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_RESUME

Une Epidermolyse Bulleuse Jonctionnelle (EBJ) est décrite chez le Braque allemand et constitue un
remarquable modele canin de |'épidermolyse bulleuse jonctionnelle de 'Homme. Chez le Braque
allemand, cette maladie est causée par une substitution homozygote du nucléotide 1514 C-T chez
les chiens EBJ. Cette variation de séquence induit un changement non conservatif de 14 acides ami-
nés (505T -1) dans le domaine | de la laminine 3. Cette substitution non conservative modifie le pro-
fil d’"hydrophobicité du fragment peptidique et altére donc la stabilité d'association de la chaine a3
avec |I'hétérotrimere p3y2. Ceci pourrait aboutir a une dégradation du polypeptide muté. Une frac-
tion d’a3 mutée pourrait s'incorporer dans la laminine 5, en altérer le fonctionnement et entraver
le clivage extra-cellulaire de la chaine y2. Des expériences de complémentation génétique ont donc
été réalisées. Pour cela, un rétrovirus MMLV exprimant I’ADNc entier muté et sauvage de la chaine
a3 a été construit pour étre transduit dans les kératinocytes des chiens EBJ (KEBJ). Cette transver-
sion phénotypique a été réussie et a permis aux KEBJ de sécréter de nouveau la chaine a3 et ainsi,
de produire des molécules de laminine 5 fonctionnelles. Par ailleurs, ces KEBJ transduits ont montré
aussi la restauration de leur capacité d'adhésion en culture. Enfin, la reconstitution d'épithéliums
canins EBJ exprimant une laminine 5 hybride est désormais possible et est actuellement a I'origine
d'études sur le devenir de ces greffes ex vivo chez des chiens EBJ.

Mots-clés : épidermolyse, bulleuse jonctionnelle, dermatose, chien, Braque allemand, thérapie génique.

Note
(1) Clinique Vétérinaire Saint Bernard - 598 avenue de Dunkerque - 59160 Lomme - France
(2) INSERM U385 Faculté de Médecine - 28, avenue de Vallambrose - 06107 Nice - France
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_SUMMARY

A Junctional Epidermolysis Bullosa (JEB), described in the German shorthaired pointer, is a remar-
kable spontaneous canine model for Junctional Epidermolysis Bullosa in man. In the German shor-
thaired pointer, JEB is caused by a homozygous substitution of the 1514C-T nucleotide. This varia-
tion in sequence results in a non-conservative change of 14 amino acids (505T —I) in domain | of
laminin-5 a.3. This non-conservative substitution modifies the hydrophobicity profile of the pepti-
dic fragment, and therefore alters the stability of the binding between the o.3 chain and the $3y2
heterotrimer, which could result in a breakdown of the muted polypeptide. A fraction of muted o3
could be incorporated in laminin-5, modifying its function and hindering the extracellular cleavage
of the y2 chain. Genetic complementation studies were carried out. An MMLV retrovirus expressing
the whole cDNA, muted and wild, of the a3 chain was developed to be transducted in the kerati-
nocytes of JEB dogs (KJEB). This phenotypic transversion was successful and brought back a3 chain
secretion, and thus the production of functional laminin-5 molecules. In addition, the adhesion
capabilities of these transducted KJEB in cultures also returned. Finally, the reconstitution of canine
JEB epithelia expressing a hybrid laminin-5 is now possible, and is currently used in studies on the

fate of these ex vivo grafts in JEB dogs.

Key words: junctional epidermolysis bullosa, dermatosis, dog, German shorthaired pointer, gene therapy.

* INTRODUCTION

Les épidermolyses bulleuses héréditaires (EBH) cons-
tituent un groupe hétérogene de maladies mécanobulleuses
de la peau et des muqueuses, caractérisées par le dévelop-
pement spontané de vésicules, d'érosions et d'ulceres a la
suite de traumatismes minimes et dues a la fragilité exces-
sive de la jonction dermo-épidermique (JDE) (ORTONNE,
1992).

Le critere principal de classification des EBH de
I’Homme repose sur le niveau du clivage au sein de la JDE
(ORTONNE, 1992, UITTO et PULKKINEN, 2001).

- Les EB Simples (épidermolytiques) (EBS) sont
caractérisées par un clivage intra-épidermique du a une
cytolyse au sein des kératinocytes de I'assise basale. Elles
sont causées pour la plupart d'entre elles, a des mutations
des genes codant pour les kératines K5 et K14.

