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L’axolotl, un modele pour la
médecine régénérative dans le
traitement des plaies chez le cheval ?

Objectif du travail : Ce travail a pour objectif de synthétiser les connaissances actuelles sur le
processus de guérison de 1’axolotl et ses applications en médecine régénérative, plus
particulierement dans le cas de plaies cutanées chez le cheval.

Résumé : L’axolotl est une salamandre qui posséde des propriétés de régénération
exceptionnelles. I1 est étudié¢ largement dans le monde scientifique depuis plusieurs décennies afin
de comprendre les mécanismes lui permettant de guérir de ses blessures sans former de cicatrice ou
encore de reformer un organe complet dont la structure et la fonction sont indifférenciables de
I’organe d’origine. La fine compréhension de la cicatrisation et de la guérison sont fondamentales
pour entrevoir les possibilités de traitements en médecine régénérative utilisant 1’axolotl. En effet,
le cheval est un animal sujet aux blessures de par son utilisation et son environnement. De plus, les
complications (exemple : tissu de granulation exubérant) lors de la cicatrisation ne sont pas rares.
Ce probleme est plus fréquemment rencontré chez le cheval que chez le poney et plus fréquemment
aux niveaux des membres qu’au niveau du corps. De nombreuses thérapies en médecine
régénérative ont déja été mises en place chez le cheval, mais jusqu’a aujourd’hui, aucune ne permet
une guérison sans laisser de cicatrice. Diverses études ont ¢t€ menées pour €tablir des traitements
sur base de I’axolotl et ont montré un degré d’efficacité variable. Sur base de ces résultats,
I’utilisation de I’axolotl afin d’établir une ou plusieurs thérapies en médecine régénérative équine
parait possible et prometteuse. Cependant, d’autres études doivent étre menées pour élucider
entierement la guérison des urodeles. L’étude d’autres animaux aux capacités similaires ( ex : le
poisson zebre, la grenouille Xenopus Laevis) sont aussi des pistes pour établir les chainons

manquants a cette compréhension.



Objective of the work: The aim of this work is to synthesize current knowledge in the healing
process of axolotl and its applications in regenerative medicine, more particularly in the case of skin
wounds in horses.

Summary: Axolotl is a salamander with exceptional regenerative properties. It has been studied
in the scientific world for several decades in order to understand the origin of the mechanisms
allowing it to heal from its wounds without leaving a scar or to reform a complete organ whose
structure and function are indistinguishable from the old one. A fine understanding of wound
healing and cicatrisation is fundamental to use axolotl in possible treatments in regenerative
medicine. Indeed, the horse is an animal subject to injuries from its use and its environment and
complications (example: exuberant granulation tissue) during healing are not uncommon. This
problem is more common in horses than in ponies and more common in limbs than in body. Many
therapies in regenerative medicine have already been put in place on horses, but so far none have
allowed healing without leaving a scar. Various studies have considered to establish treatments on
the basis of axolotl and have shown varying degrees of effectiveness, will they be applicable to the
horse? Based on these results, the use of axolotl to establish some therapies in equine regenerative
medicine appears possible and promising. However, more studies are needed to fully elucidate
wound healing in urodeles. The study of other animals with similar properties (eg : zebrafish, the

frog Xenopus Laevis) are also a lead to establish the missing links to the healing mechanism.
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1. Introduction

De par son utilisation et son environnement (boxe, cloture de prairie), le cheval est un animal
sujet aux blessures, en particulier sur la partie distale des membres. La guérison de ces plaies par
premiére intention est souvent rendue impossible. En effet, la tension cutanée existant dans cette
région ne permet pas un rapprochement suffisant des bords de la plaie par une suture. La
cicatrisation par seconde intention est donc privilégiée et nécessite un suivi minutieux de
I’évolution de la blessure. En effet, I’hypergranulation est une complication fréquente dans I’espece
équine et représente un véritable challenge pour le praticien en médecine équine. Pour prévenir ce
phénomene indésirable, des thérapies de médecine régénérative préventives et/ou curatives, ont été
développées. En médecine régénérative, Demircan et collaborateurs (2016) ont mis au point un
traitement utilisant les cellules de 1’axolotl chez la souris avec des résultats encourageants. Cette
salamandre néoténique a le pouvoir de régénérer plusieurs de ses organes (systéme nerveux central,
coeur, membre) et de guérir de ces Iésions sans aucune cicatrice. La compréhension des
mécanismes de guérison de cet animal, mettrait en lumicre les obstacles a la cicatrisation parfaite et
serait une avancée considérable dans le domaine de la médecine régénérative.

L’objectif de ce travail est de discuter la possible utilisation d’une thérapie régénérative basée sur
le modéele de I’axolotl chez les équidés. Les processus de cicatrisation des €quidés et de ’axolotl

sont développés et comparés et serviront de base a cette réflexion.

2. Le processus de cicatrisation physiologique du cheval

Dans I’espéce équine le processus de cicatrisation par seconde intention est un mécanisme
hétérogene. En effet, Wilmink et collaborateurs (1999 ; 2005) démontrent que le cheval et le poney
ne possedent pas les mémes capacités de cicatrisation. Ce dernier présente une prévalence moindre
de complications (Bertone et al. 1985) et est plus performant sur le plan de la cicatrisation grace a ;
(1) une réaction inflammatoire plus forte et moins longue, (2) une contraction plus adaptée des
myofibroblastes, (3) une dégradation plus rapide de la fibrine du clou plaquettaire (Wilmink et al.
1999). De plus, la localisation anatomique de la 1€sion a un impact sur 1’efficacité de la cicatrisation
(Wilmink et al. 2005 ; Lepault et al. 2005). Contrairement aux blessures sur le thorax, celles
présentes sur les membres mettent plus de temps a guérir et sont plus souvent compliquées par une
inflammation chronique, une infection ou le développement d’un tissu de granulation exubérant

(Wilmink et al. 2005 ; Lepault et al. 2005).



Quatre phases a la cicatrisation sont communément reconnues : 1’hémostase, la phase
inflammatoire, la phase de réparation et la phase de maturation. La cicatrisation se fait de fagon
continue, par conséquent ces quatre phases sont dépendantes les unes des autres et peuvent se
retrouver simultanément au sein d’une méme plaie. Les différents acteurs des étapes de la

cicatrisation sont illustrés en annexe Figure 1 et Figure 2.

2.1. Phase inflammatoire et de débridement

La Iésion mécanique des endothéliums déclenche I’agglutination des plaquettes au contact
des fibres de collagéne de type III mises a nu, ce qui forme le clou plaquettaire. Les plaquettes
libérent de la thromboxane A2 et de la sérotonine qui vont contribuer a la vasoconstriction locale.
Les granules des thrombocytes contiennent ¢galement des facteurs de croissance indispensables a
I’initiation de la cicatrisation, a savoir : le PDGF (Platelet Derived Growth Factor), le TGFf
(Transforming Growth Factor P) et le Platelet Factor 4 (Kawasumi et al. 2012 ; Cafiedo-Dorantes et
Cafiedo-Ayala 2019). Le TGFp est connu pour étre une molécule importante dans I’initiation de la
cicatrisation (Van Den Boom et al. 2002) . Cinq isoformes ont été identifiées et trois d’entre elles
sont reconnues comme largement impliquées dans la guérison cutanée (-1, -2 et -3). Les TGB-1 et 2
sont les isoformes les plus présentes au début du processus de cicatrisation (Van Den Boom et al.
2002). Les endothéliums 1ésés vont aussi induire le systéme des kinines, dont la bradykinine qui
augmente la perméabilité vasculaire et induit une zone oedématiée (Cafiedo-Dorantes et Cafedo-
Ayala 2019). Pour terminer, la Iésion enclenche la cascade de la coagulation qui aboutit a
I’activation de la prothrombine en thrombine qui clive le fibrinogeéne en fibrine. Cette fibrine va
polymériser pour former un réseau qui consolidera le clou plaquettaire (Schlag et al. 1986 ;
Kawasumi et al. 2012 ; Cafiedo-Dorantes et Cafiedo-Ayala 2019).

