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Résumé

Introduction: Chez le cheval les plaies requierent souvent des traitements dispendieux et
prolongés. Une meilleure compréhension du processus de guérison pourrait résulter en
des approches thérapeutiques innovatrices.

Objectif: Cloner et caractériser I’ADNc équin et déterminer 1’expression temporelle de
trois genes lors de la guérison cutanée chez le cheval.

Hypothése: L’expression sera caractéristique a chaque géne et différera selon
I’emplacement anatomique de la plaie.

Méthode: L’expression in vivo de PECAMI, de PI10 et de PEDF a été étudiée a partir
d’un mode¢le équin comprenant des plaies au thorax, au membre antérieur et au membre
bandé (guérissant avec bouton de chair). Des biopsies de peau intacte ainsi que du bord
de la plaie (prélevées a 1, 2, 3, 4 et 6 semaines suivant le trauma) ont servi d’échantillons.
L’ARN total a été isolé et transformé en ADNc puis amplifié. Chaque géne a été
caractérisé chez le cheval puis I’expression temporelle a été établie par RT-PCR.
Résultats: L’expression de ’ARNm de PECAMI a atteint et maintenu un plateau au
début de la guérison autant au thorax qu’aux membres. Une expression plus faible de
PI10 a été observé au thorax; son expression a augmenté a la premiére semaine puis a
effectué un retour a un plateau pour ce qui est du thorax et du membre, tandis que le
membre bandé a démontré un patron erratique. Un patron d’expression bimodal a été
observé au thorax et au membre band¢, tandis qu’au membre I’expression a augmenté
pendant les premiéres semaines pour atteindre un plateau durant la deuxiéme semaine.
Conclusion: L’expression génique de PECAMI, PI10 et PEDF ont démontré des patrons
en ARNm spécifiques au cours de la guérison des plaies cutanées chez le cheval
permettant d’élucider leur impact sur la guérison. Il serait maintenant intéressant de

vérifier leur présence en tant que protéine a I’aide d’études immunohistochimiques.

Mots clés : PECAMI, PI10, PEDF, expression génique, guérison tissulaire, cheval.



Abstract

Introduction: The wounds of horses often require expensive and prolonged treatment. A
better comprehension of the mechanisms regulating wound healing could lead to
innovative therapeutic approaches.

Objective: To clone and characterize the complete equine cDNA for PECAMI, PI10 and
PEDF, and determine the temporal expression of their mRNA in cutaneous wound
healing in the horse.

Hypothesis: The mRNA expression will be characteristic of each gene and will differ
according to the type of wound.

Method: In vivo expression of PECAMI, PI10 and PEDF mRNA was studied in an
equine model including wounds to the thorax, the limb and the bandaged limb (model of
proud flesh). Biopsies of intact skin as well as wound edges (taken 1, 2, 3, 4 and 6 weeks
following trauma) were used. Total RNA was isolated and transformed into cDNA . Each
cDNA was characterized in the horse and their mRNA temporal expression pattern were
analyzed by RT-PCR.

Results: The expression of PECAM1 reached and maintained a plateau early during the
healing response within the thorax and limb wounds. Levels of expression for PI10 were
weaker in thoracic wounds. Its expression increased the first week then decreased to level
off for the remainder of the study in the thorax and the limb, while the bandaged limb
presented an erratic pattern. A bimodal pattern was observed for PEDF within the thorax
and the bandaged limb, while the limb showed an increase during the first weeks to
finally reach a plateau towards the end of the study.

Conclusion: Expression analysis of PECAMI, PI10 and PEDF mRNA demonstrated a
specific pattern of expression in cutaneous wound which helps understand their impact on
wound healing. The next step of this study would be to confirm those patterns at the

protein level with immunohistochimistry methods.

Key words: PECAM1, PI10, PEDF, wound healing, gene expression, horse.
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Introduction

La guérison tissulaire est un processus dynamique interpellant trois phases qui se
superposent dans le temps: l’inflammation, la prolifération cellulaire et la synthése
tissulaire avec son remodelage. Elle fait entrer en jeu des interactions cellulaires,
moléculaires, physiologiques et biochimiques complexes pour rétablir I’intégrité
structurale des tissus endommagés. On y retrouve ainsi comme acteurs: des médiateurs
solubles, des cellules sanguines, des cellules parenchymateuses et la matrice
extracellulaire. Le déroulement de la guérison est sous le contrble de nombreux génes qui
sont exprimés transitoirement. Les protéines codées par ces genes initient ou altérent les
cascades de signalisation intracellulaire et engendrent différents mécanismes requis pour
le processus de guérison. Faisant partie de la phase proliférative, ’angiogenése est une
étape primordiale & I’accomplissement de la guérison tissulaire. C’est par I’entremise de
nouveaux vaisseaux que sont acheminés les nutriments utiles aux cellules participant a la

réparation, si ce ne sont pas les cellules elles-mémes qui empruntent ce transport.

L’accomplissement de la guérison tissulaire chez un mammifere adulte résulte en
la formation d’une cicatrice, c’est-a-dire que le tissu initial n’est pas régénéré mais plutét
réparé. Le nouveau tissu ne contient pas tous les éléments différenciés du tissu initial, ni
sa force. Un objectif principal de la recherche dans le domaine de la cicatrisation est de
mieux en saisir sa régulation génique. La compréhension du contrble génique de la
guérison normale ainsi que de la guérison pathologique fournirait de I’information

cruciale a la résolution des problémes de cicatrisation.

Les blessures cutanées sont fréquentes chez le cheval et requiérent souvent des
traitements dispendieux et prolongés. La guérison par seconde intention chez les chevaux
est associée a des phases prolongées d’inflammation et de fibroplasie ainsi qu’a des
problémes comme la production excessive de tissu de granulation. Il serait ainsi
intéressant de mieux comprendre le processus de guérison. Dans le but d’avancer notre
compréhension dans ce domaine, 1’objectif de cette étude est de cloner et caractériser
trois ADNc équin reliés a ’angiogenése et de déterminer leur I’expression temporelle de

la guérison tissulaire chez le cheval.



Recension de la littérature

1. Guérison cutanée chez ’adulte

La guérison tissulaire est un processus dynamique interpellant trois phases qui se
superposent dans le temps : I’inflammation, la prolifération cellulaire et la synthése
tissulaire avec son remodelage. Elle fait entrer en jeu des interactions cellulaires,
moléculaires, physiologiques et biochimiques complexes pour rétablir Dintégrité
structurale des tissus endommagés (Theoret, 2001). On y retrouve ainsi comme acteurs
des médiateurs solubles, des cellules sanguines, la matrice extracellulaire et des cellules

parenchymateuses (Singer et Clark, 1999).

1.1 L’inflammation et sa résolution

L’inflammation est la premiére réponse de 1’organisme a une blessure. 11 s’agit d’un
moyen de défense non spécifique qui se déroule principalement en trois étapes: la
vasodilatation et I’augmentation de la perméabilité des vaisseaux sanguins, la diapédése
des phagocytes et la réparation tissulaire (Tortora et Grabowski, 2001). Deux objectifs
sont ciblés durant cette phase, soit le rétablissement de ’homéostasie par le contrdle des
dommages cellulaires et de la perte de sang, ainsi que le retrait des débris et le contrdle
ou I’élimination d’agents infectieux (Worley, 2004a). L’intensité de I’inflammation est
généralement fortement et positivement corrélée avec la sévérité du trauma.
L’inflammation est habituellement considérée comme salutaire; paradoxalement, elle

pourrait contribuer a la guérison pathologique (Theoret, 2001).

1.1.1. Réle des plaquettes

La toute premiére réaction a la suite d’un trauma cutané est la contraction des
vaisseaux sanguins endommagés pour une durée de 5 a 10 minutes suivie d’une
vasodilatation locale pour promouvoir le passage de cellules, fluide et protéines au
travers de la paroi du vaisseau sanguin vers le site de la plaie (Theoret, 2005). La mise a

nue de la matrice sous-endothéliale d’un vaisseau active I’adhésion plaquettaire (Marcus,



1986). Les plaquettes roulant sur cette surface collagénique sont arrétées et activées et

elles relachent alors le contenu de leurs granules.

Le contenu des granules reldchées par les plaquettes comprend des protéines
extracellulaires mais aussi matricellulaires. Parmi ces protéines on retrouve la
thrombospondine-1 (TSP-1) qui peut se lier au fibrinogéne et a la fibronectine associés a
la matrice provisoire déposée dans le lit d’une plaie (Bornstein, 2001). Des médiateurs
chémoattractants et des agents mitogenes de type « cytokine » (ex. PDGF, TGF-a et j,
EGF) seront également relachés et vont initier et amplifier les étapes subséquentes de la
réparation (Theoret, 2001). Les deux signaux les plus importants sont le facteur de
croissance dérivé des plaquettes (PDGF) et le facteur de croissance transformant  (TGF-
B). Le PDGF initie la chémotaxie des neutrophiles, des macrophages, des cellules de
muscle lisse et des fibroblastes. De plus, il stimule la mitogénése des fibroblastes et des
cellules de muscle lisse. TGF-p attire les macrophages et les stimule a sécréter des
cytokines additionnelles incluant le facteur de croissance du fibroblaste (FGF), PDGF, le
facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-a) et I’interleukine-1 (IL-1). De plus, le TGF-B
augmente la chémotaxie des fibroblastes et des cellules de muscle lisse et module
I’expression du collagéne et de la collagénase (Diegelmann et Evans, 2004). Pour rétablir
I’homéostasie, il y aura donc la formation d’un caillot sanguin qui servira en plus
d’échafaud pour la migration cellulaire. Ce caillot viendra qu’a se dessécher et former
I’escarre, appelée communément galle, qui finira par tomber. Durant la phase
inflammatoire, la force de la plaie dépend majoritairement de la fibrine dans le caillot de
sang. Cette matrice extracellulaire provisoire faite des produits relachés par les plaquettes
et les cellules inflammatoires est remplacée par du tissu de granulation dans la prochaine

phase de la guérison (Theoret, 2005).

1.1.2. Réle des neutrophiles

Suite a la vasoconstriction et la vasodilatation initiales, les cellules prédominantes
seront les neutrophiles (Diegelmann et Evans, 2004). Au jour 1 suivant la blessure, ils
constitueraient presque 50% de la population cellulaire. Parce qu’ils sont trés abondants

dans la circulation, un grand nombre de neutrophiles se rassemblent passivement au site



d’une lésion. Plusieurs chemoattractants contrdlent le transit des neutrophiles.
Cependant, on sait que la réponse chémotaxique sera saturée par une concentration
accrue d’attracteurs spécifiques a un récepteur causant une désensibilisation et une
régulation a la baisse de ce récepteur. De cette facon, les neutrophiles arréteraient leur
déplacement et resteraient diffusément distribués dans le caillot sanguin (Gillitzer et
Goebeler, 2001). Ainsi, certaines molécules qui sont pro-inflammatoires durant la phase
aigu€ de I’inflammation servent a limiter la réponse inflammatoire plus tard, protégeant
de ce fait le tissu sain adjacent a la blessure (Midwood et al., 2004). Les neutrophiles
restant dans les tissus viables meurent en quelques jours et sont enlevés par les

macrophages tissulaires.

Les neutrophiles sont une importante source de cytokines pro-inflammatoires
sans toutefois étre essentiels au processus de réparation de plaies non infectées. Une fois
sur le site de la blessure, les neutrophiles détruisent les débris par phagocytose a I’aide de
mécanismes enzymatiques et de radicaux libres. Au moins deux cytokines pro-
inflammatoires, I’IL-1 et TNF-a, favorisent cette activité. Ces cytokines aident aussi au
débridement en augmentant la production de collagénase et d’autres métalloprotéinases
(Theoret, 2001). La réponse inflammatoire décline au troisiéme jour, ceci étant marqué
par la disparition de neutrophiles dans la plaie (Childress et Stechmiller, 2002) qui sont

¢liminés avec I’escarre ou bien phagocytés par les macrophages (Singer et Clark, 1999).

1.1.3. Role des macrophages

Les neutrophiles sont remplacés en quelques jours par des macrophages. Ceux-ci
migrent dans la plaie 48 4 96 heures suivant le trauma pour en devenir la population
cellulaire prédominante. Les macrophages participent a et concluent la phase
inflammatoire et le débridement. Leur fonction antimicrobienne vient de la phagocytose
mais aussi de la génération de radicaux réactifs comme ’oxyde d’azote, ’oxygene et le
peroxyde. Le débridement est facilité par la phagocytose et par la production d’enzymes
comme la collagénase et I’élastase (Park et Barbul, 2004). Ces macrophages activés
relachent des cytokines, incluant le PDGF, le TNF-q, I’IL-1 et I’interleukine-6 (IL-6). De

plus, les macrophages relachent des cytokines qui agissent de fagon paracrine pour



recruter d’autres cellules impliquées dans la guérison, telles le macrophage ou le
lymphocyte. Les cytokines contrélent aussi la chémotaxie des fibroblastes, leur
prolifération et leur synthése collagénique (Park et Barbul, 2004). Bien qu’il existe de la
controverse a ce sujet, (Martin et al., 2003) le macrophage est classiquement défini
comme étant la cellule la plus critique au déroulement normal de la guérison (Singer et

Clark, 1999; Diegelmann et Evans, 2004; Worley, 2004b).

1.2 Prolifération cellulaire

Chevauchant la résolution de I’inflammation, la phase proliférative inclus une rapide
réépithélialisation ainsi que la formation de tissu de granulation. On peut distinguer trois
composantes de la phase proliférative soit: la réépithélialisation, ’angiogenése et la
fibroplasie. Les macrophages débrident les tissus et produisent des médiateurs tels les
cytokines qui stimulent ’angiogenese et la fibroplasie. Les fibroblastes quant a eux
répondent en migrant, proliférant et en formant une nouvelle matrice extracellulaire que
les macrophages, les nouveaux vaisseaux sanguins et les fibroblastes vont utiliser comme
substrat a la migration. Finalement, les nouveaux vaisseaux sanguins apportent I’oxygéne
et les nutriments nécessaires au métabolisme et a la croissance cellulaire (Theoret, 2001;

Worley, 2004b).

1.2.1 La réépithélialisation

L’épithélium avance non seulement depuis les contours de la plaie mais aussi des
structures annexes, comme les follicules pileux lorsqu’elles sont encore présentes.
L’épithélium avance a la surface du tissu de granulation sain pour établir une couverture
temporaire (Fitch et Swaim, 1995). Comme la migration cellulaire est exclusive & un lit
humide et vascularisé, la réépithélialisation est retardée jusqu’a ce qu’un tissu de
granulation sain soit établi (Worley, 2004b). L’épithélium entourant la plaie migre et
prolifére dans une courte période de temps. Le processus commence par la mobilisation
de cellules basales de 1’épiderme au bord de la plaie en réponse entre autres au TGF-o et
au epidermal growth factor (EGF). A 24 h suivant le trauma, les cellules épithéliales

proliférent jusqu’a ce que la blessure soit complétement recouverte (Childress et



Stechmiller, 2002). Pour ce faire les cellules épithéliales doivent changer de phénotype :
elles rétractent leurs tonofilaments intracellulaires puis il y a dissolution des desmosomes
intercellulaires ainsi que des hémidesmosomes entre 1’épiderme et la membrane basale,

ainsi que formation de filaments d’actine cytoplasmique périphériques.

L’expression de récepteurs a intégrine sur les cellules épidermiques leur permet
d’interagir avec une variété de protéines de la matrice extracellulaire (ex. fibronectine,
vitronectine) interposées avec le collagene de type I au bord de la blessure et entrelacées
avec la fibrine du caillot. Les cellules épidermiques migratrices disséquent ’escarre du
tissu viable (Singer et Clark, 1999). Différentes métalloprotéinases de la matrice (MMP)
sont impliquées dans ces processus complexes. Par exemple, I’expression de collagénase
interstitielle (MMP-1) lors de migration de cellules épithéliales basales est caractéristique
de la guérison par seconde intention. Il est assumé que I’interaction entre le collagéne de
type I et l'intégrine a2B1 des cellules épithéliales entraine 1’expression de MMPs,
permettant la migration (Herouy, 2001). Une fois la monocouche de cellules épithéliales
établie, elle commence a s’attacher a la nouvelle membrane basale et a se différencier en
un épiderme stratifié. Cette étape peut prendre de quelques semaines a plusieurs mois,
méme que certaines plaies trés étendues peuvent ne jamais arriver a se réépithélialiser

complétement (Theoret, 2005).

1.2.2 L’angiogene¢se

En réponse a une blessure, les cellules endothéliales microvasculaires initient le
processus angiogénique consistant en I’induction de I’hyperperméabilité microvasculaire,
de la dégradation locale de leur membrane basale, de leur migration et de leur émergence
dans le stroma local. La prolifération cellulaire et la formation de tissu de granulation, la
reconstruction de la membrane basale et la formation de nouveaux vaisseaux sanguins
s’ensuivent pour que finalement, la nouvelle vascularisation régresse et disparaisse lors

de la phase de remodelage.

L’angiogenése est trés importante lors de la guérison cutanée. Par la création de
nouveaux vaisseaux sanguins elle apporte ’oxygéne et les nutriments nécessaires aux

cellules qui participent a la guérison. De plus, les cellules inflammatoires ont besoin



d’interagir avec la membrane basale endothéliale pour accéder au site de la blessure.
Drailleurs, plusieurs signaux pour 1’angiogenése émanent de la phase inflammatoire (Li
et al., 2003). L’angiogenése est un processus dynamique hautement régulé qui dépend
des interactions entre I’endothélium vasculaire et des signaux a la fois du sérum et de la
matrice extracellulaire environnante (McColl et al., 2004). Le facteur de croissance
endothéliale vasculaire (VEGF), 1’angiopoiétine, le FGF et le TGF- sont parmi les
cytokines angiogéniques les plus importantes lors de guérison. Leur régulation précise
est essentielle & la réussite de la guérison (Li et al., 2003). LeVEGF est le régulateur
central de la cascade angiogénique; il est un médiateur de la prolifération, de la migration

et de la survie des cellules endothéliales (Costa et al., 2004).

