,7X et gratter les cellules pour 

les récolter. Placer le mélange dans un tube de 1,5ml et centrifuger à Vmax (16000g) pendant 

une seconde pour culoter les cellules. Retirer ensuite le PBS 0,7X du tube, puis ajouter 50µl de 

la solution de lyse (Leammli + DTT 200mM + NaF 50mM). Il faut soniquer (Sonic 

Dismembrator, Model 100, Fisher Scientific, réglé à puissance 1, en continu) sur glace pendant 

un maximum de 10 secondes. Répéter au besoin (rare). Il ne reste qu’à quantifier les protéines. 

Normalement, les valeurs varient entre 1,5 et 2,5 µg/µl. 
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4.2.2 LNA et antisens 

Les LNA (ou Lock Nucleic Acid) sont des ADN simple brin contenant une modification 

aux nucléotides pour les rendre plus stables 327. Ils sont utilisés pour réduire spécifiquement 

l’expression des gènes in vivo 328,329. Nous avons fait produire deux LNA contre Smad2 dans 

des régions non conservées avec Smad3 par Exiqon (MA, É.-U.). Les séquences sont 

axoantiSmad2LNA1 : « AGGAATGGAGTGAGTA » et axoantiSmad3LNA3 

« ATGTGGTAACCCTTTG ». Nous avons aussi produit des antisens longs (450pb et 900pb) 

contre Smad2. Pour ce faire, nous avons amplifié la séquence désirée par PCR à partir d’ADN 

plasmidique contenant la séquence de Smad2 complète. Les fragments ont été purifiés sur gel, 

puis insérés dans un vecteur d’expression sous le contrôle de promoteur CAG. Le clonage a été 

fait avec la technologie Gateway (Thermo Fisher, É.-U.), en suivant les recommandations du 

manufacturier. La BP clonase (cat# 11789013), la LR clonase (cat# 11791019) et le vecteur 

donneur (pDONRtm221, cat# 12536017) ont été obtenus chez Thermo Fisher. Les plasmides 

receveurs sont pEZy3 (AddGene, Cambridge, MA, É.-U.) et E17pBMH (construction du 

laboratoire). L’orientation a été vérifiée par digestion et la séquence par séquençage. Les LNA 

et les antisens ont été électroporés dans les cellules AL-1 en suivant le protocole établi 

préalablement par le laboratoire 326. Les cellules ont été récoltées 48h post-transfection pour 

préparer des ARN ou des protéines. 

4.2.3 Blessure par excision de peau d’axolotl 

Les blessures par excision ont été effectuées tel que décrit précédemment (voir 137). Les 

blessures sont effectuées sur le dos de l’animal (9cm de longueur) à deux endroits et sur la queue 

à deux endroits (voir Figure 26) avec un emporte-pièce pour biopsie de 2mm (Miltex, York, 

États-Unis, Ref #33-31). Pour positionner les blessures, une mesure est effectuée à partir du 

milieu des pattes postérieures (voir Figure 26, ligne pointillée). Au moment voulu, les 

échantillons ont été récoltés avec un emporte-pièce pour biopsie de 6mm (Miltex, York, États-

Unis, Ref #33-36). Les sites Q1 et D1 ont été utilisés pour des préparations d’ARN et de 

protéines (échantillon coupé en deux). Les sites Q2 et D2 ont été fixés avec 4% 

paraformaldéhyde et enrobés dans la paraffine (voir 330).  
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Figure 26. Schéma des blessures par excision 

Les blessures par excisions sont effectuées avec des emporte-pièces à biopsie propres, en 

appuyant légèrement sur la peau tout en tournant. L’épithélium et le derme sont retirés en 

prenant soin de ne pas endommager le muscle sous-jacent. Les mesures sont effectuées à partir 

du centre des pattes postérieures pour tous les animaux assurant ainsi une reproductibilité 

expérimentale.  
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4.3 Résultats 

4.3.1 Phosphorylation différentielle des Smads dans d’autres modèles 

La culture cellulaire est un outil permettant de tester des voies de signalisation dans un 

contexte de travail plus simple qu’un modèle in vivo. Nous avons utilisé la lignée cellulaire 

d’axolotl (AL-1), une lignée composée de fibroblastes de patte d’axolotl. TGF-β et ses 

récepteurs ayant déjà été décrits précédemment par Lévesque et ses collègues 264, nous avons 

testé la présence et l’activation des acteurs intracellulaires.  

Nous avons utilisé une approche de privation/stimulation avec sérum pour déterminer si 

l’activation des Smads s’opère dans les AL-1. La privation de sérum réduit considérablement la 

quantité de cytokines disponibles dont TGF-β. L’ajout subséquent de sérum permet d’activer 

ces différentes voies de signalisation et d’analyser la dynamique d’activation dans le temps. 

Cela nous permet de comparer des situations où les Smads sont non-phosphorylés (pas de 

sérum) versus où ils sont phosphorylés (en présence de sérum). Suite à une stimulation avec le 

sérum, la phosphorylation de Smad2 est rapide et maintenue (Figure 27a, c). Il est aussi possible 

de bloquer cette phosphorylation à l’aide du SB-431542, comme nous l’avons montré in vivo 

(voir Chapitre 2). Cette expérience confirme que dans ces fibroblastes, l’activation de Smad2 

est possible et qu’elle s’effectue via le récepteur ALK5. 

Nous avons ensuite conduit une expérience visant à montrer que TGF-β1 peut activer 

Smad2. Suite à la privation de sérum, nous avons stimulé les cellules avec du TGF-β1 

recombinant. Cette stimulation induit une forte phosphorylation de Smad2 (Figure 27b) et 

confirme le rôle de cette cytokine dans l’activation de Smad2 dans les AL-1. 