L’augmentation de la perméabilité vasculaire va permettre la diapédeése des leucocytes dont le
but est de détruire/controler la cause de I’inflammation. Les premicres cellules présentes sur le
foyer inflammatoire sont les polymorphonucléaires neutrophiles (PMNs) (Cafiedo-Dorantes et
Cafiedo-Ayala 2019). Les neutrophiles sont guidés jusqu’au foyer inflammatoire par chimiotactisme
rendu possible par les cytokines produites par les cellules endothéliales endommagées. Les

principales cytokines sont : le TNFa, I’'IL-1 et I'[L-8 (Cafiedo-Dorantes et Cafiedo-Ayala 2019).

Les PMNSs sont présents en seulement quelques minutes au niveau de la plaie et leur nombre est
maximal aprés 24-48h (Kawasumi et al. 2012 ; Cafiedo-Dorantes et Cafnedo-Ayala 2019). Leur
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nombre chute de fagon accrue durant trois semaines et poursuit une diminution graduelle pour
toujours étre présents au bout de cinq semaines (Wilmink et al. 1999). Leur role principal est de
libérer leurs granules qui vont digérer le tissu conjonctif et les potentielles bactéries ce qui
occasionne une perte de substance supplémentaire. Leur second role est de phagocyter les
pathogenes. Cependant, chez le cheval, la présence de bactéries affecte la réponse inflammatoire de
facon minimale (Jorgensen et al. 2019). Jorgensen et collaborateurs (2019), mettent en évidence que
les populations de neutrophiles et de macrophages augmentent de fagon peu significative lors de
I’infection des plaies appendiculaires par Staphylococcus aureus ou Pseudomonas aeruginosa.
Wilmink et collaborateurs (1999) mettent en évidence que la réaction inflammatoire du cheval est
plus faible et prolongée par rapport a celle du poney et est aussi moins marquée au niveau du
membre par rapport au thorax. Cette réaction inflammatoire se caractérise par un nombre moins
important de PMNs et maintient la persistance d’un tissu de granulation purulent et irrégulier. La
présence prolongée des neutrophiles retarde la fin de la phase inflammatoire et prolonge le
processus de cicatrisation (Lepault et al. 2005). De plus, Dovi et collaborateurs 2003, mettent en
évidence que la présence de PMNs lors de plaies non infectées n’est pas indispensable a la
cicatrisation .

Apres les neutrophiles, ce sont les monocytes, les macrophages circulants, qui sont recrutés. Ils
sont aussi guidés par le gradient de chémokines libérées par les cellules endothéliales lésées
(Caniedo-Dorantes et Cafiedo-Ayala 2019). Les macrophages ont une place importante dans la
cicatrisation. Sans leur activité, le passage a la phase de réparation ne pourra se faire. En effet, ils
ont pour role de phagocyter les débris cellulaires et les potentiels pathogénes présents pour nettoyer
le lit de la plaie et ainsi préparer le terrain au tissu de granulation. Ils produiront des cytokines pour
amplifier la réaction inflammatoire ainsi que des facteurs de croissance : PDGF (Platelet Derived

Growth Factor), le FGF (Fibroblast Growth Factor), le TGFB (Transforming Growth Factor (),
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I’IL-1, P'IL-6 (Canedo-Dorantes et Canedo-Ayala 2019). Ceux-ci permettront d’induire la

prolifération des fibroblastes, la néoangiogénése et la synthése de collagene.

2.2. Phase de réparation

C’est durant cette phase que le tissu de granulation est formé par la prolifération des
fibroblastes, la production d’un nouveau tissu conjonctif ainsi que la néoangiogénése (Canedo-
Dorantes et Canedo-Ayala 2019). Wilmink et collaborateurs (1999) observent que I’activité
mitotique est élevée dans le tissu de granulation du cheval et celle-ci est doublée a partir de la
deuxiéme semaine post Iésion. Il semblerait que 1’inhibition de la mitose est insuffisante lorsque la
formation de nouveau tissu de granulation est nécessaire, ce qui mene a un tissu de granulation
exubérant (Wilmink et al. 1999)

Les fibroblastes sont issus des cellules non différenciées du tissu conjonctif dont la mitose est
induite par le TGFP (surtout le -1) (Lepault et al. 2005 ) et apparaissent rapidement aux bords de la
plaie. Comme pour les cellules inflammatoires, ils sont recrutés par chimiotactisme induit par les
facteurs de croissance libérés par les plaquettes et les macrophages (Canedo-Dorantes et Cafiedo-
Ayala 2019). Le réseau de fibrine créé durant I’hémostase, va servir de guide aux fibroblastes.
Ceux-ci vont produire, en plus des macrophages et cellules endothéliales, des fibronectines qui leur
permettent d’adhérer entre eux et a la matrice du tissu conjonctif. La fibrine doit ensuite étre lysée
pour étre remplacée par du collagéne (Canedo-Dorantes et Cafiedo-Ayala 2019). Cette fibrinolyse
est assurée par les cellules endothéliales qui proviennent de la néoangiogénése. Celle-ci est
indispensable a la formation du tissu de granulation car elle permet d’apporter les nutriments et

I’oxygene nécessaires et est activée par I’IL-1 et le TNF-a. La microvascularisation de la plaie est

moins développée au niveau des membres chez le cheval, elle est 2,22x moins importante par
rapport a une blessure au niveau du thorax (Lepault et al. 2005). Durant la prolifération des
fibroblastes, la production de TGFp permet la stabilisation topographique des cellules et assure leur
ancrage en activant la production des molécules d’adhésion cellulaire. Un changement dans le ratio
des isoformes de TGFP en serait la cause. Les TGFB-1 et -2 diminuent alors que le TGFp-3
augmente en quantité (Yang et al. 1999 ; Theoret et al. 2001). Chez le cheval, le pic de TGFB-1 est
moins intense, mais est prolongé, ce qui entretient la stimulation des cellules mésenchimateuses.
Cette sollicitation continue est un des facteurs amenant a la production d’un tissu de granulation
exubérant et est observée plus particulierement dans la région distale des membres (Van Den boom

et al. 2002 ; Wilmink et al. 2005 ; Lepault et al. 2005).



Ensuite vient le processus de fibrogénése durant lequel les fibroblastes produisent des fibres de
collagéne de type I, III (derme) et IV (Lame Basale) en grande quantité. Cette synthése de collagene
est activée par les médiateurs (FGF, TGFB, EGF et PDGF) produits par les macrophages et les
cellules endothéliales (Canedo-Dorantes et Canedo-Ayala 2019). Wilmink et collaborateurs (1999)
mettent en évidence que les fibres de collagénes produites par les fibroblastes sont déposées en de
trés larges bandes.

Grace a la prolifération et a la migration des fibroblastes, au remplacement de la fibrine par une
matrice extra-cellulaire (MEC) composée de collagene et la néoangiogénéese, la phase de réparation
épithéliale peut débuter. En effet, le tissu de granulation sert de support aux cellules épithéliales qui
vont le recouvrir.