La migration des cellules endothéliales et le développement de nouveaux
capillaires durant la guérison dépendent aussi de la production et de 1’organisation de la
matrice extracellulaire. La matrice extracellulaire contrdle I’angiogenése en étant son
échafaud, un réservoir et un modulateur de cytokines, mais aussi en lui lancant des
signaux (Li et al, 2003). La membrane basale vasculaire, comme la matrice
extracellulaire, séquestre des facteurs angiogéniques et des inhibiteurs qui deviennent
disponibles grice a la protéolyse de la matrice par des enzymes comme les collagénases,

les cathepsines et les élastases (Sund et al., 2004).

Tout comme la réépithélialisation, I’angiogéneése implique un changement de
phénotype des cellules endothéliales, une migration dirigée et plusieurs stimuli
mitogéniques. Initialement, les cellules endothéliales au bout des capillaires migrent dans
la plaie sans avoir proliféré activement. Ce sont les facteurs chémotaxiques fournis par
les cellules avoisinantes et la matrice qui initient cette migration. Une matrice
extracellulaire préexistante est alors essentielle & la formation de nouveaux vaisseaux.
Aussi, une faible concentration d’oxygene, I’acide lactique et les amines biogéniques
vont stimuler 1’angiogenese durant la guérison (Li et al., 2003). En fait, lors d’hypoxie,
des altérations métaboliques ont lieu dans la cellule, incluant la synthése de cytokines
pro-angiogéniques visant 1’endothélium vasculaire, le plus notable étant le VEGF. De
plus, il a ét€¢ démontré que I’hypoxie est un régulateur majeur de VEGF in vivo et in vitro

(McColl et al., 2004) .



1.2.3 La fibroplasie

Les fibroblastes, les cellules épithéliales et les cellules endothéliales s’infiltrent au
site de la blessure en réponse aux cytokines induites par les macrophages,
particuliérement IL-1, TNFa, insulin-like growth factor-I (IGF-I), PDGF, EGF, FGF et
TGF- B, (Theoret, 2005) afin de former le tissu de granulation (Childress et Stechmiller,
2002). Les fibroblastes produisent a leur tour IGF-I, FGF, TGF-B, PDGF, et des
cytokines de cellules épithéliales (EGF et KGF). Les cellules endothéliales quant a elles
sécrétent le VEGF, basic FGF et PDGF. Les cellules épithéliales vont relacher du TGF-$
et du TGF-a Sous I’influence du TNF-a et de I’IL-1p, les fibroblastes sont stimulés a
synthétiser du collagéne, & augmenter les concentrations de MMPs et a diminuer la
présence d’inhibiteurs des metalloprotéinases (TIMPs), favorisant ainsi le dép6t de

nouveau collagene (Childress et Stechmiller, 2002).

Elément important de la fibroplasie, le TGF-p, contrle indirectement la prolifération
des fibroblastes et stimule directement la production de matrice tout en inhibant sa
dégradation (Clark, 1996b). En réponse a un trauma, les fibroblastes résidant dans les
tissus environnants vont proliférer au cours des trois premiers jours puis migrer a partir
du quatriéme jour (Clark, 1993). La migration cellulaire dans le caillot sanguin est
facilitée par la présence d’enzymes dégradantes dérivées du fibroblaste, dont la
production et la sécrétion sont stimulées par le PDGF et le TGF-B. Le fibroblaste adopte
ensuite un phénotype synthétique afin de remplacer la matrice provisoire (fibrine,
fibronectine et hyaluronane) par des glycoprotéines, protéoglycans, et du collagéne
immature et mature pour renouer les bords de la plaie (Theoret, 2005). Au septiéme jour,
une matrice extracellulaire abondante s’est accumulée et le fibroblaste change a nouveau
de phénotype pour devenir contractile (myofibroblaste) et assurer ainsi le rapprochement
des bords de la plaie (contraction). Finalement, le myofibroblaste disparaitra par

apoptose (Clark, 1993).

1.3 Synthése et remodelage

La synthese et le remodelage constituent la derniére phase de la guérison qui peut

s’étendre sur une période de plusieurs mois, durant laquelle contraction et remodelage se



feront en simultané pour arriver a la cicatrice finale. La résistance du tissu de réparation
continue d’augmenter lentement suite au remodelage du collagéne, dont les faisceaux
deviennent larges et s’alignent le long des lignes de tension. L’augmentation du nombre
de liens intermoléculaires dans la cicatrice soutient également cette force. Cependant, les
blessures qui incluent la profondeur totale de la peau vont récupérer seulement 75% a

80% de la force du tissu initial (Theoret, 2005).

1.3.1 La contraction

La contraction implique I’interaction complexe de cellules, de matrice
extracellulaire et de cytokines. Durant la deuxiéme semaine de guérison, les fibroblastes
assument le phénotype de myofibroblastes, caractérisé par de larges faisceaux contenant
des microfilaments d’actine disposés le long de la face cytoplasmique de la membrane
plasmique et par des liens cellules-cellules et cellules-matrice (Singer et Clark, 1999). Ce
changement de phénotype est attribué a la production par les cellules inflammatoires et
possiblement par les fibroblastes, de TGF-B1 (Desmouliere et al., 2005). La présence de
ces myofibroblastes facilite la fermeture de la plaie par des forces de traction et par la
contraction (Desmouliere et al,, 2003). La contraction requiert probablement une
stimulation par le TGF-p et le PDGF, ’attachement des fibroblastes a la matrice de
collagéne via les récepteurs de type intégrine et le croisement entre les faisceaux

individuels de collagéne (Singer et Clark, 1999).

Il est largement accepté que l’actine o des muscles lisses (a-SMA) soit un
marqueur de cellules a fonctions contractiles. Des travaux sur la contraction in vitro ont
développé des cultures de fibroblastes dans des gels de collagéne soit flottants, soit
ancrés pour comprendre ’influence de la tension sur ceux-ci. Les fibroblastes des gels
flottants, ressemblant & ceux du derme intact, n’ont pas développé de caractéristiques
contractiles contrairement & ceux dans les gels ancrés qui s’apparentaient au tissu de
granulation. Aussi, d’importantes différences dans la prolifération des cellules et dans la
synthése collagénique ont été notées. Ces résultats suggerent que les forces mécaniques
d’un tissu peuvent contréler la prolifération et la différenciation cellulaires ainsi que

’organisation de la matrice cellulaire (Clark, 1996a).
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1.3.2 Leremodelage

Le remodelage commence alors que la prolifération cellulaire et I’angiogénése
terminent. A cette étape, synthése et dégradation s’équilibrent en réponse 4 la sécrétion
de substances stimulatrices et inhibitrices produites notamment par les fibroblastes
(Childress et Stechmiller, 2002). Le remodelage du collagéne lors de la transition du tissu
de granulation & la cicatrice dépend d’une synthese continue et d’un catabolisme a faible
taux. Ce dernier est effectué¢ par plusieurs enzymes de type MMP, sécrétées par les
macrophages, les cellules de I’épiderme, les cellules endothéliales ainsi que par les
fibroblastes (Singer et Clark, 1999). Parmi ces MMPs on retrouve plus particuliérement
le MMP-1 (une collagénase), les MMP-2 et MMP-9 (des gélatinases) et le MMP-3 (la
stromelysine). L’effet destructeur de ces enzymes sur le tissu sain est limité par la
présence de TIMP-1 et TIMP-2, aussi sécrétés par les fibroblastes. L’interaction
complexe entre les MMPs et les TIMPs est la clé du remodelage (Childress et
Stechmiller, 2002).

En résumé, la guérison tissulaire débute par une phase inflammatoire. Cette étape
répond aux objectifs de rétablissement de I’homéostasie, principalement assumés par les
plaquettes, ainsi qu’a ceux de retrait des débris et de contréle ou d’élimination d’agents
infectieux principalement assumés par les neutrophiles et les macrophages. Suit la phase
proliférative ou I’épiderme réépithélialise la plaie, les cellules endothéliales initient
I’angiogénése et les fibroblastes produisent le collagéne nécessaire a la fibroplasie.
Finalement la synthése et le remodelage de la matrice extracellulaire sont effectués
principalement par les fibroblastes. Cette derniere phase est accompagnée d’une

contraction de la plaie ainsi que d’une baisse de la cellularité et de la vascularisation.
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Figure 1. Etapes de la guérison tissulaire.

2. Guérison cutanée problématique

2.1 Les plaies chroniques

Une plaie qui subit I’influence d’un trauma répété ou d’ischémie, par exemple,
peut atteindre un état chronique. Dans ce cas, I’inflammation n’arrive pas a se résoudre
en raison, d’une part, de I’influx soutenu de neutrophiles et de macrophages suite a
I’exposition & un environnement insalubre. L’équilibre cytokinique qui guide
normalement les différentes phases de la réparation est rompu, ce qui empéche une
prompte évolution du processus de guérison. D’autre part, méme si l’infiltration de
neutrophiles et le relichement des enzymes qui y sont reli€s jouent un réle important lors
de la guérison normale, un reldchement désordonné de ces protéinases dans le milieu
extracellulaire peut endommager et détruire les tissus sains. Pour se protéger de ces
dommages les mammiféres possédent une batterie d’inhibiteurs de protéinases dont
I’inhibiteur de protéinase al, I’a2-macroglobuline, 1’al-antichymotrypsin, les TIMPs et
I’inhibiteur de [’activateur de plasminogene (PAI-1). Néanmoins, dans certaines
conditions le recrutement de cellules inflammatoires surpasse la capacité inhibitrice de
protéinases dans les tissus sains, menant a la chronicité de la plaie (Yager et Nwomeh,
1999). En général, P’environnement des plaies chroniques souffre d’une activité
mitogénique réduite ainsi que d’une concentration plus élevée de cytokines

inflammatoires et de protéinases (Schultz et Mast, 1998).



2.2 Les cicatrices hypertrophiques et les chéloides

L’accumulation d’une quantité excessive de collagéne peut donner lieu a une
cicatrice surélevée qu’on qualifie d’hypertrophique si le tissu cicatriciel s’amasse a
I’intérieur des limites originales de la plaie. On parlera plut6t de chéloide si le tissu de
cicatrisation croit au-deld des limites originales et que la lésion ne régresse pas
spontanément. Ces deux conditions démontrent des différences importantes avec les
cicatrices normales et la peau non lésée. Les fibroblastes provenant d’un chéloide
démontrent une plus forte croissance que ceux provenant du derme normal (Luo ef al.,
2001) et répondent plus intensément aux cytokines tels PDGF (Haisa et al., 1994) et
TGF-B (Bettinger et al., 1996). Les fibroblastes de cicatrice hypertrophique démontrent
également une expression soutenue de récepteurs au TGF-f de types I et II, ce qui
augmente leur réponse a cette cytokine pro-fibrotique (Schmid ef al., 1998). Malgré ces
différences, les chéloides et les cicatrices hypertrophiques partagent une
physiopathologie similaire. En effet, ils semblent tous deux résulter d’une phase
proliférative exagérée ou il y a un déséquilibre entre la synthése de composants de la
matrice extracellulaire et leur dégradation et remodelage, favorisant ainsi la fibrose

excessive (Tredget et al., 1997; Tuan et Nichter, 1998).

La cause précise du développement de cicatrices hypertrophiques et de chéloides
est inconnue, mais les théories abondent. Il semblerait y avoir une prédisposition
génétique a la formation des chéloides puisque ceux-ci sont plus fréquents chez les afro-
américains (Thomas et al, 1994). Polo et al, pour leur part, rapportent des
concentrations €levées de TGF-B, dans les échantillons sanguins provenant de patients
atteints de cicatrices hypertrophiques (Polo ef al., 1997). Aussi, une mutation du géne de
p53 a été rapportée dans les fibroblastes de chéloides avec 1’absence de cette mutation
dans les fibroblastes de peau normale adjacente a la cicatrice (Ladin et al., 1998). La
technique de micro-réseaux d’ADNCc a été¢ employée pour comparer 1’expression génique
dans les cicatrices hypertrophiques, les cicatrices normales et la peau normale (Tsou et
al., 2000). Les résultats de cette étude montrent que: 1) 142 génes sont sur-exprimés et
50 sont sous-exprimés dans les cicatrices normales comparativement a la peau normale;

2) 107 genes sont sur-exprimés et 71 génes sont sous-exprimés dans les cicatrices
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124 génes sont sous-exprimés dans les cicatrices hypertrophiques comparativement aux
cicatrices normales. Une autre étude, de Dasu et al. (2004), a étudié le profil d’expression
génique de fibroblastes en provenance de cicatrices hypertrophiques avant et aprés une
stimulation & I’IL-6. Interleukin-6 est une cytokine synthétisée par les fibroblastes,
particulierement ceux issus de chéloide, et qui altére I’expression de plusieurs génes et
protéines fibroblastiques. L’étude a montré une augmentation de I’expression de 12

genes et une diminution de I’expression de 14 geénes (Dasu et al., 2004).

Dans le cas des cicatrices hypertrophiques, il apparait que I’hypoxie, résultat
d’une vascularisation anormale, pourrait étre en cause. Une autre théorie soutient que
I’interruption de la phase de remodelage en serait la raison principale. Puis, une autre
hypothese suggere que ’absence de régression du tissu de granulation serait le résultat
d’un processus apoptotique déficient au niveau des myofibroblastes (Amadeu et al.,
2003). En effet, des études démontrent que le mécanisme apoptotique est déficient dans
les fibroblastes provenant de chéloides (Ladin et al., 1998; Luo et al., 2001). Notamment,
il survient 22% moins d’apoptose en culture cellulaire de fibroblastes issus de chéloides
comparativement a ceux provenant de peau normale non lésée (Ladin ef al., 1998). Une
étude antérieure chez I’homme (Sayah et al, 1999) rapportait la sous-expression de
geénes reliés a I’apoptose dans les chéloides, ainsi qu’une activité apoptotique réduite des
fibroblastes dérivés de chéloides versus de cicatrices normales. Ces données suggerent la

possibilité de traiter le chéloide en stimulant I’apoptose (Sayah ef al., 1999).

En résumé, la guérison cutanée problématique provient d’un débalancement dans
le processus de guérison. Les plaies chroniques auraient un déséquilibre cytokinique et
une activité mitogénique réduite empéchant la guérison alors que les cicatrices
hypertrophiques ainsi que les chéloides auraient une phase proliférative exagérée menant
a une fibrose excessive. Un facteur génétique prédisposerait a ces types de cicatrisation

pathologiques.
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3. Guérison cutanée chez le cheval

Les chevaux présentent souvent des difficultés lors de guérison de plaies situées
dans la région distale des membres, notamment en ce qui a trait a la résolution de la
phase inflammatoire, & la production excessive de tissu de granulation, ainsi qu’a une
réépithélialisation et une contraction déficientes. Chez les plus gros chevaux, il y a une
propension a 1’échec de la guérison contrairement a ce qui est observé chez les poneys.
Autant chez le cheval que chez ’homme, un déséquilibre dans la production et
I’inhibition de composantes biomoléculaires est vraisemblablement & la base de ce

phénomene (Knottenbelt, 1997).

3.1 Plaies thoraciques versus plaies sur les membres

Une guérison rapide et efficace repose en partie sur la réponse inflammatoire
suivant un trauma (Knottenbelt, 1997). Une étude de Wilmink et al. (2003) a montré que
les poneys ont une réponse inflammatoire plus forte mais de plus courte durée que les
chevaux. Sachant que les poneys guérissent plus rapidement et harmonieusement que les
chevaux, I’étude citée soutient que le déroulement de la phase inflammatoire est
déterminant. De plus, le nombre de macrophages dans les blessures situées au cou était
significativement plus élevé que dans celles des membres, suggérant une différence dans
la réponse inflammatoire selon le site de la blessure (Wilmink et al., 2003). Les plaies
appendiculaires subissent une accumulation plus importante de fibrine par rapport aux
plaies corporelles. De plus, elles démontrent un patron désorganisé des myofibroblastes
qui concorde avec la plus faible contraction notée cliniquement a cet endroit. Selon toute
évidence, |’environnement extracellulaire aurait un réle important a jouer dans
I’expression du potentiel contractile des fibroblastes, (Wilmink et al., 2001; Cochrane et
al., 2003) malgré qu’il ne soit pas exclu qu’il existe une différence dans la capacité

contractile inhérente au fibroblaste (Cochrane et al., 2003).

Un déséquilibre du profil cytokinique pourrait expliquer les différences de
guérison entre ces sites anatomiques (Theoret et al., 2001). Plus particuliérement, les
taux de TGF-B different entre les plaies de corps et de membre, associés a une

concentration décroissante dans les plaies corporelles a partir d’une semaine suivant le
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trauma alors qu’il persiste au-dela de deux semaines dans les plaies appendiculaires (Van
den Boom et al., 2002). La présence persistante de la protéine TGF-B1 dans les plaies du
membre pourrait étre liée au développement d’un tissu de granulation exubérant puisque

cette cytokine est pro-fibrotique (Theoret ef al., 2001).

4. Controle génique

Une expression génique anormale pourrait €tre a 1’origine des situations
pathologiques rencontrées lors de guérison de plaie. L’étude de Lefebvre-Lavoie et al.
(2005) a comparé I’expression génique de la peau normale avec celle d’une plaie
corporelle chez le cheval, pour définir les genes différentiellement exprimés. Au total
226 fragments d’ADNc non redondants ont été identifiés, représentant des génes pouvant

jouer un role dans la guérison cutanée chez cette espéce (Lefebvre-Lavoie et al., 2005).

