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l. LEXIQUE:

CE : Carcinome épidermoide

Codons stops : Triplets de bases qui spécifient le point auquel la traduction de I'"ARNm

s'interrompt

CSH : Cellules souches hématopoiétiques
DPI : Diagnostic préimplantatoire

DPN : Diagnostic prénatal

Dominance négative : Type de mutation dans laquelle le produit protéique modifi¢ chez un
hétérozygote forme un complexe avec le produit protéique normal, élaboré a partir du gene

normal homologue, entrainant son inactivation.

EB : Epidermolyse bulleuse

EBD : Epidermolyse bulleuse dystrophique

EBDD : Epidermolyse bulleuse dystrophique dominante

EBDR : Epidermolyse bulleuse dystrophique récessive

EBDR-O : Epidermolyse bulleuse dystrophique autre

EBDR-sev gen : Epidermolyse bulleuse dystrophique sévére généralisée
JDE : Jonction dermo-épidermique

Hétérozygote : Sujet qui posséde deux alleles différents sur un locus; I'un des alléles

présentant une mutation pathogene, par exemple.

Hétérozygote composite : Individu présentant deux mutations pathogenes différentes sur un

méme locus.

Homozygote : Sujet chez lequel les deux alléles d'un locus sont identiques (avec ou sans

mutation pathogéne ; homozygote sain, homozygote malade).

MB : Membrane basale
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ME : Microscopie électronique
NMD : « Non-sens médiated mRNA decay »

Polymorphisme génétique : Variation dans la séquence des geénes entre individus. Ces
variations qui rendent compte des différents alleles dans la population sont non pathogenes

(exemple des groupes sanguins).
PTC : Codon stop prématuré

SA : semaines d'aménorrhée
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Il. INTRODUCTION

Les épidermolyses bulleuses (EB) héréditaires sont un groupe hétérogene d'affections
génétiquement déterminées caractérisées par une fragilit¢ cutanée avec survenue de bulles
cutanéo-muqueuses et d'érosions faisant suite a des traumatismes minimes. Les EB sont
classées en trois types majeurs en fonction du niveau ultrastructural de clivage par rapport a la
jonction dermo-¢épidermique (JDE): EB simple (intra-épidermique), EB jonctionnelle (au sein

de la lamina lucida), EB dystrophique (sous la lamina densa) (1).

De nombreux sous-types distincts ont été décrits, caractérisés sur le plan moléculaire par des
mutations dans plus de dix génes codant des protéines structurelles de la JDE ou des
kératinocytes basaux. La sévérité et le pronostic est trés variable entre chaque sous-type,

allant d'une affection relativement mineure jusqu'a un déces dans la petite enfance.

Les EB dystrophiques (EBD), liées a des mutations dans le géne COL7A1 codant pour le
collagene VII, comprennent un large spectre de manifestations, avec une variabilité

phénotypique et génotypique considérable (1-4).

Nous présentons un cas d'épidermolyse bulleuse dystrophique chez un enfant 4gé de 17 mois,
avec une atteinte peu séveére prédominante aux extrémités, liée a des caractéristiques

génétiques particulicres.
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I1II. OBSERVATION

N. actuellement 4gé de 17 mois, présentait dés la naissance des décollements cutanés au
niveau des pieds et du majeur droit, associé€s a des dystrophies unguéales et une anonychie des

trois premiers doigts de chaque main.

1.1.1 Antécédents personnels

N. était issu d'un couple non consanguin, en bonne santé. Il est né a 38 semaines d'aménorrhée
(SA) par césarienne du fait d'un volumineux fibrome intra-utérin. L'adaptation néonatale était
bonne, avec un score d'Apgar a 9 a la premiére minute et a 10 a la cinquieme minute. Le poids

de naissance était a 2550 g, la taille a 46,5 cm et le périmétre cranien a 34 cm.

Il n'a pas été relevé de problémes in utero.

1.1.2 Antécédents familiaux

La meére, primigeste et primipare, présentait comme antécédents une coxopathie de hanche

droite et une conisation du col utérin en raison d'un carcinome épidermoide in situ.
Le pere n'avait pas d'antécédents notables.

Par ailleurs, il n'y avait pas de notion de dermatose bulleuse ou de génodermatose dans la

famille.

L'examen clinique dermatologique des parents ne retrouvait pas de fragilité cutanée
particuliére. Toutefois, on relevait chez le pére des dystrophies unguéales symétriques au

1 ers

niveau des orteils, prédominant au niveau des orteils, sans facteur traumatique local

retrouvé (Figure 1).

L'interrogatoire du pere signalait la présence de dystrophies unguéales chez ses apparentés (sa
meére, tante, oncle et grand-mére maternelle) (Figure 2). Ces membres de la famille n'ont

néanmoins pas pu étre examinés.
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Figure 1 : Dystrophies unguéales chez le pere, prédominant au niveau des 1°° orteils, avec

épaississement de la tablette et ongles grésés.

Figure 2 : Arbre généalogique. Fleche : propositus. Asterix : dystrophies unguéales

douteuses, rapportées uniquement a l'interrogatoire.

1.1.3 Histoire de la maladie

Des zones d'aplasies cutanées étaient constatées a la naissance, suivies rapidement de 1ésions
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cutanées et muqueuses apparaissant au moindre traumatisme.

1.1.4 Examen clinique néonatal

L'examen dermatologique a la naissance constatait un décollement cutané au niveau de la
cheville droite, des zones d'aplasies cutanées au niveau du pied gauche et du majeur droit,
ainsi que quelques 1ésions bulleuses de la face antérieure du tronc, notamment au niveau péri-
ombilical (Figure 3,Figure 4). On relevait en outre la présence de dystrophies unguéales avec
hémorragies sous-unguéales, associées a une anonychie des pouces, index et majeurs. Par
ailleurs, des vésicules multiples de la langue et des gencives étaient constatées. Le reste de

l'examen était sans particularité et le comportement neurologique était normal pour le terme.

Figure 3 (gauche) : Naissance. Zone d'aplasie cutanée au niveau du pied gauche.

Figure 4 (droite) : Naissance. Zone d'aplasie cutanée au niveau du majeur droit.

1.1.5 Examens complémentaires

1.1.5.1 Histologie cutanée

Devant la présence de lésions bulleuses survenues dés la naissance, une épidermolyse
bulleuse héréditaire était suspectée. Des biopsies cutanées ont ainsi été réalisées afin d'étayer

le diagnostic. L'analyse en microscopie optique n'était pas interprétable.
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1.1.5.1.1 Immunofluorescence cutanée

L'é¢tude en immunofluorescence réalisée pendant la période néonatale et a 1'age de 16 mois et
demi décelait un marquage normal du collagéne VII le long de la JDE avec l'anticorps LH 7:2,

similaire au témoin controle (Figure 5,Figure 6).

Figure 5 : Immunofluorescence avec anticorps LH 7:2. Propositus. Marquage normal du

collagene VII.

Figure 6 : Immunofluorescence avec anticorps LH 7:2. Témoin normal.

1.1.5.1.2 Microscopie électronique

L'analyse en microscopie ¢lectronique réalisée a I'dge de 16 mois et demi est en cours.

1.1.5.2 Analyse génétique

Un prélevement d'ADN leucocytaire de l'enfant et de ses parents était réalisé. L'ADN était
ensuite amplifi¢ par PCR, suivi d'un séquencage direct du gene COL7AI1, permettant
l'identification de deux mutations chez l'enfant: la mutation R2791W (g.8371 C>T ; exon 113)
sur l'all¢le paternel et la mutation c¢. 6900+1 G>A sur l'allele maternel (intron 87). La mutation
R2791W était présente a 1'état hétérozygote chez le pere, alors que la mutation c. 6900+1
G>A n'était pas été détectée dans les leucocytes maternels. L'analyse génétique réalisée chez
la grand-mere paternelle, ainsi que chez le grand-oncle et la grande-tante ne confirmait pas la

présence de la mutation R2791W.
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1.1.6 Evolution

1.1.6.1 Période néonatale

Des soins locaux ont été réalisés sous analgésie pendant la période néonatale, initialement
avec des pansements de type JELONET® puis URGOTUL®. Ultérieurement, un protocole
était instauré avec réfection des pansements trois fois par semaine. Celui-ci consistait en un
retrait atraumatique des pansements dans un bain, percage des bulles avec une aiguille stérile,
suivi d'un séchage stérile des lésions et d'une mise en place de pansements de type
MEPILEX® et URGOTUL® souple. Les doigts et les orteils étaient séparés afin de prévenir
l'apparition de syndactylies. Des soins au sérum physiologique étaient effectués au niveau de
la muqueuse buccale, avec tamponnement par une compresse imbibée de chlorhexidine en
cas de surinfection. Une éducation des parents a la prise en charge des soins cutanés et a la

nutrition était paralléelement accomplie.

L'évolution a été marquée par la survenue au cinquieme jour de vie d'un choc septique a
staphylocoque épidermidis, nécessitant une intubation avec recours a des drogues inotropes.
Une antibiothérapie a large spectre était €galement instaurée (vancomycine, amikacine,
céfotaxime) avec maintien du céfotaxime 1 jour, de I'amikacine 2 jours et de la vancomycine
10 jours, permettant une évolution favorable sur le plan clinique et biologique. Au 19°™ jour
de vie, du fait d'une nouvelle infection a staphylocoque épidermidis, bien tolérée sur le plan
hémodynamique, les antibiotiques étaient repris (vancomycine, amikacine, céfotaxime) avec
maintien du céfotaxime 1 jour, de 1'amikacine 2 jours, de la vancomycine 5 jours puis relais
par pristinamycine pendant 4 jours. L'évolution était favorable avec une régression du
syndrome inflammatoire (CRP a 30,2 mg/l diminuant a 7,5 mg/l). Devant une nouvelle
majoration du syndrome inflammatoire a 1'dge de 1 mois (CRP a 115 mg/l), la vancomycine et
'amikacine étaient repris, relayés ensuite par de la pristinamycine pendant 10 jours. Les
prélévements cutanés retrouvaient uniquement la présence de staphylocoques aureus
méticilline sensible. L'évolution était favorable avec régression du syndrome inflammatoire

(CRP 11,5 mg/l).

Sur le plan hématologique, deux transfusions furent réalisées pendant la période néonatale

devant la présence d'une anémie a 10,3 g/dl.
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1.1.6.2 Enfance

L'évolution au niveau cutané était marquée par une cicatrisation dystrophique des 1ésions avec
réapparition de nouvelles bulles lors de traumatismes mineurs, notamment aux extrémités et
apparition secondaire de grains de milium. Les soins locaux étaient réalisés trois fois par
semaine avec des pansements de type URGOTUL® et MEPILEX®, aprés une prémédication
par VALIUM® (diazépam) puis ATARAX® (hydroxyzine) a l'dge de 6 mois et demi,
secondairement arrété. L'atteinte cutanée restait par la suite relativement modérée, limitée aux
extrémités et aux zones de frottements a l'apparition de la marche (coudes, genoux). Les
surinfections cutanées localisées étaient traitées par désinfection locale ou pommades

antibiotiques.

Sur le plan muqueux, l'alimentation en période néonatale était génée par la présence
d'érosions intra-buccales douloureuses, traitées par application de vaseline. A 'dge de 6 mois,
N. présentait encore d'importantes lésions de la muqueuse buccale, génant l'alimentation.
Ultérieurement, 1'évolution était satisfaisante avec peu de bulles endo-buccales et une bonne

croissance staturo-pondérale.

Figure 7 (gauche) : 7 mois. Erosions post-

bulleuses localisées au niveau des extréemités et

de l'ombilic.

Figure 8 (droit) : 7 mois. Erosions post-

bulleuses au niveau des pieds.
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Figure 9 (gauche) : 9 mois. Minimes érosions au niveau des mains.

Figure 10 (droite) : 9 mois. Respect du tronc hormis la présence d'une érosion ombilicale.

Figure 11 (gauche) : 16 mois et demi. Respect du tronc. Cicatrice ombilicale. Erosion post-

traumatique au niveau du genou droit.

Figure 12 (droite) : 16 mois et demi. Atteinte de la racine du nez avec lésions cicatricielles,

érosives et croiiteuses. Erosions frontales.
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Figure 13 (gauche) : 16 mois et demi, main droite. Lésions cicatricielles au niveau des doigts

avec grains de milium. Anonychie des 3 premiers doigts et dystrophies unguéales au niveau

des 4°" et 5™ doigts.

Figure 14 (droite) : 16 mois et demi, main gauche. Lésions cicatricielles avec grains de

milium au niveau des doigts. Absence de synéchies. Anonychie de tous les ongles.

Figure 15 (gauche) : 16 mois et demi. Erosions post-bulleuses au niveau du dos des pieds,

prédominant a gauche. Dystrophies unguéales de tous les orteils.

Figure 16 (droite) : 16 mois et demi. Lésions cicatricielles et érosives au dessus du talon

droit.
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Sur le plan digestif, I'alimentation était débutée progressivement a 12 jours de vie par du lait
1" age. La diversification alimentaire a eu lieu a I'dge de 6 mois et demi. L'alimentation était
bien tolérée et le transit régulier. Un suivi diététique avec enrichissement des apports et
suppléments caloriques était instauré en vertu d'une stagnation pondérale et du risque de
dénutrition par déperdition calorique. Des suppléments vitaminiques étaient également
introduits. Par ailleurs, un traitement par MOTILIUM® (dompéridone) était instauré avant
chaque repas, en association & du RANIPLEX® (ranitidine) devant la présence d'un reflux
gastro-cesophagien, ayant persisté jusque 1'dge de 9 mois. Il n'était par ailleurs pas constaté de
dysphagie. La croissance staturo-pondérale était satisfaisante a 1’aide d’une alimentation
diversifiée avec un rattrapage initial puis une croissance harmonieuse et réguliere sur la

courbe de -1,5 DS.

Sur le plan musculo-squelettique, la cicatrisation des lésions cutanées s'est compliquée en
période néonatale par l'apparition de rétractions tendineuses au niveau des doigts et des
orteils, avec notamment une rétraction en griffe au niveau du 5°™ orteil gauche, ayant
nécessité la prise en charge par une kinésithérapeute. L'évolution était ensuite favorable, avec
disparition des rétractions et absence de développement de synéchies au niveau des mains et
des pieds. De plus, la libération progressive des pansements au niveau des extrémités autorisa

un bon développement psychomoteur.

N. n'a jamais développé de complications ophtalmologiques, génito-urinaires ou

cesophagiennes.

Au total, N. présentait une atteinte initialement sévere et généralisée, d'évolution favorable
avec une atteinte limitée aux extrémités et I'absence de complications extra-cutanées. Deux
mutations ont été retrouvées chez celui-ci : une mutation faux-sens R2791 W sur l'allele

paternel et une mutation de novo sur un site d'épissage c.6900+1 G>A sur l'allele maternel.
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IV. LES EPIDERMOLYSES BULLEUSES DYSTROPHIQUES

1. Classification des EB

Les épidermolyses bulleuses héréditaires sont classées en trois types majeurs selon le niveau
de clivage dermo-épidermique: intra¢pidermique (EB simple), au niveau de la lamina lucida

(EB jonctionnelle) et sous la lamina densa (EB dystrophique).

1.1 Structure de la jonction dermo-épidermique

La cohésion entre les kératinocytes de la couche basale de 1'épiderme et la membrane basale
(MB) est assurée par des hémidesmosomes (Figure 17,Figurel8). Ceux-ci s'étendent du
milieu intracellulaire des kératinocytes basaux a la matrice extracellulaire de la lamina lucida
(4-6). Ils sont composés d'une plaque dense intracellulaire (constituée principalement de deux
protéines : la plectine et l'antigéne majeur de la pemphigoide bulleuse ou BP230) et de
protéines trans-membranaires (l'intégrine a6B4 et l'antigéne mineur de la pemphigoide

bulleuse ou BP180).

Des filaments intermédiaires, notamment les kératines 5 et 14, viennent s'amarrer sur cette

plaque intracellulaire.

La MB est constituée de deux zones bien individualisées en microscopie électronique (ME) :
la lamina lucida, claire aux électrons, composée principalement de laminines dont la laminine
5 ; et la lamina densa, dense aux ¢€lectrons, composée de plusieurs protéines dont le collagene

IV.

Les filaments d'ancrage traversent la lamina lucida et s'étendent a la lamina densa sous-
jacente. Enfin, sur le versant dermique, les fibrilles d'ancrage composées de collagéne VII

s'étendent de la portion inférieure de la lamina densa au derme sous-jacent (4-6).
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Figure 17: Représentation schématique du complexe de jonction dermo-épidermique (7)
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Figure 18: Représentation schématique de ['organisation des complexes
hémidesmosomes-filaments  d'ancrage-fibrilles  d'ancrage. Les molécules sont
identifiables par leur couleur (de haut en bas) : filaments intermédiaires de cytokératine
5 et 14 (jaune et bleu fongé), antigene BP230 de la pemphigoide (bleu ciel), plectine (noir
avec extrémité N-terminale en blanc et extrémité C-terminale en violet), intégrine a6f4
en rouge, laminine 5 en blanc, collagene XVII en bleu (antigene BPIS80 de la
pemphigoide bulleuse), collagene VII (gris) (6).
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1.2 Classification et mode de transmission des EB

La premiére classification fut mise en ceuvre en 1962 par Pearson, basée sur l'analyse du
niveau ultra-structural de formation des bulles en microscopie ¢€lectronique (8). Celle-ci
distinguait trois types d'EB: ¢épidermolytique (actuellement EB simple), lucidolytique
(actuellement EB jonctionnelle) et dermolytique (actuellement EB dystrophique). Au cours
des années 1980, des anticorps monoclonaux et polyclonaux furent développés, suivis de la
technique d'immunofluorescence, permettant la distinction de certains sous-types d'EB. Ceux-
ci ont ensuite été caractérisés sur le plan moléculaire dans le début des années 90 devant la
découverte de mutations situées dans des genes spécifiques codant pour des protéines
structurelles de la peau (1,8). La dernicre révision de la classification des EB date de 2008

(Tableau I).

On distingue actuellement quatre types d'EB selon le niveau de clivage dermo-épidermique

(4, 8,Figure 19,Tableau I) :

* les EB simples (EBS), ou le clivage est intra-épidermique au niveau de la couche
basale épidermique, se transmettent majoritairement sur un mode autosomique

dominant.

* les EB jonctionnelles (EBJ), ou le clivage a lieu dans la zone de jonction au niveau de
la lamina lucida de la membrane basale, se transmettent majoritairement sur un mode

autosomique récessif.

* les EB dystrophiques (EBD), ou le clivage se situe au niveau dermique superficiel

sous la lamina densa, se transmettent sur un mode dominant ou récessif (8-10).