La réépithélialisation débute, sous 1’effet du TGFB, PDGF et VEGF produits par les fibroblastes,
environ une semaine post 1ésion (Kawasumi et al. 2012 ; Canedo-Dorantes et Cafiedo-Ayala 2019),
lorsque le tissu de granulation a recouvert toute la blessure. Afin d’accélérer la fermeture de la plaie,
la contraction des myofibroblastes se produit simultanément. La contraction cesse lorsque les bords
du nouvel épithélium formé se rencontrent grace au mécanisme d’inhibition de contact des cellules
épithéliales (Cafiedo-Dorantes et Cafiedo-Ayala 2019). Les myofibroblastes sont des fibroblastes

différenciés qui proviennent des bords de la plaie. Ils sont caractérisés par I’expression d’a-SMA

(alpha smooth muscle actin), ce qui leur permet de se contracter comme les cellules du muscle lisse
(Desmouliere et al. 1992 ; Kawasumi et al. 2012 ; Denis et al. 2013). Il est important que la
contraction de la plaie se fasse le plus rapidement possible et de la facon la plus efficace pour
limiter les risques de complication. Chez le cheval, la contraction des myofibroblastes est moins
efficace que celle du poney (Wilmink et al. 2010). Cependant, cette inefficacité n’est pas due a un
défaut de leur force de contraction. En effet, cette derniére est identique chez les deux équidés
lorsque les fibroblastes sont cultivés sur un gel flottant (Wilmink et al. 2010). La seule différence
possible est le milieu inflammatoire moins important du cheval qui influencerait les performances
des myofibroblastes (Wilmink et al. 2010). L’organisation des fibroblastes dans le tissu de
granulation d’une Iésion au thorax est bien meilleure que celle observée au niveau de la partie
distale du membre. L’organisation correcte de ceux-ci se fait au bout de 3 semaines lorsque la plaie
se situe sur le thorax et reste chaotique durant 6 semaines au niveau du membre (Wilmink et al.

1999 ; Lepault et al. 2005). Ce défaut d’organisation proviendrait du milieu inflammatoire
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Figure 2 : acteurs cellulaires et moléculaires des
dernieres étapes de la cicatrisation - Tiré de Kujath et
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spécifique a la partie distale du membre et diminuerait 1’efficacit¢ de la contraction, augmentant
ainsi de fagon directe le temps de cicatrisation.

Durant la réépithélialisation, les kératinocytes migrent a partir des bords de la plaie et ont une
activité mitotique importante. Cette derniere est stimulée par les facteurs de croissance qui sont le

FGF, I’EGF, le TGFa (Canedo-Dorantes et Cafiedo-Ayala 2019). La vitesse de réépithélialisation

est impactée par la localisation de la plaie. Lepault et collaborateurs 2005 démontrent que ce
processus est plus lent lorsque la l1ésion est située dans la partie distale du membre du cheval. Si une
crolte se forme, les cellules épithéliales migrent en-dessous et celle-ci tombera lorsque 1’épithélium
aura recouvert toute la surface de la plaie.

La réépithélialisation est compléte, toutefois la peau restera dépigmentée car les mélanocytes ne
migrent pas, tout comme les cellules épithéliales formant les glandes sébacées et sudoripares.
Néanmoins, la peau nouvellement formée reste fragile, elle subit donc un remaniement durant

plusieurs mois, c’est la phase de maturation.

2.3. Phase de maturation

Les processus de néovascularisation ralentissent pour prendre fin. Un équilibre entre le
dépot de collagene et la collagénolyse se crée. Le tissu de granulation qui était trés vascularisé et
trés cellulaire évolue alors en un tissu peu vascularisé et plus fibreux le rendant plus résistant. Le
tissu fibreux va étre remodelé. En effet, le dépot des fibres de collagéne par les fibroblastes durant
la phase de réparation n’est pas réalisé de fagon optimale. La collagénolyse permet de les remplacer
par des fibres de collagene orientées dans le sens des lignes de tension de la peau et former ainsi

une MEC plus résistante. Ce processus est régulé par toute une série de facteurs de croissance, de
6



cytokines, de métalloprotéases (enzymes chargées de la dégradation des protéines de la MEC) et de
leurs inhibiteurs. On remarque aussi une diminution du collagéne du type III et une augmentation

du collagéne de type I qui compose majoritairement la peau saine.

L’¢épiderme lui aussi va maturer en s’épaississant grace au processus de kératinisation de la

peau.

3. Complication de la cicatrisation chez le cheval :
I’hypergranulation

Le processus pathologique de 1’hypergranulation n’est pas encore totalement compris et est
multifactoriel. (Lepault et al. 2005). Le tissu de granulation exubérant se caractérise par une surface
irréguliere, des bords dépassant les marges de la plaie, la présence d’une grande quantité¢ d’exsudat,
une inflammation chronique et une contraction médiocre a cause de la fibrose (Hackett et al. 2011 ;
Couturier F. 2019). Son apparition occasionne un obstacle physique a la fermeture de la plaie car il
empéeche la réépithélialisation, retardant ainsi le rétablissement de 1’animal (Lepault et al. 2005). 11
existe des facteurs favorisant I’apparition du tissu de granulation exubérant comme la présence d’un
corps étranger, d’un séquestre osseux ou encore d’une infection (Theoret et al. 2008). En plus de ces
facteurs extérieurs, les chevaux possedent une tendance intrinseéque a développer une inflammation
chronique au niveau des plaies appendiculaires, ce qui prolonge la stimulation de la prolifération
des fibroblastes via toute une série de cytokines et de facteurs de croissance dont le TGF-f (Lepault
et al. 2005). Schwartz et collaborateurs (2002) dans leur étude mettent en évidence une synthése
importante de collagéne au niveau de la plaie. Cela est rendu possible par la présence de nombreux
myofibroblastes, de collagéne de type I, de TGF-B1 et une diminution de métalloprotéase 1
(MMP-1). La présence de ces différents acteurs signifie qu’il existe un déséquilibre entre la
production et la dégradation du collagéne. L’utilisation de facteurs inhibant la production de ce
dernier ou stimulant sa collagénolyse serait une piste a suivre pour éviter la formation de tissu de
granulation exubérant chez le cheval. Theoret et collaborateurs (2001) confirment I’implication du
TGFp dans ce déséquilibre. Ils réalisent un dosage des isoformes 1 et 3 du TGFp au niveau de la
plaie pour suivre la fluctuation de leurs taux dans le temps (14 jours). 24h apres ’incision, une
augmentation du taux de TGf-1 est observée dans les deux localisations (membre : 6037 £+ 1496 pg/
g, thorax : 5311 + 997 pg/g). Il n’existe pas de différence significative entre le membre et le thorax.

Le pic de TGB-1 diminue de fagon graduelle pour retourner a son taux basal a j 14 au niveau de la



plaie du thorax mais un taux élevé est maintenu au niveau de la plaie du membre méme apres 14
jours. Le TGB-3 quand a lui, augmente de fagon progressive avec un pic a j 14 pour le membre et un
pic a j 10 pour le thorax. Ceci met en évidence 1’existence d’une régulation réciproque entre le
TGB-1 et le TGB-3. Lorsque le TGB-1 est éleve, le TGP-3 est bas. Au vu de la différence d’efficacité
de la cicatrisation entre le thorax et le membre, le ratio TGB-1/TGB-3 serait I’'un des facteurs
I’influengant. Jorgensen et collaborateurs (2020) mettent en évidence cette réaction inflammatoire
faible et prolongée au niveau des membres par le biais d’observations histologiques et la
quantification de 1’expression de geénes codant pour des cytokines et facteurs pro-inflammatoires.
Cette chronicité de I'inflammation est caractérisée par un pic d’expression du gene MCP-1
(Monocyte Chemoattractant Protein-1) retardé (membre : j 14, corps : j 7) et une expression des
genes codant pour I’IL-1f et ’IL-6 restant élevée jusqu’a j 27.