4.1. PECAM1
4.1.1. Structure

PECAMI1/CD31 est une molécule d’adhésion cellulaire, membre de la
superfamille des immunoglobulines (Ig), exprimée sur les cellules endothéliales ainsi que
sur les leucocytes périphériques (Gao et al, 2005). C’est une glycoprotéine
transmembranaire avec une masse d’environ 130 kDa, la grandeur variant selon les
différents types cellulaires, probablement suite a des différences de glycosylation. Dans
sa forme mature le PECAMI1 humain est composé d’un large domaine extracellulaire de
574 acides aminés, d’une région membranaire de 19 résidus hydrophobiques et d’un
domaine cytoplasmique de 118 acides aminés. Le domaine extracellulaire consiste en 6
unités d’immunoglobulines homologues & la sous-classe C2, similaires & ceux des
membres de la superfamille des Ig qui ont pour fonction 1’adhésion cellulaire des
molécules. PECAMI pourrait avoir des interactions homophiles et/ou hétérophiles. Les
hydrates de carbone constituent environ 40% du poids de la protéine mature et il existe
plusieurs sites potentiels pour des glycosylations azotées. Le domaine cytoplasmique

contient plusieurs résidus de sérine, thréonine et tyrosine qui pourraient servir comme
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sites de phosphorylation aprés I’activation cellulaire (DeLisser et al., 1993). Ce domaine
cytoplasmique comprend les exons 10 a 16 et subit un épissage alternatif générant
plusieurs isoformes a proprié€tés adhésives différentes, selon le type cellulaire. Wang et
al. (2003) ont montré que le PECAMI cytoplasmique d’origine humaine subit un
épissage alternatif générant six isoformes différents, le PECAM1 pleine longueur étant
I’isoforme prédominant détecté dans les tissus humains. Ceci contraste avec leur étude
précédente ou la forme prédominante dans I’endothélium murin était I’isoforme dont les
exons 14 et 15 sont absents. Ils ont aussi remarqué que le patron d’expression des
isoformes change durant la formation de capillaires sur Matrigel par les cellules
endothéliales. De plus, le fait que différents isoformes puissent étre traduits chez
I’homme signalerait un rdle spécialisé pour ces derniers (Sheibani ef al., 1999; Wang et
al., 2003). Les résultats d’une étude de I’équipe de Feng et al. (2004) abondent dans le
méme sens; en effet, PECAMI est localisé sur toute la surface des cellules endothéliales
vasculaires de tissus normaux chez la souris. Toutefois, deux anticorps différents ont
montré une distribution significativement différente a la surface cellulaire en plus de
réagir avec une fraction significative de vésicules et de vacuoles (Feng et al., 2004). En
conclusion, on peut présumer que la présence de divers isoformes de PECAMI1 gouverne

des propriétés différentes.

4.1.2. Distribution

PECAMI est exprimé sur une variété de cellules. Il a été identifié sur les
monocytes, les neutrophiles et les lymphocytes T, ainsi que sur les thrombocytes et les
cellules souches de la moelle épiniére. Cependant, il est principalement retrouvé sur les
cellules endothéliales, spécifiquement aux jonctions intercellulaires, (DeLisser et al.,
1993) ou il est normalement exprimé de fagon constitutive (Schimmenti et al., 1992;
DeLisser ef al., 1993). Comme PECAMI1 est abondamment retrouvé sur les cellules du
compartiment vasculaire, on croit qu’il serait une molécule multifonctionnelle d’adhésion
cellulaire vasculaire. De cette fagon, il participerait aux processus de migration

endothéliale et d’angiogenese (DeLisser ef al., 1993).
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4.1.3. Expression

PECAMI est plus fortement exprimé dans les cellules endothéliales confluentes
que dans les cellules endothéliales disséminées. A 1’aide d’un modéle in vitro de ré-
endothélialisation Raychaudhury et al. (2001) ont observé que le contact cellule-cellule
ne déterminait pas a lui seul I’expression de PECAM1. L’intégrité architecturale contrdle
la forme et I’étalement de la cellule et est maintenue par des forces mécaniques telles
I’adhésion cellule-matrice, 1’adhésion cellule-cellule et le cytosquelette. L’évidence
suggére que des changements dans I’intégrité architecturale de la cellule soient des
régulateurs mécano-chimiques des fonctions cellulaires. Ainsi, I’expression de PECAMI
pourrait étre partiellement sous le controle d’une régulation mécano-chimique, avec des

forces accrues favorisant ’expression et des forces plus faibles amenant la suppression

(RayChaudhury et al., 2001).

Dans un modéle de guérison cutanée chez la souris, les taux d’expression
génique et protéique de PECAMI étaient tres bas dans la peau non Iésée, alors que
I’expression de I’ARNm et de la protéine de PECAMI était induite trois jours suivant le
trauma. A six jours suivant la blessure, ’ARNm et la protéine de PECAM1 étaient
toujours fortement exprimés mais a 12 jours, seulement I’expression protéique persistait

(Galeano et al., 2004).

Il y a normalement expression constitutive de PECAMI dans les cellules
mononucléaires et les cellules endothéliales sinusoidales du foie. Dans un modéle
d’inflammation hépatique causée par une injection de CCly chez des rats, I’expression de
PECAMI1 dans les cellules mononucléaires diminue dans les 12-24h suivant I’injection et
revient 2 un taux normal environ 48-60h plus tard. De plus, un traitement in vitro au
TNFo diminue la quantité de transcrit d¢ PECAMI1 dans les cellules mononucléaires

ainsi que dans les cellules endothéliales sinusoidales (Neubauer et al., 2000).
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4.1.4. Fonctions biologiques potentielles
4.1.4.1. Apoptose

PECAMI contribuerait a la résistance des cellules hématopoiétiques a 1’apoptose,
par inanition. En effet, PECAMI agit a titre d’inhibiteur de 1’apoptose dépendant des
mitochondries par I’entremise de liaisons a diverses kinases et phosphatases, incluant le
phosphatidylinositide-3-kinase qui phosphoryle Akt, qui a son tour, contrdle
positivement la transcription et la fonction de protéines anti-apoptotiques. Ces derniéres

permettent la survie cellulaire en sauvegardant contre 1’apoptose mitochondriale (Zhou et

al., 1999).

4.1.4.2. Migration

L’expression de PECAMI peut moduler le processus de migration endothéliale
lors de la guérison de plaie; cependant, les études a cet effet proposent des conclusions
contradictoires. Les cellules endothéliales déficientes en PECAMI1 ont une motilité
cellulaire et une formation d’extensions cytoplasmiques augmentées mais une migration
amoindrie lors de la guérison tissulaire (Gratzinger et al., 2003). Pour leur part, les
fibroblastes dermiques ayant subi une transfection avec PECAMI sont plus petits,
semblent adhérer les uns aux autres en formant des agrégats, et migrent plus lentement
(Schimmenti et al., 1992). A P’inverse, I’usage d’anticorps bloquants cause aussi une
diminution de migration dans un modéle de guérison ainsi qu’une diminution de la
motilité cellulaire, in vitro, chez des cellules endothéliales provenant de cordon ombilical
humain (Cao et al., 2002). Bref, I’expression de PECAMI1 augmente la migration
cellulaire sans nécessairement en augmenter la motilité. Il est postulé que ces effets sur la
migration endothéliale lors de guérison tissulaire dépendraient de la capacité de
PECAMI a supporter le signal SIP/RhoGTP afin de diriger spatialement et coordonner
’activation de la cascade signalétique G alpha (Gratzinger et al., 2003). Il est important
de noter que la diapédése n’est pas sous le contrdle exclusif de PECAMI. En effet, ce
processus serait plutdt contrdlé séquentiellement par deux molécules distinctes, soit,

PECAMI1 et CD99 (Schenkel et al., 2002).
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4.1.4.3. Inflammation

Il a été démontré que des anticorps contre PECAMI1 ont un effet néfaste sur la
réponse inflammatoire aigué (Vaporciyan et al., 1993; Bogen et al., 1994). Qui est plus,
Solowiej et al. (2003) ont montré que des souris déficientes en PECAMI1 ont une
infiltration neutrophilique diminuée dans un modéle d’inflammation chronique (implants
sous-cutanés), apparemment lié spécifiquement au PECAM1 d’origine endothéliale. Plus
spécifiquement, il appert qu'une réduction d’angiogenese est corrélée a une diminution
neutrophilique chez les souris déficientes en PECAMI. Ces études concluent que
I’absence de PECAM1 endothélial résulte en une diminution de 1’angiogené¢se limitant

ainsi I’arrivée de leucocytes au site d’implant (Solowiej et al., 2003).

4.1.4.4. Angiogenése

Williams et al. (2006) ont montré une augmentation de PECAMI1 dans deux
différents modéles d’angiogenése, signifiant que cette augmentation représente une
réponse angiogénique commune des cellules endothéliales (Williams et al., 2006).
PECAMI aurait aussi un rdle & jouer dans le processus d’angiogenése tumorale, des
anticorps contre PECAMI inhibant la croissance ainsi que la vascularisation de tumeurs

sous-cutanées chez la souris (Zhou et al., 1999).

PECAMI stimule la formation de tubes in vitro (O'Brien et al., 2004). Selon
Matsumura et al. (1997) la tubulogénése dépendrait de I’interaction du PECAM1 et de la
cadérine 5 avec ’actine filamenteuse; le PECAMI et la cadérine 5 pouvant se substituer
PPun a l’autre pour contréler ’alignement de I’actine filamenteuse, nécessaire a la
formation des tubes. PECAM1 serait ainsi trés important a I’arrangement tridimensionnel
des vaisseaux mais aussi pour la migration endothéliale (Matsumura et al., 1997).
Toutefois, Zhou et al. (1999) ont trouvé que des anticorps contre PECAMI1 inhibent la

formation de tubes sur Matrigel et ce, sans influence sur la cadérine 5 (Zhou et al., 1999).

Duncan et al. (1999) démontrérent que les souris PECAMI1 déficientes sont
viables et ont un développement vasculaire normal, suggérant que PECAMI1 n’est pas
essentiel a la vasculogenése. Cependant elles ont un transit anormal des leucocytes

polymorphonucléaires au travers de la membrane vasculaire basale avec une
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accumulation de leucocytes polymorphonucléaires a la membrane basale périvasculaire.
Un nombre similaire de leucocytes migre dans la cavité péritonéale de souris soit de type
sauvage ou PECAMI-déficientes suite a une péritonite aigu€. La création de souris
PECAMI1 déficientes confirme que PECAMI1 est impliqué dans la migration
transendothéliale des neutrophiles au intervenant dans le passage a travers la membrane
basale. Toutefois PECAM n’est pas essentiel au processus de migration leucocytaire et
au développement vasculaire, impliquant I’existence de mécanismes compensatoires

chez la souris (Duncan et al., 1999).

D’autre part, les thrombi formés chez des souris PECAMI1 déficientes seraient plus gros,
se formant plus rapidement et €tant plus stables que ceux des souris contrdles. PECAM1
serait donc impliqué dans la régulation négative de la formation de thrombus. Les plus
gros thrombi chez les souris invalidées seraient dus a I’hyper-activation plaquettaire
plutét qu’a une augmentation de [’activation de [’endothélium ou du systéme de
coagulation. L’étude de Mahooti et al. (2000) qui indique que les souris PECAMI
déficientes auraient un défaut endothélial résultant en un saignement excessif, permet de
supposer un rdle a la fois positif et négatif de PECAMI dans la formation de thrombus.
Cependant, 1’étude de Vollmar et al. (2001) rapporte des temps de saignement normaux
chez la souris invalidée pour PECAM-1 et montre que in vivo, PECAMI n’est pas

critique a la formation du thrombus suite a une blessure endothéliale.

En résumé, PECAM-1 est une molécule d’adhésion cellulaire exprimée
principalement sur les cellules endothéliales. Il est un facteur angiogénique qui module la
migration endothéliale et favorise la vasculogénése. 11 détient aussi des propriétés anti-

apoptotiques.

4.2 PI10

La superfamille des inhibiteurs de serines protéinases (serpines) est caractérisée
par une structure tertiaire bien conservée consistant en trois feuillets-f et huit ou neuf
hélices-a. La portion critique de la molécule est la boucle réactive connectant les
feuillets-B A et C et qui, la plupart du temps, sert d’appat pour les serines protéinases

(Bartuski er al., 1997). Chez I’'Homme, les serpines représentent 10% des protéines
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(Bartuski et al., 1997). Chez I’Homme, les serpines représentent 10% des protéines
plasmatiques. Elles sont retrouvées aux plans intracellulaire et extracellulaire. Les
serpines sont des protéines régulatrices clés de plusieurs processus biologiques
importants comme la fibrinolyse (inhibiteur d’activateur de plasminogéne de types 1 et 2
(PAI1 et PAI2); o2-antiplasmine (PLI), la coagulation (antithrombine III (AT3)), la
différenciation cellulaire (PAIl; protéinase nexine 1 (PI7)), la suppression tumorale
(maspin (PI15); PAI2), I’apoptose (P117) et la motilité cellulaire (PAI2; PI5) (Potempa et
al., 1994).

Plusieurs membres de la superfamille ne jouissent pas, cependant, de cette
capacité inhibitrice, par exemple, 1’angiotensinogéne (AGT) et ’ovalbumine (PIS8).
L’ovalbumine représente le prototype d’une famille de protéines incluse dans la
superfamille des serpines. Ces derniéres ont plusieurs structures en commun, dont

I’absence de la séquence typique représentée par le signal clivable en position amino-

terminale (Riewald et Schleef, 1995).

Riewald et Schleef (1995) ont cloné I’'inhibiteur de protéinase 10 (PI10), aussi
surnommé bomapine , a partir de moelle osseuse humaine. Ils ont trouvé qu’il s’agissait
d’une serpine typique détenant 44 des 51 résidus préalablement déterminés comme
cruciaux pour la structure tertiaire des serpines. L’absence de la séquence signal dans la
séquence codante de PI10 (Riewald et Schleef, 1995; Riewald ef al, 1998) en
combinaison avec un signal de localisation nucléaire dans la boucle interhélicale C-D
(Chuang et Schleef, 1999) en fait un inhibiteur présent a la fois dans le cytoplasme et
dans le noyau des cellules. L’expression génique de PI10 chez I’Homme a été¢ montrée
par hybridation Northern dans les tissus suivants: cceur, cerveau, placenta, poumons,
foie, muscles squelettiques, reins, pancréas, rate, thymus, prostate, testicules, ovaires,
petit intestin, colon et leucocytes sanguins périphériques. Cependant, aucun transcrit n’a
pu étre trouvé dans ceux-ci, suggérant que PI10 est exprimé fortement et spécifiquement
dans la moelle osseuse chez ’'Homme (Riewald et Schleef, 1995). Cette expression
restreinte insinue que cette serpine jouerait un rdle dans la régulation de I’activité des
protéinases durant I’hématopoiése, un processus nécessitant la régulation de la viabilité,
de la croissance et de la différenciation cellulaires (Schleef et Chuang, 2000). Cependant,

I’étude de Lefebvre-Lavoie ef al. (2005) a montré une augmentation de 1’expression du
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gene de PI10 dans le bord de plaie durant la guérison cutanée chez le cheval, attribuant
ainsi un réle a PI10 au cours de la cicatrisation. D’autre part, ’ARNm de PI10 est
constitutivement exprimé dans les lignées cellulaires THP-1 et AML-193. Le traitement
de ces dernieres avec des agents qui induisent une différenciation monocytique cause une
diminution de I’ARNm et de la protéine de PI10, conférant un réle & cette serpine dans la
régulation de I’activité des protéinases durant les premiers stades de la différenciation

cellulaire (Riewald et al., 1998).

Par ailleurs, PI10 est un exemple de géne spécifiquement associé au cancer (Ulger
et al., 2003). 1l inhibe la mort cellulaire induite par le TNF-a (Schleef et Chuang, 2000)
et I’étude de Shioji et al. (2005) suggere que les variations de type « faux-sens » dans la
séquence de PI10 aménent d’importants risques de cancer de la prostate, les qualifiant
donc d’oncogénes. De plus, PI10 est exprimé a des concentrations élevées chez les

patients souffrant de leucémie myéloide aigué ou de leucémie myélomonocytique

chronique (Schleef et Chuang, 2000).

En résumé, PI10 est une serpine inhibitrice exprimée fortement et spécifiquement
dans la moelle osseuse chez ’Homme. Cette serpine inhiberait la mort cellulaire en plus

de jouer un rdle dans la régulation des protéinases.

4.3 PEDF
4.3.1. Structure

Le facteur dérivé de I’épithélium pigmenté (PEDF) est une glycoprotéine de 418
acides aminés et 50 kDa (Ren et al., 2005), identifié dans I’oeil comme une protéine
extracellulaire (Becerra, 1997). Chez la souris et I’'Homme, le géne PEDF est d’environ
13 kb et comporte 8 exons (Singh et al., 1998). Bien que PEDF partage une forte
homologie de séquence et de structure avec les membres de la famille des serpines, il
n’est pas inhibiteur de sérine protéinase (Becerra et al., 1993; Becerra et al., 1995). 1l
ferait ainsi partie des serpines non-inhibitrices. La boucle réactive caractéristique des

serpines €tant présente mais pas nécessaire a ’activité neurotrophilique de PEDF. Ce
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Aymerich et al., 2001) mais il est aussi possible que ce soit par liaison aux intégrines

(Ren et al., 2005).

4.3.2. Distribution et expression

PEDF est sécrété par les cellules épithéliales pigmentées de la rétine de plusieurs
espéces animales. La protéine ainsi que I’ARNm de PEDF se retrouvent en concentration
significative dans le systéme nerveux. PEDF est aussi exprimé dans divers tissus dont les
muscles squelettiques, les os, le ceeur, le placenta et le foie (Tombran-Tink ef al., 1996),
alors que des analyses Northern montrent la présence du transcrit de PEDF dans
plusieurs tissus de souris adultes, le foie présentant le taux d’expression le plus élevé
(Singh et al., 1998). Chez ’'Homme, I’ARNm ainsi que la protéine de PEDF ont été
détectés dans le derme (Francis et al., 2004) et la protéine se retrouve en concentration

notable dans le sang (Petersen et al., 2003).

Dans un modéle expérimental de néovascularisation rétinale chez le rat, une
baisse du taux d’expression d’ARNm précéde d’environ 2 jours celle de la protéine de
PEDF (Gao et al., 2001). Cette diminution d’ARNm est d’approximativement la méme
étendue que celle de la protéine (Gao et al, 2001). Pareillement, la concentration
protéique de PEDF corréle bien avec son expression d’ARNm durant le développement

hépatique chez le rat (Sawant et al., 2004).

Une diminution de I’expression de PEDF en fonction de I’4ge a été démontrée.
Lorsqu’une culture primaire de cellules épithéliales de pigment rétinal arrive a la
sénescence, la concentration protéique de PEDF diminue (DiPaolo et al, 1995;
Tombran-Tink et al., 1995; Hjelmeland et al., 1999), le méme phénomeéne a été rapporté
in vivo (Francis et al., 2004). De plus, I’expression de PEDF est sensible aux androgénes
et a [P’hypoxie. Des concentrations croissantes (102, 10 et 107 M) de
dihydrotestostérone (DHT) ont diminué la sécrétion de PEDF de 10%, 35% et 47%,
respectivement, par des cellules stromales de prostate, en culture (Doll ef al., 2003). A
I’inverse, une baisse d’androgénes stimule la production de PEDF lors de tumeur de la

prostate chez I’homme (Doll et al., 2003).
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I’inverse, une baisse d’androgénes stimule la production de PEDF lors de tumeur de la

prostate chez ’homme (Doll et al., 2003).