* et le syndrome de Kindler : cette affection a été séparée des 3 types majeurs d'EB
(EBS, EBJ, EBD) en raison de l'existence typique de plusieurs plans de clivage (intra-
épidermique, jonctionnel, ou sous la lamina densa) et en raison de caractéristiques

cliniques additionnelles (poikilodermie, photosensibilité).
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Figure 19: Types d'EB selon le niveau de clivage dermo-épidermique (4).
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Forme dEB |Niveau de|Sous-type Géne muté (protéine impliquée)
séparation |d'EB
tissulaire
EBS Intra- suprabasal |PKP1 (plakophiline-1)
¢épidermique
DSP (desmoplakine)
basal KRTS5 (kératine-5)
KRT14 (kératine-14)
PLECI (plectine)
ITGAG6, ITGB4 (a6p4 intégrine)
EBJ Lamina Herlitz LAMA3, LAMB3, LAMC?2 (laminine-332)
lucida
Autres (non- | LAMA3, LAMB3, LAMC2 (laminine-332)
Herlitz)
COL17A1 (collagéne type X VII)
ITGAG6, ITGB4 (06p4 intégrine)
EBD Sous la| EBDD COL7A1 (collagene type VII)
lamina densa
EBDR COL7A1 (collagene type VII)
Syndrome | mixte - KIND1 (kindlin-1)
de Kindler

Tableau I: Variantes cliniques d'épidermolyses bulleuses, niveau de séparation tissulaire dans

la zone de la membrane basale, gene muté et protéine correspondante (8).
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2. Epidémiologie

Les épidermolyses bulleuses héréditaires sont des maladies rares dont la prévalence et
l'incidence sont mal déterminées. La prévalence aux Etats-Unis serait de 8,2 par million de
naissances et l'incidence de 19,6 par million de naissances selon le registre national des EB
(11). Celui-ci fut créé aux Etats-Unis en 1986, avec inclusion et évaluation pendant 16 ans de
3,280 patients atteints d'EB de tous types. En Ecosse, la prévalence des EB dépasse de loin les
autres publications concernant d'autres pays et a été évaluée a 49 par million de naissances.

Dans cette étude, la prévalence des EBD ¢était de 20,4 par millions de naissances (12).

La répartition au sein des épidermolyses bulleuses est d'environ 92% d'EBS, 5% d' EBD, 1%
d'EBJ et 2% non classés selon le registre national des EB. Tous les groupes raciaux et

ethniques sont concernés et le sexe ratio est de 1.

3. Description clinique des EBD

Les caractéristiques cliniques des EBD comprennent un large spectre, allant d'une dystrophie
isolée des ongles a une atteinte bulleuse généralisée mutilante avec déces prématuré (13).

L'expression phénotypique peut en outre €tre variable a l'intérieur d'une méme famille.

En raison de 1'élargissement des connaissances sur les données cliniques et moléculaires des
EB, la classification des EB, notamment des formes dystrophiques, a été récemment révisée

(8,Tableau II).
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Sous-types

Protéine atteinte

EBDD

EBDD, généralisée (EBDD-gen)

Collagene VII

EBDD, acrale (EBDD-ac)

EBDD, prétibiale (EBDD-Pt)

EBDD, prurigineuse (EBDD-Pr)

EBDD, ongles seulement (EBDD-na)

EBDD, dermolyse bulleuse du nouveau né (EBDD-
BDN)

EBDR

EBDR, sévere généralisée (EBDR-sev gen)

Collageéne VII

EBDR, généralisée autre (EBDR-O)

EBDR, inversé (EBDR-I)

EBDR, prétibiale (EBDR-Pt)

EBDR, prurigineuse (EBDR-Pr)

EBDR, centripéte (EBDR-Ce)

EBDR, dermolyse bulleuse du nouveau né (EBDR-
BDN)

Tableau 11: Sous-types d'EBD d'apres la nouvelle classification (8).
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EBDD EBDR
Atteinte cutanée 3 et
Atteinte muqueuse +/-a++ +++
Atteinte oculaire 0 ++
Atteinte digestive, retard staturo- | 0 ++, +++
pondéral
Synéchies, rétractions des mains |0 ++, +++
et des pieds
Fréquence des caries normal Normal a +++
Risque de carcinome | +/- +++
épidermoide

Tableau III: Signes cliniques distinctifs des EBDD et des EBDR.

3.1 EBDD

Le phénotype des EBDD est plus modéré comparativement aux EBDR, avec le plus souvent
formation de bulles uniquement sur des régions sujettes a d'importants traumatismes (genoux,
régions prétibiales, coudes, dos des mains). Des cicatrices et des grains de milium surviennent
secondairement, sans syndactylies (8,Tableau III). Les cicatrices sont treés érythémateuses
dans l'enfance puis palissent avec 1'age. L'atteinte de la muqueuse buccale est rare. Les ongles
sont également fréquemment touchés, parfois de fagon isolée, en particulier a 1'dge adulte. Par
ailleurs, beaucoup de patients atteints d'EBDD constatent une amélioration spontanée des
bulles au début de l'age adulte et sont alors principalement génés par les conséquences

esthétiques des cicatrices.

En l'absence d'histoire familiale informative, la distinction entre une forme d'EBDD avec

mutation de novo et une EBDR peu sévére peut étre difficile (14).

Dans les EBDD, I'immunohistochimie avec l'anticorps anti LH 7:2 retrouve un marquage du

collagene VII quelquefois réduit mais le plus souvent quasiment identique aux témoins.
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Cependant, celui-ci n'est pas fonctionnel et la microscopie électronique objective des fibrilles

d'ancrage altérées, souvent en queue de radis et diminuées en nombre (15).

Les EBDD sont divisées en formes généralisées (EBDD-gen) ou acrales (EBDD-ac) (Tableau
IV). D'autres sous-types existent mais sont plus rares : la forme prétibiale (EBDD-Pt), le type
prurigineux (EBDD-Pr), le type avec anomalies unguéales isolées (EBDD-na) et la dermolyse

bulleuse transitoire dominante du nouveau-né (EBDD-BDN) (Tableau I'V).

3.1.1 Forme généralisée

Une minorité de patients atteints d'EBDD souffrent d'un phénotype plus sévére avec des
pseudo-syndactylies, une microstomie, une dysphagie et des fissures anales, caractéristiques
plus fréquemment retrouvées dans les EBDR (8,Tableau IV). Dans ces cas plus séveres, les

pseudo-syndactylies surviennent néanmoins seulement a 1'age adulte (16).

3.1.2 Forme acrale

Les bulles sont localisées aux extrémités et apparaissent dans la petite enfance, puis
disparaissent avant 1'age adulte. Elles sont associées a des dystrophies unguéales concernant

principalement les 1°* orteils. Il n'y a pas d'atteinte muqueuse (Tableau I'V).

3.1.3 Forme prurigineuse

Cette forme peu habituelle d'EBD est caractérisée par une fragilité cutanée avec bulles et
formation de cicatrices, associées a un prurit intense, des l€sions nodulaires prurigo-like
lichénifiées surtout au niveau des membres inférieurs notamment au niveau des faces
d'extension, une dystrophie unguéale et la présence variable de 1ésions albopapuloides (16-
19,Tableau 1V). Les caractéristiques cliniques peuvent étre apparentes précocement dans
l'enfance, mais celles-ci sont parfois retardées jusqu'a la deuxiéme ou troisiéme décade de la
vie. Les patients ont alors un phénotype peu sévere d'EBD jusqu'a l'apparition du prurit. La

transmission de cette forme peut étre dominante ou récessive (8).

3.1.4 Forme prétibiale

Cette forme rare d'EB est caractérisée par des bulles récurrentes et des cicatrices

hypertrophiques survenant principalement dans la région prétibiale, associées a des
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dystrophies unguéales (8,20, Tableau IV). Il n'y a pas d'atteinte muqueuse. La variabilité intra-

familiale et l'age de début tardif peuvent étre responsables d'un diagnostic tardif. La

transmission peut étre soit dominante, soit récessive (8).

3.1.5 Forme avec dystrophies unguéales isolées

Des dystrophies unguéales peuvent étre la seule manifestation clinique dEBDD dans

certaines familles (13,21-23,Tableau IV). Ces dystrophies unguéales, en général présentes

depuis l'enfance, touchent les ongles des pieds et sont plus marquées au niveau des 1°* orteils.

EBDD | EBD acrale EBD EBD EBDD
généralisée prurigineu | prétibiale ongles
se seulement
Mode de transmission AD AD ouAR | AD ouAR | AD ou AR AD
Début (en général) Naissance | Nourrisson | Enfance | Naissance | Naissance
ou ou
nourrisson | nourrisson
Distribution cutanée Généralisé Mains et | Généralisé | Prétibiale; Absent
(prédominante) pieds ou localisé | mains et
pieds;
ongles
Manifestations cutanées
Bulles 2-3 4 4 4 Absent
Grains de milium 3 4 4 4 Absent
Cicatrices atrophiques 3-4 4 4 4 Absent
Ongles dystrophiques ou 4 3 4 4 4
absents
Tissus de granulation Absent Absent Absent Absent Absent
Anomalies du cuir chevelu 2 Absent Absent Absent Absent
Kératodermie Absent Absent Absent Absent Absent
Induction des bulles Variable Variable Variable Variable Aucune
Autres Aucun Aucun Prurit Lésions Aucun
sévere lichen plan
like

44




EBDD | EBD acrale EBD EBD EBDD
généralisée prurigineu | prétibiale ongles
se seulement
Participation extracutanée
Anémie 1 Absent Rare Absent Absent
Retard de croissance Rare Absent Rare Absent Absent
Anomalies des tissus mous | 3 Absent Absent Absent Absent
Hvpoplasie de 1'émail Absent Absent Absent Absent Absent
Caries Fréquence |Fréquence |Fréquence |Excessif Absent
normale normale normale
Tractus gastro-intestinal |2 Absent Courant Courant Absent
(constipatio | (constipatio
n) n)
Tractus génito-urinaire Rare Absent Absent Absent Absent
Signes oculaires Absent Absent Absent Absent Absent
Pseudo-syndactylies Rare Absent Absent Absent Absent
Tractus respiratoire Absent Absent Absent Absent Absent
Autres Absent Aucun Aucun Aucun Absent
Risque a I'dge de 30 ans
Carcinome épidermoide | Absent Absent Absent Absent Absent
M¢élanome malin Absent Absent Absent Absent Absent
Carcinome baso-cellulaire | Absent Absent Absent Absent Absent

Tableau 1V: Manifestations cliniques des EBDD généralisées, des EBD acrales,
prurigineuses et prétibiales (8,11,24-27).

3.2 EBDR

La classification actuelle des EBDR distingue deux sous-types majeurs: les EBDR séveres
généralisées (EBDR-sev gen) et les EBDR généralisées autres (EBDR-O) ; ainsi que des
formes d'EBDR localisées (8). Toutefois, il existe un continuum dans la sévérité phénotypique
et chez beaucoup de patients la classification dans un sous-groupe est complexe, en particulier
chez les nouveaux-nés et les nourrissons lorsque le phénotype ne s'est pas complétement

exprimé (28,29).
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3.2.1 EBDR-sev gen

C'est la forme la plus grave des EBD, anciennement appelée forme de Hallopeau-Siemens
(8,10,25,Tableau V). La fragilité cutanée extréme s'exprime dés la naissance par des bulles et
¢rosions diffuses, souvent hémorragiques, conduisant a la formation de cicatrices
dystrophiques mutilantes et de grains de milium, sans trouble pigmentaire ni lésions

granulomateuses.

La cicatrisation dystrophique entraine la survenue de contractures en flexion des articulations
et de pseudo-syndactylies, se développant généralement dans l'enfance et aboutissant a une
déformation des mains en « moufles » (24). La tendance a une cicatrisation extensive, soit de
fagon atrophique ou hypertrophique est due au fait que la bulle se forme sous la lamina densa

de la MB, occasionnant une réponse du derme pour la cicatrisation (1).

Les phanéres sont ¢galement affectés avec une perte des ongles et une alopécie cicatricielle.
La muqueuse buccale est aussi séverement atteinte, avec des érosions douloureuses

conduisant ensuite a une microstomie et une ankyloglossie.

Les érosions cutanées chroniques se compliquent de surinfections et a long terme, des

carcinomes épidermoides peuvent se développer.

Il existe également des atteintes de la muqueuse oculaire, avec risque d'ulcérations
cornéennes, de kératites et de pannus conjonctivaux. La muqueuse génito-urinaire peut aussi

étre touchée, de méme que la muqueuse cesophagienne avec de fréquentes sténoses.

3.2.2 EBDR-0

Le sous-type généralis¢ autre (EBDR-O), anciennement nommé forme de non Hallopeau-
Siemens comporte de larges degrés de sévérité, bien que le phénotype soit plus léger que les
EBDR-sev gen (8,25). Cette forme se manifeste dés la naissance par des lésions bulleuses et
érosives, localisées ou généralisées, évoluant vers des cicatrices dystrophiques (13). Certaines

de ces formes sont cliniquement indistinguables des EBDD (1).

Les atteintes extra-cutanées sont moins fréquentes (13,25,Tableau V). En effet, l'atteinte
buccale est peu commune et les complications cesophagiennes sont possibles mais beaucoup

plus rares.
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La survenue de pseudo-syndactylies dans ces formes d'EBDR-O n'est pas inhabituelle, bien
qu'elles surviennent a un age plus tardif que les EBDR-sev gen (16,24,29). Ainsi, 50 a 55%
des EBDR-O développaient au moins une fusion partielle des doigts a I'age de 35 ans dans la
cohorte nationale des EB aux Etats-Unis (8,24). Ces résultats ont été corroborés par une autre

¢tude, ou 46% des patients atteints d'une EBDR-O ont présentés des pseudo-syndactylies,

apparaissant entre 1'age de 7 a 23 ans (29).

EBDR- sev gen EBDR-O
Début (en général) Naissance Naissance
Manifestations cutanées
Bulles 4 3-4
Grains de milium 4 3-4
Cicatrices atrophiques 4 34
Ongles dystrophiques ou absents 4 4
Tissus de granulation Rare Absent
Anomalies du cuir chevelu 3 2
Kératodermie Absent Absent
Induction des bulles Haute Haute
Participation extracutanée
Anémie 4 2
Retard de croissance 4 2
Anomalies tissus mous (cavité orale) 4 3
Hypoplasie émail dentaire Absent Absent
Caries excessif Fréquence normale
Tractus gastro-intestinal 4 3-4
Tractus génito-urinaire rare rare
Signes oculaires 3 2
Pseudo-syndactylies 4 2
Tractus respiratoire Absent Absent
Autres complications Cardiomyopathie, rein Aucun
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EBDR- sev gen EBDR-O

Risque a 1'age de 30 ans

Carcinome épidermoide 3 2
Mélanome malin 1 Aucun
Carcinome baso-cellulaire Aucun Aucun

Tableau V: Manifestations cliniques des EBDR séveres généralisées, des EBDR généralisées

autres et des EBDD généralisées (8,11,24-27).

3.2.3 EBDR localisée

Les formes prurigineuses et prétibiales d'EBD, décrites précédemment, peuvent également se

transmettre sous un mode récessif (Tableau V).

3.2.3.1 Forme inversée

Cette forme est caractérisée par des bulles généralisées a la naissance et durant la petite
enfance (Tableau VI). Plus tard, dans l'enfance, les bulles et les 1ésions érosives se localisent
principalement dans le cou et les plis (13,16), Il n'y a généralement pas de grains de milium
et une atteinte du scalp est possible. Une atteinte buccale sévére est commune, compliquée de
microstomie et d'ankyloglossie (16). Des anomalies cesophagiennes et musculo-squelettiques

acrales sont possibles.

3.2.3.2 Forme centripéte

Les lésions acrales apparaissent des la naissance avec une évolution centripéte caractéristique
(13,Tableau VI). Les ongles sont dystrophiques ou absents. Il n'y a pas d'atteinte muqueuse ni

cesophagienne.
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EBDR inversé

EBDR centripéte

Début (en général)

Naissance

Naissance ou enfance

Distribution cutanée (prédominante)

Régions intertrigineuses,

acral, lombosacré, axial

Prétibiale, ongles (doigts et orteils)

Manifestations cutanées

Bulles 3 3
Grains de milium 3-4 3
Cicatrices atrophiques 34 3
Ongles  dystrophiques oul4 4
absents
Tissus de granulation Absent Absent
Anomalies du cuir chevelu  |Absent Absent
Kératodermie Absent Absent
Induction des bulles Fréquent Fréquent
Participation extracutanée
Anémie 2 Absent
Retard de croissance 2 Absent
Cavité orale
Anomalies des tissus mous |4 2
Hypoplasie émail Absent Absent
Caries Augmentées Fréquence normale
Tractus gastro-intestinal 4 Absent
Tractus génito-urinaire 4 Absent
Signes oculaires Absent Absent
Pseudo-syndactylies 1 Absent
Tractus respiratoire Absent Absent
Autres Sténose du conduit auditif] Absent
externe
Risque a l'dge de 30 ans
Carcinome épidermoide Aucun Aucun
Mélanome malin Aucun Aucun
Carcinome baso-cellulaire Aucun Aucun

Tableau VI: Manifestations cliniques des EBDR inversés et centripétes (8).
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4. Diagnostic

Devant une éruption bulleuse du nouveau-né évoquant une EB, I'examen clinique est
généralement insuffisant pour déterminer le type et sous-type d'EB. Pourtant, établir un
diagnostic précis est fondamental afin d'orienter la prise en charge et expliquer aux parents le

pronostic de la maladie (8).

L'é¢tendue de l'atteinte cutanée néonatale n'indique pas nécessairement le type d'EB ou sa
sévérité. En effet, des facteurs comme le mode de délivrance et I'importance des mouvements
intra-utérins interviennent dans la sévérité¢ de l'atteinte néonatale (30). Ainsi, les nourrissons
nés par césarienne peuvent avoir une atteinte peu sévere a la naissance, alors qu'ils ont une

forme sévere d'EB.

Le diagnostic et le pronostic des EB est ainsi fondé¢ sur l'examen clinique, confronté a

I'histologie et a l'analyse génétique.

4.1 Biopsie cutanée

4.1.1 Intérét et technique

La biopsie cutanée doit étre réalisée sur peau saine frottée dans le but d'examiner une amorce
de décollement, plutét que sur un décollement spontané qui risque d'étre remanié par des
phénomeénes inflammatoires et cicatriciels. La créme EMLA ne doit pas étre utilisée en raison
de l'induction d'artéfacts avec modification des kératinocytes basaux. Dans les formes
généralisées d'EB, la biopsie peut étre effectuée en n'importe quel endroit du tégument, tandis
qu'elle doit porter sur une zone directement périlésionnelle dans les formes localisées ou
inversées. En pratique, trois biopsies sont pratiquées : une pour la microscopie optique, une
pour la microscopie ¢électronique (ME, punch 2 mm) et une pour I'analyse

immunohistochimique (punch de 4 mm en peau périlésionnelle) (8).

