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RÉSUMÉ

L'épidermolyse bulleuse simplex (EBS) est caractérisée par un décollement

intra-épidermique au niveau de la couche basale de Pépiderme aboutissant à la

formation de bulles et de cloques cutanées. L'EBS est causée par des mutations au

niveau des gènes qui codent pour la kératine 5 (K5) ou la kératine (K14), qui sont

transmises majoritairement selon un mode autosomique dominant. L'EBS affecte

environ 1/50 000 à 1/30 000 personnes dans le monde et elle est considérée comme

une maladie orpheline.

Dans cette étude, les kératinocytes ont été isolés de biopsies de la peau de

patients atteints d'EBS ayant des mutations dans le gène KRT14 et de témoins non

atteints. Des essais thérapeutiques utilisant l'interféron gamma (IFN-y) ont été

réalisés afin de stimuler la production de la Kl5. Les résultats ont révélé que l'IFN-y

réduit l'expression et la production de la Kl5 contrairement à ce que suggérait la

littérature. Cette discordance pourrait s'expliquer par un effet « régulateur » de l'IFN-

y sur la Kl 5 lorsque les cellules seraient activées. Cette hypothèse a été validée par

l'augmentation de l'expression de la KRT16 qui est considérée comme un marqueur

de préactivation des kératinocytes. Ainsi, l'IFN-y ne semble pas être une cible

thérapeutique potentielle pour l'EBS causée par une mutation de KTR14 (R125S).



AVANT-PROPOS

De manière plus précise, ce mémoire est formé de 3 parties principales. La

première (qui regroupe les chapitres 1, 2 et 3) englobe les données de la littérature

relatives à la maladie, à la structure et aux fonctions des kératines ainsi que celles

traitant PINF-y et son potentiel thérapeutique dans d'autres maladies. La seconde

partie est constituée de l'article scientifique dont le sujet est l'impact de l'INF-y sur la

production de Kl5 puisque cette dernière pourrait remplacer la Kl4 mutée en formant

des hétérodimères avec la K5. Les éléments de discussion et la conclusion complètent

ce mémoire.

J'ai réalisé les analyses du Western blot, de qRT-PCR et d'immunofluorescence

sur les kératinocytes en culture. J'ai également rédigé le mémoire. Les docteurs

Catherine Mccuaig, Julie Powell, Georgette Leclerc et Audrey Dupérée ont participé

au recrutement des patients. Le pédiatre Charles Morin a réalisé l'évaluation clinique

des patients recrutés. Valérie Legendre-Guillemin et Mbarka Bchetnia ont participé à

la révision du manuscrit. Catherine Laprise est le chercheur responsable du projet et

elle a dirigé toutes les étapes menant à la réalisation de l'article scientifique.
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INTRODUCTION

Depuis 2007, un programme de recherche sur Pépidermolyse huileuse simplex

(EBS) a été initié à l'Université du Québec à Chicoutimi sous la direction du Dre

Catherine Laprise. Ce programme de recherche est centré d'abord sur la

documentation de la biologie du trait, mais également sur la recherche d'avenues

thérapeutiques. Le présent projet s'intègre dans ce programme de recherche et

l'objectif principal était d'évaluer l'effet de l'interféron gamma (IFN-y) sur la

production de la kératine (K) 15 dans les kératinocytes issus de patients atteints

d'EBS puisque cette kératine pourrait remplacer la kératine 14 lors de la formation

des dimères avec la kératine 5.

L'EBS est une maladie génétique rare ou orpheline puisque sa prévalence se situe

selon les populations entre une personne sur 30 000 et une personne sur 50 000. Elle

se caractérise par la formation de bulles ou d'ampoules cutanées causées par un

décollement intra-épidermique au niveau de la couche basale de l'épidémie, en

réponse à une force mécanique tel le frottement. Cette maladie est la résultante d'un

défaut génétique dans la production de certaines protéines de structure de la peau,

dont les principales sont la K5 et la Kl4, qui lorsque mutées ne peuvent plus

s'assembler pour former des dimëres et donner l'architecture normale à la structure

de l'épiderme (Kerns et al, 2007).

Selon le degré de sévérité et la distribution des zones atteintes, l'EBS est

subdivisée en 4 phénotypes différents. On distingue : PEBS-localisée (EBS-loc),

PEBS-généralisée (EBS-gén), l'EBS à pigmentation mouchetée (EBS-MP) et le

phénotype le plus sévère l'EBS Dowling-Meara (EBS-DM) (Garcia et a/., 2011).



Actuellement, les traitements visent à réduire la symptomatoiogie et les efforts

de recherche se concentrent sur l'identification de molécules à potentiel

thérapeutique. Ce mémoire s'inscrit dans ce contexte puisqu'il entend évaluer

l'efficacité de l'INF-y pour les patients EBS ayant une mutation au niveau de la K14.



CHAPITRE 1
GÉNÉRALITÉS SUR LES KÉRATINES

1.1 Structure de la peau

La peau est un tissu de revêtement très souple et résistant qui enveloppe le corps.

Elle constitue la première barrière protectrice contre les agressions externes

(Chamcheu et al., 2010a). Elle est l'organe le plus lourd du corps humain (environ 4

kg) et d'une superficie allant jusqu'à 2m2. La peau est composée de trois grandes

parties : Pépiderme, le derme et l'hypoderme (figure 1) (Baroli, 2009).
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Figure 1: Représentation schématique des différentes couches et cellules de la
peau.