Par ailleurs, les rétines de souris exposées a une hyperoxémie ont affiché une
forte coloration immunohistochimique pour PEDF tandis que celles de souris témoins
n’ont montré aucune coloration. En revanche, aucune différence de la concentration de
’ARNm n’a été détectée entre des cellules de tumeurs rétinoblastomales mises en
hypoxie et des cellules contrdles, suggérant que la régulation hypoxique a lieu lors de la
traduction ou suite a celle-ci (Dawson et al., 1999). Ainsi, PEDF régulariserait la
croissance des vaisseaux sanguins oculaires en créant un environnement propice a
I’angiogenése en présence d’hypoxie, mais défavorable en présence de concentrations en
oxygéne normales ou élevées (Dawson et al, 1999). Par ailleurs, un traitement
hypoxique a diminué de 97% la quantité de PEDF sécrété par des cellules prostatiques
stromales mais a augmenté de 15% la sécrétion par les cellules prostatiques épithéliales

(Doll et al., 2003).
4.3.3. Fonctions

On attribue & PEDF un effet principalement autocrine sur les cellules de
I’épithélium pigmenté de la rétine (Tombran-Tink et Barnstable, 2003) mais il aurait
aussi des effets paracrines vu sa présence dans le sang ainsi que sa production marquée
dans le foie. Les souris déficientes en PEDF souffrent d’altérations morphologiques et
d’une densité microvasculaire augmentée de la rétine, ainsi que d’une perte des cellules
ganglionnaires, d’une augmentation de la croissance stromale des vaisseaux et d’une
hyperplasie des cellules épithéliales d’organes tels que la prostate et le pancréas (Doll et
al., 2003). PEDF aurait un role dans plusieurs phénomenes dont I’angiogencse,

I’apoptose, la différenciation cellulaire, la protection neuronale et I’inflammation.

4.3.3.1. Angiogenése

Un rdle anti-angiogénique fut conféré a PEDF quand Dawson et al. (1999) ont
montré que c’est un facteur anti-angiogénique naturel, potentiellement le plus efficace
trouvé a ce jour. De plus, I’activité anti-angiogénique de PEDF est réversible et sélective

puisqu’elle cible les vaisseaux en construction tout en épargnant les plus anciens (Ren et
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al., 2005). In vitro, PEDF inhibe la migration de cellules endothéliales de maniére dose-
dépendante avec une valeur médiane de 0,4 nM. Cette protéine surclasse ainsi les autres
inhibiteurs naturels d’angiogenese tels 1’angiostatine, la TSP-1 et ’endostatine. En fait,
PEDF arrive a contrer 1’effet de nombreux inducteurs angiogéniques incluant le PDGF,
le VEGF, l’interleukine-8 (IL-8), le FGF de type acidique (aFGF) ainsi que ’acide
lysophosphatidique (Dawson ef al., 1999). A des doses de 1,0 nM et plus, PEDF inhibe
également la prolifération des cellules endothéliales capillaires, induite par le bFGF
(Dawson et al., 1999). Il peut aussi inhiber la migration, la prolifération et méme la
perméabilité des cellules endothéliales induites par VEGF (Ren et al., 2005). Puisque
PEDF est présent en grande concentration dans les régions avasculaires de 1’eil et que
les cellules de 1’épithélium pigmenté de la rétine sécrétent des inhibiteurs d’angiogenése,

cette découverte n’est pas inattendue (Tombran-Tink et Barnstable, 2003).

La neutralisation de PEDF, en I’absence d’inducteurs angiogéniques, stimule
I’invasion de nouveaux vaisseaux cornéens chez le rat. Cependant, les anticorps contre
PEDF ne stimulent pas, & eux seuls, la migration des cellules endothéliales in vitro. 1l est
donc postulé que le blocage du PEDF démasque 1’activité angiogénique endogene de la
cornée (Dawson ef al., 1999). En retour, PEDF biochimiquement purifié ainsi que sous
forme recombinée inhibe efficacement la néovascularisation cornéenne chez le rat

(Dawson et al., 1999).

L’hypoxie est un stimulus important de 1’angiogenése. Sous des conditions
hypoxiques en culture, la sécrétion de PEDF est diminuée alors que I’expression de
VEGF, un facteur angiogénique des plus efficaces, est augmentée (Dawson et al., 1999).
Ces résultats ont été soutenus récemment in vivo alors qu’une diminution de la
concentration en PEDF a été signalée dans les yeux de patients atteints de rétinopathie
diabétique proliférative et de dégénération maculaire, des affectations caractérisées par
une augmentation significative de la vascularisation (Ogata et al., 2001a; Ohno-Matsui ef
al., 2001; Spranger et al., 2001; Holekamp et al., 2002; Ogata et al., 2002a). Ces études
indiquent une corrélation directe entre PEDF et la néovascularisation oculaire en plus de
souligner la réciprocité entre PEDF et VEGF lors de croissance incontrdlée des vaisseaux
sanguins de ’ceil (voir figure 2) (Gao et al., 2001; Ohno-Matsui et al., 2001; Ogata et al.,
2002b).



26

Swidalive 5 Tess

a3 nn
‘ | PEDF
PLCDE VEGF J [&1
; ]]:l| o | VEGF
g S v —
- i 1 o , E[h..]
normal state 1

| ¢choroidal neovascularization

Figure 2. Schéma montrant qu’un équilibre dynamique entre VEGF et PEDF est
essentiel pour le comportement des cellules choroidales endothéliales. Un stress
oxidatif peut changer [’équilibre entre VEGF et PEDF et occasionner une

néovascularisation choroidale (Ohno-Matsui et al., 2001).

Il est intéressant de noter la présence de PEDF lors du développement
embryonnaire, quand la vasculogénése et la différenciation neuronale ont lieu. Comme
PEDF semble contrdler diverses voies de transduction, son activité est possiblement
spécifique au tissu et/ou dépend de I’expression de plus d’un récepteur (Tombran-Tink et
Barnstable, 2003). Par exemple, PEDF semble jouer un role clé, de concert avec VEGF,
dans la conception et le maintien de 1’architecture vasculaire du foie (Sawant et al., 2004)
et pourrait contrbler la vascularisation et la masse du pancréas ainsi que de la prostate
(Doll et al., 2003). Cependant, les concentrations de PEDF durant le développement de la
rétine suivent un patron caractéristique d’un inhibiteur d’angiogenése. Lors de la
vasculogéneése, il n’y a pas ou peu de coloration immunohistochimique pour le PEDF

contrairement au temps ou la néovascularisation se termine (Dawson ef al., 1999).
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Le potentiel anti-tumoral de PEDF, lié a ses effets neuroprotecteurs et anti-
angiogéniques, fut récemment mis a I’épreuve. L’injection d’un plasmide codant PEDF a
inhibé la croissance de tumeurs dans un modele de souris athymiques (Matsumoto et al.,
2004). Une autre étude conduite chez la souris athymique a montré que I’injection directe
de PEDF promeut la différenciation de neuroblastomes primitifs en un type moins malin,
moins bien vascularisé, et qui produit plus de PEDF (Crawford et al., 2001). D’autre
part, un milieu conditionné par des cellules tumorales hypoxiques posséde un pouvoir
angiogénique plus grand qu’un milieu conditionné par des cellules tumorales
normales. La neutralisation de PEDF accroit le pouvoir angiogénique du milieu
conditionné par les cellules tumorales normales jusqu’a un niveau comparable a celui

caractérisant le milieu hypoxique (Dawson et al., 1999).

4.3.3.2. Apoptose

Les résultats de Hutchings et al. (2002) montrent que PEDF a des effets opposés
sur les cellules endothéliales de différents phénotypes, inhibant ou non leur croissance.
Cependant, les deux études suivantes montrent seulement un effet de réduction de la
prolifération. Les cellules endothéliales en prolifération sont les seules cibles identifiées
jusqu’a maintenant ou PEDF promeut la mort cellulaire programmeée. Le mécanisme par
lequel PEDF limite la croissance des vaisseaux sanguins semble impliquer I’activation de
la cascade apoptotique Fas/FasL, particulierement sensible chez les cellules endothéliales
bordant les nouveaux vaisseaux (Volpert et al., 2002). Chez les cellules proliférantes,
I’expression de PEDF est intimement liée au cycle cellulaire. En effet, PEDF est induit
spécifiquement dans les cellules entamant la phase GO; de plus, via un effet paracrine, il
réduit le nombre de cellules s’engageant dans la phase S (Hjelmeland ef al., 1999).
L’effet net est donc une diminution de la proportion de cellules qui effectuent le cycle
cellulaire et par le fait méme, une réduction de la prolifération (Tombran-Tink et

Barnstable, 2003).
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4.3.3.3. Protection des neurones

PEDF est un facteur de survie neurotrophique efficace pour les cellules
granulaires cérébrales en culture (Taniwaki er al., 1995). Contrairement a d’autres
facteurs de croissance, PEDF ne semble pas mitogénique mais promeut plutét la
différenciation cellulaire (Tombran-Tink et Barnstable, 2003). En effet, il peut méme
inhiber la croissance et la prolifération des microglies et des astrocytes (Sugita et al.,
1997). PEDF prévient 1’apoptose des neurones in vitro (Taniwaki et al., 1995); (Araki et
al., 1998; Bilak et al., 1999; DeCoster et al., 1999; Houenou et al., 1999) et in vivo
(Bilak et al., 1999; Cao et al., 1999; Houenou et al., 1999; Cao et al., 2001; Ogata et al.,
2001b).

4.3.3.4. Anti-inflammatoire

Récemment, Zhang et al. (2006) ont montré qu’une diminution de 1’expression de
PEDF induisait une réponse inflammatoire, suggérant PEDF comme facteur anti-
inflammatoire endogéne. De plus, cette activité anti-inflammatoire corréle bien avec sa
capacité de réduire la perméabilité vasculaire de la rétine, ce qui porte a croire qu’une
relation causale existe entre ces deux phénoménes (Zhang et al, 2006). Finalement,
PEDF bloque in vitro I’effet mitogénique du facteur stimulant de colonie de granulocyte-
macrophage (GM-CSF), une cytokine pro-inflammatoire (Tombran-Tink et Barnstable,
2003).

4.3.4. Usages cliniques

PEDF a le potentiel de devenir un agent thérapeutique d’une grande valeur
clinique, grice aux nombreux avantages qui le caractérisent (Tombran-Tink et
Barnstable, 2003). Premiérement, il ne semble pas activer un géne de résistance, ce qui
lui confeére une efficacité a long-terme dans les thérapies anti-angiogéniques.
Deuxiémement, son administration ne s’avére pas toxique. Troisiémement, grace a son
activité neurotrophique, PEDF sait préserver les neurones de dommages pouvant €tre

causés par les maladies vasculaires du systéme nerveux (Ren et al, 2005).



29

Quatriémement, PEDF est sécrété sous une forme stable, peu susceptible aux protéinases

du milieu extracellulaire. Finalement, PEDF peut étre administré par diverses voies.

En résumé, PEDF est une serpine non-inhibitrice dont 1’expression diminue avec
I’dge. Cette serpine, en plus d’étre un agent anti-angiogénique puissant, promeut
I’apoptose. De plus, elle est un facteur de survie neurotrophique ainsi qu’un facteur anti-

inflammatoire.

Tableau I. Synthése du contrdle génique

Géne Superfamille Lieu d’expression | Fonctions biologiques
majoritaire connu | connues
PECAM1 | Immunoglobulines Cellules -angiogénique
(molécule d’adhésion endothéliales -anti-apoptotique
cellulaire) -modulation de la

migration endothéliale

PI10 Serpine (inhibitrice) Moelle osseuse -anti-apoptotique
- régulation des
protéinases

PEDF Serpine (non-inhibitrice) | Foie -anti-angiogénique
-promouvoit ’apoptose
-neurotrophique
-anti-inflammatoire

5. Hypothése et objectif

Lefebvre-Lavoie et al. (2205) ont comparé ’expression génique dans la peau
normale et dans des plaies 4gées de sept jours via I’hybridation soustractive suppressive
(HSS) afin d’identifier les génes exprimés différentiellement durant la guérison chez le
cheval. Cette étude a identifié 226 ADNc non-redondants dont 1’expression était
augmentée durant la guérison tissulaire chez le cheval. De ce nombre, trois fragments
ADNCc ont été choisis puisqu’ils représentent un intérét potentiel dans la guérison de
plaies. L’hypothése générale de cette étude sous-tend que les génes pour le « platelet
endothelial cell adhesion molecule 1 » (PECAM1), la « serine (or cysteine) proteinase

inhibitor, clade B, member 10 » (PI10) et le « pigment epithelium derived factor »
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(PEDF) possédent une expression temporelle caractéristique lors de la guérison cutanée
normale chez le cheval et qui différe selon la localisation de la plaie. Ainsi, les objectifs
de travail ont été initialement de caractériser I’ADNc pleine longueur correspondant a ces
trois génes chez I’équin puis de déterminer 1’expression temporelle en ARNm lors de la
guérison cutanée chez le cheval. Pour atteindre le premier objectif, la technique de
Northern virtuel jumelée au clonage de ’ADNc par I’établissement d’une génothéque
d’ADNCc ont été utilisés. Pour ce qui est du deuxiéme objectif, ’ARN total a été extrait
des échantillons de peau normale et de plaies prélevés aux membres et au thorax a 1,2,3,4
et 6 semaines suivant la création des plaies. Les ARN totaux pour chaque échantillon ont
été transformés en ADNc a l'aide de la trousse « SMART PCR cDNA synthesis »
(Clontech Lab Inc, Palo Alto, CA, USA) puis I’expression a été comparée par RT-PCR

semi-quantitatif.



Méthodologie

1. Modéle expérimental

La portion in vivo de 1’étude fut effectuée antérieurement (Lefebvre-Lavoie ef al.,
2005; Lepault et al., 2005); les échantillons prélevés furent utilisés pour les travaux de

maitrise.

1.1 Chevaux

Six juments agées de 2 a 3 ans, de race Standardbred ont été utilisées pour
effectuer la prise d’échantillons. Un examen général incluant des tests hématologiques et
biochimiques a été effectué deux semaines avant 1’étude pour s’assurer de la bonne santé
des chevaux. Les tests ont révélé que les animaux étaient tous en bonne santé. Les
juments ont été vaccinées contre : la rage, le tétanos, I’influenza équine et le virus du Nil
occidental au moment des tests sanguins. Les juments ont été hébergées en stalle 4 la
ferme du Centre de Recherche en Reproduction Animale (CRRA) et ont regu une

alimentation en foin et en eau ad libitum.

Le protocole d’expérimentation a respecté les politiques et les normes de
I’Université de Montréal, en conformité avec les principes et recommandations du
Conseil canadien de protection des animaux (CCPA). Il a été approuvé par le Comité de

déontologie animale de la Faculté de médecine vétérinaire.

1.2 Procédure chirurgicale

Chaque cheval était placé dans un travail puis soumis a une sédation avec du
chlorhydrate de détomidine (Dormosedan® 10 mg/mL) a raison de 4 mg par voie
intraveineuse (I.V.) et de tartrate de butorphanol (Torbugesic® 10 mg/mL) 10 mg par

voie [.V.

Trois sites de chirurgie étaient déterminés comme suit :
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- L’aspect dorso-latéral de la région métacarpienne droite;
- L’aspect dorso-latéral de la région métacarpienne gauche;

- L’aspect latéral du thorax (un seul coté, choisi aléatoirement mais de fagon égale :
trois juments avaient les plaies sur le coté gauche, les trois autres sur le coté

droit.)

Chaque site était tondu puis nettoyé au moyen d’un «scrub» chirurgical avant la
chirurgie. Une anesthésie locale au chlorhydrate de lidocaine (Lurocaine® 20 mg/mL)

était effectuée a raison de 20 mL par site.

Cinq plaies cutanées de pleine épaisseur mesurant 2,5 cm X 2,5 cm étaient créées a
’aide d’un bistouri & chacun des trois sites. Les plaies €étaient disposées en rangée

verticale et décalées avec un espacement de 1,5 cm a I’horizontale ainsi qu’a la verticale.

Le tout était standardisé a I’aide d’un prototype stérile (voir figure 3).

Figure 3. Emplacement des lésions crées sur les membres et sur le thorax.

1.3 Suivi post-opératoire

Des bandages temporaires ont €t€¢ placés sur les plaies des membres afin de
minimiser ’hémorragie. Ils ont été retirés environ deux heures apres 1’intervention
chirurgicale. Les plaies ont guéri par seconde intention et aucun médicament n’a été

administré.
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Pour simuler une guérison avec fibroplasie excessive (« bouton de chair »), un
membre choisi aléatoirement a été mis sous bandage chez chacune des juments. Le
bandage était par la suite changé aux 2 & 3 jours, les plaies de I’autre membre et du
thorax restant exposées a 1’air libre. Chaque changement de bandage était accompagné

d’un examen des juments et des plaies pour déceler tout inconfort ou début d’infection.

1.4 Prise d’échantillons

Préalablement a chaque biopsie, les juments ont recu une sédation et une
anesthésie locale telles que lors de la chirurgie initiale, puis, les plaies ont été nettoyées

avec une solution saline.

Les échantillons de peau normale ont été obtenus lors de la création des plaies.
Par la suite, aux semaines 1, 2, 3, 4 et 6, une plaie par site par jument était biopsiée a
I’aide d’un «punch» & biopsie de 8mm de diamétre (AcuePunch; Acuderm Inc., Ft
Lauderdale, FL, USA). La biopsie était de pleine épaisseur et se situait en bordure de la
plaie de fagon a inclure une bande cutanée périphérique de 3 2 4 mm d’épithélium en
migration et une bande de 3 2 4 mm de tissu de granulation. Les biopsies ont été prises de
la plaie la plus distale a la plus proximale afin que I’inflammation causée par la biopsie

n’affecte pas les plaies a prélever subséquemment.

Les biopsies ont ensuite ét¢ immédiatement déposées dans un contenant sur glace
pour étre rincées avec de la saline stérile & 4°C. Le surplus de liquide a été épongé a
I’aide d’un papier absorbant. Par la suite les biopsies ont été¢ emballées dans du papier
d’aluminium et plongées dans 1’azote liquide pour étre transférées dans un congélateur -

80°C jusqu’a leur utilisation ultérieure.