4.1.2 Analyse en microscopie optique

Dans les EBD, l'examen en microscopie optique met en évidence un clivage dermo-

¢pidermique avec trés peu d'infiltrat inflammatoire dans la peau. Cet examen est insuffisant
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pour déterminer le niveau précis du clivage. Son principal intérét est d'aider au diagnostic

différentiel devant une éruption bulleuse.

4.1.3 Apport de l'immunohistochimie

L'immunohistochimie permet tout d'abord une immunolocalisation du niveau de clivage grace
a l'utilisation d'anticorps monoclonaux divers (antigéne de la pemphigoide bulleuse, laminine
I, collagéne IV et kératines 14), permettant de classer le type majeur d'EB (8,31). Ainsi, dans
les EBD, tous les antigénes de la MB sont localisés a la partie supérieure de la bulle,

témoignant d'une séparation tissulaire sous la lamina densa.

L'utilisation d'anticorps monoclonaux et polyclonaux contre divers antigénes (lamine V,
collagene VII, collagéne XVII, plectine, a6B4 intégrine, kératine 14) permet de déterminer par
une technique d'immunofluorescence s'il existe des altérations d'expression ou de distribution
de ces antigénes (8,31). En particulier, I'anticorps monoclonal 7:2, utilisé¢ dans le diagnostic
des EBD, reconnait un épitope du domaine NC1 du collagéne VII. Un autre anticorps
monoclonal murin 2Q633 (USA) dirigé contre le domaine NC2 a été utilisé dans certaines
¢tudes (29). L'intensité de la coloration est comparée a un témoin et le résultat est donné de

fagon semi-quantitative: normal (+++), [égérement diminué (++), trés diminué (+/-) ou absent

() (29).

Cette technique présente de multiples avantages (8) : tout d'abord elle est de réalisation facile,
moins colteuse que la microscopie électronique, et les tissus peuvent &tre traités en quelques
heures. Les résultats faussement négatifs, du fait d'une analyse retardée liée au temps d'envoi
du prélévement dans un laboratoire de référence, sont limités du fait de la persistance des
antigénes au moins plusieurs semaines a température ambiante. En outre, c'est une technique
fiable, au méme titre que la microscopie é€lectronique (8,31), Toutefois, les résultats sont
dépendants de l'expérience des biologistes, avec possibilités de résultats faussement négatifs

liés a des erreurs de manipulation.

Le marquage du collagéne VII en immunofluorescence au niveau de la JDE est conservé chez
les sujets normaux, alors qu'il est diminué chez les patients atteints dEBDD et d'EBDR-O,

voire absent chez les patients atteints d'EBD-sev gen (29,32).

L'immunofluorescence peut également constituer un important facteur pronostic, notamment

pendant la période néonatale ou le phénotype complet ne s'est pas encore développé (29). La
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présence de collagene VII distingue les EBDR-sev gen et les EBDR-O. Un marquage négatif
est en faveur d'une EBDR-sev gen. Un marquage trés diminué ou diminué semble prédire une
EBDR-O a risque de pseudo-syndactylies, bien qu'une d'EBDR-sev gen ne soit pas
completement exclue en cas de marquage trés diminué. Par ailleurs, un marquage 1égérement
diminué se rencontre dans les EBDR-O avec ou sans pseudo-syndactylies (29). Au total, plus
la quantité de collagéne VII est faible, plus le risque de développer une maladie sévére est

élevée (8,28,29,33,34).

4.1.4 Microscopie électronique

Pour réaliser une étude en ME, le prélévement cutané doit étre conservé dans un milieu
spécial, le plus souvent du glutaraldéhyde. L'analyse ultra-structurale permet de déceler
précisément le niveau de clivage et de repérer d'éventuelles anomalies morphologiques au
niveau de structures spécifiques (filaments de kératine, filaments intermédiaires, desmosomes,
hémidesmosomes, filaments et fibrilles d'ancrage), connues pour étre altérées en nombre et/ou

en apparence dans certains sous-types d'EB (8).

On observe dans les EBD un clivage dans le derme sous la lamina densa, celle-ci restant
attachée aux kératinocytes épidermiques au niveau du toit de la bulle. Par ailleurs, on note des
anomalies dans le nombre et la morphologie des fibrilles d'ancrage, ou leur absence compléte
(15,35). L'examen en ME est toutefois colteux, de réalisation complexe et nécessite des

opérateurs entrainés (31).

L'évaluation semi-quantitative des fibrilles d'ancrage peut avoir une valeur pronostic. Ainsi,
I'absence de fibrilles d'ancrage prédit le plus souvent un phénotype avec la présence de
pseudo-syndactylies (EBDR-sev gen ou EBDR-O avec pseudo-syndactylies) (29). Cependant,
un faible nombre ou des fibrilles d'ancrage structurellement altérées se retrouvent dans tous

les phénotypes plus discrets (29).

4.2 Biologie moléculaire : recherche de mutations

L'analyse en biologie moléculaire permet de déterminer le mode de transmission génétique,
notamment en l'absence d'information sur l'histoire familiale, et de préciser le site(s) et le
type(s) de mutations présentes chez les patients atteints d'une EB. Il permet d’adapter le

conseil génétique de chaque famille.
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Chez les patients atteints d'EBD, un prélévement sanguin sur tube EDTA est réalisé chez le
propositus et ses parents afin d'analyser 'ADN leucocytaire. Celui-ci est ensuite amplifié par
PCR, suivi d'un séquencgage direct du géne COL7A1, codant pour le collagéne VII (1,13).

Ceci permet d'identifier la ou les mutations responsables du phénotype clinique.

C'est également cette technique qui est préconisée lorsqu'un diagnostic prénatal ou
préimplantatoire est réalisé (36). Néanmoins, ce n'est pas un test diagnostic de premicre ligne
pour différentes raisons (8). Tout d'abord, seuls quelques laboratoires sont équipés pour la
recherche de mutations dans les geénes cibles des EB. Ensuite, cette technique est longue et
cotteuse. Un séquencage de tout le géne est en effet souvent nécessaire, du fait que tous les

types ou sous-types d'EB ne sont pas associés a des mutations de points chauds.

5. Complications des EBDR

5.1 Complications cutanées

5.1.1 Carcinomes cutanés

Le carcinome épidermoide (CE) représente une complication majeure des EBDR,

particulierement des formes séveres généralisées (5,27,37,38-41).

Ces tumeurs apparaissent plus précocement par rapport aux patients non atteints d'EBD,
habituellement entre 1'dge de 35 et 50 ans, mais peuvent survenir & un age plus jeune. Le
risque cumulé de développer un CE chez un sujet atteint d'EBDR-sev gen est de 7,5% a l'age

de 20 ans puis 67,8%, 80,2%, 90,1% aux ages de 35, 45 et 55 ans, respectivement (27).

Les CE sont fréquemment multiples et se présentent sous la forme de cicatrices anormales, de
tumeurs ou d'ulcérations chroniques, principalement au niveau des extrémités sur des sites de
cicatrisation chronique (5,38-41). Le retard de diagnostic est souvent conséquent et influe sur
le pronostic. Malgré le fait que les CE soient généralement bien différenciés, le pronostic est
souvent mauvais avec un fort taux de récurrences, une invasion locale rapide et le

développement de métastases a distance (37,39,40).

La pathogenese du développement de ces CE n'est pas bien établie. L'hypothese actuelle
d'initiation cancéreuse et de progression tumorale suggere que la cicatrisation continue des

plaies sur une longue période augmente le risque de développer des CE, notamment chez les
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patients atteints d'/EBDR-sev gen (5,38).

Le traitement des CE est principalement chirurgical, parfois mutilant. La radiothérapie peut
étre réalisée en complément en cas d'adénopathies, avec un effet bénéfique sur celles-ci mais
pas sur la tumeur (42). D'autre part, la chimiothérapie est peu efficace en cas de dissémination

métastatique et a été tentée seulement chez un faible nombre de patients (37).

Une surveillance dermatologique réguliere, ainsi qu'une analyse histologique au moindre

doute, est donc indispensable afin de dépister précocement la survenue de CE (37,39,40).

5.1.2 Surinfections cutanées

L'infection et la colonisation critique sont des facteurs majeurs de retard de cicatrisation et
doivent étre pris en charge de fagon adapté. La colonisation critique est liée a la multiplication
des germes en surface car les conditions de culture sont devenues favorables grace a un
suintement. Une véritable surinfection locale se manifeste par des signes inflammatoires
locaux, liés a la destruction tissulaire par les bactéries et les réactions inflammatoires qu'elles

provoquent.

Les germes principalement responsables de ces surinfections sont les cocci gram positif, avec
le staphylocoque aureus en premier lieu, suivi par le streptocoque P hémolytique. Les

surinfections liées aux bacilles gram négatif sont plus rares.

Les surinfections cutanées localisées doivent étre traitées par des pommades antibiotiques
(acide fusidique, mupirocine), adaptés éventuellement a l'antibiogramme, avec réfection
quotidienne des pansements. Une alternance des pommades est préconisée afin d'éviter la

survenue de résistances bactériennes.

Une franche surinfection bactérienne, avec une atteinte étendue, des signes régionaux
(adénopathies) ou des signes généraux (ficvre, frissons) nécessite le recours a une

antibiothérapie par voie générale dirigée contre les cocci gram positif (43).

Un controle rigoureux et précoce de ces surinfections cutanées est fondamental afin de

prévenir la survenue d'une amylose AA, compliquant le syndrome inflammatoire chronique

(44-46).
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5.1.3 Cicatrisation dystrophique et rétractions

Dans les formes séveéres d'EBDR, la cicatrisation dystrophique des lésions bulleuses entraine
la formation de pseudo-syndactylies (24,47). L'atteinte débute par la formation de synéchies
entre les portions proximales d'un ou plusieurs doigts, évoluant ensuite vers une fusion
progressive et des rétractions des doigts en griffe. Avec le temps, la cicatrisation excessive
aboutit a des déformations des mains en « moufle ». A l'intérieur de celle-ci, les doigts
individuels gardent au départ une certaine mobilité puis des contractions en flexions séveres
surviennent au niveau des doigts, avec perte de leur mobilité indépendante. Le pouce est
habituellement contracté en adduction et en flexion (24,47). De plus, du fait de la diminution
des mouvements des mains, les muscles digitaux s'atrophient et I'os se résorbe, au moins

partiellement.

Ces déformations surviennent dans quasiment toutes les formes d'EBDR-sev gen et dans 45 a

55% des autres formes d'/EBDR, bien que survenant alors a un age plus tardif (8,24,29).

Par contre, celles-ci sont trés rares dans les EBDD. En effet, ce risque cumulatif atteint un

taux maximum de seulement 3% a l'age de 40 ans d'apres 1'étude réalisée par Fine (24).

Par ailleurs, la survenue de contractures musculo-squelettiques dans d'autres sites
anatomiques (coudes, genoux...) est fréquente chez les patients atteints d'EBDR, notamment
dans les formes sévéres et peut conduire a une perte de la marche et de 1'autonomie. Ainsi, une
surveillance précoce de ces complications est nécessaire car celles-ci peuvent survenir tot

dans la vie.

Les contractures et synéchies des doigts peuvent bénéficier d'une libération chirurgicale en
milieu spécialisé, nécessitant des greffes de peau (47). Une chirurgie parfois trop précoce des
pseudo-syndactylies peut étre délétere car celle-ci risque d'aggraver les synéchies lors de la
cicatrisation. Il a été montré sur une étude de 45 patients avec 122 chirurgies de la main que
l'extension des doigts était significativement améliorée par la chirurgie, avec un déficit pré-
opératoire moyen d'extension de 139°, passant a 60° a 1 an en post-opératoire et 84° a 4 ans.
Les pseudo-syndactylies étaient également significativement améliorées, avec 64,3% des
patients atteints en pré-opératoire, 13,3% a 1 ans et 37% a 4 ans (47). Le bénéfice de la
chirurgie est néanmoins seulement temporaire, avec nécessité de traitements chirurgicaux
itératifs afin de préserver une fonction manuelle utile (24,47). Les contractures et les pseudo-

syndactylies peuvent également toucher les pieds, mais une correction chirurgicale n'est en
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général pas recommandée du fait de 1'absence fréquente de retentissement sur la marche.

Ces complications seront peut-&tre moins fréquentes a I'avenir grace a une prise en charge
mieux codifiée et précoce, avec notamment la réalisation régulicre de séances de

kinésithérapie et de physiothérapie (24).

5.2 Complications extra-cutanées

5.2.1 Complications digestives

5.2.1.1 Sténoses cesophagiennes

Les EBD peuvent se compliquer de sténoses cesophagiennes, surtout dans les formes

récessives, de développement insidieux et pouvant aboutir a une obstruction compléte.

Dans I'¢tude réalisée par Fine sur 246 patients atteints d'EB, une dysphagie était observée
chez 2%, 15%, 27 % et 54% des patients ayant respectivement une EBS, EBJ, EBDD et
EBDR (48). Par ailleurs, le risque cumulatif de sténoses acesophagiennes a 1'age de 20 ans était
de 2,3%, 85%, 48% chez les patients atteints respectivement d EBDD, d'EBDR-sev gen et
d'EBDR-O. Parmi les EBDR, les formes séveres généralisées sont le plus a risque, avec plus

de la moitié des enfants affectés a I'age de 10 ans (48).

Le début moyen des symptomes chez tous les patients regroupés était de 17 ans (4-47 ans).
Les sténoses cesophagiennes peuvent survenir tot dans 1'enfance (48). En effet, dans I'étude
réalisé par Fine, 7% des patients ayant une EBDR-sev gen développérent cette complication a

l'age de 1 ans (48).

Les sténoses cesophagiennes, causées par la formation de bulles cesophagiennes répétées,
concernent plus volontiers le tiers supérieur de I'cesophage, suivi par le tiers moyen puis par le

tiers inférieur (48). La longueur des sténoses peut varier de 2 mm jusqu'a 15 cm (48).

Elles peuvent se compliquer de pneumopathie d'inhalation et d'occlusion compléte de la
lumiére cesophagienne par un bolus alimentaire au niveau de la sténose. Il ne semble pas y

avoir de risque augmenté de carcinome cesophagien.

Les sténoses cesophagiennes doivent étre suspectées cliniquement devant une dysphagie ou

une hypersalivation, notamment au réveil. Dans la plupart des séries, la fréquence de la
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dysphagie est plus ¢élevée que celle des sténoses cesophagiennes, s'expliquant par le fait que

les sténoses surviennent seulement aprés des l1ésions répétées de I'cesophage (48).

Le transit ceso-gastro-duodénal avec coupes cervicales précise alors le site, le nombre et la
longueur de la (des) sténose(s). La fibroscopie cesophagienne est déconseillée, du fait des
traumatismes qu'elle induit sur les muqueuses. Devant des symptdmes d'obstruction sévere, il
est parfois difficile de faire la part des choses entre des bulles cesophagiennes, un spasme ou

une sténose.

Une surveillance précoce d'éventuels symptomes de sténose cesophagienne est requise, afin de

permettre une intervention appropriée et limiter le retentissement nutritionnel.

Le traitement des sténoses cesophagiennes repose principalement sur la dilatation au ballonnet
guidé par endoscopie, avec une bonne tolérance mais une efficacité le plus souvent
incomplete (48,49). Elle peut néanmoins permettre une reprise d'alimentation orale, en
général temporaire. Les traitements doivent donc étre souvent répétés. Dans le cas de sténoses
séveres ne pouvant pas €tre traitées par une dilatation, une excision chirurgicale de la sténose
suivie d'anastomose voire d'interposition d'un segment colique est possible (48). Par ailleurs,
les spasmes cesophagiens, accompagnant souvent une obstruction aigiie, peuvent parfois étre

traités par des inhibiteurs calciques.

5.2.1.2 Autres complications cesophagiennes

D'autres complications cesophagiennes ont été rapportées: hernies hiatales, reflux gastro-
cesophagien, cesophagite, atonie cesophagienne, pseudo-diverticules intramuraux et
diminution du péristaltisme (48). Le reflux gastro-cesophagien est rare et ne joue pas un role
significatif dans la formation des sténoses cesophagiennes, celles-ci étant surtout localisées au

niveau des 2/3 supérieurs.

5.2.1.3 Dénutrition

Une dénutrition protéino-énergétique est fréquemment rencontrée chez les patients atteints
d'EBDR-sev gen, de cause multifactorielle (48,50) : pertes cutanées accrues, pertes protéiques
liées au syndrome inflammatoire chronique suite aux infections cutanées répétées, besoins
métaboliques accrus, carences alimentaires résultant d'une atteinte cesophagienne ou buccale

(érosions muqueuses, trouble de la mastication ou de la déglutition), possible diminution de
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l'absorption des vitamines liposolubles lorsqu'une huile minérale est utilisée en routine.

Les déficiences en vitamines et oligo¢léments sont fréquentes et multiples, principalement
dans les formes séveres dEBDR, touchant notamment la 25(OH)D3, la vitamine B6, PP, C,
ainsi que le zinc et le sélénium (48,50,51). La recherche d'une carence en zinc est importante
car celle-ci peut retarder la cicatrisation. Les carences en sélénium, vitamine Bl ou en
carnitine totale sont moins communes mais sont importantes a dépister du fait du risque de
cardiopathies dilatées séveres, pouvant €tre fatales (51). Les déficits vitaminiques peuvent

persister malgré la pose d'une gastrostomie permettant une meilleure croissance.

Ces carences protéino-énergétiques et vitaminiques entrainent un important retard de
croissance staturo-pondéral et parfois pubertaire (48,51,52). La cicatrisation des plaies est

¢galement freinée et la résistance contre les infections bactériennes secondaires diminue.

Une évaluation nutritionnelle réguliére et une surveillance de la courbe staturo-pondérale est
donc fondamentale dans la prise en charge des patients atteints d'/EBDR. Un régime diététique
adapté riche en protéines, en fer et en zinc est instauré avec l'aide d'un diététicien (50,51,53).
Les aliments a haute densité énergétique sont a privilégier, ainsi que l'utilisation de graisses
(margarine, huile végétale...). Des suppléments alimentaires hyperprotidiques, ferriques,
vitaminiques et en oligoéléments sont souvent nécessaires. Toutefois, cette supplémentation
nutritionnelle n'est souvent que partiellement efficace pour maintenir une bonne croissance
(53). En cas de maladie plus sévere avec atteinte de la cavité buccale ou présence d'une
sténose cesophagienne, la texture et la consistance des aliments doivent étre adaptés, avec

notamment des aliments mixés.