Une autre piste sur I’apparition du phénomene d’hypergranulation serait une transition €pithélio-
mésenchymateuse (TEM) incontrélée (Jorgensen et al. 2019). C’est un processus se déroulant de
fagon physiologique durant I’embryogenese. Une augmentation de I’expression des N-cadhérines et
une diminution de I’expression des E-cadhérines permettent aux cellules épithéliales embryonnaires
de switcher en cellules mésenchymateuses et d’acquérir la capacité de migrer (Greeburg et al.
1988). Jorgensen et collaborateurs (2019) mettent en évidence 1’existence de ce switch chez le
cheval : I’expression de N-cadhérine apparait dans les kératinocytes de la périphérie de la plaie et
I’expression de la E-cadhérine diminue. La TEM est un processus compliqué car elle est régulée par
un nombre important de molécules dont le TGF-B. La production prolongée de ce dernier pourrait
induire une stimulation excessive de la TME (les kératinocytes devenant des myofibroblastes) et
contribuer a la formation du tissu de granulation exubérant (Jergensen et al. 2019).

Aujourd’hui divers traitements médicamenteux (antibiotiques, corticostéroides topiques), non
médicamenteux (bandages, thérapie par oxygeéne hyperbare) et chirurgicaux (débridement, greffe de
peau, extenseurs de tissu) existent en médecine équine pour palier a cette hypergranulation et ce
retard de cicatrisation (Maher et Kuebelbeck 2018). Des techniques en médecine régénérative ont
aussi vu le jour et ont fait leur preuve dans la prévention de I’hypergranulation et la guérison
accélérée des plaies appendiculaires chez le cheval (laser, membrane amniotique, cellules souches,

acide hyaluronique, plasma enrichi en plaquettes (PRP)) (Dahlgren 2018).



4. L’axolotl, un modéle de guérison parfaite

L’axolotl, Ambystonoma mexicanum, est une salamandre faisant partie de 1’ordre des urodéles.
Cette salamandre néoténique posséde des propriétés de régénération exceptionnelles. Elle est
capable de régénérer entierement un membre, des parties du systéme nerveux central ou encore des
organes internes (Seifert et al. 2012 ; Voss et al. 2019). Elle est également apte a guérir sans laisser
aucune cicatrice a la surface de sa peau lorsque celle-ci a été 1ésée. L’axolotl a été largement étudié
ces dernieres décennies afin de comprendre les mécanismes qui permettent la guérison des
différentes parties de son corps. En effet, il se distingue des mammiferes par sa capacité a restaurer
complétement un tissu endommageé, c’est-a-dire, que 1’organe récupere sa structure et ses fonctions
physiologiques originelles. Il est impossible de faire la différence entre 1’¢lément nouvellement
formé et I’ancien.

La régénération d’un organe de l’axolotl suit quatre étapes: (1) la phase inflammatoire
(comprenant I’hémostase), (2) la réépithélialisation du moignon amputé, (3) la formation du
blasteme, (4) la dédifférenciation cellulaire et la repousse de I’appendice. Si les dommages causés a
I’axolotl se limitent a la peau, la régénération ne suivra que les deux premieres étapes car elle est
indépendante de la formation d’un blastéme (Seifert et Maden 2014). Le blastéme n’est donc pas
indispensable a la guérison cutanée mais il I’est pour la repousse d’un membre ou d’un appendice.
Des travaux sont en cours sur son utilisation dans le traitement des plaies. Il y a peu de temps
encore, le blastéme était défini comme un amas homogéne de cellules formé sous 1’épiderme
recouvrant la blessure. Ces cellules résulteraient de la dédifférenciation des cellules différenciées
locales en cellules souches multi- ou pluripotentes qui ensuite se différencieraient et se
réorganiseraient pour reformer la partie amputée de I’animal (Coulombel et al. 2009). Toutefois
cette définition n’est plus d’actualité. En effet, Kragl et collaborateurs (2009) ont remis en cause
cette hypothése dans leur étude sur le suivi de la provenance des tissus formant le nouvel appendice
suite & une amputation chez I’axolotl. Ils remarquent que chaque tissu produit en réalité des cellules
progénitrices avec un potentiel restreint. Le blasteme est donc en réalité un amas hétérogéne de
cellules progénitrices des différents tissus qu’il devra remplacer.

Ces étapes ont des points communs avec celles retrouvées chez les mammifeéres. Au cours de
celles-ci, des différences sont observables au niveau de ; (1) la durée de la réponse inflammatoire,
(2) du nombre de cellules recrutées au niveau du foyer inflammatoire, (3) du nombre et de la
morphologie des myofibroblastes et (4) de la quantité de médiateurs produits par les cellules

(Lévesque et al. 2006). Tres peu d’études ont été menées sur la guérison cutanée en elle-méme chez
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I’axolotl, se focalisant prioritairement sur les mécanismes de régénération lors d’amputation d’une
patte. Cependant, ces recherches peuvent apporter des réponses aux mécanismes sous-jacents a la
guérison puisque 1’'une des étapes obligatoires de la régénération d’un membre est la couverture de
celui-ci par un épithélium qui ne laisse pas de démarcation entre le corps et le nouvel appendice
(Lévesque et al. 2006).

La guérison des plaies chez 1’axolotl a été étudiée dans sa forme aquatique, dite paedomorphique
et sa forme terrestre, dite métamorphique. La forme terrestre étant 1’état adulte de 1’axolotl, pourrait
apporter des éléments de réponse sur les différences existantes entre mammiferes et urodeles. Le
déroulement de la régénération dans les deux formes de 1’axolotl sera donc abordé dans la suite du

travail.

4.1. La phase inflammatoire

Comme chez les mammiferes, le processus de guérison de 1’axolotl débute par I’hémostase
qui se réalise en quelques secondes (Kawasumi et al. 2012). Celle-ci se limite a une fine couche de
plasma coagulé dans le lit de la plaie, il n’y a pas de réelle formation d’un clou plaquettaire
(Seifert, A.W., 2012). L’axolotl terrestre présente un clou plaquettaire plus conséquent mais reste
réduit par rapport a celui trouvé chez les mammiferes. En effet, il est constitu¢ de globules rouges et
de plasma mais il n’est pas encore établi en quelle mesure la fibrine contribue au maintien de ce
caillot (Seifert et al. 2012). En effet, Seifert et collaborateurs (2012) n’ont pas réussi a mettre en
¢vidence la présence de 1I’enzyme Platelet tissue activator (PLAT) dont le role est de transformer le
plasminogeéne en plasmine dont le but de dégrader la fibrine du clou plaquettaire. Il n’existe
actuellement pas d’informations sur les différents facteurs de croissance contenus dans les granules
des plaquettes chez les amphibiens et leur chimiotactisme exercé sur les cellules inflammatoires

(Seifert et al. 2012).