2. Caractérisation de ’ADN complet
2.1 Obtention des sondes radioactives

2.1.1 Préparation des sondes
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Les sondes ont été générées a partir des ADNc issu d’une étude antérieure qui
visait a identifier les génes induits lors de la guérison cutanée chez le cheval par la
méthode d’hybridation soustractive suppressive (HSS) (Lefebvre-Lavoie et al., 2005).
Une amplification par PCR de 28 cycles (94°C : 15 sec; 68°C : 30 sec; 72°C : 90 sec)
utilisant 1 pl de ’ADNCc a été faite pour chaque sonde en utilisant : Syl du tampon de
PCR 10X, 2 pul Nested PCR primer 1 (10 pM), 2 pl Nested PCR primer 2R (10 uM), 1 ul
dNTP mix (10 mM), 38 ul d’eau stérile et 1ul d’ADN polymérase Advantage™ 2 (BD
Biosciences Clontech) pour un volume final de la réaction de 50 pl. Les réactions de
PCR ont été effectuées dans I’appareil Mastercycler® ep (Eppendorf) puis, les amplicons
ont été séparés sur gel d’agarose 2% TAE 1X pour s’assurer qu’un seul fragment d’ADN
soit amplifié et d’en définir son poids moléculaire (voir tableau I pour la séquence des
amorces). L’ADNCc a alors été extrait du gel d’agarose par la méthode QIAquick (Gel

Extraction Kit, Qiagen Inc) et élué dans un volume final d’environ 30 pl.

Tableau II. Liste des amorces utilisées pour ’amplification par PCR

Amorce Séquence

Nested PCR primer 1 5'-TCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT-3'
Nested PCR primer 2R 5'-AGCGTGGTCGCGGCCGAGGT-3'
PCR primer II A 5'-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT-3'

La concentration d’ADN a été estimée sur une plaque de bromure d’éthidium (Sambrook

et Russell, 2001) avant de procéder au marquage de la sonde.

2.1.2 Marquage des sondes par amorces aléatoires

Les sondes (100 ng) ont €té¢ marquées au p* par la méthode d’amorces aléatoires
en utilisant la trousse « Megaprime™ DNA Labelling Systems» (Amersham
Biosciences) a 1’aide de 40 a 50 pCi de [a-P**]-dCTP (Perkin Elmer Life Science Inc,
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Boston, MA, USA). La sonde radiomarquée a été purifi€e, par affinité, de la radioactivité

non-incorporée (QIAquick Nucleotide Removal Kit, Qiagen Inc).

2.2 Détermination du poids moléculaire de ’ADNc pleine longueur par Northern

virtuel
2.2.1 Préparation des membranes

Une amplification par PCR comprenant une activation a 95°C, 1 min suivit de 19
cycles (95°C 5 sec, 65°C 5 sec, 68°C 6 min) a été réalisée avec 1 pl de I’ADNc du pool
d’échantillons de thorax a 1 semaine, selon les modalités suivantes : 10 pl du tampon de
PCR 10X Advantage, 2 pl PCR-primer II A (12uM), 2 ul de ANTP mix (10 mM), 83 pl
d’eau stérile et 2 pl d’ADN polymérase Advantage™ 2 (BD Biosciences Clontech) pour
un volume final de 100 pl. Les réactions de PCR ont été effectuées dans 1’appareil
Mastercycler® ep (Eppendorf) puis, les produits ont été conservés a 4°C. Le produit de
PCR a ensuite été extrait au phénol-chloroforme, et concentré par précipitation
(Sambrook et Russell, 2001). La totalit¢ du produit PCR a été séparée sur un gel
d’agarose 0.8% TBE 0,5X pendant 4 a 5 hr a 80 volts (Sambrook et Russell, 2001) en
paralléle a une échelle de poids moléculaire (1-Kb DNA ladder, Invitrogen). Suite a la
migration, une régle a été placée parallélement au gel d’agarose et une image a été saisie
a I’aide de I’Alphalmager™2200 (Alpha Innotech). Le gel a été lavé pendant 70 min
dans du TBE 0,5X. Les ADNc ont été transférés sur une membrane de nylon chargée
positivement (Hybond™-N*; Amersham Biosciences) par transfert capillaire a I’aide
d’un tampon alcalin (0.4N NaOH + 1M NaCl (Sambrook et Russell, 2001)) pendant 16
hr. Suite au transfert, les ADNc ont été fixés a la membrane par un traitement aux UV (2
X 150 mlJ; SpectroLinker™ XL 1000 crosslinker, Spectronics Corporation). Une
membrane représentant 1’ensemble des ADNc (a 1 semaine) a été générée pour chaque

geéne étudié.
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2.2.2 Hybridation des membranes

Les sondes radioactives utilisées pour 1’hybridation sont décrites a la section 2.1.
Chaque membrane a été incubée dans 20 ml d’une solution de préhybridation (600 mM
NaCl, 120 mM Tris, 4 mM EDTA, 0.1% Nagpyrophosphate, 0.2% SDS et 500 pg/ml
d’héparine) a 68°C pendant 4 4 6 hr. Les membranes ont été transférées dans 20 ml d’une
solution d’hybridation (600 mM NaCl, 120 mM Tris, 4 mM EDTA, 0.1%
Naypyrophosphate, 0.2% SDS, 500 pg/ml heparin et 10% dextran sulfate) et les sondes
marquées et dénaturées (100°C, 5 min) ont été ajoutées a la solution d’hybridation.
L’hybridation a été effectuée a 68°C pendant 14 a 16 hr. Les membranes ont subies trois
lavages a 68°C dans 20 ml de solutions de lavage soit : 20 minutes dans la premiére (2X
SCC, 0.1 % SDS) et 2 fois 45 min dans la deuxiéme (0.1X SCC, 0.1 % SDS). Les
membranes ont été exposées a un écran au phosphore (Storage Phosphor Screen,
Amersham Biosciences) pour un minimum de 4 hr. La lecture de 1’écran au phosphore a

été réalisée a I’aide de 1’appareil Storm™ 840 Amersham Biosciences.

2.2.3 Détermination de la grandeur de PADNc complet

A partir du signal d’hybridation obtenu pour I’ADNc a cloner, la distance de
migration dans le gel d’agarose a été évaluée a partir du puit. Afin de déterminer le poids
moléculaire de I’ADNc, sa distance de migration a été¢ comparée a 1’aide d’un graphique
qui représentait les poids moléculaires standards en fonction de leur distance de
migration respective. La grandeur estimée de I’ADNc pleine longueur a permis d’établir

une mini-génothéque & plus ou moins 500 pb de I’ADNCc a cloner.

2.3 Préparation de la mini-génothéque d’ADN¢

Une amplification par PCR suivie d’une extraction au phénol-chloroforme et
d’une concentration des ADNc par précipitation et leur séparation sur gel d’agarose TBE
a été réalisée tel que décrit a la section 3.1. Une bande d’agarose a été découpée sous les
UV pour obtenir les ADNc correspondant au poids moléculaire souhaité et tel que défini

a la section 2.2.3. Les ADNc ont alors été purifiés par QIAquick (Gel Extraction Kit,
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Qiagen Inc). Les ADNc purifiés ont subit une amplification par PCR de 13 cycles (
activation 95°C : 1 min; cycle : 95°C : 5 sec; 65°C : 5 sec; 68°C : 6 min) avec 2 ul de
I’ADNCc purifié en utilisant : 5 pl du tampon de PCR 10X Advantage, 1 pl PCR-primer II
A (12 uM), 1 pl de ANTP mix (10 mM), 40 pl d’eau stérile et 1 pl d’ADN polymérase
Advantage™ 2 (BD Biosciences Clontech) pour un volume final de la réaction de 50 pl.
Les réactions de PCR ont été effectuées dans I’appareil Mastercycler® ep (Eppendorf)

puis, les produits ont été conservés a 4°C.

Les amplicons ont été déposés dans trois puits (10 pl, 20 pl, 20ul) puis ont été
séparés sur gel d’agarose de 1% TAE a 115 volts durant 30-45 minutes. Le produit
amplifié a été observé sous UV afin de vérifier la qualité et le poids moléculaire des
ADNCc amplifiés. La bande du puit contenant 10 pl a été transférée sur une membrane de
nylon chargée positivement (Hybond™-N'; Amersham Biosciences) par transfert
capillaire alcalin (Sambrook et Russell, 2001). Par la suite, les ADNc ont, par la suite, été
fixés 4 la membrane par un traitement aux UV (2X150 mJ; SpectroLinker™ XL 1000
crosslinker). Cette membrane a servi de contrdle positif lors du criblage de la génothéque
d’ADNc. Les deux autres bandes ont été¢ découpées sous les UV et les ADNc ont été
extraits et élués dans un volume final de 30 pl (QIAquick, Gel Extraction Kit, Qiagen

Inc).

2.4 Etablissement de la mini-génothéque d’ADNc
2.4.1 Ligation des ADNc¢c amplifiés par PCR

Les ADNc purifiés a I’étape précédente ont été clonés dans le plasmide pDrive
(Qiagen PCR cloning kit) dans une réaction de 10 pl : 4 pl des ADNc purifiés (section
2.3), 1 pl plasmide, 5 pl du mélange de ligase. Le tout a été incubé a 16°C pour un
minimum de 16 hr. L’établissement de la mini-génothéque d’ADNc a été adaptée du

protocole de Lévesque et al. (2003).
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2.4.2 Transformation bactérienne

De 3 a 10 pl de la ligation (section 2.4.1) ont été utilisés pour transformer 50 pl de
bactéries compétentes DH5a™ (Competent Cells;Invitrogen Corporation) par choc
thermique suivant les instructions du manufacturier. Les bactéries ont été incubées a
37°C avec agitation pendant 1 hr dans 1 ml de milieu SOC (Sambrook et Russell, 2001).
Le produit de la transformation a alors été étalé sur des boftes de pétris de 100 mm sur un
milieu d’agar S-Gal/LB (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) contenant 40 pg/ml de
kanamycine a raison de 100 pl par pétri. Les bactéries étalées ont été incubées a 37°C

pour un minimum de 16 hr.

2.4.3 Repiquage des colonies bactériennes

Les colonies blanches contenant des plasmides recombinants ont été
individuellement repiquées a 1’aide de cure-dents stériles dans des plaques de 96 puits
contenant 200 pl par puit de milieu Hoggness (milieu LB supplémenté avec 8.8% de
glycérol, 55 mM de K;HPO4, 1 mM de MgSQOy, 26 mM de KH,PO4, 15 mM NH4(SO4) et
40 pl/ml de kanamycin). Le tout a été incubé un minimum de 20 hr & 37°C sans agitation.

Au total, 16 plaques ont été repiquées par génothéque d’ADNc.

Les bactéries ont ensuite été transférées a 1’aide d’un appareil de réplication de 96
tiges (Nalge Nunc International, Rochester, NY, USA) sur des membranes de nylon
chargées positivement (Immobilon-NY+, Millipore Corporation, Bedford, MA)
préalablement déposées sur un milieu LB agar contenant 40 pg/ml de kanamycine.
Quatre plaques de 96 puits ont été transférées par membrane de fagon a diminuer & quatre
le nombre de membranes & hybrider par génothéque. Les membranes ont été incubées 8 a
10 h 4 37°C puis conservées a 4°C. Les plaques de bactéries de 96 puits ont été congelées
a -80°C.

2.4.4 Traitement des membranes

Les membranes contenant les colonies bactériennes repiquées a la section 2.4.3

ont été retirées des plaques et marquées a 1’aide d’un stylo & bille vis-a-vis chaque
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colonne et ligne de repiquage pour permettre un bon alignement des colonies
bactériennes sur la membrane de nylon avec celles se trouvant dans les plaques de 96

puits.

Les colonies bactériennes sur les membranes ont ensuite été dénaturées par le
passage dans différentes solutions soit : une solution dénaturante alcaline (0.5M NaOH,
1.5M NaCl; 10 min), suivi de deux passages dans une solution neutralisante (0.5M Tris-
HCl, 1.5M NaCl; 3 min) et dans du SSC 2X (3 M NaCl, 0.3M sodium citrate; 2 min). Par
la suite ’ADN plasmidique relaché des bactéries a été fixé aux membranes par un
traitement aux UV (2X150 mJ; SpectroLinker™ XL 1000 crosslinker). Les membranes

ont été conservées a la température de la piece jusqu’a I’hybridation.

2.5 Criblage de 1a mini-génothéque d’ADNc
2.5.1 Hybridation des membranes

L’hybridation des membranes de la mini-génothéque d’ADNCc a suivit le méme
protocole que 1’hybridation décrite a la section 2.2.2 4 I’exception du dextran sulfate qui
a été omis et des températures de préhybridation, d’hybridation et de lavage qui étaient
de 65°C. De plus, le contréle positif décrit a la section 2.3 a ét€ hybridé en méme temps

que les membranes contenant la génothéque d’ ADNec.

2.5.2 Choix des clones positifs

Le contour et les marques au stylo des membranes de nylon ont été reproduits sur
un transparent afin de permettre 1’alignement aux résultats d’hybridation. De cette fagon,
il fut possible de déterminer précisément les clones positifs, c'est-a-dire les plasmides
ayant incorporé I’ADNc recherché. Les clones positifs ont ensuite été repiqués
directement des plaques congelées de 96 puits, dans des tubes de culture contenant le
milieu LB avec kanamycine puis incubés avec agitation pour un minimum de 16 h (Zog,
sois consistante... soit tu €cris heure ou h) a 37°C. L’ADN plasmidique a été purifi¢ a
I’aide d’une trousse commerciale (QIAprep Spin Miniprep Kit, Qiagen). La

concentration d’ADN a été estimée par densité optique a 260 nm. Une digestion par
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EcoR1 a été réalisée pour vérifier la grandeur de I’insert d’ADNc. Les clones positifs ont
été séquencés avec I’amorce PCR-Nested 1 (1.5 mM) selon la méthode didéoxy a I’aide
de la trousse «Big Dye Terminator 3.1» (ABI Prism, Applied BioSystem, PE,
Branchburg, NJ). Les produits de séquengage ont été séparés avec I’appareil ABI Prism
310 (Applied Biosystem). Les séquences d’acides nucléiques ont été comparées a I’aide
de la fonction BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) dans les banques de données de
GenBank.

3. Expression temporelle du géne
3.1 Extraction de PARN total

L’extraction de I’ARN total des divers échantillons de peau et de plaie a été
réalisée selon la technique de Chomczynski et Sacchi (1987), qui a été adaptée au
laboratoire (Bedard et al., 2003). La moitié de chacune des biopsies congelées a été
utilisée. Les tissus furent coupés en petits morceaux (1 mm) a 1’aide d’une lame de rasoir
pour faciliter leur homogénéisation dans 2.5 ml de solution dénaturante (4 M guanidium
isothiocyanate, 0.5% Na-N-laurylsarcosine, 25 mM Na-citrate, pH 7) a ’aide d’un
polytron a une vitesse moyenne de 8000 rpm. L’homogénat a ensuite été transféré sur un
coussin de chlorure de césium (5.9 M CICs, 0.1 M EDTA) puis centrifugé durant 4 hr a
267 000 G a une température de 20 °C. Le culot d’ARN a été resuspendu dans la solution
(Chomczynski et Sacchi, 1987). La concentration d’ARN total a été estimée par densité
optique a 260 nm. La qualité de ’ARN a été vérifiée d’une part par le ratio des densités
optiques & 260 nm / 280 nm et d’autre part par la visualisation des bandes ribosomales
28S et 18S suite a la séparation de 1 pg d’échantillon sur un gel d’agarose 1 % en
conditions dénaturantes (0.74 M formaldéhyde, 40 mM MOPS, 0.01 mM Na-acétate, 0.2
mM EDTA, pH 7). L’ARN ribosomal de 28S et 18S a été visualisé suite & un transfert
par capillarité dans le 10X SSC (1.5 M NaCl, 150 mM Na-citrate) sur une membrane de
nylon non-chargée (Hybond-N; Amersham Pharmacia Biotech, Baie d’Urfé, QC,
Canada) suivit d’une coloration de ’ARN au bleu de méthyléne (Sambrook et Russell,
2001).
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3.2 Analyse de ’expression de PARNm par RT-PCR semi-quantitatif

Les ARN totaux ont été transformés en ADNc. Pour ce faire, trois pools différents
d’ARN totaux ont été formés en regroupant 1 pg d’ARN total d’échantillons de guérison
normale du thorax (n = 4 juments); de guérison normale d’'un membre (n = 4 juments) et
de guérison avec bouton de chair & un membre (n = 4 juments), & chacune des semaines
de guérison. De chacun de ces pools, 1 pg d’ARN total a été transformé en ADNc a
’aide de la trousse « SMART PCR c¢DNA synthesis » (Clontech Lab Inc, Palo Alto, CA,
USA)(voir figure 4). Le « rassemblement » d’échantillons fut réalisé afin de minimiser la
variation inter-animale ainsi que les coiits et le temps requis pour convertir ’ARN en
ADNc. La trousse utilise la technique de transcription inversée et requiert une

amplification par PCR de I’ensemble des ADNc.

La technique de SMART se divise en deux étapes, la premiére étant la synthése
du simple brin d’ADNc & partir de I’ARN total (selon les recommandations du
manufacturier (user manual : PT3041-1) a ’exception de 1’ajout de 42 ng de la protéine
du géne 32 du phage T4 (« T4 Gene 32 Protein »; Roche Molecular Biochemicals, Laval,
QC, Canada). Les ADNCc simple brin ont été synthétisés a 1’aide d’un oligo-dT3, (CDS:
tableau II) spécialement formulé (réaction de 1 hr a 42°C). La particularité¢ de cette
transcriptase inverse est sa capacité a ajouter des résidus guanosines lorsqu’elle atteint
Iextrémité 5°-UTR de ’ARNm. La seconde étape permet 1’amplification par PCR des
ADNc simple brin. Un pl d’ADNc simple brin a été utilisé, ainsi que la polymérase
Advantage 2 polymerase (Clontech Lab Inc). Deux oligos ont été utilisés, un oligo sens
qui s’ancrait aux guanosines en 5°-UTR (SMART II) et un oligo anti-sens qui s’ancrait a
la queue polyA™ (CDS: tableau III). Le nombre de cycles nécessaire pour la réaction de
PCR de 100 pl du Smart est déterminé en s’assurant que le géne controle GAPDH soit de
méme intensité pour tous les pools, soit entre 18 et 23 cycles. Les conditions de PCR
¢taient les suivantes : activation a 95 °C, 1 min suivit d’un nombre variable de cycles a :

95 °C 7sec, 65°C 15sec, 68°C 6min.
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Tableau III. Liste des oligonucléotides utilisés et qui sont fournis dans la trousse

« SMART PCR cDNA Synthesis » de Clontech.