Nous avons, par la suite, déterminé si l’activation de Smad2 et de Smad3 dans les AL-1 

était similaire. Dans la littérature, l’activation de ces protéines est souvent présentée comme 

simultanée. Comme l’indique le résultat présenté (figure 27c), les deux protéines Smads sont 

activées dans les AL-1 suite à une stimulation avec le sérum. Toutefois, la phosphorylation de 

Smad2 est stable dans le temps (30sec à 90min), alors que la phosphorylation de Smad3 est 

détectable en deux vagues (30sec-5min et 45min-90min). Ces résultats nous indiquent que la 
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régulation de ces deux protéines dans les fibroblastes d’axolotl est différente, comme ce qui est 

observé lors de la régénération (voir chapitre 2). 

Afin de mieux définir le rôle de la signalisation TGF-β canonique lors de la guérison, 

nous avons effectué des blessures par excision sur des queues d’axolotl. L’expression de TGF-

β est détectable dans l’épiderme à partir de 1h et jusqu’à 24h suite à ce genre de blessure 137. 

Nous avons donc effectué de l’immunofluorescence amplifiée avec de la tyramide pour détecter 

les acteurs intracellulaires de la voie canonique lors de ce processus. Il est possible de détecter 

la phosphorylation de Smad3 très rapidement (figure 28, c-c’), alors que la phosphorylation de 

Smad2 n’est détectable que 3h après la blessure (figure 28, e-e’). Les cellules en migration sont 

majoritairement positives pour les deux p-Smads (figure 28, e-f’) et cette activation est 

maintenue jusqu’à 24h (figure 28, h-i’). Cela correspond à la détection de TGF-β1 rapportée 

préalablement. Ceci est une autre évidence de l’activation différentielle des Smads. 
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Figure 27. Activation des Smads dans les cellules AL-1 

Expériences effectuées dans la lignée cellulaire AL-1. Immunobuvardage de type Western. a) 

Privation de sérum sur une période de 48h, puis stimulation avec 5 % de sérum. Traitement avec 

25µM de SB-431542 ou avec véhicule contrôle DMSO 1h avant la stimulation. Le traitement 

avec le SB-431542 diminue grandement la phosphorylation observée pour Smad2 (n=4). b) La 

quantification montre que le SB-431542 diminue la phosphorylation. Normalisation avec 

Smad2 total c) Privation de sérum sur une période de 48h, puis stimulation avec TGF-β1 

recombinant. Une forte phosphorylation de Smad2 est observable à 45min (n=3) et 2h (n=2) 

post-stimulation avec des concentrations de 25pM, 50pM et 100pM de TGF-β1 recombinant. d) 

La quantification montre que le TGF-β active Smad2 plus fortement à 45min post-stimulation. 

Normalisation avec GAPDH e) Privation de sérum sur une période de 48h, puis stimulation avec 

5 % de sérum. La phosphorylation de Smad2 est maintenue de 30sec à 90min. La 

phosphorylation de Smad3 est en deux vagues ; la première est de 30sec à 5min et la seconde 

de 45min à 90min. L’activation de ces deux protéines est différente dans le temps (n=2). f) La 

quantification montre que la phosphorylation de Smad3 diminue grandement entre 15min et 

45min ce qui n’est pas observé pour Smad2. Normalisation avec GAPDH. 
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Figure 28. Activation des Smads suite à une blessure par excision 

Expériences effectuées sur des queues d’axolotl. Immunofluorescence avec amplification à la 

tyramide. a-c) 30min après la blessure par excision. On voit que les cellules ne semblent pas 

avoir commencé à migrer (a-a’). Pas de signal pour p-Smad2 (b-b’), mais un signal fort pour p-

Smad3 est détecté (c-c’), particulièrement en bordure de la blessure (pointé avec une flèche 

blanche en c’). d-f’) 3h après la blessure par excision. On voit que plusieurs cellules migrent (d-

d’). Ces cellules sont positives pour p-Smad2 (e-e’) et fortement positives pour p-Smad3 (f-f’). 

g-i’) 24h après la blessure par excision. On voit que la plaie est fermée, mais que l’épithélium 

ne semble pas attaché au muscle sous-jacent (g-g’). Plusieurs des cellules épithéliales sont 

encore positives pour p-Smad2 (h-h’) et pour p-Smad3 (i-i’), mais l’intensité du signal pour p-

Smad3 est grandement diminuée. Coupes successives. Images composites. Le carré rouge 

représente l’endroit où le zoom a été effectué. Barre d’étalonnage = 500µm   
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4.3.2 Diminution de l’expression de Smad2 par LNA, long antisens et 

compétiteur non-phosphorylable 

Tel que présenté dans le chapitre 2, les inhibiteurs pharmacologiques ne permettent pas 

d’affecter spécifiquement la phosphorylation de Smad2. Grâce aux expériences précédentes, 

nous avons montré que le modèle en culture cellulaire AL-1 présente plusieurs ressemblances 

avec le modèle in vivo. Nous avons donc tiré avantage de ce modèle pour tester différentes 

techniques de diminution d’expression génique. Puisque plusieurs essais ont déjà été effectués 

au laboratoire avec des shRNA ou des ribozymes sans succès, nous avons, en conséquence, testé 

d’autres approches. 

Nous avons tout d’abord utilisé une approche d’interférence par LNA (Lock Nucleic 

Acid). Ces molécules ont été conçues pour interagir spécifiquement avec Smad2 en ciblant des 

régions non conservées entre Smad2 et Smad3 au niveau de l’ARN. Nous avons électroporé 

deux LNA différents dans des AL-1 afin d’évaluer leur capacité à réduire l’ARNm de Smad2. 