Suite a I’hémostase, les cellules inflammatoires vont migrer a 1’endroit ou le tissu a été 1ésé.
Comme chez les mammiferes, les neutrophiles migrent au niveau du foyer inflammatoire et sont les
premieres cellules sur place. Cependant, ils sont en nombre restreint voir absents dans certains cas.
Ils ne sont présents que 24h apres les dommages causés a la peau (Lévesque et al. 2010, Seifert et
al. 2012). Lévesque et collaborateurs (2010) attribuent I’absence de neutrophiles au type de trauma

occasionné (biopsie en pleine épaisseur de la peau sans toucher le muscle). Ils sont d’ailleurs une
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part mineure des leucocytes présents sur le site d’inflammation. Seifert et al. 2012 ont mis en
¢vidence la présence de nombreux leucocytes entre le nouvel épiderme et la couche musculaire
grace a la détection de L-plastin dans les cellules. Ils remarquent également que le nombre de
leucocytes est plus élevé chez I’axolotl métamorphique au début de la phase inflammatoire. La
quantité de cellules leucocytaires tend a étre égale dans les deux formes suite a la réépithélialisation.
Leur présence est détectée jusqu’a 14 jours post Iésion. Ziegels et collaborateurs (1971), lors de leur
étude sur la migration des mélanocytes suite a une plaie chez 1’axolotl, ont tenté de mettre en
évidence la présence de macrophages mais sans succes. Cependant, si les macrophages ne semblent

pas indispensables a la réparation de I’épiderme, ils le sont pour la régénération d’un appendice.

4.2. La phase de réparation

Aux abords de la plaie, des kératinocytes proliférent de facon minimale et migrent
rapidement grace a des pseudopodes (Wallace 1981 ; Kawasumi et al. 2012 ; Huang et al. 2016).
Tanner et collaborateurs (2009) observent que la réépithélialisation chez I’axolotl est déclenchée par
une augmentation du volume des kératinocytes qui ensuite migrent selon le mouvement d’un
vortex. Moins de 24h, pour une plaie allant jusqu’a 4 mm de diamétre (Endo et al. 2003, Lévesque
and al 2010, Seifert et al. 2012), suffisent a reformer la barriére avec le milieu extérieur. En effet,
Lévesque et al 2010 ont remarqué que les cellules épithéliales commencent & migrer aux abords de
la plaie a peine lh apres I’incision. Cette rapidité de migration est permise par la production de
TGF-1 par les kératinocytes sur le front de migration (Donaldson et al. 1995 ; Lévesque et al.
2010). Pour I’axolotl terrestre, dont I’épiderme est stratifi¢ et non pseudostratifi€ comme pour sa
forme aquatique, la réépithélialisation débute 18-24h post 1ésion comme chez les mammiféres. La
vitesse de réépithélialisation est aussi diminuée par rapport a la forme pédomorphique, le
recouvrement d’une plaie de 4 mm de diamétre mettant environ 3 jours (Seifert et al. 2012, Ting-Yu
Huang et al. 2016). 48h post 1ésion, I’analyse histologique met en évidence la présence de cellules
cubiques parmi les cellules de I’épiderme. Celles-ci apparaissent en plus grand nombre entre le j4 et
le j9, et s’agencent en un épithélium proche du muscle. Ces cellules cubiques n’ont pas fait 1’état de
recherches quant a leur nature mais elles rappellent fortement les cellules cylindriques retrouvées

dans 1’épiderme recouvrant le blastéme dans son stade tardif (Lévesque et al. 2010 ; Seifert et al.
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2012). Peut-étre que ces cellules cubiques seraient dédifférenciées comme celles du blasteme et

permettraient la régénération des glandes de 1’épiderme.

Le derme est régénéré grace a I’accumulation de cellules sous I’épiderme entre J 9 et J 12
post Iésion. Les fibroblastes s’accumulant pour régénérer le derme ne proviendraient pas du tissu
conjonctif existant entre les cellules musculaires mais plutot du derme des bords de la plaie
(Lévesque et al. 2010). Cependant, ils ne sont appelés fibroblastes que par leur forme effilée et leur
présence dans le derme. Lévesque et collaborateurs 2010 expliquent qu’on ne peut les identifier via
un marqueur spécifique et ne font que supposer qu’il s’agit bien de fibroblastes de par leur
localisation et leur forme. Durant leur étude sur le processus de guérison cutanée chez 1’axolotl,
Seifert et collaborateurs (2012) mettent en évidence que des cellules du muscle sous-jacent a la
plaie continuent de se fragmenter 21 jours aprés 1’incision pour donner des cellules mononucléées
qui viennent peupler la zone entre le muscle et 1’épiderme néoformé. L’origine des pseudo-
fibroblastes envahissant le derme serait donc double : une prolifération et migration provenant du
derme des bords de la plaie et une dédifférenciation des cellules musculaires. En plus des pseudo-
fibroblastes, une nouvelle MEC est déposée pour former le derme a partir de 14 jours apres la

[ésion.

Suite a I’épithélium néoformé, un fin matériel fibreux est déposé et correspondrait a la lame
basale. Il faudra plus de 45 jours pour que la nouvelle lame basale soit compléte, c’est-a-dire
organisée en multiples couches de matériel fibreux (Lévesque et al. 2010 ; Seifert et al. 2012). Cette

durée correspond également a la formation du nouveau derme. (Seifert et al. 2012).

La formation de la nouvelle matrice extra-cellulaire (MEC) est retardée car 1’épithélium
néo-formé est une source importante de métalloprotéases qui sont des enzymes chargées de la
dégradation de ses différents composants. La présence de métalloprotéases est indispensable a la
réépithélialisation compléte de la plaie (Yokoyama 2007). En effet, Ferris et collaborateurs (2010)
mettent en évidence que I’inhibition de la réépithélialisation est dose dépendante de I’inhibiteur I de
la MMP-9. Le lit de la plaie ne contient qu’une petite quantité de MEC durant les dix premiers jours
suite a sa formation avant d’augmenter (Lévesque et al. 2010). Alors que la fibronectine semble
absente suite a I’hémostase (MEC provisoire des mammiferes), a J7, Seifert et collaborateurs
détectent sa présence aux marges de la plaie et sous 1’épithélium néoformé. A partir de J 14, la
fibronectine est présente en basse concentration dans le tissu de granulation et ce dans les deux

formes. Le dépdt de collagéne III est majoritaire sous I’épiderme. Ensuite celui-ci est

12



progressivement remplacé par du collagéne de type I au fur et a mesure que le derme devient
acellulaire. La fibrose de I’axolotl est donc transitoire et un processus de remodelage (encore non
¢lucidé) permettrait de ne pas former de cicatrice (McCusker et al. 2015 ; Erickson et Echeverri
2018). Durant la régénération du derme, Seifert et collaborateurs remarquent que la tenascine-C est
présente a une forte concentration a partir de J7 et celle-ci reste €levée jusqu’a la régénération
compléte du derme. La tenascine-C peut antagoniser 1’activation des cellules T par la fibronectine et
est aussi une molécule anti-adhésive promouvant la prolifération et la migration des cellules (Seifert
et al. 2012). Toutes ces données mises ensemble ; un haut niveau de métalloprotéases, un haut
niveau de tenascine-C, un faible niveau de fibronectine conduisent a 1’hypothése que 1’axolotl
produit une MEC dont les composants sont importants pour obtenir une réponse de régénération

(Seifert et al. 2012 ; Erickson et Echeverri 2018).

Le TGF-B1 est produit de facon transitoire au niveau des kératinocytes sur le front de
migration. On le retrouve aussi exprimé dans le lit de la plaie, sous le nouvel épithélium form¢, un
jour aprés la blessure. Ensuite, son taux devient indétectable (Seifert et al. 2012). Ce facteur de

croissance induit la production d’e-SMA qui permet la contraction des fibroblastes lors de la

cicatrisation chez les mammiféres. Cette protéine n’est pas retrouvée dans les fibroblastes de
I’axolotl lors du processus de guérison (Lévesque et al. 2010 ; Seifert et al. 2012). Malgré 1’absence

d’a-SMA I’axolotl réalise une contraction de la plaie de fagon similaire a ce qui est observé chez les

mammiferes (Seifert et al. 2012 ; Yokoyama et al. 2018). De fagon surprenante, la contraction est
plus importante dans la forme pédomorphique que la métamorphique (67% + 4,4% et 37,9 % =9 %

respectivement) (Seifert et al. 2012).