Noms Séquence (5' vers 3')
SMART II AAGCAGTGGTAACAACGCAGAGTACGCGGG
CDS AAGCAGTGGTAACAACGCAGAGTACT (30) (A/C/G/T) (A/G/C)
RNA _
§ v poleL 3
§ BD SMART™
BD SMARTII™ & COS primer 11 A
Dligonucleotide Firzt-sirand
synthesis by BT
5 ol
. 566 Liaclal
Single
4G tailing by BT step
5 oy &
oG pofky
” J{‘ A (’F‘G C—
Template switching

and extension by RT

VLA L poly A
& poly

b.ﬁ%t, Cam— |

Amplify ¢cDNA by LB PCR
with PCH primer {mm

Double-sranded eDRA

Figure 4. Etapes de la transformation des ARNm en ADNc double brins a I’aide de la
trousse « SMART PCR c¢DNA synthesis ».
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Par la suite les produits de PCR ont été dilués 10 fois dans le tampon TE en
prévision des PCR avec les oligos pour les génes spécifiques. Les PCR spécifiques se
font tous dans un volume final de 25 pl comprenant: 18.5 pl d’eau, 2.5 pl 10 X tampon
PCR, 1 pl primer sens (10uM), 1 pl de primer anti-sens (10uM), 0.5 pl de dNTP mix
(10uM) et 0.5 pl de polymérase Advantage 2, selon les paramétres suivants, soit : 95°C
30 sec, 64°C 45 sec et 68°C 90 sec selon un nombre de cycles de PCR optimisé pour
chaque géne. Les amorces pour les différents génes sont présentées au tableau III. Le
nombre de cycles de PCR effectués pour les différents genes ont été les suivants:
GAPDH = 18 cycles ; PECAMI = 22 cycles ; PI10 = 22 cycles et PEDF =21 cycles. Les
produits de PCR obtenus ont été entiérement transférés sur un gel d’agarose 2 % avec
bromure d’éthidium et visualisés a 1’aide d’UV. Des photos digitales ont été captées a
partir de ces gels et une analyse densitométrique des résultats a été effectuée avec le
programme NIH Image (Research Services Branch (RSB) of the National Institute of
Health (NIH) : http://rsb.info.nih.gov/nih-image/).

Tableau IV. Liste des oligonucléotides formulés pour ’expression temporelle.

Noms Séquences (5 vers 3°)
eGAPD-A CAAGTTCCATGGCACAGTCACGG
eGAPD-1 AAAGTGGTCGTTGAGGGCAATGC

ePECAMI-E TTACTCGCCTGCGACTCATGC

ePECAMI1-5 GGGACATATACCTGCACCGCA

eSB10-G ATTGCCAATCCTGTTCCGGTGG
eSB10-3 TTCTGGCAGTAGTATGAGCAGG
eSF1-B GATTAACAACTGGGTGCAGGCC

eSF1-3 CTCTAGGGT TTTCTTCATCTAGGG
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4. Analyse statistique

Le RT-PCR a été réalisé en triplicata pour chacun des genes, puis les valeurs
obtenues ont été normalisées contre celles du GAPDH correspondant. Le mode¢le linéaire
a mesures répétées, avec le temps et le groupe comme facteurs intra-sujets a été utilisé
pour établir I’effet du temps et du groupe sur les résultats. Il est a noter que les mesures
répétées représentent les réplicats des RT-PCR ce qui donne une variabilité inter-mesures
et non inter-sujets. Puis, quand le modéle linéaire a mesures répétées indiquait des
différences significatives (P < 0.05) des contrastes a priori étaient utilisés pour comparer
les moyennes individuelles pré-sélectionnées. Toutes les analyses ont été effectuées avec

une valeur de P< (.05, en utilisant le programme SAS v. 9.1. (Cary, N.C.).

Fchartillonmage
Fabrication de sonde . Bdradion ARN
I (ech.sam 0, 1, 2, 3, 4, 6)
Northern virtudl I
I Transfomation
en ADN (SMART)

Mini-génctheque
I
Carachérisation de I’ADN conplet

|
Fabrication d'amoraces spadfiques

\

Bgression tempordlle du gene (PCR)

Figure 5. Schéma résumant la méthodologie.
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Résultats

1. Clonage et caractérisation de ’ADNc équin pour PECAM]I, PI10 et PEDF

Les fragments d’ADNc équin utilisés pour le Northern virtuel provenaient des
séquences obtenues préalablement lors d’une étude de criblage par HSS visant a
déterminer les génes sur-exprimés durant la guérison tissulaire chez le cheval (Lefebvre-
Lavoie et al., 2005). Le Northern virtuel a permis de déterminer le poids moléculaire
approximatif de ’ADNc pleine longueur des trois différents genes ciblés dans cette
étude, soit entre 3150 et 3750 pb pour PECAMI et entre 1350 et 1500 pb pour PEDF.
PI10 présentait deux bandes soit une entre 1950 et 2300 pb et une entre 1600 et 2000 pb.
Les mini-génothéques ont ainsi été construites selon ces poids moléculaires. Chaque
mini-génothéque contenait 1568 colonies. L’hybridation des mini-génotheques a permis
de déterminer les clones contenant les ADNc recherchés. Pour PECAMI, onze colonies
des 1568 étaient positives, quatre ont été choisies pour étre purifiées et analysées par
digestion, puis, de ces quatre clones d’ADNc, trois ont été caractérisés par séquengage.
La comparaison des séquences par le logiciel BLAST dans les bases de données
GenBank nous a permis de déterminer que deux de ces trois colonies contenaient
effectivement ’ADNc de PECAMI. Pour PI10, une colonie des 1568 était positive et
donc fut purifiée, digérée ainsi que séquengée pour la mini-génothéque située entre 1950
et 2300 pb. La comparaison des séquences par analyse BLAST dans les bases de données
GenBank a permis d’identifier ’ADNc de PI10. Cependant aucune colonie n’a été
positive pour la mini-génothéque située entre 1600 et 2000 pb. Pour PEDF, deux
colonies des 1568 étaient positives et leur contenu a été caractérisé. Les séquences
obtenues ont été analysées par BLAST dans les banques de données GenBank. GenBank
a révélé q’une de ces deux colonies contenait I’ADNc de PEDF. Le séquengage complet
subséquent a permis de déterminer la séquence en acides nucléiques de chaque ADNc et
la traduction en acides aminés a été déduite a 1’aide du programme GeneDoc (Multiple

Sequence Alignment Editor & Shading Utility Version 2.6002).
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Les résultats démontrent que I’ADNc complet de PECAMI1 équin contient 3381 pb
(DQ310372) dont 156 pb en 5’ non-codant, un cadre de lecture ouvert de 2217 pb codant
pour une protéine de 738 acides aminés et une portion 3’ non-codante de 1008 pb
contenant un signal de polyadénylation suivi de la queue poly-A”™ (figure 6). Les valeurs
les plus fiables montrent une identité élevée de la s€quence nucléique équine avec celles
de ’aurochs (85%; D82082), de Canis familiaris (84%; XM_848326) et de Sus scrofa
(83%; NM_213907).

L’ADNCc de PI10 équin complet correspond quant a lui a 2229 pb (DQ310373)
dont 60 pb en 5’ non-codant, un cadre de lecture ouvert de 1032 pb codant pour une
protéine de 343 acides aminés et une portion 3’ non-codante de 1139 pb qui renferme
trois signaux de polyadénylation suivi de la queue poly-A* (figure 7). Les valeurs les plus
fiables montrent une identité élevée de la séquence nucléique équine avec celles de Bos
taurus (88%; XM_864651), de Canis familiaris (87%; XM_541071) et de Homo sapiens
(86%; BC096219).

Finalement, ’ADNc de PEDF équin complet correspond a 1464 pb (DQ310374)
dont 84 pb en 5’ non-codant, un cadre de lecture ouvert de 1254 pb codant pour une
protéine de 417 acides aminés avec un poids moléculaire (théorique) de 46.14 kDa et un
point isoélectrique de 6.3, ainsi qu’une portion 3’ non-codante de 126 pb renfermant un
signal de polyadénylation suivi de la queue poly-A” (figure 8). Les valeurs les plus
fiables montrent une identité élevée de la séquence nucléique équine avec celles de Bos
taurus (88%; BC112656), de Sus scrofa (88%; DQ789896), de Homo sapiens (87%,;
NM_002615), de Canis familiaris (87%; XM _848921) et de Mus musculus (84%;
AF017057). Un signal peptide de M! a C" dans la portion N-terminale a été identifié et
devrait étre clivé laissant une protéine mature sécrétée d’une masse théorique de 44.2
kDa avec un point isoélectrique de 6.2. La protéine équine de PEDF contient le domaine

des serpines (LY-P*"y ainsi qu’un site potentiel de glycosylation (N*%%).
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Tableau V. Identité des séquences d’ADNc équines avec les séquences d’autres

espéces. L’identité représente le pourcentage d’identité estimée de la séquence de

nucléotides équines avec les séquences de nucléotides dans GenBank via une recherche

Blastn.

Numéro

Identification . Valeur
de la séquence Bpece D’accession {dentite attendue*
PECAMI Aurochs D82082 85% 0.0
PECAMI Bos taurus NM 174571 84% 5¢71%
PECAMI Canis familiaris XM 848326 84% 0.0
PECAMI1 Sus scrofa NM_ 213907 83% 0.0
PECAMI Homo sapiens AF281301 81% 1e'®
PI10 Bos taurus XM 864651 88% 0.0
P110 Canis familiaris XM _541071 87% 0.0
PI10 Homo sapiens BC096219 86% 0.0
PI10 Mus musculus NM 198028 80% 3¢
PI10 Rattus norvegicus ~ BC061735 80% 4e
PEDF Bos Taurus BC112656 88% 0.0
PEDF Sus scrofa DQ789896 88% 0.0
PEDF Homo sapiens NM_002615 87% 0.0
PEDF Canis familiaris XM 848921 87% 0.0
PEDF Mus musculus AF017057 84% 0.0

*La valeur attendue est un paramétre qui décrit

auxquels ont peut s’attendre par chance lorsque

banque de données d‘une certaine taille.

le nombre de résultats

1l’on cherche dans une
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2. Analyse de D’expression temporelle de PARNm par RT-PCR semi-quantitatif
pour PECAMI, PI10 et PEDF dans les plaies thoraciques, dans les plaies aux
membres guérissant normalement ou dans les plaies aux membres développant du

tissu de granulation excessif.

Le nombre de cycles nécessaires pour la réaction de PCR de 100 pl du Smart a été
déterminé en s’assurant que le géne controle GAPDH soit de méme intensité pour tous les
pools, soit entre 18 et 23 cycles. Les RT-PCR ont été effectués en triplicat pour chaque

géne, puis normalisés avec GAPDH (figure 12).

L’analyse de I’expression temporelle de PECAMI indique un effet non-significatif
du groupe tous temps confondus (p = 0.93). Cependant, on remarque qu’au temps zéro
I’expression de PECAMI1 est significativement plus élevée dans les membres. L’effet du
groupe variait d’un temps a l’autre (p < 0.0001). Les résultats montrent aussi un effet
significatif du temps tous groupes confondus (p < 0.0001), donnant un patron d’expression
simplifié comme montré a la figure 13 pour chaque groupe. Pour ce qui est de 1’expression
temporelle de PI10 les résultats indiquent un effet significatif du groupe tous temps
confondus (p = 0.04) et du temps tous groupes confondus (p < 0.0001). L’effet du groupe
variait d’un temps a ’autre (p < 0.0001). Sur toute la période, I’aire (PI10/GAPDH, unité
relative) était moins élevée dans le groupe thorax que dans les deux autres groupes,
donnant un patron d’expression simplifi¢ comme montré & la figure 13. Finalement
I’expression temporelle de PEDF indique un effet non-significatif du groupe tous temps
confondus (p = 0.16) mais montre un effet significatif du temps tous groupes confondus (p
= 0.005). L’effet du groupe variait d’un temps a ’autre (p = 0.005), donnant un patron

d’expression simplifié comme montré a la figure 13.
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Figure 6. Séquence en acides nucléiques et aminés de PECAMI1 équin. L’ADNc de
PECAMI1 équin correspond & 3381 pb dont 156 pb en 5° non-codant, un cadre de lecture
ouvert de 2217 pb codant pour une protéine de 738 acides aminés. La portion 3’ non-
codante de 1008 pb renferme un signal de polyadénylation (AATAAA; souligné) suivi de
la queue poly-A™ (non-représentée). Les sections utilisées pour créer les oligonucléotides
ayant servies aux séquengages sont inscrites en bleu pour les oligonucléotides sens et en

rouge pour les oligonucléotides anti-sens
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PECAM1

ACAGCCAGTCTCTCTGCAGCGCCTGGAGAAGTTACC
AGAGTGGTCTCTCTGCTTTTCACAGCGCGGGTTTCTCATCTGTGGCACGTGGAAAGCATC
TTCTGCCCCAGGGGCATGGCCCGAATGCAGAACTAACTGTGTGAAGACGTCTCTCTCAGG
ATGCATCAGGGGTGGGCCCGAGAGGGCAAGATGTGGCTCAGAGTCCTGCTGACACTTCTG
M H Q G W AR EGIKMWIUL RV L L T L L
CTCTGTTCAAGCCTTGAGGGTCAAGAAAACTCTTTCACCATCAACAGCATCTACATGAAG
L ¢ s sS L EGQ E NS F T I N S I Y MK
ATCCTGCCAAGGGACACGGTGCAAAATGGGGAGAACCTGACCCTGCAGTGCATCGTGGAT
I L. R DTV QNGENULTUL Q C I V D
GTCAGCACCACCTCACGAGTCAAGCCTAAGCACTCGCTGCTGTTCTATAAGGATGATGTG
v s T™ T S RV K P K H S L L F Y K D D V
CTGTTTTACAACGTCTCCTCCATCGAGAACACAGAGAGTTATGTTATTCCCCAAGCCCGA
L F Y NV S S I E N T E S Y V I P Q A R
GTCTATGACGCAGGGATCTACAAATGCAGTGTGATTCTAAACAACAAGCAGAAAACCACT
v Yy bA G I Y K CS VI L NINIKOQI K T T
GCAGAGTCCCAAGTGTTGGTAAAAGGAGTGCCCCGTCCCAGAGTGACGCTGGACAAGAAG
A E 8§ Q VL VvV K GV P R P R V T L D K K
GAGACCATAGAAGGCGGGACCGTGACGGTCAACTGTTCTGTCCCAGAGGAAAGGGCCCCA
E T 1 £E GG G T Vv T v N C S V P E E R A P
ATACATTTCACCATTGAAAAACACGACCTAGACACAAAAGGTTTCCGGCAAARAAGAGAA
I #H F T I E K H D L DT K G F R Q K R E
AAAACTTCACAGAAGCAGAATTTTGTGACGCTGGAATTTACAGTTGAGGAACAGGACCGT
K T S 0 K Q N F VTLE F T V E E Q D R
CTTTTATCATTCCATTGTCAAGCTAGCATCGTTTCTGGGAACCGTGTGGAGACCTCTGAA
L L s F H C QA S I V S8 G NURV E T S E
TCCAGCAGGAGTGAACTGGTCACAGTGACAGAATCCTTCTCTATGCCCAAATTCAACGTG
s S R § E L vT V T E S F S M P K F N V
AGCCCCCAGGGAAAGATCGCAGAAGGAGAACAGCTCCGCATTGTGTGCACCATTCAAGTG
S P Q G K I A EGEOQULURTI V CT I Q V
AGGCACTTGGCCCAGTTTCCAGAAATCATAATCCAGAAGGACAAGGTGATTGTGGCACAC
R H L A Q F P E I I I Q K D K VI V A H
AGTAATCATGGCAGTGAGGCTGTCTACTCAGTGATGGCCATGATGGAACACAACGGCAAC
S NH G 8 E A VY S VMAMMEHN G N
TACACATGCAAAGTGGAAGCCAGTCGGATATCCAAGGTCACCAGCATCATGGTCAACATC
Yy T ¢ K v £ A S R I S KV T S I M V N I
ACAGAGCTATTTTCCAAGCCGAAGCTGGAATCTCCCACCATACGTCTGGACAAGGGTGGA
T EL F 8 K P K L E 8§ P T I R L D K G G
AGCTTGGACTTGTGGTGCTCCATTCCAGGAGCGCCTACAGCCAACTTCACCATCCAGAAG
S L. b L. w C S I P GA P T ANU FTTI Q K
GGACACACGGTTGTGTCTCAGTCTCAAATTTTCACCAAGATAGCCTCAARAGTGGGGCAGC
G H T VvV s ¢ S g I F T K I A S K W G S
GGGACATATACCTGCACCGCAGGCATCGGCAAGGTGGTCAAGARAAGCAACACGGTCCAG
G T Y T C T A G I G K V V K K S N T V Q
ATAGCCGTGTGTGAAATGCTCTCCAAGCCCAAGATTTTTCGTGACTCCAAATCTGAGGTG
I A v C E ML S K P K I F R D S K S E V
ATARAAGGACAGGCCATAGAAGTCAGTTGCCAATCCAGTGACGGAACCTCGCCTATTTTT
I K 66 QA I E V S CQ S S D G T S P I F
TATCAACTTTTTAAAGCARATAATGTTTTGAAGAGTCATAACATGAGCTCARATGAGCCT
Y 0 L F K A NNV L K S HUNMZS S N E P
GCGGTATTCAAAGATAACCCAACAAAGGACGTTGAATACTACTGTATCGTGGATAATTGC
AV F K D NPT KDV E Y Y C I V DNC
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CATTCCCACACCAAAATGGTCAGTGAAGTTCTGCGGGTCAAGGTGATAGCCCCGGTGGAG
H §$ #H T K MV S E VL RV KV I A P V E
GAGGTTAAGCTCTCTATCCTGTTGACTGAGGTGGTGGAGACGGGGAAGCCCATTGTGCTT
E v K L. s I L L T E V V E T G K P I V L
CGATGCTCCGTGAACAATGCGTCTGGTCCAATCACCTACACGTTTTACAGAGAAAAGGAG
R ¢C S VvV N NA S G P I T Y T F Y R E K E
GGCAAGCCCTTCTACCAAGTCATATCGAATGAGACCCAAGCCATTTGGCATGAGTCGCAG
G K P F Y 0 VI S NETQATI WHE S Q
GCGAGTAAGGAGCAGGAGGGACAGTATTATTGCACAGCCTCCAACAGAGCCAACCTTGCC
A S K E Q E G Q Y Y C T A S N R A N L A
AAARAGGTCCCCCAAAGCAACGCGCTCACAGTTAGAGTCTTTCTTTCCCCGTGGAAGAAA
K K v P Qg §$ N A L T V R V F L S P W K K
GGACTTATTGCAGTGGTCATCATTGGAGTGATAATTGCTCTCTTGATACTCGGGGCCAGA
G L 1 A Vv vVvI I GVIIATLTLTIIULTGA AR
TGCTATTTTCTGAAGAARGCCAAAGCCAAGCAGAATCCAGTGGCGATGCCCAGGCTGGGA
Cc Y F L K XK A KA KOQNUPV AMUPIRIL G
GCACCACTTCTGAACTCCAACAACGAGAAGATGTTGTCAGATCCCAATACTGAGGCCAAC
A P L L NS N NEKMTUL S D P NTE A N
AGACATTATGGTTATAGTGAAGATGTTGGAAACCATGCGATGAAARCCAATCAATGAAAAC
R H'Y G Y S E bV G NHAMI K P I N E N
AAAGAGCCTCTGACCTCGGACGTGGAGTACACGGAAGTGGAAGTGACCTCACCTGAACCT
K E p L T S D V E Y T E V E V T 8 P E P
CATCAAGGTCTGGGAACAAAGGGCACGGAGACGGTGTACAGTGAAATCCGGAAAGCTGAT
H ¢ G L 6 T K G T ET VY 8 E I R K A D
CCTGATTTCGTGGAAAACAGATATTCTAGAACGGAAGGCTCCCTTGATGGAACTTAGGAC
p D F V ENIRY S R TEG S L D G T *
TACAAGAGCAGATGCTCCTCCCTGGGAAGACATCCACATTCCAAGAAGAGCAGATGATTC
CTGTGTTCCAAGAGCTCTGTGCACTTATTTATGAACCTGCCCTGCTCCCACTGAACAAAG
CAATTCCTCAGACCAAGTCACCAGTTTCTAAATCCATCTTACTACAGTTATGCTGGATAT
AAAGAGATGCATAGGGGCTGGTTAATTTCCAACACGGCCCACCTCTCACCAAGTTGGAGT
ATCCTCAGGAGTGAAGAGCAGCAGAAGGAGGTTCAGAGTAAACAGGCCATTGGGATATTT
CGAAACTTGAATATTTTGTCTTGTACAGAGATAAAGAACTTTTCCAAGCACCCTCATACA
CAGAAACCTGTTTTTGTTTTGTAGTCAATCACTTCTAGGCGAATGGCCTGGCTTAGAGGC
TAGTTTTTCTCTTTGCCTTTGGTCCTTCAAAGGCCTGTGGTTCTGGGTAGTCTTTGTTTC
TGGAAGTGCACAGCACTGACCAGACGGCTGCACCCTGTCCCCTCTACGACCTCACCCGCC
ACAAATGGAAAAACAAAGCTGCTTGAGAGTGACCCCTTTAGATGCCGACTTGAAGACAAG
GTTCATTCCGGGCAATGCACAAAATAGAAAATGAAGTTGGACAAAGCACAGATGTTCTTA
AGCTGTTTTTCTATACCCTCTCTTTCTTTTCCTCTACCTTACTGAAGGCTCGAAAGACAGG
AATATGGTGGCTACAGCAARATATTGTTTTTAATAGAAAAATGAAATGCCTATTTTTCTTA
CTAATTTTTTTTTATTTATTCCTTGCTAAAGAAATGGTCTCCTGAGGTCTTAAGATGTTT
CTGATCGTGTCTTGAGTAGGTGGACGAGGGGCTGTGGCCATTTTGTGGTGGAATTTCACT
AGTGAGCACAGCTAAGCGAAACCACTTCCCCTGTCCACCTCAGAGACACGGCTGCAGGGA
CCCTGTGGGGTGTTGTATTAAATAAATTTGATCTTTACTCTTCAT