En cas de dénutrition plus sévére ou de difficulté a l'alimentation orale, une pose de
gastrostomie peut étre envisagée, permettant un complément d'alimentation le plus souvent
nocturne (49,54). Cette intervention doit s'envisager précocement, avant l'installation d'un
retard de croissance et avant la puberté. En effet, plus une nutrition adéquate est initiée tot,
plus le déficit nutritionnel sera facilement réversible (50,54). Par ailleurs, 1'utilisation de la

nutrition parentérale est plus rare.

5.2.1.4 Constipation

Une constipation chronique est trés fréquente dans les EB, retrouvée chez 67%, 13%, 9% et

3% des patients atteints respectivement d'une EBDR, EBDD, EBJ, EBS selon le registre
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national des EB (48). Celle-ci est d'origine multifactorielle: rétention de féces liée a des
fissures ou érosions anales douloureuses, difficultés a la défécation du fait d'une sténose anale,
apports liquidiens pauvres, régime peu fourni en fibres du fait de problémes de mastication et
de déglutition, pertes insensibles de fluides a travers les Iésions cutanées, manque d'exercice

physique (48).

Un régime riche en fibres est essentiel a la prise en charge de la constipation. Des laxatifs
osmotiques (lactulose) et stimulants, ainsi que des agents ramolisseurs de selles sont
fréquemment utilisés. D'autre part, en cas de rétention de feéces liée a des douleurs
exonératoires, des suppositoires de glycérine peuvent étre utiles, en conjonction aux topiques
anesthésiques. La survenue d'un fécalome nécessite parfois son extraction sous anesthésie

générale.

5.2.2 Anémie

Une anémie est trés fréquente dans les formes les plus séveéres dEBDR. Celle-ci est souvent
mixte, liée au syndrome inflammatoire chronique et a une carence martiale. Néanmoins,
malgré une supplémentation martiale, les stocks martiaux restent généralement bas avec une
ferritinémie basse. En cas de syndrome inflammatoire chronique li¢ a des lésions cutanées
étendues, la ferritinémie ne refléte pas bien la nécessité de supplémentation ferrique. Le taux
de fer sérique et le dosage du récepteur soluble de la transferrine peuvent alors étre de

meilleurs indicateurs chez ces patients.

Sur le plan thérapeutique, une supplémentation martiale par voie orale est par conséquent treés
fréquemment instaurée. En cas de nécessité, des perfusions de VENOFER peuvent étre
réalisées de fagon itérative, avec une bonne réponse et I'absence d'effets secondaires sérieux
(55). Par ailleurs, une transfusion est parfois nécessaire, notamment lorsque le taux
d'hémoglobine chute en dessous de 7 g ou en cas de signes de mauvaise tolérance (dyspnée,

asthénie importante).

5.2.3 Amylose AA

Le syndrome inflammatoire chronique secondaire aux infections cutanées répétées expose au
risque de développement d'une amylose AA, pouvant menacer le pronostic vital en cas de

néphropathie amylosique du fait d'une progression rapide vers une insuffisance rénale
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terminale (56,57). Elle est la premiére cause d'insuffisance rénale chronique chez les patients
atteints d'EBDR. Un syndrome néphrotique est fréquemment constaté¢ dans ces néphropathies
amylosiques (41). D'autres localisations amyloides ont été décrites dans les EBDR-sev gen :
foie, rate, tractus gastro-intestinal, poumon, ovaire, rate, surrénale (41,56,57). L'amylose AA
rénale doit donc étre régulierement recherchée par un dosage de la créatinine, de la protéinurie

des 24 h et une échographie hépato-rénale (hépatomégalie, gros reins).

5.2.4 Complications génito-urinaires

La fréquence des complications génito-urinaires est de 31,1% pour les EBDR et 19,5% pour
les EBDD d'apres I'étude réalisée par Fine (11). Parmi les EBDR, ces complications étaient
observées dans 45,6% des EBDR-sev gen, 35,3% des formes inversées et 23,3% des formes

EBDR-O.

Des bulles et des érosions peuvent survenir au niveau de l'orifice urétral, entralnant une
dysurie et parfois une rétention aigiie d'urine. Si les bulles urétrales surviennent de fagon
répétées, la cicatrisation chronique conduira a une sténose urétrale, présente chez 3,35% des
patients atteints d' EBDR d'apres I'é¢tude réalisée par Fine (11). Celles-ci peuvent étre traitées
par méatotomie avec dilations périodiques urétrales, afin d'éviter un retentissement sur le haut

appareil urinaire.

D'autres complications génito-urinaires plus inhabituelles sont décrites comme un phimosis
acquis, une hypertrophie vésicale, une hydronéphrose secondaire aux sténoses urétrales ou
uretérales, ou des infections urinaires, surtout dans les formes inversées (11). Au final, une
¢valuation urologique doit étre réalisée précocement devant des symptomes €vocateurs, en

raison du risque d'atteinte rénale secondaire (11).

5.2.5 Complications néphrologiques

Des complications rénales peuvent survenir dans l'évolution d'une EBDR, avec risque
d'amylose AA, de glomérulonéphrite a IgA ou de glomérulonéphrite post-infectieuse, pouvant

conduire a une insuffisance rénale chronique.

Ainsi, six cas de glomérulonéphrite a IgA ont été décrits chez des patients atteints d'EBDR,
confirmés a l'histologie dans cinq cas, et ayant nécessité une hémodialyse dans trois cas (44-

46). La glomérulonéphrite a IgA doit donc étre dépistée systématiquement, au méme titre que
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I'amylose AA et doit étre suspectée en cas d'apparition d'une hématurie ou d'une protéinurie.
La ponction biopsie rénale, réalisable en l'absence de 1ésions cutanées en regard du site de la
biopsie et sous couvert dune désinfection locale, confirme et précise le diagnostic.
L'hypothese physiopathologique de la survenue d'une glomérulonéphrite a IgA serait que les
surinfections cutanées répétées pourraient intervenir en tant que stimulus antigénique. Par
ailleurs, des glomérulonéphrites chroniques post-infectieuses, faisant vraisemblablement suite

aux surinfections récurrentes de la peau, ont également été décrites.

Les EBDR peuvent se compliquer d'insuffisance rénale: le risque cumulatif de décés
d'insuffisance rénale chez un patient atteint d'une EBDR-sev gen est de 12,3 % a 1'dge de 35
ans, beaucoup plus rare dans les autres sous-types d'EBDR (11). Une surveillance de la

fonction rénale est des lors préconisée chez ces patients.

5.2.6 Complications cardiaques

Une cardiomyopathie ou une insuffisance cardiaque congestive peut survenir chez les patients
atteints d'EBDR, particulierement dans les formes séveres généralisées ou le risque cumulatif
estde 4 a 51% a l'age de 20 ans (26). Dans I'étude réalisée par Fine, 30% des patients atteints
d'EBDR-sev gen décéderent de cardiomyopathie ou d'insuffisance cardiaque congestive,
méme ceux sans autres facteurs de risque (26). Les complications cardiaques des EBD sont

donc relativement fréquentes et peuvent étre fatales.

5.2.7 Complications osseuses

Sur le plan osseux, une ostéoporose est fréquemment retrouvée, particuliérement dans les
formes séveres d'EBDR (58). L'étiologie est multifactorielle (51): carence en calcium et en
vitamine D, manque d'exercice physique et relative immobilité chez certains patients. La
déficience en 25(0H)D3 est liée au manque d'exposition solaire (port fréquent de longs habits
avec confinement a l'intérieur du fait de leur handicap) et a une carence d'apports liée a la
déficience nutritionnelle globale (51). Les déficiences en vitamine B6, B12 et K peuvent

¢galement contribuer a I'ostéoporose.

ne surveillance du bilan phospho-calcique et de la vitamine est par conséquen
U 11 du bil hospho-cal t de 1 t D est t
préconisée, avec réalisation réguliere d'une ostéodensitométrie osseuse, notamment au niveau

du col fémoral et du rachis. Une supplémentation vitamino-calcique pourra ensuite s'envisager
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en cas d'ostéopénie ou d'ostéoporose.

5.2.8 Complications dentaires et stomatologiques

Les complications dentaires surviennent dans tous les types d'EB. Les dents sont
structurellement normales, mais les atteintes dentaires secondaires a une mauvaise hygiéne
buccale sont trés fréquentes (caries, maladies parodontales, surinfections), avec risque de
destruction dentaire et de perte de la dentition (59). Un acces restreint a la cavité buccale, du
fait d'une microstomie et de douleurs liées aux érosions, contribuent a cette hygiéne buccale
précaire (16,59,60). De plus, les patients souffrant de dysphagie ont souvent un régime riche

en hydrate de carbone, pouvant contribuer aux caries (16).

Les soins dentaires sont primordiaux des la petite enfance et doivent étre réalisés sous
anesthésie locale par un chirurgien dentiste ou un stomatologue spécialisé, en raison de la
microstomie ou de l'ankyloglossie fréquente dans les EBDR. Des implants dentaires sont

parfois posés chez l'adulte.

Diverses mesures préventives sont recommandées, comme un brossage efficace des dents, des
bains de bouches contenant du fluoride de sodium et de la chlorhexidine aqueuse, et une
supplémentation adaptée en fluor (61). Une kinésithérapie est également souvent utile pour

maintenir une ouverture de bouche satisfaisante pour l'alimentation et les soins dentaires.

5.2.9 Complications ophtalmologiques

Les complications ophtalmologiques sont fréquentes dans les EBD, principalement dans les
formes récessives, et doivent étre recherchées par un examen délicat (62-64). Dans la série de
Tong portant sur 182 patients atteints d'EB, des complications oculaires étaient notées dans
4% des EBDD et dans 51 % des EBDR (avec un surplus de 14% rapportant des symptomes

suggestifs d'érosions récurrentes de cornée mais sans signe a 1'examen) (63).

Dans les formes récessives, les complications les plus communes concernent la cornée, avec
des kératites ponctuées, des bulles, des déformations cornéennes source d'astigmatisme ou
encore des pannus de cornée (62-64). Concernant l'atteinte conjonctivale rencontrée dans
environ 10% de cas, elle se traduit généralement par une simple fragilit¢ de la surface
muqueuse conjonctivale, parfois par une conjonctivite ou une kérato-conjonctivite (62). Les

¢rosions conjonctivales sont a appréhender en raison du risque d'adhérence cicatricielle
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pouvant conduire a un symblépharon (62). L'atteinte des paupicres est également fréquente,
avec des vésicules, des érosions, des cicatrices, un ectropion, une blépharite ou une alopécie

ciliaire.

Les complications ophtalmologiques sont beaucoup plus rares dans les EBDD, représentées
principalement par la présence de bulles conjonctivales ou d'érosions de cornée, avec

cicatrices cornéennes exceptionnelles (63,64).

Un suivi ophtalmologique régulier est nécessaire, du fait du risque d'atteinte cornéenne, de
pannus conjonctivaux, et d'altération de la vision. Les soins d'hygiéne oculaire sont tres
importants, avec instillations de sérum physiologique et de produits de substitutions (larmes
artificielles, gels lubrifiants) pour palier a Il'insuffisance dhumidification (62,63).
L'application de pommades et collyres cicatrisants est également utile afin de prévenir les
ulceres et les érosions de cornée. La cicatrisation de bulles touchant les paupiéres peut
entrainer une fermeture inadéquate des paupieres et une perte de leur fonction de protection
des yeux. L'ectropion ou les rétractions palpébrales pourront nécessiter une intervention

chirurgicale (62).

5.2.10 Déces prématuré

Les EBD peuvent engager le pronostic vital dans les formes récessives séveres généralisées
par les complications cutanées (surinfections avec sepsis sévere, carcinome €pidermoide
métastatique) et extracutanées (dénutrition majeure, insuffisance rénale chronique secondaire
a une amylose AA ou une glomérulonéphrite post-infectieuse) (65). Le carcinome
¢pidermoide cutané représente la cause la plus commune de décés chez les patients atteints
d'une EBDR, li¢ a une progression métastatique survenant en général dans les 5 ans suivant le

diagnostic initial.

Le risque cumulatif de déces dans les EBDR séveres généralisées atteint 8% a 1'age de 15 ans
d'aprées 1'étude réalisée par Fine sur les données du registre national des EB (65). Les EBDD
sont quant a elles de pronostic beaucoup moins sévere que les EBDR, avec absence de déces

prématuré dans les 15 premicres années de vie dans I'é¢tude réalisée par Fine (65).

6. Diagnostic différentiel d'éruption bulleuse du houveau-né

Une éruption bulleuse du nouveau né est une urgence potentielle et nécessite tout d'abord
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d'évaluer I'é¢tendue de l'atteinte (altération de la barriére cutanée) et de rechercher une atteinte

muqueuse et des signes généraux (altération de 1'état général, ficvre) (66).

Ensuite, l'enquéte étiologique débute par un interrogatoire, avec recherche d'antécédents
familiaux similaires, de prises médicamenteuses par la mere ou l'enfant, d'un contexte

infectieux chez la mére ou dans l'entourage proche, de symptdmes associés (66).

Tout d'abord, des bulles de succion néonatales seront évoquées, ainsi qu'un contexte iatrogene
¢liminé. Treés peu de cas de toxidermie bulleuse ont été rapportés chez le nouveau-né. Une

brilure physique aprés transillumination ou mise en place d'électrodes est a rechercher.

Dans les premiers mois de la vie, l'urgence est d'éliminer une pathologie infectieuse. Une
surveillance en milieu hospitalier est donc souvent préconisée (66). Au cours de I'impétigo
bulleux, les bulles a parois fines et fragiles siegent avec prédilection au niveau périnéal, péri-
ombilical, et des plis du cou, avec une évolution crotiteuse. L'épidermolyse staphylococcique
aigué, causée par des toxines staphylococciques diffusant par voie sanguine a partir d'un foyer
infectieux, débute par une €éruption scarlatiniforme suivie de décollements cutanés superficiels
avec signe de Nikolski, dans un contexte fébrile. Un herpés néonatal doit étre évoqué devant
des 1ésions vésiculeuses en bouquet localisées ou des 1ésions bulleuses plus étendues voire
généralisées, avec réalisation d'un prélévement virologique et traitement par aciclovir au
moindre doute. La syphilis congénitale peut étre évoquée devant des bulles de localisation

palmoplantaire. Une sérologie devra étre réalisée au moindre doute.

Sur le plan auto-immun, une pemphigoide gestationis néonatale, liée au passage
transplacentaire des anticorps, sera évoquée devant la notion de pemphigoide gestationis
maternelle. De méme, des cas de pemphigus néonatal ont été décrits chez des nourrissons

dont la mére avait un pemphigus connu mais parfois en rémission.

D'autres génodermatoses peuvent se manifester par la présence de bulles néonatales (43).
L'incontinentia pigmenti touche généralement un nouveau-né¢ de sexe féminin, avec des
Iésions a disposition linéaire et une hyperéosinophilie sanguine fréquente. L'érythrodermie
congénitale ichtyosiforme bulleuse se manifeste par une érythrodermie, avec de larges bulles
et d'importants décollements. La poikilodermie de Kindler est rare et se manifeste par des

bulles aux extrémités, avec une photosensibilité et une évolution vers une poikilodermie.

Enfin, certaines dermatoses inflammatoires peuvent prendre un caractére bulleux, comme les
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mastocytoses ou les xanthogranulomes juvéniles. La présence de signes digestifs, notamment
une diarrhée intermittente, associés a des 1ésions vésiculobulleuses des régions péri-orificiels
fera évoquer une acrodermatite entéropathique et réaliser un dosage de zinc. Une porphyrie
érythropoiétique congénitale sera quant a elle évoquée devant l'association de bulles

néonatales a une photosensibilité, parfois révélée par une photothérapie.

Enfin, les éléments en faveur d'une EB doivent étre recherchés, méme si aucun signe n'est
spécifique : présence d'antécédents familiaux, fragilit¢ cutanée, syndrome de Bart (aplasie

cutanée a la naissance), atteinte muqueuse, chute des ongles.

7. _Génétique

7.1 Gene COL7A1

Le géne COL7A1, codant pour le collagéne VII, a été localisé sur le chromosome 3 en 1991,
au niveau du locus 3p21.1 (3). L'année suivante, des études de liaison effectuées par deux
équipes chez des familles atteintes d'EBDD puis d'EBDR ont permis d'identifier le géne du
collagéne VII comme étant le géne candidat des EBD (67,68). Celui-ci est un des plus grands
genes, occupant environ 32 kb du génome humain et constitué de 118 exons. Il donne lieu a
un transcrit d'ARNm d'environ 9,2 kb, codant pour une chaine pro-al (VII) de procollagene

de 2944 amino-acides (2,3,9).

7.2 Syntheése du collagéne VII

Le collagéne VII est exprimé dans les épithéliums stratifiés, notamment la peau, les
muqueuses et la cornée. Il est le principal composant des fibrilles d'ancrage du derme
superficiel (2,69). Sa synthése in vivo est effectuée principalement par les kératinocytes
épidermiques, bien que les fibroblastes dermiques soient également capables d'exprimer ce
gene (1). La traduction aboutit tout d'abord au procollagéne pro-al (VII), polypeptide

organis¢ en de multiples domaines.

7.2.1 Structure et organisation en domaines du polypeptide de

procollagéne pro-a1 (VII)

Le procollageéne pro-al (VII) est un polypeptide mature de 350-kDa, constitué (i) d'une triple
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hélice centrale collagénique de 145 Kda, encadrée par (ii) un large domaine globulaire non
collagéne amino-terminal de 133 Kda contenant 439 amino-acides (domaine NC1) et (iii) un
petit domaine globulaire non collagéne carboxy-terminal d'environ 18 Kda contenant 186

amino-acides (domaine NC2) (2,3,69,70,Figure 20).

(i1) Le domaine NC1 s'étend de l'exon 1 a I'exon 28 (amino-acides 1-1253) (9). Il est constitué¢
de multiples sous parties présentant des homologies avec des protéines d'adhésion, pouvant
jouer un role dans l'attachement du domaine NC1 a la lamina densa et au derme papillaire

(9,13,Figure 20) :

* dans sa partie amino-terminale, un segment nommeé « cartilage matrix protein » (CMP),

présentant 40% d'homologie avec des protéines de la matrice cartilagineuse,

* puis 9 domaines consécutifs possédant une homologie avec la fibronectine de type III

(«Fibronectin-III like domain») (2,9,13),

* puis un segment présentant une homologie avec le domaine A du facteur von-

Willebrand («von-Willebrand facteur 1 domainy),
* enfin, une région riche en cystéine et en proline (9,13).