- Les EB Jonctionnelles (EBJ) sont déterminées par
un clivage au sein de la lamina lucida de 1a JDE. Elles sont
en relation avec des anomalies du complexe hémidesmo-
somes / filaments d'ancrage par des mutations des génes
codant pour diverses protéines : les chaines a3, 3, y2 de
la laminine 5, les chaines des laminines 6 et 7, les chaines
a6 et p4 de 'intégrine a6 B4, la LAD-1 et ladinine, les
chaines de I’'uncéine (19-DEJ-1), la protéine CD1-like et le
collagene XVII (BPAG2, BP180).

- Les EB Dystrophiques (EBD) sont caractérisées par
un clivage intra-dermique au sein des fibres d'ancrage de la

Note

sublamina densa dermique. Elles sont dues a des muta-
tions du gene codant pour le collagene VII des fibres d'an-
crage ( UITTO et PULKKINEN, 2001).

Chez le chien, seul des EBJ dues a un défaut d’expres-
sion du collageéne XVII ou de la laminine 5 (OLIVRY et al,
1997, GUAGUERE et al, 1997) et des EBD causées par un
défaut d’expression du collagéne VII (PALAZZI et al,
2000) ont été récemment identifiées.

® PROBLEMATIQUE

Le handicap considérable causé chez I"’Homme par les
EBJ et I’absence de traitement adapté justifient la mise au
point d’une thérapie génique somatique pouvant s’appli-
quer aux formes non létales des EBJ humaines. Par
ailleurs, la peau constitue un tissu privilégié¢ pour des

essais de thérapie génique somatique : celle-ci est un
organe facilement accessible, les techniques de culture des
kératinocytes sont bien maitrisées et permettent de recons-
truire des épidermes artificiels (des épithéliums autologues
reconstitués in vitro sont greffés en routine et avec succes
sur des grands brilés), la mise au point de méthodes de
culture de kératinocytes ayant des propriétés de cellules
souches (haut pouvoir prolifératif et de différenciation)
permettent 1’auto-renouvellement et le maintien a long
terme des épithéliums greffés.

C’est pourquoi, il est aujourd’hui envisagé d’utiliser
des épidermes génétiquement modifiés in vitro a des fins
thérapeutiques. Des réversions phénotypiques des kérati-

(1) Dihétéroxene se dit pour un parasite dont le cycle évolutif nécessite deux hotes différents pour son évolution , dans le cas de Leishmania spp : un hote vertébré et

un hote invertébré, un phlébotome.

(2) Telmophagie: mode particulier d’hématophagie souvent rencontré chez les insectes & « trompe » plutdt courte, comme les phlébotomes. L'insecte injecte de la salive.

Un lac sanguin est formé dans le derme, dont le contenu est prélevé par I'insecte.
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nocytes provenant des patients a EBJ in vitro ont été réali-
sées avec succes chez ’'Homme (VAILLY et al, 1998,
DELLAMBRA et al, 1998) et constituent une étape préli-
minaire a des essais de thérapies géniques.

La découverte d’un modele canin spontané d’EBJ chez
le Braque allemand a permis non seulement de caractériser
cette maladie dans cette race, mais aussi et surtout de véri-
fier la faisabilité de I’approche de thérapie génique soma-
tique chez I’Homme.

® ASPECTS EPIDEMIOLOGIQUES

Cette maladie est apparue en France dans des élevages
de Braque allemand au début des années 1980. Depuis, elle
est régulicrement décrite en France mais aussi, récemment,
en Italie. Uincidence de I’EBJ est importante dans notre
pays puisque la mise au point d’un dépistage de la muta-
tion a montré qu’en 2000, environ 13 % des reproducteurs
recommandés étaient porteurs de la mutation responsable.
Diverses analyses de pedigree ont montré que ’EBJ est
une maladie qui se transmet selon un mode autosomal
récessif dans cette race. Aucune prédisposition sexuelle
n’a été observée. Généralement, plusieurs chiots de la
méme portée sont atteints. Une étude récente menée sur 21
cas (GUAGUERE et al, 2003) a montré que généralement
I’apparition des Iésions cutanées se faisait avant I’age de 6
mois : 42,8 % des cas ont débuté a I’age de 3 semaines,
23,8 % a 6 semaines, 23,8 % a 2 mois, 4,8 % a 4 mois et
4,8 % a 6 mois. En revanche, 1’age au diagnostic est, dans
certains cas, beaucoup plus tardif puisque, dans cette série,
9,6 % des cas ont été diagnostiqués seulement a 1’age de 4
ans.