Une de ces deux molécules, le LNA antiS2 1 (axoSmad2LNA1), semblait plus efficace. Nous 

avons donc testé l’efficacité de réduction de protéine pour Smad2 et Smad3 dans les AL-1. Pour 

ce faire, nous avons électroporé des quantités variables de LNA dans ces cellules (Figure 29a) 

et avons observé que cette molécule était capable de réduire la quantité de protéine avec une 

électroporation de 0.5µg (33 % de diminution) ou de 5ug (33 % de diminution) de LNA (Figure 

29b). Cependant, lorsqu’une diminution de Smad2 est observée, une diminution concomitante 

de Smad3 l’est aussi (49 % de diminution avec 0.5µg de LNA). Il semble donc que cette 

technique ne peut pas spécifiquement diminuer la quantité de protéine pour Smad2. 

Nous avons ensuite testé de long antisens en électroporant les plasmides dans les cellules 

AL-1. Les antisens sont dans des vecteurs d’expression et sont sous le contrôle du promoteur 

CAG (promoteur de la beta-actine du poulet avec l’amplificateur du cytomégalovirus (CMV) et 

un adaptateur provenant de la séquence de la bêta-globine du lapin). Deux constructions 

différentes ont été utilisées. La première est un antisens qui cible principalement la région du 

« linker » de Smad2 (le domaine le moins conservé entre les deux Smads), ainsi que le domaine 

TID qui n’est pas présent dans la séquence de Smad3. La seconde est une séquence plus courte 

dans le domaine MH2 qui montre aussi une moins grande identité entre les séquences (voir 
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Figure 29f pour schéma). Cette approche a déjà été utilisée chez l’axolotl avec succès par le 

groupe de Dube 331 ainsi qu’au laboratoire pour diminuer l’activé de p53 (données non publiées). 

Nous avons testé différentes quantités de plasmides (Figure 29c) et avons observé que l’antisens 

ciblant le « linker » était moins efficace pour diminuer la quantité de protéine totale de Smad2 

comparativement à l’antisens plus court dirigé contre une séquence dans le domaine MH2. Nous 

avons aussi observé que la quantité de plasmides est un facteur important et que la quantité 

optimale dans ces expériences semblait être de 1µg (Figure 29d, diminution de 61 % pour 

l’antisens court). Cependant, l’électroporation de ces antisens semble aussi affecter la quantité 

de protéine totale pour Smad3 (Figure 29e, diminution de 38 % pour l’antisens court). Il 

semblerait donc que ces designs d’antisens ne sont pas en mesure de cibler spécifiquement 

l’expression de Smad2.  

Finalement, nous avons effectué une expérience d’inhibition par introduction d’un 

compétiteur. Une construction exprimant un Smad2 modifié où les sérines 465/467 ont été 

mutées en alanine (non phosphorylable) a été utilisée. Suite à une privation de sérum, nous 

avons stimulé les cellules avec 5 % de sérum. L’analyse de la phosphorylation de Smad2 par 

immunobuvardage nous indique que la surexpression du compétiteur n’a pas d’effet sur la 

phosphorylation de Smad2 (Figure 29g).  

L’utilisation de ces diverses techniques ne nous a pas permis de réduire de manière 

spécifique l’activation de Smad2 dans les cellules AL-1. La technique qui a connu le plus de 

succès semble être celle des longs antisens. Récemment, une étude a montré qu’il est possible 

d’utiliser une technique d’interférence à l’ARN pour réduire la présence d’un gène dans un 

système in vivo 332. L’utilisation de la technologie CRISPR-Cas9 pourrait être une autre 

alternative. Elle a déjà été utilisée dans notre modèle 62,333. Malheureusement, les expériences 

menées dans notre laboratoire n’ont pas permis de cibler une majorité de cellules dans les 

embryons de la F0, rendant difficile l’utilisation de cette technique. Il pourrait être avantageux, 

dans notre contexte, de mettre au point ce genre de technique, tout en contrôlant les effets de 

cette interférence sur les autres protéines Smad. 
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Figure 29. Inhibition de Smad2 dans les AL-1 

Expériences visant à diminuer l’expression de la protéine Smad2 dans les cellules AL-1. 

Cellules non électroporées (Ctl) et cellules transfectées avec un traceur fluorescent seulement 

(mCherry) a) Électroporation du LNA antiS2 1 dans les AL-1. Différentes quantités de LNA 

utilisées, 2n d’immunobuvardage de type western présentés. Nous avons utilisé deux gènes de 

ménage différents soit la Calnexin et le GAPDH b) Quantification des expériences (n=3). 

Diminution de la protéine totale Smad2 avec l’électroporation de 0,5µg et 5µg. Une diminution 

de la protéine totale Smad3 est aussi observée pour 0,5µg de LNA. c) Électroporation des 

plasmides antiS2long et antiS2court 1 dans les AL-1. Différentes quantités de plasmide utilisées, 

immunobuvardage de type western. Quantification des expériences (n=3). d) Diminution de la 

protéine totale Smad2 avec l’électroporation de l’antisens antiS2court avec 0,5µg à. e) Une 

diminution de la protéine totale Smad3 est aussi observée pour les mêmes quantités de 

plasmides. f) localisation des antisens sur la séquence de Smad2. Les domaines MH1, « linker » 

et MH2 sont représentés ainsi que le domaine TID (triangle vert) qui empêche la liaison directe 

avec l’ADN. g) Électroporation des plasmides Smad2 S465/S467 mutées en A465/A467 dans 

les AL-1. Différentes quantités de plasmides utilisées, immunobuvardage de type western (n=3). 