L’axolotl, dans sa forme pédomorphique, guérit compleétement de ses plaies aprés 90 jours
(Lévesque et al. 2010 ; Seifert et al. 2012). Il n’existe aucune discontinuité, macroscopique comme

microscopique, entre la peau Iésée et la peau nouvellement formée.

5. Eléments et hypotheses mis en avant pour comprendre la
régénération des urodeles

Seifert et collaborateurs (2012) ont réalisé un schéma (figure 3) comparant la cicatrisation
chez les mammiféres et la guérison chez 1’axolotl dans sa forme pédomorphique et sa forme

métamorphique. Il nous permet de comparer la durée de chaque étape de la cicatrisation et de la
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guérison ainsi que leur intensit¢é maximale. En comparant le processus de cicatrisation des
mammiferes a celui de 1’axolotl, les observations suivantes peuvent étre faites ;
- L’hémostase est d’intensité moindre,
- La réaction inflammatoire est plus courte ( 13 j vs 15 j ) et surtout d’intensité moindre, méme
si une phase plus aigiie est commune aux deux modeles,
- La réépithélialisation de la plaie est réalisée en 24h, alors qu’environ une semaine sera
nécessaire pour les mammiferes, elle est 5 & 10x plus rapide que celle des mammiferes (Tanner et
al. 2009),
- Le dépot de la matrice extra-cellulaire est retardé, elle ne commence qu’a J 10 post Iésion
alors qu’elle aura débuté a J 1 chez les mammiferes,
- La contraction de la plaie est similaire dans les deux modéles,
- La formation d’un tissu cicatriciel n’est présente que chez les mammiferes
- Les annexes cutanées (glandes a mucus) sont régénérées au bout de trois mois chez 1’axolotl
(Seifert et al. 2012). Lors de la formation de la cicatrice chez les mammiféres, les follicules

pileux et les glandes ne sont pas régénérées, le tissu est simplement remodelé.
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Figure 3 : comparaison des processus de cicatrisation et de guérison en terme d’intensité (axe x) et de
durée (axe y) - Tiré de Seifert et al. 2012



De facon intéressante, Erickson et Echeverri (2018), au travers de leurs observations, mettent en
évidence qu’il existe trois traits communs aux animaux capables de régénération : (1) une
réépithélialisation rapide, (2) une réaction immunitaire amortie et (3) un retard du dépot de
collagene allant de pair avec un remodelage de la MEC.

Seifert et collaborateurs (2012) ainsi que Lévesque et collaborateurs (2010) ont soulevé
plusieurs questions quant aux facteurs pouvant permettre a 1’axolotl de guérir rapidement et sans
cicatrice. En effet, ses capacités de régénération peuvent étre dues a son milieu aquatique ou encore
a son état néoténique (Seifert et al. 2012). Peut-étre que celui-ci est incapable de créer un tissu
fibreux comme les mammiferes lors de la cicatrisation (Lévesque et al. 2010).

En effet, I’axolotl pourrait avoir gardé des capacités de régénération comparables a celles
observées chez les embryons de mammiféres durant le premier tiers de gestation grace a sa forme
néoténique. Cette hypotheése a été réfutée de deux fagons par Seifert et collaborateurs (2012 et
2014). La premiere est le fait que la forme terrestre de I’axolotl, étant la forme adulte, garde les
mémes capacités de guérison, bien que ralenties, que la forme aquatique (Seifert et al. 2012). La
deuxiéme étant que la transposition du modele de guérison chez ’embryon a I’adulte est limitée
(Seifert et Madon 2014). En effet, les différentes études menées sur le processus de régénération
chez divers embryons de mammiferes indiquent qu’elle est caractérisée par ; (1) une réaction
inflammatoire faible, (2) une fibrose réduite et (3) une néovascularisation faible (Denis et al. 2013).
Ces conditions se rapprochant fortement de celles observées chez 1’axolotl. Seulement, la peau 1ésée
de ’embryon n’entamerait pas en réalité un programme de réparation. L’endroit ou le tissu a été
excisé continue juste a se développer, ce qui mimerait la formation d’un nouvel épiderme et derme
au niveau de la Iésion. Cette hypothése est appuyée par le fait que le moment ou la guérison sans
cicatrice survient quand le développement embryonnaire est achevé (Denis et al. 2013). Ce qu’il
manque aux mammiféres adultes, c’est la possibilité pour leurs cellules de retourner a un stade
deédifférencié et donc de revenir a un programme génétique de type foetal. Ce qui conforte 1’idée
que ce n’est pas le fait que I’axolotl soit proche d’un stade embryonnaire qui lui procure ses
capacités de régénération (Seifert et Madon 2014).

Un deuxieme facteur permettant a 1’axolotl de guérir parfaitement de ses blessures serait qu’il
¢volue dans un milieu aquatique. Mais cette hypothese est infirmée par le fait que la forme terrestre
de I’axolotl mexicain garde les mémes propriétés de régénération bien qu’elles soient plus lentes
que pour la forme aquatique (Seifert et al. 2012). Cette augmentation du temps de régénération
pourrait s’expliquer en partie par le changement de milieu dans lequel vit I’axolotl et aussi par le

fait que son épiderme est stratifié¢ et non pseudostratifi¢ comme celui de la forme aquatique.
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Un autre facteur serait que 1’axolotl est incapable de former du tissu fibrotique et donc
cicatriciel. Cette hypothese a été infirmée par Lévesque et al. 2010 suite a I’injection de bléomycine
a différentes concentrations (100 pug/mL ou 1 mg/mL) au pourtour de plaies chez I’axolotl. La
bléomycine est un agent anti-cancéreux dont le mode d’action repose sur la rupture des doubles et
simples brins de I’ADN, inhibant ainsi la division cellulaire. Suite aux injections répétées de 100
pm/mL de bléomycine durant 30 jours en sous-cutané, un tissu fibreux a été mis en évidence au
niveau de la plaie et la nouvelle membrane basale a mis plus de temps a se déposer. Ce tissu fibreux
¢tait encore plus important a la dose de 1 mg/mL et la membrane basale n’a pas été régénérée suite
a ces injections.

Les facteurs environnementaux ainsi que la condition néoténique de 1’axolotl ayant été écartés de
I’équation, il ne reste que le milieu inflammatoire créé lors de la guérison qui différe de celui des
mammiferes. Cette différence provient du fonctionnement de son systeme immunitaire dit immature
(Denis et al. 2013 ; Erickson et Echeverri 2018). 11 est qualifié de la sorte car 1’axolotl, bien qu’il
posséde des lymphocytes B et T, présente un répertoire limit¢é de MHC II. L’axolotl aurait aussi un
systtme immunitaire se rapprochant de celui du foetus (Denis et al. 2013). Chez le foetus, la
réponse immunitaire est biaisée vers la réponse Th2. En conséquence, I’expression de ; TNF, IFN-

o, IFN-y, IL-12; IL-B1 est diminuée et I’expression de ; IL-6, IL-8, IL-10 et I[L-23 est augmentée

(Flamand 2014). Demircan et collaborateurs (2018) mettent en évidence la baisse significative des

taux d’IFN-a, d’IFN-y et d’ IL-B1 chez des souris traitées avec des greffes cellulaires d’axolotl. De

plus, le nombre total de neutrophiles présents sur le foyer inflammatoire ainsi que dans la
circulation sanguine est fortement réduit chez 1’axolotl (Seifert et al. 2012). Ce recrutement réduit
peut s’expliquer par la composition, la densité¢ et la morphologie de la MEC de I’axolotl qui
influencent sur la concentration des facteurs inflammatoires et la migration des cellules
inflammatoires (Erickson et Echeverri 2018). En effet, les différentes concentrations de facteurs
pro- et anti-inflammatoires modifieraient I’expression de certains génes, communs aux mammiferes
ou propres a I’axolotl. Des études en génomique ont démontré que les génes du développement sont
fortement conservés entre les espéces (Denis et al. 2013). En se basant sur cette observation, il est
plausible que les geénes impliqués dans la régénération de ’axolotl aient été conservés chez le
cheval. Leur activité étant réprimée/neutralisée par des facteurs inhibiteurs chez les mammiféres ou
stimulée chez 1’axolotl (Denis et al. 2013). L’épigénétique serait la fagcon d’atteindre la guérison
pour le cheval. L’épigénétique regroupe les mécanismes modifiant de facon réversible,

transmissible et adaptative ’expression des geénes sans en changer la séquence ADN. Ces
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mécanismes sont le plus souvent une méthylation de ’ADN ou des modifications des histones
(Godwin 2014). 1l faudrait que les cellules mammaliennes recréent le pattern moléculaire de

I’axolotl lors du processus de guérison.