® ASPECTS CLINIQUES

Létude citée précédemment a précisé les symptomes de
cette génodermatose (GUAGUERE et al, 2003). Les 1ésions
cutanées débutent généralement par une paronychie et une
onychomadese qui affectent plusieurs doigts. A 1’age de 2
mois, la quasi-totalit¢ des doigts est concernée.
Parallelement, des ulceres superficiels circonscrits et plus
ou mois étendus apparaissent sur la face interne des
pavillons auriculaires et sur les zones de points de pression
(coussinets plantaires, coudes, carpes et tarses). Le signe de
Nikolsky, qui traduit un décollement dermo-épidermique,
est positif. Dans 40 % des cas, des bulles et des ulcéres sont
observés dans la cavité buccale (gencives, face interne des
babines et langue). Entre 2 et 4 mois, les 1ésions cutanées
sont similaires mais la distribution lésionnelle est diffé-
rente. Une paronychie et une onychomadése ne sont plus
rapportées que dans 75 % des cas. Les ulceres, souvent pro-
fonds et douloureux, sont observés dans 100 % des cas au
niveau de la cavité orale et des points de pression, notam-
ment sur les coussinets plantaires. Certains ulceres ont ten-
dance a cicatriser spontanément. Vers 1’dge de un an, en
plus des 1ésions précédentes, une onychodystrophie et une
onychogryphose multi-digitées, une hypoplasie de I’émail
dentaire et un net retard de croissance sont constatés. Une
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forme clinique particuliére caractérisée par une évolution
tres rapide (en 1 mois) et une atteinte muqueuse (orale et
oesophagienne) quasi-exclusive a été observée chez un
chiot de 7 mois. Enfin, deux cas ont ét¢ diagnostiqués sur
des Braques allemands adultes (agés de 4 ans) alors que les
Iésions étaient apparues dés 1’age de 2 mois. Les symptd-
mes se caractérisent par 1’apparition ou la présence d’ulce-
res chroniques circonscrits sur les coussinets plantaires, le
scrotum, les mamelles et aussi, par une usure prématurée
des dents et des Iésions orales cicatricielles. Dans ces deux
cas, les ulceres moins douloureux sont compatibles avec un
mode de vie aménagé. Le pronostic de la maladie est trés
mauvais. La quasi-totalité des animaux atteints a été eutha-
nasiée rapidement aprés le diagnostic. Trois d’entre eux
sont encore vivants grace a une vie aménagge.

Cette étude a permis, semble-t-il, de caractériser diffé-
rents phénotypes de ’EBJ chez le Braque allemand, une
forme aigué observée chez les chiots et les jeunes adultes
d’évolution rapide et fatale, une forme chronique moins
grave et compatible avec une vie aménagée et, enfin, une
forme quasi-exclusivement muqueuse (GUAGUERE et al,
2003).

® ASPECTS HISTOPATHOLOGIQUES

Lexamen histopathologique conventionnel de biopsies
cutanées prélevées a la périphérie des ulceéres ou sur peau
frottée montre un clivage dermo-épidermique évoluant en
dehors de tout contexte inflammatoire. Il ne peut pas pré-
ciser le niveau de clivage au sein de la JDE.

Des examens immunohistochimiques utilisant des anti-
corps dirigés contre un certain nombre de constituants du
complexe hémidesmosome/filaments d’ancrage (notam-
ment contre les intégrines a 4 B 6 et le collagene 1V) sont
alors nécessaires et confirment que le clivage dermo-épi-
dermique se situe au sein de la lamina lucida.

® ASPECTS ULTRASTRUCTURAUX

Lexamen ultrastructural a transmission confirme que
le clivage dermo-épidermique se situe au sein de la lamina
lucida. Par ailleurs, le nombre et la taille des hémidesmo-
somes sont normaux (MENEGUZZI, 1999).