Suite à l’électroporation, privation de sérum sur une période de 48h, puis stimulation avec 5 % 

de sérum. Aucune différence n’est observée au niveau de la phosphorylation de Smad2. La 

protéine totale Smad2 montre qu’il y a bel et bien surexpression. 
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5. Discussion 

L’axolotl est capable de régénérer parfaitement la plupart de ses organes et tissus. Ce 

processus peut être divisé en deux étapes, une phase de préparation et une phase de 

redéveloppement. La phase de préparation est essentiellement la phase où la guérison de la plaie 

s’opère et cela est suivi par une phase de dédifférenciation et de prolifération des cellules du 

mésenchyme qui mène à la formation d’un blastème. Contrairement au processus de guérison 

des mammifères, le dépôt de matrice extracellulaire lors de ce processus ne mène pas à la 

formation de cicatrices. On constate toutefois que ce sont les mêmes gènes qui sont impliqués 

chez l’axolotl que ceux liés à la guérison avec fibrose chez les mammifères. Dans le second 

chapitre, nous avons montré que l’axolotl est un excellent modèle pour l’étude de la guérison 

des plaies et pour l’étude de la régénération. Plusieurs gènes liés à la guérison des plaies sont 

exprimés suite à une blessure. On retrouve, notamment, l’activation de TGF-β1 comme montrée 

par les résultats d’hybridation in situ et d’immunobuvardage. Les expériences 

d’immunobuvardage de type Northern, ainsi que d’hybridation in situ ont aussi montré que 

TGF-β1 est régulé au niveau de l’ARNm 56 lors de la régénération. Nous avons donc vérifié la 

régulation de ce gène au niveau de la protéine. Les résultats indiquent que la protéine active est 

aussi régulée, par augmentation, dans la phase de préparation. L’activation de TGF-β1 est donc 

corrélée avec la formation du blastème.  

Puisque l’inhibition de la voie des TGF-β avec l’inhibiteur SB-431542 n’empêche pas 

la fermeture de la plaie, mais empêche la formation du blastème 56, nous avons émis l’hypothèse 

que le traitement pouvait interférer avec la signalisation de l’AEC. L’AEC est essentielle au 

processus de régénération 67,70,73,317. En temps normal, la membrane basale, constituée 

majoritairement de collagènes et de protéines de la matrice extracellulaire, délimite les cellules 

de l’épithélium et les cellules du mésenchyme et régule les signaux entre ces types cellulaires. 

Lors de l’amputation, cette structure est enlevée et n’est pas complètement restaurée avant la fin 

du processus 299,300. Ce délai permet une signalisation directe entre l’AEC et les cellules du 

mésenchyme sous-jacentes, menant à la formation du blastème. Il est important de mentionner 

que la signalisation canonique de TGF-β1 joue un rôle différent dépendamment du type 

cellulaire impliqué. Aussi, en règle générale, la prolifération des cellules épithéliales est inhibée 
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par cette voie de signalisation. Cependant, la migration de l’épithélium de guérison pourrait être 

liée à cette voie de signalisation. Une perte de permissivité pourrait donc être due à la 

restauration prématurée d’une structure imperméable, comme la membrane basale, bloquant la 

signalisation entre les cellules épithéliales et les cellules du mésenchyme. Nous avons donc 

vérifié l’état de la membrane basale suite à des traitements avec le SB-431542 avec la coloration 

histologique PicroSirius Red, ainsi qu’avec le marquage spécifique de la lame basale pour le 

Collagène de type IV. La membrane basale n’est pas restaurée prématurément suite au 

traitement. Les résultats montrent aussi que cette structure n’est pas restaurée après un 

traitement jusqu’au stade de Palette. Cela confirme que la formation du blastème est intimement 

liée à la régulation de TGF-β1 et que le blocage du processus ne semble pas être lié à une perte 

de permissivité de la coiffe épithéliale apicale. 

Les Smads de la voie canonique des TGF-β ont été clonés au laboratoire et des vecteurs 

d’expression contenant Smad2, Smad3 et Smad7 d’axolotl sous le contrôle du promoteur CMV 

ont été produits. D’autre part, des vecteurs d’expressions constitutivement actifs 

(phosphomimétiques, S465/S567 mutées en D465/D467) et constitutivement inactifs 

(S465/S567 mutées en A465/A467) ont aussi été produits pour Smad2 et Smad3. Nous avons 

également testé une multitude d’anticorps disponibles commercialement et produit notre propre 

anticorps spécifique pour p-Smad3 S423/S425 d’axolotl. Nous avons d’abord montré que la 

phosphorylation de Smad2 et de Smad3 est possible chez l’axolotl par une approche de culture 

cellulaire. La lignée AL-1 a été utilisée à cette fin. Les cellules ont été privées de sérum pendant 

48h, puis ont été stimulées avec du sérum pour différents temps. L’essai a montré que la 

phosphorylation de Smad2 est rapide et maintenue, la phosphorylation étant détectable après 

une stimulation aussi courte qu’une minute. Cette phosphorylation est aussi présente lorsque les 

cellules privées de sérum sont mises en contact avec du TGF-β recombinant. La phosphorylation 

de Smad3 est aussi détectable après un ajout de sérum, mais n’est pas aussi stable dans le temps 

que Smad2. Afin de montrer que le SB-431542 bloque l’activation de la voie canonique de TGF-

β1 en empêchant la phosphorylation des Smads, un essai en privation de sérum a été effectué en 

présence ou non de l’inhibiteur. Les résultats indiquent qu’une concentration de 25μM de SB-

431542 est suffisante pour bloquer presque entièrement la phosphorylation de Smad2 en culture 

cellulaire dans la lignée Al-1. Il semble que les récepteurs soient fonctionnels et capables de 
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transmettre les signaux extracellulaires en phosphorylant Smad2. Il s’agit d’une première 

démonstration que tous les éléments de la voie canonique de TGF-β sont présents dans les 

cellules d’axolotl et qu’ils semblent être régulés de façon similaire à ce qui est observé dans 

d’autres modèles. 