Figure 6
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Figure 7. Séquence en acides nucléiques et aminés de PI10 équin. L.’ADNc de PI10
équin correspond a 2229 pb dont 60 pb en 5’ non-codant, un cadre de lecture ouvert de
1032 pb codant pour une protéine de 343 acides aminés. La portion 3’ non-codante de
1139 pb renferme trois signaux de polyadénylation (AATAAA; souligné) suivi de la
queue poly-A" (non représentée). Les sections utilisées pour créer les oligonucléotides
ayant servies aux séquencgages sont inscrites en bleu pour les oligonucléotides sens et en

rouge pour les oligonucléotides anti-sens.
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PI10

ATCTTACTGAAGAAGCAAATTGCCAATCCTGTTCCGGTGGAAGARAACAAGGTTTTCCCA
ATGGATTCTTTAGCAAAATCAATCAACCAATTTGCCTTCGAATTTAGCAAGAAGCTAGCT
M b S L A K S I NQ F A F E F S KK L A
GAATCTGCTGAGGGTAAAAATATTTTCTTTTCTCCCTGGGGCATCTCAACCTCATTGGCC
E s A E G KNI F F S P W G I S5 T S L A
ATGGTGTACTTGGGCGCCAAAGGGACCACTGCAGCCCAAATGGCCCAGGTGCTTCAGTTT
M v Yy L. 6 A K G TTAAWOQMAUOQV L Q F
AACAGAGACCAGGACATCAAAAGTTTTCATGAAAGTGAAAAGAAAATGARRATGGAATTC
N R D O DI K S F HE S E KI KMI KMME F
AACTTGGTAAAGGTTGAAGAAATCCACTCTAATTTCCAGACACTTATCTCAGAAATCAAC
N L V. X v E E I H S N F ©Q T L I S E I N
AATTGCAACAATGCCTACATACTTAAAACAGCCAACAGGGTCTATGCGGAGAAAACTCAT
N C NN A Y I L K T A N R V Y A E K T H
CCATTTCTCATTAAATATTTAGAAGACATGAAAACATACTTTGGTGCAGAGCCACAGTCT
P ¥F L I K Y L E b M KT Y F G A E P Q S
GTTAACTTTTTGGAAGCTTCTGGACGAGTCAGAAAGGAGATCAACTCTTGGGTCGAAAGC
vV N F L EA S G R V RKE I NS W V E S
CAGACTGAGGGAAAAATCCTGAATCTCCTACCTGATGACTCTGTGGCTCCTACAACCAAA
Q T £E G K I L. N L L P D D S V A P T T K
ATGGTTCTAGTGAACGCCCTTTACTTTAAAGGAATCAGGGAACAGCAATTCTTAGTCCAA
M VvV L V. NATL Y F K GG I R E Q Q F L V Q
GACACCACAGAAAAGCCTTTCAGAATAAACAAGACTACAAGCAAACCAGTGCAAATGATG
b T T E K P F R I N K T T S K P V Q M M
TCAATGAAACAAAAACTTCAAGTTTTTCACGTAGAAAACCCACAAGTCATAGGCCTTCAA
S M K Q K L Q VvV FH V ENUP Q V I G L Q
CTCTATTATGAGAACCGCGACCTCAGCCTGCTCATACTACTGCCAGAAGATGTTGGCGGG
L Yy Y ENRDUL S L L I L L P E D V G G
CTGGCTCAGCTGGAAAAGGCCATCACCTATGAGAAGCTGAGTGAGTGGACCAGTGCAGAC
L A Q L E KA I T Y E KL S E W T S A D
ATGATGGAGTTGTATGACGTGCAGCTGCATCTTCCCAAGTTCAAACTGGAAGAGTCTTAT
M M E L ¥ DV QL HL P K F KL E E S Y
GATCTCAAGTCAACCCTGAGCAACATGGGGATGAGTGATGCTTTAACCCGAGCAAAGCTG
b L K s T L 8§ N M G M S DAL T R A K L
ATTTCTCAGGAATGTCTATGGACAGAAACCTATTTCTGTCCAAGGTTTTCCACAAGTCTT
i s ¢ ECLWTE T Y F C PR F S T S L
TTGTGGAAATAAATGAACAGGGTACAGAGGCTGCAGCTGGCACTGCGAGTGAGATGGTTT
L W K *
TGCGAATTAGACTCCCCTCCATTGAATTCAATGCAGACCACCCATTCCTTTTCTTCATCA
GGCACAACAAAACCAATAGCATTCTCTTTTATGGGAGATTCTGCTCCCCATAAACCCTAC
ATCTCTCTCCTCAAACAAGAGCATCCTACAGTGTGAAARAATACACCATAACGTGGAAAAA
CACAGTTATAATAAAAATCAATTTGTAGCCTGGATATTTTTCACATACGAATATTAGCAA
AAATATTTTGAAATAATGCATTCTAGTGATCCTATCATATCTGTATAGCTAGTGAGAATG
GCAAATTTTATTCTTACCACTTAACATTTTATCTTAATGTGACTTTTATCTATATTTCAG
AAATTCTTTATTCAATTGAATGCCTTACAATTCTTCAACTATCTTGTCACTGCATTTTCA
TTGTCACTTATATTTCACATGCATCATTTAATGAAGAAAAATCTTTATAAAGGCAATATA
TTGATAAACAAGAATTTTCTCAAGAATATTATTTTGATGGCTCAAAAATTGCCACTGTAA
AATTAAACTCCCCTTTTCTGCTGACTATTCAAAAATACTTATGTTGACCTTAATGGAAAA
ACTAGTGAAATCCAAATGAAATCTGTAGCTTAGTTAATAGCAATGAACGAATGTTGGCAT
CATGGTTTTAAAAAATGTACCATAGGAATGTTAGATGTCAGTATTAGGGGAAACTGTGTT
AAGAGTATGTGAGAATTCCCTGTATTAGCTTTGCTGCTTTTCTGTGAATCTAARATTATT
CCAAAATAAAAACTTTGTTAAAAATAATTATCATGTGTAAAAGTTGTCATACTAACATCC
TTGATTTTAAAAATCTTATAARACTAGAAGAGTAAATCTGATTTATATAAATATGTATTGT
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1981 TAGTTATAAGAAGATATTCTTAGAAATACTGTATTTCCATAAAATTAGCTGTGTCTTTTT
2041 AATTTCTTTTACAAATGCTAATAGACAACTACTTATCTGTAGCCTCATCAGCTGTTATTC
2101 TAATTTCAGAGATTAACTGTATCATTCAAAGATGCCTTTTCTATATTCATCAATAAAGTG
2161 AAAGCCCT

Figure 7

54



55

Figure 8. Séquence en acides nucléiques et aminés de PEDF équin. L’ ADNc de PEDF
équin correspond a 1464 pb dont 84 pb en 5’ non-codant, un cadre de lecture ouvert de
1254 pb codant pour une protéine de 417 acides aminés. La portion 3’ non-codante de
126 pb renferme un signal de polyadénylation (AATAAA; souligné) suivi de la queue
poly-A" (non représentée). Les sections utilisées pour créer les oligonucléotides ayant

servies aux séquengages sont inscrites en bleu pour les oligonucléotides sens et en rouge

pour les oligonucléotides anti-sens.
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PEDF

TTAAAAGTTTTGTGCTTGCTGGAG
CCCCCTCAGTGTGCAGACCTAGGCTGGGCGCGGAGCTGCAGCACACCCACAGGCCCCGGEG
ATGCAGGCCCTAATGCTACTCCTCTGGACTGGAGCCCTCCTTGGGCATGGCAGCTGCCAG
M Q A L ML L L WTGA AU LULGUHG S C ¢
AACAACGCCGGCGGCCCAGAGGAGGGCTCCCCAGACCCTGACATCACAGGGGCACCAGTG
N NAG G P EE G S P D P DI T G A P V
GAGGAGGAGGATCCTTTCCTCAAGGTCCCTGTGAACAAGCTGGCAGCGGCCGTCTCCAAC
EEED P F L KV P VN KUL- AW AW AUV S N
TTTGGCTATGACCTGTACCGCGCGARATCCAGCATGAGCCCCACCGCCAATGTGCTCCTG
F 6 Y DL ¥ R A K S S M S P T ANV L L
TCCCCACTCAGCGTGGCCACAGCACTCTCTGCCCTTTCGCTGGGGGCGGARCAGCGGACA
s P L 8§88 VAT AILSA AILSULGA ATETZ QT RT
GAGTCCAGCATTCACCTGGCTCTCTACTATGACCTGATCAAGAACCCAGACATCCACGGC
E S 8§ I H L AL Y Y D UL I K N P D I H G
ACCTACAAGGAACTCCTTGCGTCCGTCACTGCCCCCAATAAGAACTTCAAGAGCGCTTCC
T Y K EL L A S VvV T A P N KN F K S A 8§
CGAATCATCTTCGAGAAGAAGCTGCGCATCAAATCCAGCTTTGTTACACCACTGGAGAAG
R I I F E K KL R I K S 8 F V T P L E K
TCATATGGGACCAGGCCCAAGATCCTGACTGGCAACTCTCGCACGGATCTTCAGGAGATT
5 ¥ G T R P K IUL TGN S RTD UL Q E I
AACAACTGGGTGCAGGCCCAGATGAAAGGGAAAATTGCTAGGTCCACAAGGGAAGTGCCC
N N W V QA QM K G K I AUR S T RE V P
AGTGAAATCAGCATTCTCCTTCTCGGTGTGGCTTACTTCARGGGGCAGTGGGTAACAAAG
s B I 8 I L L L G V A Y F K G Q W V T K
TTTGACTCCAGAAAGACTTCCCTCCAGGATTTCCACTTGGATGAGGAGAGGACCGTGACA
F D S R KT S L QD F HL DEEU R T V T
GTCCCCACGATGTCAGATCCGAAGGCCATTCTACGCTACGGCTTGGAT TCTGATCTCAAC
v P T M 8§ D P KA I L R Y G L D S D L N
TGTAAGATCGCCCAGCTACCCCTGACCGGAAGCATGAGCATCGTCTTCTTCCTGCCTCAG
c K 1 A QL P L TG S M S I V F F L P Q
ARAGTGACCCAGAACCTGACCATGATAGAAGAGAGCCTCACCTCCGAGTTCCTTCATGAC
K v T QDNILTMTIUEZESL TS E F L H D
ATAGACCGAGAGCTGAAGACTGTGCAGGCAGTCCTGACCATCCCCAAGCTGAAGCTGAGT
I DR EULKTV QA VYV L T TI P K L K L 8§
TATGAGGGTGAAGTCACTAAGTCCCTGCAGGAGATAAAGCTGCAATCCTTGTTTGATTCA
Y E G E V T K S L Q E I K L Q S L F D 8
CCAGACTTTAGCAAGATCACAGGCAAACCTCTCAAGCTTACTCAAGTGGAACATCGTGCT
P D F S KI TG KUPUL KL T Q V E H R A
GGCTTTGAGTGGAATGAGGATGGGGCAACCAACCCCAGCCAAGGGCCCCAGCCTGCCCAC
G F E WNUEDGA ATNUP S Q G P Q P A H
CTCACCTTCCCCTTGGACTACCACCTTAACCAACCTTTCATCTTTGTACTGAGGGACACG
L T ¥ P L DY HL N QP F I F V L R DT
GACACAGGGGCCCTTCTCTTCATAGGCAAAATTCTGGACCCCAGGGGCACTTAATGCTCT
b T 6 A L L F I 6 K I L D PR G T *
AGCTTAATGTTCARATACCCTAGATGAAGAAAACCCTAGAGGGATGGCAGATTATATATT
ACGTGAAGGCTGCCCTATAATGTTTCAATGTATCCT TTTCAATAAAAGTGCTTTATCCTT
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Figure 9. Comparaison de la séquence d’acides aminés de PECAMI1 équin. La
séquence en acides aminés de PECAM1 équin est identique a 71% a la séquence bovine
(NM_174571), a 75% a la séquence porcine (NM_213907), a 72% a la séquence humaine
(AF281301), a 76% a la séquence canine (XM_848326), a 72% a la séquence de ’aurochs
(D82082), a 56% a la séquence du rat (BC104711) et & 54% a la séquence murine
(AK169431). Un ombrage noir montre les acides aminés identiques chez toutes les
espéces. Un ombrage gris foncé montre les acides aminés identiques chez sept ou six
espéces et un ombrage gris pile montre les acides aminés identiques chez cing espéces. Les

espaces (-) ont été introduits afin d’obtenir un alignement optimal entre les séquences.
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Figure 10. Comparaison de la séquence d’acides aminés de PI10 équin. La séquence
en acides aminés de PI10 équin est identique a 62% a la séquence prédite bovine
(XM _864651), a 60% a la séquence humaine (BC096219), a 62% de la séquence prédite
canine (XM _541071), a 56% a la séquence chez le rat (BC061735) et a 58% a la
séquence murine (NM_198028). Un ombrage noir montre les acides aminés identiques
chez toutes les espéces. Un ombrage gris foncé montre les acides aminés identiques chez
cingq espéces et un ombrage gris pale montre les acides aminés identiques chez quatre
espéces. Les espaces (-) ont été introduits afin d’obtenir un alignement optimal entre les

séquences.
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Figure 11. Comparaison de la séquence d’acides aminés de PEDF équin. La
séquence en acides aminés de PEDF équin est identique a 87% & la séquence bovine
(BC112656), a 87% a la séquence porcine (DQ789896), a 87% a la séquence humaine
(NM _002615), a 88% a la séquence prédite canine (XM _848921) et a 84% de la
séquence murine (AF017057). Un ombrage noir montre les acides aminés identiques
chez toutes les espéces. Un ombrage gris foncé montre les acides aminés identiques chez
cing espéces et un ombrage gris pdle montre les acides aminés identiques chez quatre
especes. Les espaces (-) ont été introduits afin d’obtenir un alignement optimal entre les

séquences.
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Figure 12. Expression temporelle de PECAMI1 (a), PI10 (b) et PEDF (c) lors de la
guérison tissulaire chez le cheval. Le RT-PCR a été réalisé en triplicat pour chaque géne.
Les droites d’erreur indiquent 1’écart type entre les trois réplicats. Les valeurs obtenues
avec I’analyse par RT-PCR des différents génes ont été normalisées avec les valeurs de
GAPDH (d) correspondant. Le modéle linéaire a mesures répétées, avec le temps et le
groupe comme facteurs intra-sujet a été utilis€é pour vérifier I'effet du temps (*
significativement différent du temps 0) et du groupe (A significativement différent de B

pour un temps) sur les résultats.
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Figure 13. Patron d’expression de PECAMI1, PI10 et PEDF lors de la guérison

tissulaire chez le cheval, résultats simplifiés.