6. Comment utiliser le mode¢le de I’axolotl pour une
perspective de thérapie régénérative chez le cheval ?

Le but final de I’utilisation de I’axolotl en tant que mod¢le dans la médecine régénérative est de
réussir a établir un dialogue avec les cellules afin de leur transmettre un message de guérison et non
de cicatrisation. Pour cela, il faut utiliser les bons mots (les facteurs de croissance et les cytokines)
au bon moment. Les cellules des mammiferes et les cellules de I’axolotl sont capables de répondre
aux mémes facteurs de croissance car ce sont des molécules fortement conservées au travers des
différentes espéces. Si le décryptage du message de guérison €tait complet, il serait donc possible de
’utiliser pour le transmettre aux cellules assurant la cicatrisation. Celles-ci entameraient alors un
programme de reconstruction de la peau sans imperfection. Il serait alors possible au niveau local,
en trouvant la bonne séquence de molécules, d’induire la régénération de la peau et plus encore.
Cependant, ce message n’est pas encore enticrement décrypté et fait 1’objet de nombreuses
recherches tant en génétique qu’en histologie et immunologie.

Une autre solution pour utiliser le modele de 1’axolotl en médecine régénérative est de 'utiliser
en tant que greffe. En effet, puisque les cellules des mammiféres sont capables de répondre aux
mémes facteurs de croissance et signaux que celles de I’axolotl, en utilisant les cellules du blastéme,
il serait possible d’arriver aux mémes résultats que si le message de guérison avait été décrypté.

Demircan et al. 2016, dans leur étude randomisée en simple aveugle « Axolotl cells and tissues
enhances cutaneous wound healing in mice » mettent en évidence la guérison compléte de plaies
cutanées chez des souris en utilisant le blasttme d’axolotl. Afin que le blastéme soit formé, trois
conditions doivent étre réunies : (1) un épithélium doit avoir recouvert la plaie (Wallace 1981), (2)
une innervation adéquate doit étre présente (Singer 1974) et (3) la présence de cellules du tissu
conjonctif d’origine ayant mémorisé la position dans 1’espace des différents tissus composants
I’appendice (French et al. 1976; Bryant et al. 1981). Ils ont réalisé six groupes contenant chacun six
souris ; groupe 1 : greffe d’un blasteme, groupe 2 : greffe de tissu provenant de la queue, groupe 3 :
traitement a base de cellules du blastéme, groupe 4 : traitement a base de cellules provenant de la
queue, groupe 5 : groupe contrdle traité avec du sérum physiologique, groupe 6 : groupe contrdle

positif traité au Madécassol, une créme topique contre les ulcérations cutanées. Afin de caractériser
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le degré de guérison des tissus 1ésés apres traitement, ils ont évalué divers paramétres sur le plan
macroscopique (la fermeture de la plaie), histopathologique (organisation du derme et de
I’épiderme, épaisseur du tissu de granulation, angiogenése et vascularisation) et immunologique

(production de facteurs pro-inflammatoires ; Il-1a, I1-B, 11-4, 11-10, IFN-y, TNF-at) durant 10 jours.

Au terme de leurs observations, ils ont constaté que les groupes ayant recu une greffe d’axolotl
avaient : (1) une vascularisation et (2) une réépithélialisation meilleures, (3) une formation du tissu
de granulation plus rapide, (4) un niveau de production des différentes cytokines pro-
inflammatoires moins ¢€levé et (5) une présence de follicules pileux chez certaines souris. Cette
différence est significative entre le groupe controle positif (traitement au Madécassol) et les groupes
traités avec les échantillons d’axolotl. Au niveau des taux de cytokines et molécules pro-

inflammatoires, ils mettent en évidence une baisse significative d’IL-1a, d’IL-B-1, IFN-y et de
TNF-a chez les souris traitées avec des cellules ou tissus provenant de 1’axolotl par rapport aux

souris du groupe contréle. Une baisse de I’'IL-4 et IL-10 n’est pas mise en ¢évidence. Chez les

animaux traités au Madécassol, une baisse significative de I’'IL-la et de I’IL-B-1 par rapport au

groupe traité avec du sérum physiologique est observée. Cette étude montre qu’un dialogue entre
les cellules murines et celles de I’axolotl est établi et qu’il permet I’absence de cicatrice chez la
souris.

Oveissi et collaborateurs (2019) ont étudié les effets sur la cicatrisation d’un hydrogel d’alginate
enrichi en nanoparticules de pectine chargées en lipoxygénase épidermique d’Ambystoma
mexicanum (AmbLOXe). Cette protéine est connue pour accélérer le processus de cicatrisation, en
effet, elle joue un rdle important dans sa capacité¢ de régénération. Seulement, il fallait créer un
systéme permettant de protéger I’AmbLOXe de I’inactivation une fois qu’elle serait instillée et qui
permettrait de faire perdurer son activité. Pour cela, ils mirent au point des nanoparticules de
pectine chargées en AmbLOXe (Pec-NPs) qu’ils ont ensuite placée dans un hydrogel d’alginate.
Ensuite, pour tester I’efficacité de leur produit in vivo, ils ont réalisé trois groupes de six rats ayant
subi une blessure chirurgicale de 1,5 cm de diametre au niveau du dos et ont suivi I’évolution de la
plaie durant 12 jours. Le groupe contrdle fut traité avec 1 ml de solution saline, le groupe 2 avec
100 mg d’hydrogel d’alginate contenant des nanoparticules de pectine (Pec-NPs) et le groupe 3
avec 100 mg d’hydrogel d’alginate contenant des nanoparticules de pectine enrichies en AmbLOXe

(AmbLoxe Pec-NPs).
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Afin de caractériser la vitesse de fermeture de la plaie des différents groupe, ils ont mis au point
une formule :