Suite aux essais en culture cellulaire, nous avons décrit la régulation des différents 

Smads lors du processus de régénération. Dans une condition sans traitement, l’expression de 

Smad2, Smad3, Smad4 et Smad7 ne semblent pas être régulés lors de la phase de préparation. 

Les résultats de RT-PCR montrent que la quantité d’ARNm redevient plus élevée au cours de 

la phase de redéveloppement pour Smad2, Smad3 et Smad7. Outre le rôle connu de Smad7 

comme inhibiteur de la signalisation des TGF-β, on lui reconnait aussi un rôle dans la 

myogenèse 207. Il est donc plausible que la présence de Smad7 soit requise dans la phase de 

redéveloppement pour la myogenèse. En ce qui a trait à Smad2, la protéine est phosphorylée 

très tôt, au cours des 48 premières heures post-amputation, ce qui correspond à la phase de 

migration cellulaire et au début de la prolifération cellulaire. D’autre part, la quantité de protéine 

totale pour Smad3 diminue lors de la phase de préparation et augmente lors de la phase de 

redéveloppement. Autre que son rôle pour la régulation des composantes de la matrice 

extracellulaire, qui lie cette protéine à la fibrose chez les mammifères, elle est aussi responsable 

de réguler l’expression de Smad7 153,171. Il est intéressant de constater que la faible expression 

de Smad7 concorde avec l’activation de Smad2 par phosphorylation, ce qui supporte 

l’hypothèse que la formation du blastème soit contrôlée par TGF-β1 via la phosphorylation de 

Smad2. 

Nous avons observé une activation différentielle des protéines Smad de la voie 

canonique lors du processus de régénération. L’activation de Smad3 est très rapide (3-6h) et 

faible comparativement à l’activation de Smad2 qui est observable plus tard dans le processus 

(6h-48h) et corrèle avec l’activation de TGF-β1. Nous avons donc voulu tester les fonctions 

spécifiques de Smad2 et de Smad3. Nous avons tenté de mesurer l’activité in vivo de Smad3 par 

essai luciférase (comme proposé par Yun et al., voir Annexe 1), mais n’avons pas été en mesure 

d’observer une activation de notre rapporteur. Nous avons ensuite tiré profit de plusieurs 

inhibiteurs pharmacologiques. Des traitements 24h pa ont été effectués avec l’inhibiteur SB-

431542. Le résultat de l’immunobuvardage montre qu’il y a, en effet, une forte diminution de 
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la phosphorylation de la protéine Smad2 dans les animaux traités. La phosphorylation de Smad3 

est aussi réduite de 50 % à 3h pa. Les quantités de protéine totale pour Smad2 et Smad3 ne 

semblent pas être affectées par le traitement. Nous avons utilisé deux inhibiteurs spécifiques de 

Smad3, le SIS3 et la Naringénine. Dans les deux cas, la phosphorylation de Smad3 est diminuée 

de 50 % et la régénération n’est pas affectée outre mesure. La phosphorylation de Smad2 ne 

semble pas affectée. Nous avons tenté de bloquer spécifiquement Smad2, sans succès. Nous 

avons toutefois surexprimé Smad3. Dans ce cas, les cellules affectées semblent être éliminées 

par apoptose. Il s’agit ici de la première démonstration d’une régulation différentielle des Smads 

lors du processus de régénération. Plusieurs autres études ont observé une activation de cette 

voie de signalisation et ont montré son importance, mais aucune n’a montré que le rôle de ces 

deux protéines est différent lors du processus de régénération.  

Nous avons aussi utilisé un modèle de guérison parfaite en effectuant des blessures par 

excision sur des queues d’axolotl. L’accumulation de TGF-β au site d’excision est évidente en 

immunohistochimie 137 et ses acteurs intracellulaires sont rapidement phosphorylés (voir 

Chapitre 2, figure 13). Lorsque la plaie est fermée, la phosphorylation de Smad3 diminue, alors 

que celle de Smad2 semble demeurer au même niveau. De plus, il semble que la plupart des 

cellules positives pour des phospho-Smads sont des kératinocytes qui ferment la plaie. Le rôle 

de TGF-β dans le contrôle des transitions épithéliales mésenchymateuses est de mieux en mieux 

décrit et il est plausible que TGF-β contrôle ces transitions chez l’axolotl. Toutefois, compte 

tenu du fait que l’inhibition de la voie canonique n’empêche pas la fermeture de la plaie lors de 

la régénération de la patte, tout porte à croire que certaines voies non-canoniques participent à 

ce processus. Malheureusement, les données récoltées jusqu’à présent ne semblent pas nous 

indiquer clairement quelles voies participent au processus. 
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Figure 30. Résumé de la phosphorylation des Smads lors de la phase de préparation 

Résumé présentant schématiquement le niveau dans le temps de phosphorylation des Smads 

dans deux types cellulaires différents lors du processus de régénération de la patte. Cette figure 

présente aussi l’effet de l’inhibiteur de la voie de TGF-β sur la phosphorylation. En résumé, 

Smad2 est activé entre 6h et 48h dans les cellules épithéliales et les cellules du mésenchyme. 