(i) Le domaine NC2 s'étend de l'exon 112 a I'exon 118 (amino-acides 2784-2944) (9). 1l
contient des cystéines impliquées dans la formation de ponts disulfures entre les
homotriméres de collagene VII (13,71). Le domaine NC2 posséde un segment ayant des
homologies avec l'inhibiteur de protéase Kunitz (« Kunitz-type proteinase inhibitor motif »),

mais sa fonctionnalité n'a pas été établie a ce jour (13,72,73,Figure 20).
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Figure 20: Représentation schématique de l'organisation en domaine du collagene VII (4).

7.2.2 Etapes de la synthése du collagéne VII

Trois molécules de procollagéne pro-al (VII) s'assemblent en homotriméres pour former le
procollagéne VII dans le cytoplasme des kératinocytes basaux (74,Figure 21). Ces

macromolécules sont excrétées dans le domaine extracellulaire.

Ensuite, la fibrillogénése passe par la formation de diméres antiparall¢les de collagene VII,
médié par le domaine NC2 (13,69,73-75). Les dimeéres antiparalléles se chevauchent a leur
extrémité carboxy-terminale et sont stabilisés par la formation de ponts disulfure
(9,13,69,70,73,Figure 22,Figure23). Ceux-ci se localisent entre la Cys-2634 (située dans la
région de la triple hélice pres de l'extrémité carboxy-terminale) et soit la Cys-2802, soit la

Cys-2804, localisées dans le domaine NC2 de la molécule de procollagéne VII (70).

Cette formation de ponts disulfure est initiée par le clivage enzymatique d'une partie du
domaine NC2 par la « procollagen C-proteinase » (PCP) (13,70,73,76,Figure23). Le site
physiologique de clivage pour convertir le procollagéne VII en diméres de collagene VII est
probablement situ¢ dans un segment de 57 amino-acides entre les résidus 2780 et 2837 du

procollagéne VII (73). Par ailleurs, la liaison entre le domaine NC2 et le domaine collagene
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de la triple hélice est également dépendante d'une interaction électrostatique (70,77).

Les dimeéres de collagene VII s'agrégent ensuite latéralement en polymeéres pour former des

fibrilles d'ancrage, mesurant 800 nm de longueur.

Le collagéne VII des fibrilles d'ancrage se lie par ses extrémités carboxy-terminales a la
laminine 5 de la lamina densa et aux plaques d'ancrage du derme papillaire, formant ainsi des
boucles semi-circulaires qui assurent la cohésion dermo-épidermique (2,78,79). Les fibrilles
d'ancrage peuvent également adopter une structure en « U », leurs 2 extrémités étant insérées

dans la lamina densa (2,5,69).

Le domaine NC1 du collagéne VII interagit avec de multiples composants de la matrice
extracellulaire, comme la fibronectine, la laminine 5, le collageéne de type I et IV (75,80,81).
Dans ce domaine NCI1, le « von Willebrand factor A -like motif » est essentiel pour ces

interactions, qui participent a la stabilisation de la jonction dermo-épidermique.

Il est possible que d'autres composants mineurs (autres que le collagéne VII) contribuent a la

structure et a la stabilité des fibrilles d'ancrage (5).
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Figure 21: Etapes de la synthése du collagéne VII (1).
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Figure 22: Représentation schématique de la polymérisation des fibrilles d'ancrage. Le
monomere de procollagene VII consiste en trois chaines polypeptides al réunies en une
triple hélice. Deux monomeres forment ensuite un dimere anti-parallele, ou les
propeptides NC2 sont excisés par une enzyme protéolytique. Finalement, les dimeres

matures s'agrégent latéralement en fibrilles d'ancrage (127).
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Figure 23: Représentation schématique des mécanismes conduisant a

la formation de dimeres anti-paralleles de procollageneVII-
procollageneVIl. NC2, extrémité carboxy-terminale du procollagene
VII; TH, triple hélice collagénique du procollagene VII; X indique les
ponts disulfures. Les lignes blanches indiquent approximativement la
position des résidus cystéines intervenants dans la formation des

ponts disulfures (70).

7.3 Mutations

La premiére mutation dans le géne COL7A1 a été décrite en 1993. A ce jour, plus de 450
mutations du gene COL7AI1 ont été identifiées dans différentes formes d'EBD, dans les
domaines collagéne et non collagéne du collagéne VII. Toutefois, le taux de détection de
nouvelles mutations est encore élevé (13,14,29,33,34,82). Les mutations sont localisées sur
toute la longueur de la séquence codante du géne (1). Leur recherche est un processus long et
fastidieux, du fait de la longueur du géne et des mutations qui sont le plus souvent spécifiques
des familles (mutations privées) (33,83), Par ailleurs, parallélement aux mutations
pathogénes, des polymorphismes géniques ont été identifiés dans le geéne COL7AT1 perturbant

I’interprétation des variations identifées dans la séquence ADN (2,33,72).
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7.3.1 Différents types de mutations rencontrées

Les mutations du géne COL7A1 peuvent étre :

* des insertions ou des délétions de taille variable pouvant modifier le cadre de lecture et

entrainer un codon stop prématuré (PTC),

* des substitutions nucléotidiques provoquant soit des mutations non-sens (substitution
nucléotidique entrainant le remplacement d'un codon spécifiant un acide aminé par un
codon stop), soit des mutations faux-sens (changement d'un nucléotide pour un autre)

représentées principalement par les substitutions de glycine,

* des mutations affectant un site d'épissage (1,13,33,34,72,83,84).

7.3.2 Mutation entrainant l'apparition d'un codon stop prématuré

7.3.2.1 Types de mutations engendrant un codon stop prématuré

La majorit¢ des mutations rencontrées dans les EBDR sont des mutations conduisant a

l'apparition de codons stop prématurés.

Ceux-ci peuvent étre dus a des mutations non-sens, des petites insertions ou délétions
conduisant a un décalage du cadre de lecture, ou des mutations au niveau de sites d'épissage

(4,13,33,72,82,83,85,Figure 24,Figure 25).
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Figure 24: Mutations faux-sens et non-sens chez des patients atteints d'épidermolyse
bulleuse dystrophique. Les formes dominantes sont en rouge et les formes récessives en

noir (13).

Figure 25: Délétions, insertions et mutations de site d'épissage chez des patients atteints

d'épidermolyse bulleuse dystrophique (13).
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7.3.2.2 Conséquences de mutations entrainant un codon stop

prématuré

Habituellement, l'apparition d'un codon stop prématuré dans la séquence d'ADN a pour
conséquence un arrét de la transcription, avec formation d'un ARNm tronqué, écourtant la
protéine. Toutefois, la plupart des ARNm tronqués ne sont pas traduits en protéine car ils sont
dégradés prématurément par un ensemble de protéines constituant le mécanisme du « NMD »
(non sens-mediated mRNA decay) (86-88). Ce processus de «contrdle qualité» reconnait les
messages imparfaits et accélére leur dégradation, afin de protéger les cellules contre

d'éventuels effets délétéres de protéines tronquées via un effet de dominance négative.

Chez les patients porteurs de deux mutations PTC, ce mécanisme de « NMD » entraine une
absence ou une diminution marquée de 'ARNm. Ceci conduit a I'absence de formation de
collagene VII et donc I'absence de fibrilles d'ancrage (13,72,86,88-91). Parfois de tres faibles
quantités de monomeres sont formés, incapables de s'assembler en fibrilles d'ancrage

fonctionnelles.

La survenue d'un codon stop prématuré occasionne plus rarement I'apparition de polypeptides
tronqués, notamment en cas d'insuffisance ou de dysfonction de la voie du « NMD »
(échappement des ARMm mutants a celle-ci) (86,87). Dans les EBD, ces polypeptides

tronqués sont incapables de s'assembler en fibrilles d'ancrage fonctionnelles (13,72,89).

Ces deux mécanismes (accélération de la dégradation des ARNm mutants par le « NMD » et
production de polypeptides tronqués) peuvent s'intriquer. Comme la voie du « NMD » n'est
pas capable de dégrader a 100% les transcrits porteurs d'une mutation PTC, une petite fraction
de ceux-ci sont traduits en polypeptides tronqués, en général trés instables et non détectables

en immunohistochimie (29,77).

7.3.2.3 Mode de transmission des mutations PTC

Les mutations PTC chez les patients atteints d'EBD sont toujours récessives du fait d'un effet

de perte de fonction:

* Les porteurs hétérozygotes sont cliniquement normaux et possédent environ 50% de la
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quantité normale de fibrilles d'ancrage dans la peau (77,92). L'allele normal synthétise
chez ceux-ci assez d'ARNm de collagene VII pour maintenir une quantité suffisante de

fibrilles d'ancrage, expliquant l'absence d'atteinte clinique (77,92).

* Les mutations PTC homozygotes (familles apparentées) ou la combinaison de deux

mutations PTC sont responsables d'une fragilité cutanée sévere (4,13).

Ceci pourrait avoir des implications en thérapie génique. En effet, un remplacement de 50%
ou peut-étre moins de fibrilles d'ancrage dans la peau de sujets atteints d'/EBDR pourrait suffir
a restaurer l'intégrité fonctionnelle de la JDE. Toutefois, le nombre minimum de fibrilles

d'ancrage nécessaire pour une adhérence normale n'est actuellement pas connu (92).

7.3.2.4 Effet positionnel d'une mutation PTC

Des auteurs japonais ont émis I'hypotheése que la position des mutations PTC pouvait étre
corrélée a la sévérité clinique (93). Cette équipe a constaté que la combinaison de 2 mutations
PTC dans le domaine collagene était responsable d'un phénotype sévere, d'autant plus que les
mutations étaient situées en amont. Au contraire, 1'association d'une mutation PTC dans le
domaine collagéne a une mutation située dans le domaine non collagene de l'extrémité
carboxy-terminale donnait lieu a un phénotype moins sévere. Ils ont en outre observés que
l'effet d'une mutation PTC est peu importante si celle-ci survient en aval du site de clivage du

domaine NC2. Ce fait a été également constaté par d'autres équipes (34,77).

Toutefois, certains auteurs ont rapportés des situations contradictoires. En effet, une mutation
non-sens située pres de l'extrémité 3' du gene (R2814X, remplacement d'une arginine par un
codon stop) a été rapportée chez un patient sévérement atteint, attestant que les mutations
PTC survenant en aval du domaine collagéne n'occasionnent pas systématiquement un
phénotype moins sévere (13,94). Inversement, un cas d'EBDR peu sévere, porteur de 2
mutations PTC dans le domaine collagéne (5504delA, 6573+1G>C) a été décrit (95),
signalant donc que les mutations dans le domaine collagéne ne donnent pas toujours lieu a un

phénotype sévére.

7.3.3 Mutation faux-sens avec substitution de glycine

De nombreuses mutations de substitutions de glycine ont été identifiées chez des patients

atteints d'EBDD et d'EBDR (1,13,19,72,75,Figure26).
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7.3.3.1 Différents modes de transmission possible

Les mutations de substitutions de glycine dans le domaine collagéne sont le plus souvent
responsables d'une EBDD par effet de dominance négative (33,34,72,77,96-98). La mutation
engendre la formation d'une protéine qui non seulement n'est pas fonctionnelle, mais qui
inhibe également la fonction de la protéine produite par l'allele normal du patient

hétérozygote.

Cependant, a l'encontre des autres genes collagéniques ou toutes les mutations de
substitutions de glycine dans la triple hélice collagénique entrainent une transmission
dominante de la maladie, ceci n'est pas toujours le cas dans les EBD. En effet, des cas
d'EBDR de sévérité variable liées a des mutations de substitutions de glycine a 1'état
homozygote ou hétérozygote composite (association a des mutations non-sens, des délétions
ou insertions, ou des mutations de sites d'épissage) ont été relatés (13,34,71,72,96,98-101).

Ces mutations sont silencieuses a 1'état hétérozygote (porteurs sains).

Figure 26: Mutations de substitutions de glycine dans les épidermolyses bulleuses

dystrophiques. Les formes dominantes sont représentées au dessus, et les récessives en

dessous (13).
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7.3.3.2 Conséquences des mutations de substitutions de glycine

7.3.3.2.1 Effet de dominance négative dans les EBDD

Les mutations de substitutions de glycine conduisent a la formation de chaines de
procollagéne pro-al (VII) mutées de taille compléete. Celles-ci peuvent donc s'assembler en
une triple hélice hétérotrimérique avec des chaines de pro-collagéne pro-al (VII) normales (1,
102). Du fait que le collagene VII soit un homotrimere constitué de 3 chaines a identiques,
seulement 1 molécule de procollagene VII sur 8 est constituée de 3 polypeptides pro-al
normaux (71,72,103). Les autres hétérotrimeres peuvent contenir 1, 2 ou 3 chaines pro-al
mutantes (103). Ces homo et hétérotrimeres de procollagéne VII peuvent ensuite former des
dimeéres antiparalléles de collagéne VII, puis s'assembler en fibrilles d'ancrage. Parmi celles-

ci, seulement 1,6% sont constituées uniquement de polypeptides normaux.

Du fait d'un assemblage défectueux, l'intégrité des fibrilles d'ancrage est compromise (1,72).
Celles-ci sont souvent fines, morphologiquement altérées et diminuées en nombre, expliquant
la fragilité cutanée. Ces considérations rendent compte de la persistance d'une d'expression du

collagene VII en immunohistochimie, quoique diminuée (1,15,72,103).

7.3.3.2.2 Conséquences intracellulaires des mutations de substitutions de

glycine

Les mutations de substitutions de glycine perturbent la formation et la fonction des fibrilles

d'ancrage par différents mécanismes (33,72,75,81).

Elles peuvent déformer la conformation tridimentionnelle de la triple hélice, entrainant un
repliage anormal de la protéine. Si ces hélices déstabilisées sont incorporées dans la formation
des fibrilles d'ancrage, celles-ci deviennent instables, avec une altération de l'adhérence

dermo-épidermique (72,75,79,81).

Les mutations de substitutions de glycine occasionnent généralement une accumulation
intracellulaire de molécules de procollagene VII muté (75,79,81). Celles-ci sont usuellement
dégradées dans le milieu intracellulaire en raison d'une augmentation de leur susceptibilité
aux protéinases (75,81,88,103). Ces polypeptides de procollagéne VII mutés peuvent en outre
étre dégradés dans le milieu extracellulaire apres avoir été sécrétés (33). Ce mécanisme de

«suicide protéique» permet une protection contre Il'incorporation de molécules de
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procollagene pro-al (VII) anormales en hétérotrimeres de procollagene VII, ce qui rendrait

les fibrilles d'ancrage structurellement anormales et fonctionnellement inadéquates (71).

Du fait de la dégradation intracellulaire des molécules mutées de procollagene pro-al (VII), la
sécrétion de celles-ci dans le milieu extracellulaire est réduite. Ceci explique la pauvreté et
l'apparence anormale des fibrilles d'ancrage chez les patients atteints d'une EBDD avec une
mutation de substitution de glycine (71,77,103). Le nombre de fibrilles d'ancrage est en effet

réduit a 0-30% de la normale chez ceux-ci.

Les mutations de substitutions de glycine situées dans des domaines de liaisons critiques de la
triple hélice collagénique peuvent affecter la formation de diméres antiparalléles, retentissant

ainsi sur l'assemblage des fibrilles d'ancrage (70).

7.3.3.3 Influence éventuelle de la position des mutations sur le

phénotype clinique et le mode de transmission

La raison pour laquelle certaines mutations de substitution de glycine sont dominantes et
d'autres cliniquement silencieuses a I'état hétérozygote reste incertaine. On peut concevoir que
la position des substitutions dans le domaine collagéne pourrait influencer les caractéristiques

de ces mutations au niveau génétique et phénotypique (13,71,96,104,105).

Une concentration importante de mutations faux-sens (surtout des mutations de substitutions
de glycine dominantes) a été retrouvée dans la région de I'exon 73-75 (résidus amino-acides
2003-2079, soit 35 triplets de répétition Gly-X-Y), situé juste en aval des 39 amino-acides de
la «hinge region» (1,13,75,104). Dans une revue de la littérature ou Dang analyse 324
mutations, 10,74% étaient localisées dans 1'exon 73, avec 20 mutations dominantes et 15

récessives (13).

Les 35 triplets Gly-X-Y situés dans les exons 73-75 sont des segments hautement conservés
dans 1'évolution chez les humains, les souris et les hamsters (13). Ainsi, les mutations de
substitutions de glycine situées dans ce court segment collagénique sont le plus souvent
dominantes (par effet de dominance négative), du fait d'une grande déstabilisation de la triple
hélice. Au contraire, les mutations situées dans de longs segments collagéniques
ininterrompus ou proches des extrémités amino ou carboxy-terminales sont le plus souvent

silencieuses a 1'état hétérozygote (13,71,75,104).

78



7.3.3.4 Influence du type de mutation sur le phénotype clinique et le

mode de transmission

Les mutations faux-sens avec substitution par différents amino-acides au méme codon
peuvent avoir une expression phénotypique variable, avec différents modes de transmission
possibles (1,106, 107). Ainsi, les mutations R2063G (substitution d'une arginine en glycine) et
R2063W (substitution d'une arginine en tryptophane), localisées au niveau de la méme
arginine, sont associées respectivement a une EBDR inversé et & une EBDR-sev gen. Ceci
suggere que la nature de l'amino-acide changé pour une méme position peut influencer le

phénotype (101).

Les mutations de substitutions situées en position X ou Y dans la triple hélice collagénique
(répétition de triplets Gly-X-Y), entrainant une faible déstabilisation de la triple hélice, sont
peu fréquentes. Ceci suggere qu'un seuil de déstabilisation de la triple hélice serait requit pour

causer un phénotype clinique (107).

7.3.4 Mutations faux-sens autre qu'une substitution de glycine

Les mutations faux-sens autres que les substitutions de glycine sont rares dans les EBD et
impliquent le plus souvent des résidus arginine (1,13,33,81,101). Elles ont été décrites a la

fois dans des EBDR et dans des EBDD.

Ces mutations faux-sens affectent peu la stabilité de la triple hélice. Celle-ci peut méme ne
pas étre altérée du tout, comme dans le cas rapporté par Kern chez un patient atteint 'EBDR-
O, porteur d'une mutation E2059G a 1'état hétérozygote (substitution d'un acide glutamique
par une glycine) (33). Chez ce patient, I'immunofluorescence et 1'immunoblot du collagéne

VII mutant indiquait une faible production de collageéne VII.