) (surface de la plaie a j O - surface de la plaiea jn)
Fermeture de la plaie (%) = 100 x

surface de la plaiea j 0

Au jour 4 et 12, trois rats de chaque groupe furent prélevés pour observer I’évolution de la plaie
au niveau histologique. Ils ont évalué la réépithélialisation grace a un systéme de scoring : 0 pour
une réépithélialisation qui couvre les marges de la plaie, 1 pour une réépithélialisation qui couvre
moins de la moiti¢ de la surface de la plaie, 2 pour une réépithélialisation qui couvre plus de la
moitié de la surface de la plaie, 3 pour une réépithélialisation qui couvre entierement la plaie avec
une épaisseur irréguliére, 4 pour une réépithélialisation qui couvre toute la surface et dont
I’épaisseur est normale. Ils ont en plus évalué la distance entre la lame basale de I’épiderme et le
plus bas niveau de la cicatrice. Celle-ci est reconnue par le fait que les bandes de collagéne sont
majoritairement déposées dans un sens et qu’elles sont plus fines. Leurs observations au bout de 12
jours de traitement, révelent que le groupe traité avec ’hydrogel d’alginate AmbLOXe Pec-NPs et
celui trait¢ avec 1’hydrogel d’alginate Pec-NPs présentent une amélioration significative de la
fermeture de la plaie par rapport au groupe controle. Cette amélioration pourrait étre attribuée au
fait que I’hydrogel d’alginate apporte un milieu humide enclin a supporter la cicatrisation.
Cependant, la surface de fermeture de la plaie est significativement plus petite dans le groupe traité
avec I’hydrogel d’alginate AmbLLOXe Pec-NPs par rapport a celui traité avec 1’hydrogel d’alginate
Pec-NPs. Cet effet est donc attribué a I’action de I’AmbLOXe. Pour ce qui est de la
réépithélialisation, c’est le groupe trait¢ avec I’hydrogel d’alginate AmbLOXe Pec-NPs qui a
montré les meilleurs résultats en terme de rapidité. A J4, le score de réépithélialisation était de 1.66
+ 0.57 pour un score de 0.66 + 0.57 pour le groupe traité a I’hydrogel d’alginate Pec-NPs et pour un
score de 0.33 £ 0.57 pour le groupe contréle. Cependant, aucun groupe n’a présenté une
réépithélialisation complete au bout des 12 jours d’observation. Au vu des résultats, la rapide
réépithélialisation observée pour le groupe traité a I’hydrogel d’alginate AmbLOXe Pec-NPs peut
étre attribuée aux effets stimulants de I’AmbLOXe sur la prolifération et la migration des
kératinocytes. Pour chacun des groupes, ils ont aussi investigué la présence ou non d’une cicatrice.
Dans chacun des groupes, la formation d’une cicatrice était présente mais son €paisseur varie selon
le traitement que les rats avaient subi. En effet, les rats du groupe contréle ont montré¢ la plus grande
épaisseur de tissu cicatriciel et le groupe traité avec I’hydrogel d’alginate AmbLOXe Pec-NPs avait
la cicatrice la moins épaisse. Ils n’ont pas pu mettre en évidence de différence significative de

I’épaisseur de la cicatrice entre le groupe contrdle et le groupe traité avec 1’hydrogel d’alginate Pec-
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NPs. La promotion de la réépithélialisation peut donc étre un facteur qui induit une moindre

formation de la cicatrice.

7. Conclusion

Le modele de 1’axolotl est trés intéressant tant par sa complexité que par les prouesses dont
cet animal est capable. Bien que les mécanismes menant a la guérison ne sont pas €élucidés dans leur
globalité, tant au niveau génétique, qu’au niveau immunologique, les travaux de Demircan et
collaborateurs (2016) et de Oveissi et collaborateurs (2018) sont trés encourageants. Au travers de
ces ¢tudes, ils démontrent que les cellules des mammiféres sont réceptives aux messages envoyés
par les cellules et produits cellulaires de I’axolotl et peuvent donc induire une amélioration de la
cicatrisation voire 1’absence de cicatrice. Une « greffe » de cellules provenant de cette salamandre
suffisant a engendrer une fermeture de plaie sans cicatrice chez des souris au bout de seulement 10

jours.

Toutefois, I’axolotl est-il un modele pour la médecine régénérative dans 1’espece équine ? Si
les cellules murines sont capables de répondre aux signaux envoyés par les cellules de I’axolotl, il y
a des raisons de croire que celles des chevaux en seront tout autant capables. Cependant, les plaies
encourues chez les souris ou méme chez 1’axolotl, ne dépassent jamais que quelques millimetres.
Or, la taille des plaies que subissent les chevaux sont souvent d’une taille bien supérieure.
L’utilisation des traitements détaillés plus haut sera-t-elle suffisante a éviter le tissu de granulation
exubérant en induisant une rapide réépithélialisation de la plaie? Des études sur 1’utilisation des
cellules d’axolotl dans le traitement de plaies plus grandes devraient étre menées afin de déterminer
les limites de leur efficacité par rapport a la taille de la 1ésion. Et ainsi déterminer les limites de

I’utilisation de ce modele en médecine régénérative.

Ensuite, la faible réponse inflammatoire et le faible taux de TGFB-1 jouent un réle dans
I’apparition du tissu de granulation exubérant chez le cheval. Dans le mod¢le de I’axolotl, ces deux
parametres caractérisent justement ’absence de cicatrice. Cependant, le cheval présente une
réaction inflammatoire chronique et faible au niveau de la plaie retardant ainsi sa fermeture.
L’axolotl quant a lui, malgré sa faible réaction inflammatoire, ne développe pas d’inflammation
chronique et reforme la barriere épithéliale treés rapidement (moins de 48 h pour une plaie allant

jusqu’a 8,5 mm (Huang et al. 2016)). Encore une fois, la vitesse de réépithélialisation d’une 1ésion
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de plus grande taille devrait étre investiguée. Car dans le cas du cheval, I'utilisation de « greffe
cellulaire » d’axolotl pourrait peut-étre augmenter les chances d’apparition d’un tissu
d’hypergranulation si la réépithélialisation n’était pas assez rapide. Ensuite, puisque le décodage de
la régénération est loin d’étre complet, il est probable que le pattern de facteurs de croissance,
cytokines et enzymes dans sa globalit¢ puisse éviter le phénomeéne d’hypergranulation chez les

€quidés tout en induisant une fermeture de la Iésion sans cicatrice ou en améliorant son apparence.

De plus, 'utilisation de cellules d’axolotl comme greffes souléve une question éthique en
terme de bien-étre animal. En effet, méme si les animaux sont anesthésiés lors de leur amputation
ou du prélévement de leurs cellules, qu’en est-il du stress pouvant étre subi par les axolotls suite a
ces actes? Une étude récente tente de quantifier et de qualifier la douleur de I’axolotl et 1’efficacité
d’analgésiques (butorphanol et buprénorphine) (Llaniguez et al. 2020). Cependant, lors des
différents travaux abordés pour la réalisation de ce travail, aucun ne fait mention d’une analgésie

apportée apres incision de la peau ou amputation de la queue ou d’un membre.

Pour terminer, I’étude menée par Oveissi et collaborateurs prouve que les cellules
mammaliennes sont capables de répondre a une enzyme propre a 1’axolotl. Méme si une cicatrice
est présente a la fin du traitement, I’apparence du tissu cicatriciel est nettement améliorée et la
fermeture de la plaie est bien plus rapide. L'utilisation de I’AmbLOXe dans un hydrogel d’alginate
pourrait étre étudiée chez le cheval pour apprécier son efficacité et son aptitude a éviter la formation

d’un tissu de granulation exubérant.

En conclusion, 1’axolotl pourrait étre un modele en médecine régénérative dans le traitement
des plaies chez le cheval. Cependant, d’autres études doivent €tre menées afin de comprendre de
facon plus fine et précise les mécanismes de la régénération. Grace a cette compréhension, il sera
peut-étre possible un jour de reprogrammer de facon locale les cellules participant a la cicatrisation
afin qu’elles entament un programme de régénération similaire a celui de I’axolotl. Ces travaux
pourront s’étendre, en plus de la guérison des plaies cutanées, a la régénération de parties du corps
comme les muscles, les tendons ou méme les nerfs. Cet urodéle hors normes offre des perspectives

brillantes dans 1’établissement de futures thérapies en médecine régénérative.
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