Un traitement avec le SB-431542, mais pas avec le SIS3 prévient cette phosphorylation et est 

associé à une perte de prolifération des cellules du mésenchyme. La migration n’a pas été 

directement testée, mais semble réduite dans le cas d’un traitement avec le SB-431542. Smad3 

est activé rapidement (entre 3h et 24h) dans les cellules épithéliales. Un traitement avec le SB-

431542 ou avec le SIS3 réduit cette phosphorylation sans toutefois avoir un effet sur la fermeture 

de la plaie. 
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D’autre part, l’expression de plusieurs gènes de la famille des MMPs a été mesurée suite 

à des traitements avec l’inhibiteur de TGF-β1. Plusieurs MMPs sont des cibles connus de la 

signalisation des TGF-β. Par exemple, Smad2 joue un rôle dans la régulation de MMP2 et 

MMP9 154. Les résultats obtenus montrent que l’expression de MMP2 et MMP9 est diminuée 

dans les pattes traitées avec le SB-431542 comparativement aux contrôles. Plusieurs autres 

études ont montré l’importance des MMPs lors de la régénération 99,100,102. La régulation des 

cibles canoniques de TGF-β, MMP2 (via Smad2) et MMP9 (via Smad2 et Smad3), est 

potentiellement un élément important pour le remodelage de la matrice permettant la migration 

subséquente de cellules vers le blastème. La diminution d’expression de ces deux importants 

MMPs pourrait expliquer, en partie, l’absence de blastème dans les pattes amputées des animaux 

traités.  

Il semble aussi clair que la signalisation canonique des TGF-β s’effectue, en temps 

normal, via les deux effecteurs, Smad2 et Smad3. En déréglant l’équilibre entre ces effecteurs, 

on peut causer, par exemple, une fibrose accrue 155. Il n’est donc pas impossible que la 

signalisation des TGF-β favorise un des effecteurs lors de la régénération, Smad2, ce qui 

prévient la formation de cicatrices. La diminution de la protéine totale Smad3 et une faible 

activation de cette protéine lors de la phase de préparation sont donc probablement essentielles 

au phénotype de guérison sans fibrose. Nous n’observons pas la présence de myofibroblastes 

lors du processus de régénération qui sont aussi intimement liés à la signalisation des TGF-β/p-

Smad3. La présence de myofibroblastes est détectable seulement suite à une déplétion du 

système immunitaire et cause aussi l’apparition de tissu cicatricielle 112, ce qui corrèle avec notre 

observation que l’activation de Smad3 est minime lors du processus de régénération.  

Deux questions pertinentes pourront être explorées dans le futur. La première est la 

question d’activation de TGF-β uniquement lors de la phase de préparation lors du processus de 

régénération. On sait que cette voie est active jusqu’à EB. Selon nos observations, le gène cible 

de Smad2, SnoN, pourrait jouer un rôle important. Ce gène est intimement lié à l’auto-inhibition 

de la signalisation des TGF-β. L’expression de SnoN a déjà été décrite lors du processus de 

régénération au laboratoire. Le maximum d’expression est observé entre 24h et 48h post-

amputation. Son expression est aussi réduite lorsque les animaux sont traités avec du SB-

431542. La diminution de la protéine totale de Smad3 lors de la phase de préparation est un 
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autre indice. SnoN est aussi connue pour sa capacité à lier Smad3 et à le mener au protéasome, 

ce qui concorde avec le peu de p-Smad3 que nous détectons au début du processus de 

régénération. Il est plausible que l’activation de Smad3 lors de la régénération mène rapidement 

à sa propre dégradation. SnoN et d’autres partenaires d’interaction (voir figure 6) pourraient 

promouvoir cette dégradation. Considérant le rôle connu de SnoN dans la littérature, il est 

plausible que cette protéine soit, en partie, responsable de la transition entre l’activité de la voie 

des TGF-β liée à la formation du blastème et à une seconde phase de signalisation qui exclut 

TGF-β lors du redéveloppement. Une perte de cette protéine pourrait maintenir la signalisation 

TGF-β plus longuement. Cette diminution pourrait aussi promouvoir une activité plus 

importante de Smad3, amenant la production de tissus cicatriciels. Il est crucial de comprendre 

ces phénomènes puisqu’ils contrôlent possiblement le processus de guérison sans cicatrice. 

Un second élément intéressant est la boucle d’auto-activation de TGF-β1. Puisque le 

promoteur de ce gène contient un SBE, il est possible que l’activité des Smads régule aussi son 

expression. Dans la littérature, il semble exister un consensus autour du fait que cette boucle 

s’opère via p-Smad3. Cette observation est intimement liée avec l’expression excessive de 

protéines de la matrice extracellulaire, dont le collagène de type I, qui mène à la fibrose. Or, 

l’activation de Smad3 au cours de la régénération est relativement minimale comparativement 

à celle de Smad2. De plus, la surexpression de Smad3 semble mener à l’apoptose des cellules 

ciblées, l’empêchant potentiellement d’effectuer ses actions profibrotiques. Malgré tout, 

l’ARNm de TGF-β1 augmente lors de la phase de préparation 264. Il est possible que l’expression 

de TGF-β1 soit régulée par Smad2 dans le contexte de la régénération. Une évaluation plus 

précise de cette régulation pourrait être faite en travaillant avec les inhibiteurs déjà utilisés au 

laboratoire (SB-431542 et SIS3) et permettra de mieux comprendre pourquoi l’axolotl ne 

produit pas de cicatrices bien qu’il exprime TGF-β1 lors de sa phase de préparation.  

La seconde question concerne la régulation différentielle des Smads. J’ai relevé plusieurs 

éléments dans la littérature, mais il n’y a pas un mécanisme clair qui sort du lot. La régulation 

de la phosphorylation par des GTPase comme Rac1 est très intéressante et facile à tester 

puisqu’il existe un inhibiteur de cette protéine. En effet, l’inhibition de Rac1 semble mener à 

une diminution de la phosphorylation de Smad2 et à une diminution de la migration cellulaire.  

Il serait intéressant de tester l’inhibiteur de Rac1 puisqu’aucune méthode actuelle ne m’a permis 
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de diminuer spécifiquement l’activation de Smad2 in vivo. Cet outil pourrait permettre de mieux 

définir le rôle de Smad2 lors de la fermeture de la plaie chez l’axolotl et lors de la formation du 

blastème. Une perte d’activation spécifique de Smad2 devrait empêcher la formation du 

blastème. Une autre possibilité intéressante est le modèle de séquestration de Smad3 par Stat3. 