Ces mutations peuvent également étre associées a d'autres conséquences, comme une
accumulation intracellulaire de procollagéne VII (cas de la mutation R2008G ; substitution

d'une arginine en valine) (81).
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7.3.5 Mutation au niveau d'un site d'épissage

7.3.5.1 Epissage

7.3.5.1.1 Définition

L'épissage est un processus complexe de suppression de certaines régions de I'ARNm transcrit
a partir de 'ADN génomique (pré-ARNm), aboutissant a I'ARNm mature (87,108). Le pré-
ARNm est épissé dans le noyau puis 'ARNm mature est exporté vers le cytoplasme pour étre
ensuite traduit en protéine. Les segments ¢liminés sont les introns. L'épissage est réalisé par

un ensemble de complexes ribonucléoprotéiques, les splicéosomes.

7.3.5.1.2 Mécanismes

L'épissage nécessite certains sites situés aux jonctions exons/introns, constitués d'une dizaine
de paires de bases et appelés séquences consensus (108,Figure27). Au niveau des introns, ces
séquences sont « GT » pour le site 5' (site donneur, correspondant aux bases +1 et +2 de
l'intron suivant un exon) et « AG » pour le site 3' (site accepteur, correspondant aux derniéres
bases -1 et -2 de l'intron précédant un exon). Par ailleurs, l'intron posséde en plus une
séquence interne appelée « boite de branchement », contenant une adénosine et jouant un role
central dans le processus d'épissage. D'autres séquences moins consensuelles interviennent
¢galement dans 1'épissage, comme les ISE (intronic splicing enhancers) et les ESE (exonic

splicing enhancers), situés respectivement dans certains introns et exons (108).
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Figure 27: Mécanismes de l'épissage. (a) Représentation schématique d'un
intron, entouré de deux exons. Seuls le GT (extrémité 5' de l'intron), I'AG
(extremité 3' de l'intron) et l'adénosine du site de branchement a la position
2' sont des séquences hautement conservées (en rouge). (b) Prée-ARNm (c)
Le splicéosome coupe le prée-ARNm a l'extrémité 5', puis l'intron forme un
lassot joignant le G de l'extrémité 5' a l'adénosine du site de branchement a
l'extrémité 2'. (d) Le splicéosome coupe a l'extrémité 3' de l'intron et l'intron
en forme de lassot est libéré. (e) Les exons A et B s'accolent ensuite et sont

libéreés du splicéosome (108).

7.3.5.2 Mutation des sites d'épissage: généralités

Ces mutations modifient le signal d'épissage nécessaire a l'excision correcte d'un intron.

7.3.5.2.1 Situations des mutations de site d'épissage

Les séquences les plus fréquemment mutées sont les sites donneurs et accepteurs de l'intron

(séquences consensus). Parmi ceux-ci, les mutations dans la séquence GT au site d'épissage 5'
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(site donneur) sont les plus fréquentes, comparativement aux mutations de la séquence AG au

site d'épissage 3' (site accepteur) (33,83,102,108,109).

Concernant les mutations au site donneur, les mutations au résidu G en +1 (premier nucléotide
apres la fin de I'exon) et celles en +5 (5™ nucléotide aprés la fin de I'exon) sont les plus

communcs.

Les mutations peuvent aussi survenir dans les séquences situées a proximité des sites
donneurs et accepteurs, entrainant alors le plus souvent l'activation d'un site cryptique
d'épissage, généralement responsable d'une délétion partielle ou compléte d'un exon

(83,102,108,110).

De larges délétions ou insertions changeant la taille et/ou la structure secondaire des exons

peuvent également altérer 1'épissage et conduire a un saut d'exon (111).

7.3.5.2.2 Conséquences des mutations au niveau d'un site d'épissage

Les effets de mutations au niveau d'un site d'épissage sont variés au niveau de I'ARNm

(1,33,83,108-112). Elles peuvent entrainer :
* le plus souvent un saut d'exon, respectant ou non le cadre de lecture
* une rétention d'intron
* la création d'un pseudo-exon dans un intron

* l'activation d'un site cryptique d'épissage, accepteur ou donneur, en amont ou en aval
de la mutation, dans un exon ou un intron, entrant en compétition avec le site
d'épissage normal. Ceci conduit souvent a un décalage du cadre de lecture avec
apparition rapide d'un codon stop prématuré. Si ce site cryptique est dans un exon,
I'épissage anormal entrainera un raccourcissement de 1'exon. Au contraire, s'il est dans

un intron, une portion d'intron sera incluse dans le transcrit mature.
» ['apparition d'un codon stop prématuré
* aucune modification au niveau de I'épissage

Les mutations au niveau de sites d'épissage sont le plus souvent des mutations ponctuelles
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(1,83,84,102,112). Celles-ci peuvent entrainer la formation d'un codon stop prématuré, via
notamment un décalage du cadre de lecture, entrainant la dégradation de I'ARNm tronqué par
le systeme du « NMD » (1,33,83,84,109,110,112,113). Au contraire, ces mutations peuvent ne
pas modifier le cadre de lecture avec le plus souvent un saut d'exon et I'apparition d'une
protéine tronquée, pouvant parfois €tre un polymorphisme et ne pas étre pathogeéne

(1,33,83,110,111).

7.3.5.3 Mutations au niveau d'un site d'épissage dans les EBD

Les mutations au niveau de sites d'épissage dans les EBD correspondent a environ 20% des
mutations (1,28,33,83,108,112,113). Elles sont dispersées tout le long du géne COL7A1 et
sont transmises sur un mode dominant ou récessif (1,83,84,109-111,113). Des mutations de

novo ont été décrites (110).

Les conséquences de mutations au niveau de sites d'épissage peuvent étre prédites a 1'aide
d'un programme, le «splice-site predictor» (1). Celui-ci a notamment été utilisé pour I'analyse
de 46 mutations au niveau de sites d'épissage rapportées par Varki. Dans la plupart des cas,
une perte du site donneur ou accepteur d'épissage était prédite par ce programme, suggérant
un saut de I'exon correspondant ou dans certains cas, l'activation de sites cryptiques d'épissage
(1). Toutefois, les prédictions de ce programme ne sont pas toujours fiables en raison de

mutations parfois complexes.

Par conséquent, seule une analyse de I'ARNm et/ou du taux de protéine peuvent élucider
complétement les conséquences de ces mutations (1). Celles-ci ont été déterminées de fagon
expérimentale par certaines équipes (19,84,110-112). A titre d'exemple, la mutation récurrente
425 A>G cause un épissage aberrant avec deux transcrits anormaux, entrainant dans les deux

cas un codon stop, confirmant la prédiction du «splice-site predictor» dans ce cas (84).

7.3.6 Mutations récurrentes dans certaines populations

L'analyse des banques de données montre que la plupart des mutations sont spécifiques a
chaque famille (privées). Toutefois, certaines semblent €tre récurrentes, notamment dans des
populations spécifiques (1,13,33). A titre d'exemple, la mutation ¢.6527insC était hautement
récurrente dans une cohorte de patients espagnols (114). Cette équipe a donc suggéré de

rechercher en priorité cette mutation dans les familles d'origine espagnole. Au japon, plusieurs
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études ont mis en évidence que la mutation E2857X (remplacement d'un acide glutamique par
un codon stop) était une mutation non-sens récurrente spécifique des patients japonais atteints
d'une EBDR (98). D'autres mutations récurrentes ont été identifiées, comme les mutations
G1664A (substitution d'une glycine par une alanine), 497insA, 8441-14del21 chez des
patients Italiens (28) ou les mutations p.Glu2857X, 5818delC, E2857X chez des patients
japonais (77,93,98).

7.3.7 Possibilités de mutations dominantes et récessives chez un méme

sujet

Dans 1'étude réalisée par Varki (1), une hétérogénéité génétique était notée dans 7 familles,
expliquée par la présence de mutations a la fois dominantes et récessives chez le méme
patient. Le premier enfant avait une atteinte cutanée sévere, alors que le pere avait une atteinte
modérée. L'enfant était porteur d'une mutation dominante de substitution de glycine G2028R
(substitution d'une glycine par une arginine) sur l'allele paternel et d'une mutation récessive
causant un PTC (1661del57) sur l'allele maternel. La meére était porteuse saine de cette
mutation PTC. L'association de ces deux mutations chez I'enfant expliquait la forme clinique
plus sévére. D'autres cas de mutations dominantes dans un allele et récessives dans l'autre

alléle ont été décrits (88,115).

7.4 Corrélations génotype-phénotype

L'augmentation du nombre de mutations rapportées dans les EBD a permis d'élucider les
corrélations générales entre le génotype et le phénotype, méme si celles-ci ne sont pas
complétes a ce jour (4,8,13,33,34,72,83). Ces corrélations sont difficiles du fait de la structure
du geéne, du grand nombre de mutations qui sont en outre le plus souvent spécifiques des
familles, de la structure protéique et de l'assemblage du collagéene VII, et enfin de

I'hétérogénéité clinique (33).

La variabilité phénotypique des EBD dépend non seulement du type de mutations et de leurs
combinaisons, mais également de leurs positions le long du géne COL7A1 (1,4,13). En outre,
le terrain génétique sous-jacent, ainsi que des facteurs environnementaux interviennent

¢galement.
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7.4.1 EBDD

Dans I'étude réalisée par Varki portant sur 48 patients atteints d'EBDD, une mutation dans un
des alleles du géene COL7A1 ¢tait trouvée chez tous les patients (1). Les mutations les plus
fréquentes étaient représentées par les mutations faux-sens (89,6% avec 41 substitutions de

glycine et 2 autres substitutions), suivies des mutations au niveau de sites d'épissage (8,3%).

Les EBDD sont donc classiquement causées par des mutations faux-sens de substitution de
glycine dans la triple hélice collagénique centrale du collagéne VII, conduisant a des
anomalies de I'assemblage des fibrilles d'ancrage et a des manifestations cliniques
relativement modérées (1,13,34,83,97,116). En microscopie électronique, les fibrilles
d'ancrage sont souvent larges, trés courtes, éparses et non entrelacées (73). Les mutations de
substitution de glycine ont également été rapportées dans des sous-types d'EB, comme les

formes prétibiales, prurigineuses ou la dermolyse bulleuse transitoire du nouveau-né (1).

D'autres mutations sont plus occasionnellement observées: mutations faux-sens avec
substitution d'un résidu amino-acide autre qu'une glycine, des délétions ou insertions, ou des

mutations au niveau de sites d'épissage (1,13,83,110,111).

7.4.2 EBDR-sev gen

Dans ['étude réalisée par Varki portant sur 188 patients atteints d'EBDR, les mutations
rencontrées chez ceux atteints dEBDR-sev gen étaient le plus souvent des mutations PTC
(72,6%), suivis de mutations au niveau de sites d'épissage (17,9%) et enfin de mutations faux-
sens (5,1% de substitutions de glycine et 4,3% de substitutions par d'autres amino-acides) (1).
Ensuite, parmi les 42 patients atteints d EBDR-sev gen ot une mutation dans les deux alleles
était détectée, 64,3% avaient une mutation PTC dans les deux alléles, 9,5% une combinaison
d'une mutation PTC et faux-sens, et seulement 1 patient (2,4%) était hétérozygote composite

pour une mutation faux-sens (1).

Les EBDR-sev gen sont le plus souvent dues a des mutations conduisant a 1'apparition de PTC
dans les 2 alléles du géne COL7A1, a I'état homozygote ou hétérozygote composite. La
dégradation de 'ARNm (all¢les nuls) entraine alors une absence compléte de polypeptides de
collagéne VII et donc une absence de fibrilles d'ancrage (13,14,29,33,34,82,83-85,89,91).
Ceci explique la négativité de 1'immunofluorescence du collagéne VII dans ces formes séveres

généralisées. Les PTC peuvent étre liés a des mutations non-sens, des insertions ou délétions
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modifiant le cadre de lecture ou encore des mutations au niveau de sites d'épissage.

Plus rarement, I'association d'une mutation PTC a une autre mutation (faux-sens, mutation au
niveau d'un site d'épissage, codon stop retardé) est constatée dans ces formes séveres d EBDR
(1,13,33,34,83,88,96). Toutefois, ces associations donnent généralement lieu a des formes
plus modérées d'EBD (83,99,109). Dans ces cas, le phénotype peut étre modéré a sévere et

dépend alors de 'autre mutation (13,88,115,117).

D'autres combinaisons rares ont été relatées, comme 1'association de deux mutations faux-sens
(75) ou l'association d'une mutation de substitution de glycine avec une mutation au niveau

d'un site d'épissage (100).

7.4.3 EBDR-O

Dans I'é¢tude réalisée par Varki (1), les mutations observées chez les patients atteints d'EBDR-
O étaient représentées par des mutations faux-sens (20,1% de substitutions de glycine, 5,8%
de substitutions par d'autres amino-acides), suivi des mutations PTC (20,1%) puis de
mutations au niveau de sites d'épissage (18%) (1). Par ailleurs, parmi les 44 patients atteints
d'EBDR-O ou une mutation était détectée dans les deux alléles, 34,1% avaient une mutation
PTC dans les deux alléles, 27,3 % étaient hétérozygotes composites pour une mutation PTC et
une mutation faux-sens et seulement 1 patient (2,3%) était homozygote pour une mutation

faux-sens (1).

Elles résultent d'une combinaison génétique comprenant généralement au moins une mutation
faux-sens ou une mutation au niveau d'un site d'épissage (1,4,33,34,72,83,96,113,117). Ceci
est en fait le plus souvent causé par une mutation hétérozygote composite avec une mutation
PTC sur un all¢le et une autre mutation sur l'autre alléle (mutation faux-sens avec substitution
de glycine, autre mutation faux-sens, mutation au niveau d'un site d'épissage ou retard du

codon de terminaison) (4,13,33,34,72,83,99,101,113,114,117).

D'autres combinaisons de mutations sont possibles, comme l'association de deux mutations
faux-sens (1,72), de deux mutations au niveau de sites d'épissage (114), ou encore

l'association d'une mutation faux-sens a une mutation au niveau de sites d'épissage (115).

Par ailleurs, des exceptions existent et des cas d'EBDR-O porteurs de mutations PTC dans les

deux alleles ont été décrits, avec présence d'un marquage résiduel de collagene VII, bien que
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trés diminué (1,29,83,118,119). Chez un patient, 1'analyse du taux d'ARNm a dévoilé que les
exons portant les PTC étaient supprimés par un épissage alternatif (118). Comme beaucoup
d'exons dans le gene COL7AL1 respectent le cadre de lecture, un tel épissage entraine la
synthése d'un polypeptide raccourci, mais contenant les domaines NC1 et NC2. Ceci permet
l'assemblage en dimeres antiparalleles et la formation de fibrilles d'ancrage. La taille de la
délétion permettant le maintien d'une synthése de fibrilles d'ancrage fonctionnelles est
inconnue, mais de petites délétions semblent pouvoir étre tolérées (1). Toutefois, le saut
d'exon respectant le cadre de lecture n'explique pas tous les cas, et d'autres mécanismes

pourraient intervenir (29,119).

Dans ces formes d'EBDR-O, la présence d'au moins une mutation autre qu'un PTC permet en
général une synthese résiduelle de polypeptides de collagene VII de taille compléte, capables
de s'assembler en un petit nombre de fibrilles d'ancrage (13,34,72). Ce fait explique le
marquage normal ou diminué du collagéne VII en immunofluorescence. En microscopie
¢lectronique, les fibrilles d'ancrage sont souvent diminuées, hypoplasiques et altérées en
morphologie (15,34). Le phénotype des EBDR est donc déterminé par la fonction résiduelle
de l'allele COL7AT1 possédant la moins sévere des mutations (115,117).

7.5 Le conseil génétique

7.5.1 Déroulement

Celui ci se déroule en milieu hospitalier dans un centre agrée en génodermatoses dans le cadre
d'une activité pluridisciplinaire afin de répondre aux différentes interrogations de la famille

(120). Il comporte plusieurs étapes:

* diagnostic précis de l'affection en cause chez le propositus avec évaluation de la
sévérité, examen des autres membres de la famille, analyse de l'arbre généalogique

afin de déterminer le mode de transmission
* information de la famille sur le risque de récurrence
» stratégie éventuelle de diagnostic prénatal ou préimplantatoire

e suivi
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7.5.2 Méthodes de diagnostic prénatal (DPN)

Un diagnostic prénatal est justifié pour les sous-types séveres d'EB, comprenant les EBDR-

sev gen, les EBJ de type Herlitz et les EBJ associées a une atrésie du pylore congénitale (121).

7.5.2.1 Biopsie de peau foetale

La premiére biopsie de peau feetale en vue de diagnostiquer une épidermolyse bulleuse a été
réalisée en 1980 (121,122). Actuellement, cette technique n'est quasiment plus pratiquée. La
biopsie de peau feetale se pratique au cours du 2°™ trimestre de grossesse (15-20 semaines
d'aménorrhée), sous guidage échographique (61,120). Trois ou quatre biopsies de 1 a 2 mm
chacune sont réalisées en vue d'une analyse en microscopie optique, électronique et
immunohistochimique (122,123). Un échantillon de liquide amniotique est également recueilli
dans le méme temps, pouvant contenir des fragments épidermiques issus de décollements

spontanés in utero, qui sont analysés en microscopie ¢lectronique.

Bien que cette technique diagnostique soit spécifique, la procédure est invasive et associée a
des complications plus fréquentes que l'amniocentése (120,123): pertes feetales (5 a 7%),
prématurité¢ (10%), perte de liquide amniotique, infection du liquide amniotique par
fissuration de la poche des eaux, cicatrices cutanées visibles en postnatal. De plus, sa
réalisation retardée pendant la grossesse pose le probléeme d'une éventuelle interruption

thérapeutique de grossesse tardive, source de stress physique et émotionnel (61,122).

Cette technique peut néanmoins encore étre réalisée de nos jours si la mutation spécifique n'a

pas pu étre identifiée chez le sujet probant ou si I'analyse génétique n'est pas disponible (121,

122).

7.5.2.2 Biologie moléculaire

Dans les années 1990, les génes responsables des sous-types respectifs d'EB ont été identifiés,
permettant le développement de techniques de diagnostic prénatal basés sur l'analyse de
I'ADN feetal, pouvant étre réalisées beaucoup plus tot dans la grossesse (5,121). Ainsi, les

premiers DPN pour des EBJ et des EBD ont été effectués en 1995 (122).
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Des prélevements d'ADN des parents et des membres affectés sont requis pour caractériser la
mutation pathogéne et exclure des situations comme des mutations de novo, une non paternité,

une disomie uniparentale ou une mosaicisme de la lignée germinale (5,121-123).