® ASPECTS MOLECULAIRES

Analyse de I’expression des constituants de la
JDE par immunofluorescence sur coupes de peau

Les anticorps polyclonaux SE85, SE144 et anti-3,
dirigés respectivement contre les chaines humaines a3,
v2, B3 de la laminine 5, reconnaissent les polypeptides
canins. Chez les chiens témoins, ces anticorps donnent
un marquage linéaire continu de la JDE. Chez les chiens
EBJ, le marquage de la peau 1ésionnelle par les anticorps
SE85, SE144 et anti-f3 se localise sur le plancher des
bulles, ce qui confirme le diagnostic d’EBJ. Dans la
peau Iésionnelle, le marquage par [’anticorps anti-3 est
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d’une intensité comparable a celui obtenu chez les
chiens témoins. En revanche, le marquage obtenu avec
les anticorps SE85 et SE144 apparait discontinu et
moins intense que celui obtenu chez les chiens témoins.
Le marquage des anticorps 233 et 1A8C dirigés respec-
tivement contre les domaines extra- et intra-cellulaires
du collagene XVII humain est normalement exprimé
dans la peau des chiens EBJ. De méme, tous les autres
anticorps spécifiques des différents composants humains
de la JDE ont réagi positivement chez les chiens EBJ
(SPIRITO et al, 1999, SPIRITO et al, 2002).

Analyse par immunofluorescence des cultures
de kératinocytes de chiens EBJ

Une analyse par immunofluorescence des cultures de
kératinocytes des chiens EBJ a été réalisée pour vérifier
I’expression et la sécrétion des trois chaines de la laminine
5 par les kératinocytes EBJ (KEBJ). Les anticorps utilisés
sont les mémes que pour 1’étude précédente. La présence
de traces fluorescence détectées par l’anticorps anti-f33
autour des KEBJ confirme la sécrétion, dans la matrice
extra-cellulaire de la chaine 33 par ces cellules. En revan-
che, le marquage obtenu sur les KEBJ a ’aide des anti-
corps SE85 et SE144 est trés diminué par rapport a celui
obtenu sur les kératinocytes témoins (KT). De plus, le
signal observé avec ces deux anticorps est plutot intra-cel-
lulaire, le marquage extra-cellulaire étant parfois absent.
Ces résultats suggerent que 1’expression des chaines a3 et
y2 de la laminine 5 est altérée chez les chiens EBJ et
qu’une rétention cytoplasmique de ces deux polypeptides
est observée. Les chaines a3 et y2 ne sont donc pas dépo-
sées correctement dans la matrice extra-cellulaire(SPI-
RITO et al, 1999, SPIRITO et al, 2002).

Analyse par western-blot de la laminine 5
exprimée par les kératinocytes de chiens EBJ

Une analyse par western-blot a partir de milieux de cul-
ture conditionnés par les KEBJ a été réalisée pour vérifier
les niveaux d’expression et de sécrétion de la laminine 5
chez les chiens EBJ. Les bandes spécifiques identifiées par
les anticorps anti-3 et SE85 montrent que la quantité des
chaines a3 et $3 est fortement diminuée dans les milieux
conditionnés par les KEBJ par rapport a celle des milieux
conditionnés par les KT. Lanticorps SE144 identifie deux
bandes, I’'une a 155 kDa et ’autre a 105 kDa, correspon-
dant respectivement aux formes non clivée et clivée de la
chaine y2 de la laminine 5. Dans le milieu de culture condi-
tionné par les KT, la forme clivée (105 kDa) est majoritaire
par rapport a la forme non clivée (155 kDa), alors que dans
les milieux de culture des KT, la forme non clivée est
majoritaire. Cependant, la quantité totale de chaine y2
sécrétée par les KEBJ et les KT semble identique. Ces
résultats révelent une sécrétion diminuée des chaines 3 et
a3 de la laminine 5 dans les milieux de culture des KEBJ.
De plus, la maturation de la chaine y2 semble entravée
(SPIRITO et al, 1999), SPIRITO et al, 2002).
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Analyse par immunoprécipitation de la laminine 5
sécrétée par les kératinocytes de chiens EBJ

Une analyse par immunoprécipitation de la laminine 5
a été réalisée a partir des milieux de culture conditionnés
par les cellules KEBJ et KT, a I’aide des anticorps poly-
clonaux SE85, SE144 et anti-B$3. La laminine 5 étant sécré-
tée sous forme d’hétérotrimere par les KT, les trois chaines
sont co-précipitées en quantité stoechiométrique. En
revanche, celles-ci sont précipitées de fagon non stoechio-
métrique par les anticorps anti-p3 et SE144. En effet, I’an-
ticorps anti-f3 précipite une quantité de chaine 3 et y2
nettement supérieure a la quantité de chaine 3. La quan-
tité de chaine B3 est supérieure a celle de la chaine y2. Par
ailleurs, I’anticorps SE144 précipite une quantité de chaine
¥2 non clivée (y2nc) supérieure aux chaines 33 et a3. De
plus, la forme clivée de la chaine y2 (y2¢) semble se trou-
ver en quantité tres faible. Enfin, ’anticorps SE85 ne pré-
cipite qu’une quantité presque indétectable de laminine 5.
Ces résultats montrent que chez les chiens EBJ, la quantité
de laminine 5 sécrétée sous forme trimérique est tres faible
et qu’elle correspond vraisemblablement a la quantité de
chaine a3 détectée dans le milieu a I’aide des anticorps
anti-f3 et SE144. Dans les milieux conditionnés par les
KEBJ, des chaines 3 et y2 sont donc présentes sous forme
monomérique ou hétérodimérique (SPIRITO et al, 1999),
SPIRITO et al, 2002).