Stat3 est déjà connu pour son rôle dans la régénération du cœur chez le poisson zèbre 334. Il 

existe deux phosphorylations bien connues pour Stat3 qu’il serait intéressant d’étudier. La 

première est une phosphorylation de la tyrosine 705 qui est associée à un état actif de la protéine 

et à un état de cellules dédifférenciées 335. Nos résultats préliminaires montrent que cette tyrosine 

est phosphorylée lors de la phase de préparation, ce qui correspond au moment où les cellules 

sont dédifférenciées. La seconde phosphorylation est située sur la sérine 727. Cette 

phosphorylation promouvoit la déphosphorylation de la tyrosine 705 336. Dans ce cas, les 

cellules souches de souris ont tendance à se différenciées 335. Nos résultats préliminaires 

montrent que cette phosphorylation est présente seulement lors de la phase de redéveloppement. 

Lorsque Stat3 est activé, il est en mesure d’interagir avec p-Smad3, bloquant ainsi la 

signalisation des TGF-β 337. Des inhibiteurs sont disponibles pour inhiber spécifiquement 

chacune des deux phosphorylations de Stat3. Une perte de la phosphorylation de la tyrosine 705 

pourrait amener une augmentation de l’activité de Smad3 et à une accumulation de tissus 

cicatriciels.  

 

6. Conclusion 

L’axolotl est un modèle vertébré possédant une peau similaire à celle de l’humain. La 

signalisation lors du processus de guérison chez l’axolotl est similaire à celle observée lors de 

la guérison humaine, puisque ce sont les mêmes gènes qui sont impliqués. Les plus grandes 

différences se situent au niveau du moment où ces gènes s’expriment et sur la durée de leur 

expression. Cette régulation fine est essentielle à une guérison parfaite. La guérison humaine 

n’est pas parfaite et s’accompagne de fibrose. Pour améliorer ce processus, il faudra comprendre 

comment la guérison s’opère chez l’humain, mais aussi comment elle s’opère dans un contexte 

de guérison parfait. L’axolotl représente donc un modèle de choix pour comprendre ce 

processus, mais aussi pour comprendre la régénération épimorphique qui permet de remplacer 
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des organes et des tissus perdus. Ces processus complexes sont intimement liés à la signalisation 

de TGF-β et nous montrons clairement que Smad2 et Smad3 jouent un rôle différent dans la 

régénération. Smad2 est essentiel au processus et permet la formation du blastème, structure 

contenant les cellules dédifférenciées menant à la régénération parfaite. Smad3 ne semble pas 

être essentiel au processus, puisque sa phosphorylation est limitée. Toutefois, cela concorde 

avec l’absence de cicatrisation observée lors du processus de régénération.  

On peut espérer que l’amélioration de nos connaissances sur la signalisation de la voie 

canonique de TGF-β chez l’axolotl mène à de meilleurs traitements cliniques. Il semble que 

l’activité excessive de Smad3 dans un contexte de guérison humaine mène à des problèmes 

comme la cicatrisation, la propagation des chéloïdes ou l’apparition de cicatrices 

hypertrophiées. Enfin, il faut intégrer ces nouvelles connaissances au sein d’un réseau complexe 

de signalisation. Un processus complexe s’opère rarement par une seule voie. Les systèmes 

biologiques montrent souvent des redondances qui permettent au système de survivre dans le 

cas de mutations ou autres problèmes. Il faudra donc combiner nos connaissances de plusieurs 

voies de signalisation pour comprendre ce processus bien défini. 
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Annexe 1 

Expériences supplémentaires : Moduler l’activité de Smad3 

Les expériences menées jusqu’ici ne nous ont pas permis de réduire l’activation de 

Smad3 par plus de 50 %. Nous avons aussi testé un autre inhibiteur spécifique de Smad3, la 

Naringénine. Cet inhibiteur est connu pour réduire l’expression de Smad3, ainsi que la 

phosphorylation de Smad3 161,338. Nous avons traité les animaux 6h et avons vérifié le niveau 

de phosphorylation de Smad3, ainsi que l’expression de la protéine totale. Bien que nous 

observions une diminution d’expression pour p-Smad3 (Chapitre 2, Figure 16a, b), cette 

diminution est similaire à celle observée suite à un traitement avec le SIS3. D’autre part, la 

diminution de la protéine totale Smad3 causée par le traitement avec la Naringénine ne semble 

pas non plus affecter le processus, du moins au niveau phénotypique (Figure 16e, f). Nous avons 

aussi vérifié l’effet de cet inhibiteur sur la phosphorylation de Smad2 et avons observé que cette 

dernière n’était pas réduite par l’inhibiteur à 24h (Figure 16c, d). Cet inhibiteur est spécifique à 

Smad3, mais ne cause pas de défauts lors de la régénération. Ceci supporte que Smad3 ne soit 

pas essentiel particulièrement lors de la formation du blastème. 

Afin de diminuer davantage la phosphorylation de Smad3, nous avons aussi tenté de 

combiner la Naringénine avec le SIS3. Le SIS3 est connu pour réduire la phosphorylation de 

Smad3 indépendamment de l’activation par TGF-β ; cette molécule peut aussi réduire la 

phosphorylation de Smad3 stimulée par les AGE 339. Puisque leur action n’est pas la même, 

nous avons émis l’hypothèse que l’utilisation simultanée des deux inhibiteurs pourrait diminuer 

davantage cette phosphorylation. Les expériences que nous avons effectuées ont montré que la 

diminution maximale était d’environ 50 %. Puisque ces inhibiteurs ont des effets systémiques 

qui peuvent être nocifs, nous avons acheminé l’inhibiteur pharmacologique SIS3 à l’aide d’un 

micro-injecteur directement au site de l’amputation en utilisant une dose plus élevée pour 

réduire davantage la phosphorylation de Smad3. Des animaux de 5cm ont été injectés 24h avant 

l’amputation et directement avant l’amputation 1µl de 25µM de SIS3 ou 50µM de SIS3. Dans 

les deux cas, l’inhibition de la phosphorylation n’est pas supérieure à celle observée en 



 

ii 

 

immergeant l’animal dans un milieu contenant 5µM de l’inhibiteur (figure 31a, b). Cette 

approche ne permet donc pas de réduire davantage l’activation de Smad3 in vivo.  