Les prélevements pour l'analyse génétique sont obtenus par amniocentése ou prélévement de
villosités choriales. La (les) mutation(s) identifiées au niveau familial est (sont) recherchée(s)
chez le feetus. La fiabilité du diagnostic moléculaire prénatal est élevé, avec un taux de succes

de 98% (36,123).

7.5.2.2.1 Sur biopsie de villosités choriales

Les villosités choriales sont le composant feetal du placenta et contiennent le méme matériel
génétique que le foetus. Le prélévement de villosités choriales peut étre effectué a un stade
beaucoup plus précoce, de 10 a 12 semaines d'aménorrhée (SA) (122,123). Il consiste a
recueillir un échantillon de chorion par voie trans-cervicale, ou par voie trans-abdominale

sous guidance échographique selon la position du placenta (122,123).

Ensuite, une étude moléculaire est réalisée a la recherche de la/des mutation (s) du gene
COL7A1, préalablement recherchées chez les parents et le propositus. Les résultats sont

rapidement disponibles, en une semaine environ.

Toutefois, les avantages d'un DPN précoce doivent étre confrontés avec les risques de cette
technique (120,123): avant tout perte feetale (1%) et plus rarement rupture des membranes,

fuite de liquide amniotique, chorio-amniotite, allo-immunisation Rhésus.

7.5.2.2.2 Sur amniocentése

L'amniocentése, effectuée vers 12-15 SA par ponction d'un échantillon de liquide amniotique
par voie trans-abdominale ou plus rarement trans-vaginale, permet 1'étude des amniocytes du
liquide amniotique (122). L'ADN fcetal peut étre isolé des amniocytes, mais I'é¢tude

génotypique nécessite une culture cellulaire préalable, rendant ainsi les résultats plus tardifs.

Les risques sont moindres comparativement au prélévement de villosités choriales : infection
du liquide amniotique dans 0,1% des cas, hémorragie fceto-maternelle avec risque d'allo-
immnisation dans 3,4 a 21% des cas, pertes de liquide amniotique dans 1,7%. Le risque de

perte feetale est évalué entre 0,2 et 0,5% des cas (123).
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7.5.2.3 Techniques de diagnostic prénatal non invasif

Bien que les applications cliniques de ces méthodes de détection de 'ADN fcetal dans la
circulation maternelle soient limitées a I'heure actuelle, ses applications futures semblent

prometteuses.

7.5.2.3.1 Cellules foetales dans la circulation maternelle

La technique consisterait a isoler des cellules feetales de la circulation maternelle, autorisant
ainsi un DPN a partir d'une simple prise de sang. Plusieurs types de cellules feetales ont été
trouvées dans la circulation maternelle, incluant des érythrocytes, des cellules
trophoblastiques, des cellules souches mésenchymateuses et hématopoiétiques (5,123,124).
Cette méthode de DPN totalement non invasive a toutefois deux inconvénients. En premier
lieu, le nombre de cellules feetales dans la circulation maternelle est trés réduit, estimé entre 2-
6 /ml de sang maternel entre la 18 et 22°™ semaine de grossesse (124). En deuxiéme lieu, il
peut étre complexe d'identifier si les cellules sont d'origine feetales ou maternelles lorsque le

feetus est une fille et ne porte pas le chromosome Y (5).

7.5.2.3.2 ADN et ARN fecetal libre dans la circulation maternelle

Bien que sa source soit toujours sujette a controverse, I'ADN feetal représenterait plus de 3%
de I'ADN total dans le plasma maternel (123). Concernant son origine, I'ADN feetal libre
serait principalement dérivé du placenta, avec une petite fraction possiblement issu de cellules
souches hématopoiétiques et d'un transfert materno-feetal direct. Une des limites a cette
technique, notamment pour le diagnostic des affections autosomiques récessives, est le
masquage de l'allele maternel de I'ADN feetal par 'ADN maternel, rendant difficile la
distinction entre un sujet hétérozygote composite atteint et un sujet porteur sain avec une
mutation sur l'allele paternel (122,123). Par ailleurs, de 'ARN feetal a également été décrit

dans la circulation maternelle (123).

7.5.2.3.3 Autres méthodes: ponction de sang feetal?

Cette méthode s'utilise de la 18°™ SA jusqu'au terme et consiste a recueillir un échantillon de

sang par ponction de la veine ombilicale (120).

Avec les techniques de DPN basées sur l'analyse de I'ADN feetal, une interruption
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thérapeutique de grossesse est proposée en cas de feetus affecté par la maladie. Cependant,
I'avortement représente un choix moralement inacceptable pour certains patients et peut étre
associ¢ a une morbidité physique et psychologique. Ainsi, pour les couples a risque de
transmettre une épidermolyse bulleuse sévere a leurs enfants, le diagnostic préimplantatoire

(DPI) est une procédure alternative.

7.5.3 Diagnostic préimplantatoire

Cette technique, nécessitant le recours a une fécondation in vitro, permet l'implantation intra-
utérine d'embryons exempts de la mutation génétique (5,121,123). Une stimulation des
ovaires par des gonadotrophines est réalisée en vue du recrutement de nombreux follicules.
Une ponction trans-vaginale permet ensuite de recueillir de nombreux ovocytes, qui sont
fertilisés in vitro par insémination ou injection d'un spermatozoide (ICSI). Au troisiéme jour,
alors que I'embryon est au stade de 6 a 10 cellules, une ou deux cellules sont prélevées pour
l'analyse génétique afin de vérifier que le feetus n’est pas porteur de I’épidermolyse bulleuse

avant que I’embryon soit ré-implanté (5,121,123).

Ce procédé de DPI présente de nombreux inconvénients. En premier lieu, un haut niveau
d'expertise technique est requis: le diagnostic moléculaire doit étre réalis€¢ malgré une faible
quantité d'ADN disponible et de facon treés rapide afin de permettre l'implantation intra-
utérine d'embryons sains dans les 48 heures (survie limitée des embryons in vitro). En outre,
le colit ¢levé et le nombre réduit de centres pratiquant cette technologie (3 seulement en
France) sont les principaux facteurs limitants (5,123). Le délai d'attente pour bénéficier du
DPI est donc long, en moyenne de 2 ans. De plus, la technique du DPI pose le probléme du
faible taux de succeés de grossesses liée a la fécondation in vitro (5). Enfin, le risque
d'implanter un feetus affecté faussement considéré comme normal (faux négatif) se situe aux
alentours de 2% dans les affections autosomiques récessives (123). La confirmation du
phénotype normal pourra alors étre entreprise ultérieurement sur un prélévement de villosités

choriales.

Néanmoins, malgré ces inconvénients, cette technique pourra étre utile dans le futur avec les
avancées technologiques. Concernant les EB, seul un faible nombre de cas de DPI ont été
décrits (121). La premier nourrisson né par cette technique a été rapporté en 2006, dans le

cadre d'une EBDR-sev gen (125).
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8. Traitement

8.1 Principes généraux

Le suivi et le traitement des EBDR est multidisciplinaire et varie selon la sévérité¢ de la
maladie et l'extension cutanée. Il est actuellement uniquement symptomatique. Il n'existe en
effet a ce jour pas de traitement curatif spécifique permettant de corriger le défect en
collagene VII. L'éviction des traumatismes cutanés est fondamentale dans la prise en charge,
avec une éducation appropriée des parents. Un suivi régulier est également instauré tous les 3
a 6 mois. Une prise en charge sociale et psychologique est également fondamentale dans cette

maladie chronique retentissant sur la qualité de vie et I'image de soi.

8.2 Soins locaux

Ceux-ci sont fondamentaux dans la prise en charge afin de protéger la peau contre les
traumatismes, optimiser la cicatrisation des plaies et éviter les surinfections cutanées (30).
Une éducation doit tout d'abord étre réalisée aupres des parents sur la fragilité cutanée
extréme, nécessitant de manipuler I'enfant avec beaucoup de précautions et de l'installer sur
des structures peu traumatisantes, notamment des matelas de bonne qualité. L'enfant ne doit
pas étre porté par les aisselles, les frottements risquant de provoquer un décollement. La
douleur li¢e aux soins doit étre prise en charge et une prémédication par des analgésiques est
souvent requise. Des techniques médicamenteuses et non médicamenteuses (caresses,
berceuses avant I'age de 2 ans; hypnose, relaxation et distraction apres 1'age de 2 ans), doivent

étre utilisées afin de soulager la douleur.

Un bain tous les jours ou tous les deux jours est préconisé, durant entre 10 et 15 minutes. Les
pansements sont découpés avec des ciseaux stériles et ceux ayant adhérés a la peau sont
retirés de fagon atraumatique dans le bain. Apres, un bain de ringage avec de 1'eau claire est
réalisé puis l'enfant est séché délicatement dans un linge propre en tamponnant puis installé
sur un champ stérile. Ensuite, les bulles doivent étre percées avec des ciseaux courbes stériles
et leur contenu vidé par capillarité avec une compresse. Le toit des bulles non infectées est
laissé en place. Par la suite, des pansements de gaze vaselinés a fines mailles et non adhérents
sont le plus souvent appliqués sur les érosions propres (type URGOTUL® (126),
MEPITEL®...). Des plaques d'hydrocellulaires (type MEPILEX®) peuvent également étre
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utilisées, en particulier sur les zones d'appui. Les pansements ne doivent pas étre adhésifs. Les
pansements primaires sont ensuite recouverts de compresses non tissées, non stériles, puis de
bandes et de filets tubulaires de maintien (type TUBIFAST®, SURGIFIX®). Afin de prévenir

les syndactylies, des petites bandes sont placées entre les doigts et les orteils.

9. Perspectives thérapeutiques

Il n'existe actuellement aucun traitement étiologique des EBD, mais les avancées
thérapeutiques basées sur la restauration de l'expression du collagéne VII, incluant les

thérapies géniques, cellulaires et protéiques, sont prometteuses (5,127).

9.1 Perspectives de thérapie génique

Les thérapies géniques somatiques apparaissent prometteuses et pourraient s'envisager dans
un futur proche dans le traitement des EB (128). Cette thérapie pourrait corriger 'anomalie
primaire des EB en modifiant directement l'information génétique dans la peau. La thérapie
génique des EBD représente un objectif ambitieux du fait de la trés grande taille du gene
(cDNA de presque 9 kb), et ainsi des difficultés pour le transférer a l'intérieur des cellules
cibles (5,128). Les méthodes de transfert de genes doivent idéalement concerner les cellules
souches kératinocytaires, afin d'obtenir une modification permanente de I'information
génétique des kératinocytes et de leurs descendants cellulaires. Il existe actuellement deux

stratégies différentes: la thérapie génique ex vivo et la thérapie génique in vivo.

9.1.1 Thérapie génique ex vivo

9.1.1.1 Principe

Le principe repose sur la transfection ex vivo de kératinocytes malades ou de cellules souches
¢pidermiques par le geéne normal (transgene) (128-131). Différentes méthodes ont été
employées incluant les lentivirus (131), les approches basées sur un vecteur non viral (PhiC31
intégrase) (130) et les rétrovirus (132). Les vecteurs rétroviraux, actuellement les plus utilisés,
ont l'avantage de pouvoir intégrer leur matériel génétique dans le génome des cellules qu'ils
infectent de fagon permanente, permettant ainsi une expression prolongée du transgene
(129,132). De plus, ils peuvent contenir un ADN exogene de taille relativement grande (8 kb)

et l'efficacité de transfert du transgene dans les kératinocytes est importante. Toutefois, des
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arguments existent pour favoriser plutdt l'utilisation de vecteurs lentiviraux plutdt que les
vecteurs rétroviraux (131,133). En premier lieu, un des buts de la thérapie génique serait de
délivrer le transgéne dans des cellules souches, connues pour se diviser lentement (131,133).
Les vecteurs lentiviraux auraient donc un avantage car ceux-ci peuvent infecter a la fois les
cellules en division ou non, contrairement aux vecteurs rétroviraux qui infectent seulement les
cellules en voie de division. En deuxiéme lieu, les vecteurs lentiviraux permettent une haute

efficacité de transduction et un maintien de l'expression du geéne in vivo.

Ensuite, une fois la transduction génique réalisée, les kératinocytes modifiés génétiquement
sont cultivés jusqu'a la formation de feuillets épidermiques qui peuvent étre greffés sur une
souris. L'efficacité de cette technique de thérapie génique a été démontrée, avec restauration
de l'expression du collagéne VII, formation de fibrilles d'ancrage et amélioration de la
cohésion dermo-épidermique au niveau de la peau transplantée (128-131,133). Toutefois,
bien que cette technique de thérapie génique ex vivo soit réalisable, elle présente de nombreux
inconvénients, avec des douleurs, la nécessité d'une importante préparation de la peau
receveuse et une immobilisation du patient pendant la prise de greffe (134-136). Ainsi,

d'autres approches se sont développées.

9.1.1.2 Thérapie génique a partir de fibroblastes

La thérapie génique peut Etre réalisée a partir de fibroblastes plutot que de kératinocytes, avec
notamment une meilleur efficacité (5,132,136). Les kératinocytes et les fibroblastes
synthétisent et excrétent in vitro tous les deux du collagéne VII (136,137). Des investigateurs
ont montrés que les fibroblastes génétiquement corrigés entrainaient la syntheése d'une plus
grande quantité de collagéne VII et de fibrilles d'ancrage par rapport aux kératinocytes
génétiquement corrigés (132). Dans cette étude, les fibroblastes et les kératinocytes
génétiquement corrigés in vitro étaient placés sur un équivalent de peau puis transplantés sur
le dos de rats (132). Cette étude in vivo est intéressante car il avait auparavant ét¢ montré in
vivo que la majeure partie du collagene VII provenait des kératinocytes (138). Les
conclusions de 1'équipe de Goto sont d'autant plus intéressantes que les fibroblastes ont de
multiples avantages par rapport aux kératinocytes: ces cellules sont plus robustes, peuvent étre
facilement clonées et ont la capacité de rester dans le derme une fois injectées, permettant
ainsi une délivrance continuelle du transgene (132,133,136). Une fois les fibroblastes corrigés

génétiquement, ils sont soit placés sur un équivalent cutané qui est greffé¢ sur une souris, soit

94



injectés directement dans le derme (thérapie protéique) (132,136). Ensuite, les cellules
synthétisent du collagéne VII au niveau des sites d'injection avec formation de fibrilles

d'ancrage, ce qui corrige le phénotype des équivalents cutanés d'EBDR (131,132,136,139).

9.1.1.3 Essai sur une EBJ

La thérapie génique des EBJ, en particulier localisés, parait plus accessible. La correction de
la fragilit¢ cutanée d'un patient porteur d'une EBJ par une thérapie génique ex vivo a été
démontrée par 1'équipe de Mavilio, avec persistance de I'expression du géene LAMB3 et du
résultat clinique pendant au moins 1 an (140). Des cellules souches épidermiques provenant
du patient avaient été transfectées par le gene LAMB3 en utilisant un vecteur rétroviral, puis
cultivées en feuillets épidermiques qui ont ensuite été greffés chez le patient, entrainant une

correction phénotypique compléte durable.

9.1.2 Thérapie génique in vivo

Une seconde stratégie de thérapie génique pour les EB serait une méthode in vivo, ou le géne
est introduit directement dans les kératinocytes du patient (5,128). Différentes méthodes
virales et non virales ont ét¢ rapportées. Parmi ces méthodes, l'injection de DNA libre est la
méthode la plus simple et efficace. Le DNA plasmidique codant le geéne est injecté
directement en intradermique, diffuse ensuite a travers la MB dans I'épiderme, puis rentre
dans le cytoplasme et le noyau kératinocytaire, ou le géne est transcrit en ARNm et la protéine
synthétisée (5). Récemment, le transfert de cDNA de collagéne VII de 9-kb a été réalisé avec
succes par cette technique, suggérant que la taille du DNA plasmidique n'est pas un facteur

limitant l'utilisation de cette méthode comparé aux méthodes virales (5).

Une autre méthode consisterait en l'injection directe de lentivirus porteur du géne du
collagene VII directement en intradermique (thérapie vectorielle) (139). Ces virus pourraient
ensuite infecter les cellules dermiques et induire une expression du collagene VII dans les
fibroblastes et les cellules endothéliales, qui exporteraient apres le collagene VII dans le
domaine extracellulaire. Cette thérapie vectorielle in vivo pose toutefois le probléme d'une
possible expression du transgene dans les cellules de Langerhans, augmentant le risque de

réponse immune contre le collagene VII recombinant (128).
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9.1.3 Stratégie de retrait d'exon

Une autre technique consisterait a retirer lI'exon portant la mutation en utilisant des
oligoribonucléotides (128). Pour cela, I'exon muté ne doit pas étre indispensable a la fonction
de la protéine et ne doit pas décaler le cadre de lecture. Cette technique permettrait la

production d'une protéine raccourcie, partiellement ou complétement fonctionnelle.

9.2 Thérapie cellulaire fibroblastique

La thérapie cellulaire fibroblastique apparait comme une approche intéressante dans le
traitement des EBD avec injection directement dans le derme de fibroblastes corrigés

génétiquement ou de fibroblastes normaux allogéniques (134,136,141-143).

L'avantage de la thérapie cellulaire fibroblastique allogénique est sa simplicité de réalisation
et 'absence de modification génétique nécessaire. De plus, celle-ci serait aussi efficace dans la
synthese de collagene VII que l'injection de fibroblastes corrigés génétiquement (136). Ces
injections peuvent restaurer l'expression in situ du collagéne VII et normaliser le phénotype
clinique sur des modeles murins, sans déclencher d'effets secondaires ou de réponse immune
contre le collagéne VII (136,141,143). Cette thérapie cellulaire entraine une restauration
prolongée de la stabilit¢ de la peau pour une durée de plus de 3 mois en raison de la haute

stabilité du collagene VII in situ malgré une phase de synthése active limitée a 28 jours (141).

La thérapie cellulaire fibroblastique montre qu'une amélioration clinique significative ne
requiert pas nécessairement une restauration compléte du collagéne VII (141). En effet, les
fibrilles d'ancrage sont diminuées de 0 a 33% dans les EBDD et les porteurs hétérozygotes de
mutations nulles exprimant 50% des taux normaux de collagéne sont phénotypiquement
normaux (35). C'est pourquoi, si les thérapies moléculaires pouvaient améliorer le taux de
collagéne VII normal entre 30 et 50%, une amélioration significative de la stabilité mécanique

de la peau serait sans doute notée (141).