® ASPECTS GENETIQUES

Recherche de mutation sur les ADNc¢ de la
chaine y2 de la laminine 5

Le séquengage de I’ADNc codant pour la chaine y2 chez
les chiens EBJ a identifi¢ un seul changement de nucléotide
par rapport a la séquence canine témoin. Cette variation de
séquence, en position 171 (171T-C) n’induit aucun change-
ment d’acide aminé. Par ailleurs, deux polymorphismes
hétérozygotes ont été¢ identifiés en position 2522 et 2611.
Lhérérozygotie des alleles du gene LAMC2 chez les chiens
EBJ exclut I’implication de ce géne dans la maladie, a trans-
mission autosomale récessive (CAPT, 1999).

Recherche de mutation sur les ADNc de la
chaine o3 de la laminine 5

Le séquengage de I’ADNc codant pour la chaine a3
chez les chiens EBJ a identifié une substitution homozy-
gote du nucléotide 1514 C-T chez les chiens EBJ. Cette
variation de séquence induit un changement non conserva-
tif de 14 acides aminés (505T —I) dans le domaine I de la
laminine 3. Cette substitution non conservative modifie
le profil d’hydrophobicité du fragment peptidique et altére
donc la stabilité d’association de la chaine a3 avec 1’hété-
rotrimere B3y2. Ceci pourrait aboutir a une dégradation du
polypeptide muté, comme cela a été démontré chez
I’Homme dans certaines formes d’EBJ (McGRATH et al,
1996). Une fraction d’a.3 mutée pourrait s’incorporer dans
la laminine 5, en altérer le fonctionnement et entraver le
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clivage extra-cellulaire de la chaine y2. La transmission
mendélienne du changement 1514 C-T a été vérifiée par le
séquengage de fragments de I’ADN génomique extrait a
partir du sang des membres de la famille des chiens EBJ.
Ce changement a été retrouvé a 1’état homozygote chez les
chiens EBIJ. Les parents sont hétérozygotes pour ce chan-
gement. Ceci a été a I’origine de la mise au point d’un test
de dépistage de la mutation (SPIRITO et al, 1999, SPI-
RITO et al, 2002).

Test de complémentation génétique

Des expériences de complémentation génétique ont
donc été réalisées. Pour cela, un rétrovirus MMLV expri-
mant I’ADNc entier muté et sauvage de la chaine a3 a été
construit pour étre transduit dans les KEBJ. Cette transver-
sion phénotypique a été réussie et a permis aux KEBJ de
sécréter de nouveau la chaine a3 et ainsi, de produire des
molécules de laminine 5 fonctionnelles. Par ailleurs, ces
KEBIJ transduits ont montré aussi la restauration de leur
capacité d’adhésion en culture. Enfin, la reconstitution
d’épithéliums canins EBJ exprimant une laminine 5
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hybride est désormais possible et est actuellement a I’ori-
gine d’études sur le devenir de ces greffes ex vivo chez des
chiens EBJ. Ces études permettront aussi de surveiller 1’¢-
ventuelle apparition d’une réaction immunitaire mimant
une maladie auto-immune dans laquelle sont produits des
anticorps dirigés contre la laminine 5 (SPIRITO et al,
2003).

e CONCLUSION

Un modele spontané de ’EBJ de I’'Homme a été carac-
téris¢ chez le Braque allemand. Les travaux de réversion
phénotypique sur les kératinocytes serviront de modele
pour la thérapie génique, non seulement dans le cas des
EBJ, mais aussi dans le cadre d’autres maladies héréditai-
res monogéniques impliquant des composants de la
matrice extra-cellulaire et des protéines structurales et
multi-fonctionnelles (SPIRITO et al, 2001).

Par ailleurs, la mise au point de ce modele spontané est
un bel exemple de collaboration entre vétérinaires, méde-
cins et biologistes.
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