D’autre part, nous avons tenté de mesurer l’activité de Smad3 in vivo à l’aide d’un 

rapporteur luciférase, CAGA12lux, spécifique à Smad3 340. Comme nous l’avons montré dans la 

figure supplémentaire 4 du chapitre 2, ce rapporteur fonctionne bien dans les cellules d’axolotl. 

Il a aussi été montré qu’une approche de mesure avec un rapporteur luciférase est possible in 

vivo. Une approche similaire a été utilisée pour mesurer l’activité de p53 dans la patte en 

régénération de l’axolotl 341. Malheureusement, nous n’avons pas mesuré d’activation de notre 

rapporteur luciférase, mais nous avons mesuré de l’activité pour le rapport b-globine rénilla 

luciférase (figure 31c). Ceci confirme encore une fois que l’activité de Smad3 est minime lors 

du processus de régénération. 
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Figure 31. Les traitements avec la Naringénine réduisent l’expression de Smad3, mais 

n’affectent pas la régénération 

Expériences visant à montrer que la Naringénine affecte spécifiquement l’expression de Smad3 

in vivo. a) Traitement de 6h avec 35µM de Naringénine. 2n présentés en immunobuvardage de 

type Western. b) Quantification des expériences (n=4). L’expression de la protéine totale pour 

Smad3 et la phosphorylation de Smad3 sont réduites. c) Traitement de 24h avec 35µM de 

Naringénine. 3n présentés en immunobuvardage de type Western. b) Quantification des 

expériences (n=3). La phosphorylation de Smad2 n’est pas réduite par cet inhibiteur, mais 

l’expression de la protéine totale Smad3 est réduite. e-f) Exemple de pattes suite à un traitement. 

Il n’y a pas de différence marquée entre le contrôle DMSO (e) et la patte de l’animal traité avec 

35µM de Naringénine (f) après 21 jours de traitements consécutifs.  
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Figure 32. Injection in vivo de SIS3 et du rapporteur luciférase CAGA12lux 

a-b) Injection in vivo de SIS3. Des animaux ont été injectés 24h avant l’amputation et 1h avant 

l’amputation (1µl de solution PBS 0.7X et FastGreen 0,01 % avec 1 % de DMSO pour les 

contrôles et 25µM de SIS3 ou 50µM de SIS3 pour les animaux traités). n=2. a) 

Immunobuvardage de type Western. Les résultats montrent que l’injection n’est pas efficace 

pour diminuer la phosphorylation de Smad3. 2n sont présentés. b) Quantification des 

expériences présentées en (a). c) Activité relative de la luciférase in vivo. Injection et 

électroporation des rapporteurs 24h pré-amputation. Aucune activité n’est mesurée 6h ou 48h 

post-amputation. n=3.  
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Annexe 2 

Expériences supplémentaires : Voie non canonique de p38  

Étant donné que l’inhibition de la voie canonique de TGF-β n’empêche pas la fermeture 

de la plaie, nous avons identifié une seconde voie pouvant potentiellement être responsable de 

la fermeture de la plaie en absence de la signalisation canonique de TGF-β. 

 Nous avons mesuré l’expression du gène ATF3, connu pour son rôle dans la fermeture 

des plaies. Ce gène est régulé par une voie non canonique de TGF-β et implique une interaction 

entre p38 et Smad3 239. Ce gène est exprimé fortement à 6h pa (Figure 33a) et son expression 

diminue par la suite. Suite à un traitement avec 25µM de SB-431542, l’expression d’ATF3 n’est 

pas affectée et la plaie ferme de manière normale. Il est plausible que la fermeture de la plaie 

soit contrôlée, en partie, par cette voie non canonique de TGF-β. Nous avons donc testé un 

inhibiteur de p38, le SB-203580. À une concentration de 50µM, l’inhibiteur est capable de 

réduire de manière dose dépendante la phosphorylation de p38 (figure 33b). Cependant, aucun 

effet n’est observable lors de la fermeture de la plaie ou même au niveau du processus de 

régénération (Figure 33). Il est possible que les voies canoniques et non-canoniques participent 

ensemble à la fermeture de la plaie. Une tentative de blocage simultané de ces deux voies 

pourrait être tentée afin de mieux comprendre ce processus.  
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Figure 33. Rôle de la voie non canonique p38 lors de la fermeture de la plaie 

a) PCR semi-quantitative sur gel. L’expression de ATF3 est augmentée rapidement (6h post-

amputation) et rediminue rapidement. Le traitement avec le SB-431542 n’affecte pas son 

expression. n=4. b) Immunobuvardage de type Western. Traitement d’embryons entiers avec 

l’inhibiteur de p38 SB-203580. La phosphorylation de p38 est affectée de manière dose 

dépendante. n=2. c-f’) Traitement avec le SB-203580 d’animaux amputés. On voit que la plaie 

est fermée après 24h dans l’animal contrôle (c) et dans l’animal traité (d). L’inhibiteur ne semble 

pas affecter la régénération (f) comparativement au contrôle (e) après 28 jours de traitement. Le 

cartilage se forme normalement dans l’animal contrôle (e’) et dans l’animal traité (f’) comme 

l’on observe avec la coloration Victoria blue du cartilage. n=3 

 

 

 