Une équipe londonienne a démontré le potentiel thérapeutique des injections intradermiques
de fibroblastes chez des patients atteints d'EBDR (142). Aprés une seule injection de ces
cellules, 1'expression du collagene VII était augmentée au niveau du site d'injection avec
amélioration de 1'adhésion dermo-épidermique, a condition que les fibroblastes utilisés soient
allogéniques et non pas autologues (142). En outre, les résultats étaient meilleurs avec les

fibroblastes ne provenant pas de donneurs apparentés. L'effet persistait au moins 3 mois alors
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que les cellules injectées disparaissaient au bout de 2 a 3 semaines. Aucun phénoméne
inflammatoire significatif n'a été constaté. L'hypothése émise par les auteurs est qu'il s'agirait
non pas d'une sécrétion de collagéne VII par les fibroblastes injectés mais plutét d'une
augmentation de la synthese du collagéne VII autologue par les kératinocytes (134,141,142).
Néanmoins, cette technique présente quelques inconvénients (134-136,139,141,142). Tout
d'abord, certains sites sont inaccessibles aux injections, comme 1'cesophage. Ensuite, seuls les
patients ayant une expression persistante du collagéne VII pourraient bénéficier de ce
traitement, qui vise non pas une guérison mais une amélioration du fait de la synthése d'un
collagene VII muté. Enfin, de multiples injections a différents sites seraient requises du fait
d'un effet limité aux zones injectées, posant le probléme du traitement des formes généralisées

d'EBD.

Une alternative serait alors l'injection de cellules génétiquement modifiées directement dans
la circulation, qui migreraient au niveau des plaies et déposeraient le produit du transgéne.
Ainsi, il a été établi sur un modéle murin que 1'injection intraveineuse de fibroblastes humains
normaux et corrigés génétiquement permettait une migration de ces cellules spécifiquement
au niveau des plaies. Une syntheése de collagéne VII humain avec formation de fibrilles
d'ancrage était constatée, avec accélération de la cicatrisation des plaies (135). Le collagene
VII incorporé au niveau de la peau lésée persistait en outre au moins 8 semaines. Les

mécanismes sous-jacents restent malgré tout a éclaircir.

9.3 Injections de collagéne VII pour le traitement des EBD :

thérapie protéique

Une autre approche intéressante et facile & mettre en ceuvre pour traiter les EBD serait
l'injection directe de collagéne VII dans le derme, ou sur un équivalent cutané d'EBD, greffé

ensuite sur le malade (127,144,145).

Une équipe a montré sur un modele murin que l'injection intradermique de procollagéne VII
humain recombinant entrainait une restauration de l'intégrité de la JDE et une amélioration du
phénotype (145). L'hypothese émise serait que le procollagéne VII injecté dans le domaine
extracellulaire rejoint la JDE, s'incorpore a cette celle-ci et forme des fibrilles d'ancrage, mais
les mécanismes sous-jacents restent a éclaircir. De fagon surprenante, les injections de
collagene VII hétérologue induisent la formation d'anticorps contre ces antigenes, mais ces

anticorps ne se lient pas a la MB dermo-épidermique et n'empéchent pas la formation de
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fibrilles d'ancrage.

D'autres ¢tudes sont nécessaires afin d'évaluer les effets secondaires potentiels, de déterminer
la quantité et la concentration de procollagéne VII nécessaire, ainsi que la fréquence des
injections pour une thérapie de substitution protéique efficace. Par ailleurs, chez des patients
porteurs de plaies étendues, cette technique nécessiterait des injections a de multiples endroits

du fait d'un effet limité aux zones injectées (133).

9.4 Thérapie par les cellules souches

Les cellules souches hématopoiétiques (CSH) pourraient potentiellement améliorer les
patients atteints d'EBDR, mais les effets secondaires potentiels d'une transplantation

médullaire en limitent 1'utilisation (134,146-148).

Un essai de transplantation de CSH a été réalisé sur un modéle murin (147). Cette équipe a
démontré que l'injection intraveineuse de CSH provenant de moelle osseuse de donneurs sains
entrainait une correction du déficit en collagéne VII avec amélioration du phénotype d'EBDR.
Ces cellules dérivées de la moelle osseuse peuvent donc migrer dans les 1ésions cutanées des
EBDR et exprimer le collagéne VII. L'origine du précurseur cellulaire responsable de cette

amélioration est encore mal connue.

Un essai clinique de transplantation de moelle osseuse compléte allogénique a été réalisé chez
7 enfants atteints d'EBDR (148). Suite a la greffe, une correction partielle du déficit en
collagene VII était notée pendant au moins 1 an, avec une amélioration clinique maintenue
pendant au moins 2 ans. Des cellules donneuses, principalement d'origine hématopoiétique
C45+, ont été retrouvées dans la peau des sujets. Ceci fait émettre I'hypothése que celles-ci

pourraient synthétiser du collagene VII.

Cette technique de transplantation de CSH présenterait de nombreux avantages (147) : en
premier lieu les CSH ont la capacité de se renouveler en continu, contrairement aux
fibroblastes qui ont une durée de vie limitée ; en deuxieme lieu le remplacement génique de
cellules autologues n'est pas nécessaire, diminuant ainsi les risques associés aux modifications
génétiques ; enfin l'utilisation d'un traitement myéloablatif dans le méme temps entraine un
statut de tolérance immunologique a la protéine sauvage, empéchant ainsi la survenue d'une

réaction immune a un antigene étranger.
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Toutefois, les effets secondaires potentiels d'une transplantation médullaire limitent

considérablement cette approche thérapeutique (147,148).
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V. DISCUSSION : PARTICULARITES DE L'OBSERVATION

N. présente un phénotype d'EBD peu sévere avec une atteinte prédominante aux extrémités
sans syndactylie et 1'absence de complications extra-cutanée. Il présente deux mutations
probablement dominantes, une faux-sens R2791W sur l'all¢le paternel (exon 113) et une au

niveau d'un site d'épissage ¢.6900+1 G>A (intron 87) survenue de novo sur l'allele maternel.

Concernant la mutation faux-sens R2791W (g. 8371 C>T), elle se situe au niveau de 1'exon
113, juste aprés la fin de la triple hélice collagénique, au niveau du domaine NC2 du
collagéne VII (2). L'effet de cette mutation n'a pas été étudié de facon expérimental, mais elle
pourrait entrainer une altération fonctionnelle des polypeptides de collagéne VII. Cette
mutation a déja été rapportée dans la littérature chez un patient atteint dEBDD (83). Elle a
également été retrouvée chez une famille atteinte dEBDD avec présence de deux variants sur
le méme alléle, ce qui est tres inhabituel (R2791W et G2210V) (34). 11 était difficile de savoir
dans cette derniére famille si la mutation G2210V représentait un polymorphisme ou une
mutation de substitution de la glycine silencieuse. Dans notre cas, la mutation R2791W sur
l'allele paternel est probablement une mutation dominante, du fait du cas précédemment
rapporté (83) et des dystrophies unguéales présentes chez le pére, signant une forme minime

d'épidermolyse bulleuse.

Ces dystrophies unguéales peuvent étre la seule manifestation clinique d'EBDD dans certaines
familles (13,21-23). Certaines mutations de substitutions de glycine a I'état hétérozygote
peuvent causer uniquement des dystrophies unguéales sans bulles, alors qu'elles entrainent un
phénotype d'EBD plus sévere avec fragilité cutanée quand elles sont associées a d'autres
mutations (21-23). Ces dystrophies unguéales, en général présentes depuis 1'enfance, touchent
les ongles des pieds et sont plus marquées au niveau des 1°* orteils, comme dans notre cas
chez le pére. Les manifestations unguéales présentes chez les apparentés du pere étaient
probablement des mycoses ou des dystrophies unguéales mécaniques, mais ne pouvaient étre
rattachées a une forme minime d'épidermolyse bulleuse compte tenu de I'absence de la
mutation R2791W chez ceux-ci. Ce fait souligne l'intérét d'un examen clinique

dermatologique des apparentés.

Par ailleurs, les mutations faux-sens autres que les substitutions de glycine sont rares dans les
EBD. Elles sont généralement rencontrées dans les EBDR-O a 1'état hétérozygote composite

en association a d'autres mutations (13,83), plus rarement dans des EBDR localisées et de
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facon exceptionnelle dans des EBDR-sev gen, ou dans des EBDD (R2791W, K2682R,
V760M) (1,13). Parmi les mutations faux-sens de substitution par des résidus amino-acides
autres qu'une glycine, les résidus arginine sont les plus touchés. Dans notre cas, au codon
2791, l'arginine (acide aminé hydrophilique et trés basique) est remplacé par un tryptophane
(acide aminé hydrophobique et aromatique). L'effet de la mutation R2791W entraine donc

probablement une altération de la structure tridimensionnelle et du repliage de la protéine.

Concernant la mutation sur l'allele maternel, une analyse expérimentale en RT-PCR a été
réalisée a partir de la biopsie cutanée de N. afin de déterminer les conséquences de celle-ci sur
I'"ARNm. Deux transcrits sont retrouvés a la jonction de 1'exon 86 et 87 ; un normal et un autre
avec un ¢épissage altéré (Figure 28). La mutation c. 6900+1 G>A altére le site donneur
consensus d'épissage et conduit a un saut de I'exon 87, respectant le cadre de lecture. Le saut
de l'exon 87 entraine une disparition de 23 amino-acides de la triple hélice du collagene VII,
aboutissant a la synthése de polypeptides raccourcis (19). Le saut de l'exon 87 entraine
possiblement une accumulation intracellulaire de procollagéne VII, comme dans 1'étude de
Sakuntabhai, mais cela n'a pas ¢été ¢étudi¢ dans notre cas (111). La présence de transcrits
normaux permet la synthése de polypeptides normaux de collagéne VII. Ces données
expliquent le marquage normal du collagéne VII en immunofluorescence et le phénotype

cliniquement peu sévere.

Figure 28: Représentation schématique des exons 86, 87 et 88 et de l'épissage anormal lié a
la mutation c.6900+1 G>A entrainant deux transcrits a la jonction de l'exon 86 et 87. a.

transcrit avec saut de l'exon 87, respectant le cadre de lecture. b. transcrit normal.
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La mutation sur l'alléele maternel c¢. 6900+1 G>A (intron 87), au niveau du site donneur
d'épissage et entrainant un saut de 1'exon 87 est probablement de transmission dominante. En
effet, de nombreuses mutations d'épissage entrainant un saut de 1'exon 87 ont été rapportées et
sont de transmission dominante (1,17-19,33,34,110,111). Varki a notamment décrit une
mutation dominante au méme nucléotide que chez notre patient, mais entrainant une
substitution de G en T (¢.6900+1 G>T). D'aprés le « splice site predictor », cette mutation est
responsable d'une perte du site donneur d'épissage, avec saut de 1'exon 87 respectant le cadre
de lecture (1). Les conséquences au niveau de 'ARNm n'ont toutefois pas été confirmées de
fagon expérimentale. Dans cette optique, Saito a confirmé par une technique de RT-PCR que
la mutation ¢.6900 G>A (dernier nucléotide de 1'exon 87) occasionnait un saut de I'exon 87,
respectant le cadre de lecture (110). Un patient atteint d'une EBDD prétibiale porteur d'une
large délétion au niveau de l'intron 87 (6847del27), entrainant un saut de l'exon 87 a
également été décrit (111). Des analyses expérimentales ont montré que cette mutation
aboutissait a la synthése de polypeptides raccourcis de collagéne VII, avec une accumulation
intracellulaire des molécules de procollagene VII (111). Par ailleurs, on peut constater que les
mutations hétérozygotes causant le saut de l'exon 87 sont le plus souvent responsables
d'EBDD prurigineuses (17-19,110). Le saut de l'exon 87 a l'état hétérozygote est donc
fortement corrélé avec le phénotype d'EBDD purigineuse, méme si un cas d'EBDD prétibiale
a été décrit, toutefois avec présence d'un prurit séveére (110,111). Au final, 1'enfant est donc
porteur de deux mutations probablement dominantes, faisant discuter une forme double

dominante d'épidermolyse bulleuse dystrophique, ce qui n'a jamais été décrit a ce jour.

Par ailleurs, la mutation c¢. 6900+1 G>A sur l'alléle maternel est survenue de novo, puisque
celle-ci n'a pas été retrouvée chez la mére. Les mutations de novo chez les patients atteints
d'EBD sont inhabituelles (1). Celles-ci sont généralement des mutations dominantes de
substitution de la glycine (13). Dans 1'étude réalisée par Varki portant sur 48 familles atteintes
d'EBDD, 9 mutations (toutes des substitutions de glycine) étaient survenues de novo, reflétant
possiblement un mosaicisme de la lignée germinale chez un parent. Des mutations de novo
ont également été décrites chez des patients atteints d'EBDR (13,33,83,149,150). Enfin, dans
les situations cliniques ou le propositus présente une forme relativement modérée d'EB et ou il
n'y a pas d'histoire familiale, I'analyse des banques de données a révélé que la plupart de ces

cas ¢étaient des EBDR peu séveres, moins souvent des EBDD de novo (1,13,16,72,151,152).

Concernant la mutation de novo c. 6900+1 G>A, nous ne pouvons exclure un mosaicisme
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germinal chez la mére. Une mutation serait alors survenue au cours du développement
embryonnaire de la mére, affectant une partie de sa lignée germinale, mais aucune cellule
somatique. Ceci expliquerait 1'absence de phénotype clinique chez celle-ci et 1'absence de
détection de la mutation au niveau de I'ADN leucocytaire (13,102). En cas de mosaicisme
germinal, le risque de transmission de la mutation a la descendance est difficile a estimer et
dépend du pourcentage de cellules germinales mutées (1,102,153). Dans les EBDD, ce risque
a été estimé entre 2 et 5% sur la base de I'expérience clinique chez des patients porteurs d'une
EBDD et d'observations générales dans d'autres maladies héréditaires (1). Pour d'autres
auteurs, ce risque d'avoir un second enfant atteint d'EBDD en cas de mutation de novo est
négligeable, inférieur a 1% (13). Un seul cas de récurrence d'une EBDD a en effet été
rapporté dans une famille, avec un mosaicisme de la lignée germinale maternelle (153). Par
ailleurs, s'il n'y a pas de mosaicisme de la lignée germinale (mutation post-zygotique survenue
trés précocement chez le propositus), le risque de concevoir un autre enfant atteint est

identique a celui de la population générale (13,105).

Le risque de récurrence lors d'une prochaine grossesse d'un enfant porteur des deux mutations
R2791W et c.6900+1 G>A est donc tres faible, correspondant au risque de mosaicisme de la
lignée germinale maternelle. Une attitude rassurante peut ainsi étre adoptée vis a vis de cette
famille sur le risque de récurrence d’un hétérozygote composite. Toutefois, une surveillance
rapprochée est nécessaire, voire un éventuel diagnostic prénatal. Par ailleurs, si I'on considere
la mutation paternelle R2791W comme étant une mutation dominante, le risque de
transmission de cette mutation est de 50% lors d'une prochaine grossesse avec sans doute un
phénotype apparenté a celui du pére (dystrophies unguéales sans fragilité¢ cutanée). Une forme
plus sévere avec présence de bulles lors des traumatismes pourrait €tre discutée en cas de
transmission de cette mutation étant donné la variabilité phénotypique possible a l'intérieur

d'une méme famille.

Concernant I’enfant, il ne présente pas de risque de transmettre une EBDR sauf en cas de
mariage apparenté, du coté paternel. Par contre, étant donné que les 2 mutations qu’il porte
ont été rapportées avec un phénotype d’EBDD, il présente 100% de risque de transmettre une
EBDD dont la forme dépendra sans doute de la mutation transmise : dystrophie unguéale en
cas de transmission de la mutation R2791W et EBDD probablement dans une forme

prurigineuse en cas de transmission de la mutation c. 6900+1 G>A (110).
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VI. CONCLUSION

Notre observation d'épidermolyse bulleuse dystrophique peu sévere élargit la banque de
données des mutations du géne COL7A1, avec la mutation c¢. 6900+1 G>A (intron 87) sur
l'allele maternel, non décrit jusqu'alors et la mutation R2791W (exon 113) sur l'alléle paternel,

décrite dans une seule observation d'EBD.

L'¢largissement de la banque de données moléculaires, conjointement a l'établissement d'un
diagnostic clinique précis est fondamental afin d'affiner les corrélations génotype-phénotype,
utiles pour 'appréciation du pronostic et 'amélioration du conseil génétique. Une revue de la
littérature aura permis d'appréhender la grande variabilit¢ phénotypique des EBD et les

principales corrélations génotype-phénotype.

D'autre part, l'originalité¢ de ce cas réside dans la présence de deux mutations probablement
dominantes chez le propositus, faisant émettre 1'hypothése d'une forme double dominante
d'EBD, ce qui n'a jamais été rapporté dans la littérature. Par ailleurs, la survenue d'une
mutation de novo sur l'allele maternel fait discuter le risque de récurrence au sein de cette

famille en fonction d’un éventuel mosaicisme de la lignée germinale maternelle.
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RESUME DE LA THESE

Les épidermolyses bulleuses dystrophiques (EBD) héréditaires sont un groupe hétérogene de
maladies rares caractérisées par une fragilit¢é cutanéo-muqueuse faisant suite a des
traumatismes mineurs, li€¢ a un décollement dermo-épidermique sous la lamina densa. Ceci
est causé par des mutations du géne COL7A1, codant pour le collagéne VII, principal
constituant des fibrilles d'ancrage. Le diagnostic est basé sur I'examen clinique, complété par
un examen histologique avec étude en immunofluorescence et une analyse moléculaire. Les
complications cutanées et extracutanées se rencontrent surtout dans les formes récessives. Le
traitement est symptomatique, mais les thérapies géniques, cellulaires et protéiques sont
prometteuses. Les corrélations génotype-phénotype ont montrées que les formes dominantes
sont surtout liées a des mutations faux-sens de substitution de la glycine, alors que les formes
récessives sont liées a des combinaisons de mutations non-sens, faux-sens et au niveau de
sites d'épissage. Nous rapportons une observation d'EBD touchant surtout les extrémités,
dont le phénotype peu sévere s'explique par une synthése résiduelle de collagéne VII. N. est
hétérozygote composite avec une mutation faux-sens R2791W (exon 113) héritée du pere et
une mutation sur un site d'épissage c. 6900 +1 G>A (intron 87) sur l'alléle maternel,
survenue de novo et responsable d'un saut de l'exon 87 avec synthése de polypeptides
raccourcis de collagene VII. La présence de dystrophies unguéales isolées chez le pére révele
une forme a minima d'EB, en faveur d'un transmission dominante de la mutation R2791W.
La mutation c. 6900+1 G>A l'est probablement également. La présence de deux mutations
dominantes chez N. fait émettre I'hypothese d'une forme double dominante d'EBD. Le risque
de récurrence lors d'une prochaine grossesse d'un enfant porteur des 2 mutations est
négligeable, mais ne peut étre exclu compte tenu d'un possible mosaicisme de la lignée
germinale.
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