Discussion

Cette étude est la premiére a caractériser les génes PECAMI, PI10 et PEDF chez
le cheval, ainsi que la premiere a déterminer I’expression temporelle de PI10 et PEDF
dans un modele de guérison tissulaire, quelque soit I’espéce animale. Elle a permis de
constater que ces genes avaient des patrons d’expression leur étant spécifique et
d’élucider I’'impact de ces geénes sur la guérison et vice et versa. Entre autres, PECAMI
pourrait occasionner 1’allongement des phases de guérison dans le temps. D’autre part,
on a pu constater une différence marquée de la séquence en acides aminés de PI10
comparativement a celle d’autres espéces. A ’opposé, PEDF est trés bien conservé d’une
espéce a I’autre soutenant I’importance de ce géne. De plus, son patron d’expression

appuie une fonction anti-inflammatoire récemment énoncée.

La guérison tissulaire est un processus dynamique combinant des interactions
cellulaires, moléculaires et physiologiques complexes dans le but de rétablir I’intégrité
structurale des tissus endommagés (Theoret, 2001). Les blessures cutanées sont
fréquentes chez le cheval et requiérent souvent des traitements dispendieux et prolonggs,
d’ou I’intérét de développer une meilleure compréhension du processus de guérison. De
plus, les chevaux présentent souvent des difficultés lors de guérison de plaies situées
dans la région distale des membres, notamment en ce qui a trait a4 la résolution de la
phase inflammatoire, a la production excessive de tissu de granulation, ainsi qu’a une
réépithélialisation et une contraction déficientes. Autant chez I’homme que chez le
cheval, un déséquilibre dans la synthése et I’inhibition de composantes biomoléculaires
est vraisemblablement a la base de ce phénoméne (Knottenbelt, 1997). En effet, une
expression génique anormale pourrait étre & l’origine des situations pathologiques

rencontrées lors de guérison de plaie.

L’angiogenése est un processus particuliérement intéressant lors de la guérison
de plaie. Par la création de nouveaux vaisseaux sanguins elle apporte 1’oxygéne et les
nutriments nécessaires aux cellules qui participent a la guérison. Ce processus est de plus
intimement lié & la phase inflammatoire d’ou émanent plusieurs signaux pour

I’angiogenése (Li et al., 2003). L’angiogenése est un processus dynamique hautement
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contrdlé qui dépend des interactions entre 1’endothélium vasculaire et des signaux a la
fois du sérum et de la matrice extracellulaire environnante (McColl et al., 2004). On
assiste donc a une série d’événements complexes dont les cascades biochimiques ne sont
pas encore toutes élucidées. C’est pourquoi, parmi les génes déterminés comme étant sur-
exprimés lors de la guérison cutanée normale chez le cheval (Lefebvre-Lavoie et al,
2005), nous avons choisi d’étudier plus en profondeur trois génes ayant possiblement un

role durant I’angiogénése.

Le génome de I’espéce équine étant peu connu nous avions comme premier
objectif de caractériser les ADNc correspondants. Pour ce faire, 1’établissement de la
taille de la mini-génothéque par Northern virtuel a permis de réduire drastiquement
I’effort de clonage nécessaire a I’obtention d’un clone possédant I’ADNc d’intérét. Le
séquengage des ADNc équins nous a permis de comparer le pourcentage d’identité des
acides nucléiques de génes équins avec ceux d’autres espéces. En spécifiant les espéces
dont la séquence se rapproche le plus de la séquence équine on peut effectuer une
meilleure sélection des modéles et études pouvant nous informer sur 1’action de ces
génes chez I’équin. De plus en présentant la traduction des séquences en acides aminés il
est possible de mieux comprendre ’effet des variations nucléiques sur le produit final

qu’est la protéine et de prédire les différences entre espéces de cette protéine.

Pour PECAM1 équin, on peut voir que le pourcentage d’identit¢ en acides
nucléiques est élevé par rapport a I’aurochs (85%), le bovin (84%), le canin (84%), le
porcin (83%) et ’humain (81%) mais moins par rapport a la souris ou le rat. Les études
réalisées chez I’Homme pourraient donc étre les plus valables a ’interprétation de nos
résultats. La séquence équine contient les seize exons qui sont aussi présents dans le
PECAMI pleine longueur prédominant chez I’Homme (Wang et al., 2003). Notre étude
n’exclut pas qu’il y ait des isoformes de PECAMI1 chez le cheval mais dans la peau
équine nous n’avons détecté que la forme pleine longueur. Ceci porte a croire que s’il ne
s’agit pas de la forme unique, elle en est tout le moins la forme prédominante. A
I’inverse, chez la souris I’isoforme prédominant ne contient pas les exons 14 et 15
(Sheibani et al., 1999), élément appuyant ’hypothese que les données obtenues chez

I’homme seraient plus similaires a celles attendues chez I’espéce équine.
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Pour PI10 équin, le pourcentage d’identité en acides nucléiques est élevé par
rapport au bovin (88%), au canin (87%) et a I’humain (86%), mais lorsque 1’on compare
avec d’autres espéces on remarque une délétion située a ’acide nucléique 941 chez
I’équin. Cette délétion cause un changement du cadre de lecture qui une fois traduit
améne un codon stop prématuré comparativement aux autres espéces résultant en une
protéine tronquée. Les pourcentages d’identité sont donc nettement plus faibles dans la
séquence en acides aminés (figure 10). On peut remarquer aussi la présence de trois sites
de polyadénylation, indiquant que ce géne subit possiblement une polyadénylation
alternative. Ceci se produit lorsqu’il y a deux sites ou plus de polyadénylation dans la
région 3’ UTR de I’ARNm, produisant des transcrits d’isoformes de longueurs variables.
(Legendre et Gautheret, 2003). Comme la partie 3’ UTR peut accueillir d’importants
¢léments régulateurs, en affectant la stabilité, la localisation ou la traduction par exemple,
la polyadénylation alternative peut affecter fortement le destin de I’ARNm et par le fait
méme la fonction du gene. Bien que critiques, les mécanismes du choix d'emplacement
des sites de polyadénylation ne sont pas encore entiérement compris (Legendre et
Gautheret, 2003). Ceci dit, bien qu’aucune colonie n’ait été marquée positive dans la
mini-génothéque de PI10 pour la bande située entre 1600 et 2000 pb, la présence méme
de cette bande ainsi que des trois sites de polyadénylation suggére qu’il pourrait exister

un isoforme plus court dérivant de ce gene chez le cheval.

Pour PEDF équin, le pourcentage d’identité¢ en acides nucléiques est élevé par
rapport au bovin (88%), au porcin (88%), & I’humain (87%) au canin (87%) et a la souris
(84%). Méme une fois traduit en acides aminés I’homologie demeure trés forte (figure
11). PEDF est donc un géne trés bien conservé d’une espéce a ’autre, ce qui est un

indice de la fonction primordiale de ce géne (Seringhaus et al., 2006).

Le second objectif de 1’étude a été d’analyser les différences dans 1’expression
des genes cibles selon I’emplacement et 1’4ge de la plaie. La trousse « SMART cDNA
PCR synthesis» (Clontech Lab Inc), qui requiert une faible quantité d’ARN total de
départ, a permis d’obtenir un échantillon suffisant pour étudier I’expression temporelle
des trois génes. En effet, cette technique n’exige que 1 pg d’ARN total ce qui permet de
détourner les problémes qu’améne un échantillonage tissulaire restreint. La technologie

« SMART » permet d’obtenir ’amplification des ADNc issue d’ARNm de maniére
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efficace. Elle combine en une seule étape la synthése du premier brin d’ADNc et I’ajout
de séquences d’ancrage aux extrémités 5’ et 3’ des ADNc simple brin. Dans la trousse
P’oligonucléotide « SMART », qui consiste en une amorce présentant une extension de G
en 3’ se lie & la queue riche en C des ADNc servant alors d’extension matricielle pour la
transcriptase inverse. Lorsque la transcriptase inverse atteint 1’extrémité 5° des ARNm,
I’enzyme change de matrice et continue la réplication jusqu’a D'extrémité de
I’oligonucléotide « SMART ». Les molécules simples brins d’ADNc résultantes
présentent D’extrémité 5° compléte de I’ARNm de méme que les séquences
complémentaires a I’oligonucléotide « SMART ». Les séquences d’ancrages comprises
sur les oligonucléotides « SMART » et poly dT modifiés (amorce CDS) servent ainsi de
sites de liaisons d’amorces universelles pour I’amplification de la population entiére
d’ADNc (Zhumabayeva ef al., 2001). La trousse « SMART » permet donc de générer des
ADNc de pleine longueur en quantité suffisante en gardant la complexité de la
population d’ARNm originale et ce, a partir d’une faible quantité d’ARN totale initiale.
Comme il est difficile d’extraire I’ARNm de la peau de cheval, ceci est un avantage
significatif. C’est pourquoi, malgré les coiits élevés liés a 1’achat des trousses
« SMART », cette technique a été choisie pour obtenir 1’amplification des ADNc issus
d’ARNm. L’expression temporelle des génes a été déterminée par RT-PCR, une
technique déja utilisée dans nos laboratoires et qui s’est révélée moins longue et moins
colteuse que le RT-PCR en temps réel tout en donnant des résultats comparables

(Bedard et al., 2003; Fayad et al., 2004).

Nous n’avons pas trouvé de différence d’expression du géne pour PECAMI
parmi les groupes, tous temps confondus, or, le taux était plus fort dans la peau non-lésée
des membres que dans celle du thorax. A I’inverse, un effet significatif du temps, tous
groupes confondus, fut décelé. En effet, le taux d’expression était bas dans la peau
normale, alors qu'un trauma induisait une hausse significative de I’expression des la
premiére semaine suivant la création de la plaie et qui persistait pour la durée de 1’étude.
Ces résultats concordent partiellement avec ceux notés dans un modele de guérison
cutanée chez la souris, ou une induction d’expression survenait a trois jours et était
maintenue jusqu’au douzieéme jour suivant le trauma (Galeano et al., 2004). Nous nous

attendions pareillement a ce que ’expression de ce géne angiogénique soit a la baisse au
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moment ou débuterait théoriquement la phase de remodelage, en raison de la réduction
de la vascularité. Il a été rapporté précédemment que le processus de guérison chez le
cheval est lent (Lepault et al., 2005), ce qui favorise les plaies de nature indolente. En
effet, il appert que chez cette espece la résolution des phases de guérison soit retardée,
particuliérement en ce qui a trait aux plaies appendiculaires. Le modé¢le expérimental de
cette étude ne permet malheureusement pas de conclure a un effet causal de PECAM1; il
est possible que son expression génique persistante ne soit qu’une manifestation de la

durée accrue de la réponse a I’injure (figures 14 a et b).

Semaine Semaine

Figure 14. Phases de la guérison. Patron d’expression de PECAMI1 a) durée normale

b) durée retardée.

Une fonction marquante de PECAM]1 concerne son habileté a promouvoir la
migration trans-endothéliale des leucocytes. Une semaine suivant la création de la
blessure cutanée, I’expression génique de PECAMI était significativement plus grande
dans les plaies thoraciques que dans les plaies des jambes. Ceci pourrait signaler le
potentiel de la peau du tronc & mieux répondre, en phase aigu€, & une injure via une
réponse inflammatoire plus rapide et efficace, ce qui fut rapporté
antérieurement(Wilmink et al., 1999a; Wilmink et al., 1999b; Wilmink et al., 2002) Par
ailleurs, il est tentant de postuler que la hausse significative de PECAMI1 dans le groupe
des jambes bandées & quatre semaines puisse étre liée a la présence excessive de tissu de
granulation a ce site. En effet, le développement d’un « bouton de chair » dépend, entre

autres, de la persistance de cellules (et médiateurs) inflammatoires (Wilmink et al.,
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et al., 1999b; Wilmink et al., 2002), d’une angiogénése accrue, ainsi que d’une apoptose
déficiente (Lepault ef al., 2005); PECAMI est considéré pro-inflammatoire (Bogen ef al.,
1994; Solowiej et al., 2003), pro-angiogénique, et anti-apoptotique (Zocchi et Poggi,
2004).

Nous avons trouvé une différence significative dans 1’expression génique de PI10
entre groupes, tous temps confondus. Spécifiquement, alors que le patron d’expression
temporelle était le méme pour le membre et le thorax, I’amplitude d’expression était
moindre au thorax sur toute la période d’étude. Nous avons ciblé ce géne, membre de la
famille des serpines, parce qu’une étude antérieure I’a mis en évidence durant le
processus de cicatrisation cutanée chez le cheval (Lefebvre-Lavoie ef al., 2005).
Cependant, trés peu est connu & son sujet, ce qui oblige a la spéculation. Puisqu’il inhibe
la mort cellulaire induite par le TNF-a (Schleef et Chuang, 2000), il est tentant de
suggérer que cet effet anti-apoptotique pourrait nuire a la résolution des diverses phases
de la guérison localisées au membre, en particulier la phase inflammatoire. Pour sa part,
le patron d’expression génique du membre bandé (modele de « bouton de chair ») est
erratique, ce qui rend son interprétation difficile. Ces variations erratiques pourraient
représenter un déréglement de I’expression du a la stimulation du bouton de chair, nous
montrant ainsi un patron d’expression pathologique. Cependant, il est difficile d’établir
des liens entre le patron d’expression et les phases de la guérison tissulaire. Il se peut que
ces variations erratiques proviennent du fait que les échantillons des quatre chevaux aient
été rassemblés en un seul. En effet, une variation inter-animale importante pourrait

expliquer un patron erratique.

Malgré qu’aucune différence significative entre groupes, tous temps confondus,
ne fit trouvée dans I’expression génique de PEDF, cette derniére variait avec le temps de
sorte qu’elle était supérieure dans les plaies thoraciques par rapport aux plaies
appendiculaires, aux semaines 1, 2 et 6. On attribue 4 PEDF deux effets principaux, soit
anti-inflammatoire et anti-angiogénique. Sa présence accrue a une et deux semaines dans
les plaies thoraciques, qui chez le cheval démontrent une résolution normale de la
réponse inflammatoire & une blessure cutanée (Wilmink et al., 1999a; Wilmink ef al.,
1999b), suggére que PEDF pourrait contribuer & cette rémission hétive. Par la suite, une

diminution de PEDF au thorax, comparativement a ce qui est détecté aux membres,
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assurerait une bonne angiogénése. Il est tentant de spéculer que la baisse ponctuelle
d’expression de PEDF limitée 4 la deuxieme semaine dans les plaies de jambe bandée
pourrait signaler un stimulus angiogénique; PEDF représenterait ainsi un des éléments
déclencheurs favorisant 1’apparition du « bouton de chair » a cet endroit. Dans le cas de
PEDF et de nombreux autres génes, plus d’un réle peuvent étre assignés a sa protéine
fonctionnelle. Ceci complique [D’interprétation de 1’expression génique et pourrait
expliquer le patron décousu retrouvé dans les plaies de jambe bandée. Des analyses
immunohistochimiques sont présentement en cours de réalisation afin de préciser la
localisation de la protéine lors des différentes étapes de guérison dans 1’espoir de mieux
définir son action. Evidemment, celles-ci devront étre suivies par une étude du processus
de guérison chez des animaux dont le géne PEDF a été invalidé, tel que déja fait pour

d’autres génes (Basu ef al., 2001).

Finalement, nous sommes maintenant a vérifier ce qu’il en est au plan protéique
par des études immunohistochimiques. La caractérisation effectuée par la présente étude
a servi a déterminer quels anticorps, parmi ceux commercialement disponibles, seraient
compatibles avec les tissus équins et lesquels devront étre produits. Cette démarche
pourrait préciser la localisation de la protéine et ainsi faciliter I’interprétation des patrons
d’expression selon les différentes fonctions d’un méme géne. Elle permettra aussi de
déterminer la relation entre les variations des taux d’expression d’ARN et les variations
des taux d’expression protéique. De plus, en effectuant une étude immunohistochimique
sur des échantillons & divers temps suivant le trauma nous pourrons définir la vitesse a
laquelle les protéines entrent en action suite a la production de ’ARN. Par la suite,
’étude du processus de guérison chez des animaux dont les génes d’intéréts auront €té
invalidés est nécessaire afin de cheminer vers des solutions thérapeutiques aux problémes

de guérison tissulaire.
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Conclusion

Dans cette étude nous avons caractérisé la séquence nucléotidique équine de
PECAMI, PI10 et PEDF ainsi qu’établi leur expression temporelle lors de la guérison
cutanée chez le cheval. La caractérisation de ces génes chez 1’équin a permis de spécifier
les modeles animaux se rapprochant le plus de I’espéce pour chacun des génes. Les
séquences nucléiques permettront aussi de faire le choix d’anticorps qui sont compatibles
avec les tissus équins pour effectuer des études immunohistochimiques. L’analyse de
P’expression temporelle indique que ces genes ont des patrons d’expression leur étant
spécifique et a permis d’élucider I’impact de ces génes sur la guérison et vice et versa,
particuliérement en ce qui a trait  I’angiogenese. Les différents patrons d’expression des
génes selon que les plaies soient situées au thorax, au membre ou au membre bandé
(simulation de guérison pathologique) nous ont suggéré quels patrons étaient
souhaitables pour une meilleure guérison. Le patron d’expression de PECAMI nous a
permis de déterminer que la période et les étapes de la guérison €taient prolongées chez
le cheval. Le patron d’expression de PEDF a fait ressortir I’importance de sa propriété
anti-inflammatoire durant la guérison tissulaire. Les différences dans I’expression de
PI10 et PEDF selon le lieu de la blessure nous confirment un impact de 1’expression

génique sur le succes de la guérison.
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