Modifiée de (Baroli, 2009)



1.1.1 L Ixypoderme

L'hypoderme est un tissu conjonctif adipeux. Il relie le derme aux organes

profonds. L'hypoderme est rattaché au derme par des expansions de fibres de

collagènes et d'élastines. Il - constitue un isolant thermique et aussi une réserve

énergétique (Kanitakis, 2002).

1.1.2 Le derme

Le derme est un tissu conjonctif épais (dense) situé sous Pépiderme. Il constitue

un élément de soutien et de nutrition pour l'épidémie (Marionnet et al.9 2006). Il est

constitué de plusieurs types cellulaires produisant différentes protéines qui participent

au maintien de la structure de la peau (Kanitakis, 2002). Il se subdivise en deux

zones :

a) Zone papillaire: Elle représente un tissu conjonctif lâche, riche en matrice

extracellulaire, en fibres de collagène et en élastine. On y trouve aussi les

terminaisons nerveuses telles que les disques de Merckel (corpuscules responsables

de la perception tactile) et aussi des vaisseaux sanguins.

b) Zone réticulaire : Elle constitue un tissu conjonctif dense, riche en fibres de

réticuline. Cette zone renferme aussi des vaisseaux sanguins.



1.1.3 L'épiderme

L'épiderme constitue la partie superficielle de la peau. Il s'agit d'un epithelium

pavimenteux stratifié kératinisé. Il ne contient ni vaisseaux sanguins ni lymphatiques.

Toutefois, il renferme de nombreuses terminaisons nerveuses libres. Il est constitué

de quatre couches cellulaires dont la plus superficielle (couche basale, épineuse,

granuleuse et la couche cornée (figure 2).

Squames

Couche cornée

Couche granuleuse

Couche épineuse
K1/K10

Couche basale
K5/K14

Membrane basale

Derme

Figure 2: Représentation schématique des différentes couches de l'épiderme

L'épiderme constitue la couche superficielle de la peau. Il est formé de quatre couches
(basale, épineuse, granuleuse et la couche cornée) représentées à gauche. Les principales
kératines synthétisées dans la couche épineuse sont K1/K10 et dans la couche basale sont K5
et K14 qui sont représentées à droite. Modifiée de (Palier et al, 1994)

L'épiderme est également composé de plusieurs types cellulaires. On distingue :

les kératinocytes (90%), les mélanocytes (5%), les cellules de Langerhans (2-8%) et

les cellules de Merkel (1%) (Kanitakis, 2002; Marionnet et al, 2006).



Le cytosquelette des cellules de plusieurs organismes pluricellulaires est

composé de trois systèmes de filaments protéiques abondants. Ils interviennent dans

le maintien de l'organisation et de l'intégrité des cellules d'un tissu donné. On

distingue les microfilaments d'actine (7-10 nm de diamètre), les microtubules

interconnectés (25 nm de diamètre) et les filaments intermédiaires qui sont formés par

l'association des kératines (10-12 nm de diamètre). Ces derniers sont les plus

abondants.

1.2 Les kératines

Les filaments intermédiaires des kératines sont les protéines structurales

majeures des kératinocytes et elles sont codées par plusieurs gènes. Les filaments

intermédiaires représentent dans les cellules humaines environ le 3/4 de tous les

filaments identifiés. Ces filaments forment un réseau de 10 à 12 nm de diamètre

s'étendant du noyau vers la périphérie de la cellule. Ils confèrent une résistance et une

stabilité tissulaire en assurant la connexion entre cellules par le biais des desmosomes

et entre la cellule et la matrice par le biais des hémidesmosomes (Coulombe et al,

1991). Les kératines sont de poids moléculaires variables (40-70 kDa). Elles sont

subdivisées, selon ce critère, en deux groupes. Les plus petites sont appelées acides

(40-60 kDa) ou kératines de type 1. Celles de poids moléculaire plus élevé sont

appelées basiques (52-70 kDa) ou kératines de type 2 (Moll et ai, 1982). Les

analyses génomiques ont récemment démontré que l'homme possède un total de 54

gènes de kératines formant deux groupes de 27 gènes sur les chromosomes 17q21.2 et

12ql3.13, 28 codant pour les kératines de type 1 et 26 codant pour les kératines de

type 2 (tableau l)(Rogers et al.9 2004; Schweizer et al, 2006).



Tableau 1 : Les différents gènes codant pour les kératines

Gènes codant pour les kératines

Total des gènes

Pseudogènes

Gènes fonctionnels

> Gènes codant pour les kératines épithéliales

> Gènes codant pour les kératines de cheveux

Typel

33

5

28

17

11

Type 2

34

8

26

20

6

Tableau tiré de (Schweizer et al., 2006)

Parmi ces gènes, ceux codant pour les kératines épithéliales de type 1 et de type

2 sont regroupés sur deux loci situés sur deux régions chromosomiques différentes

17ql2-q21 pour le type 1 et 12ql2-ql3 pour le type 2. Les gènes des kératines

épithéliales de type 2, (KRT1, KRT2 et KRT5) renferment 9 exons alors que ceux du

type 1 {KRT10 et KRT14) ne sont constitués que de 8 exons (Schweizer et al, 2006).

Les kératines de type 1 sont acides (PH<7) et celles du type 2 sont basiques ou

neutre (PH>7) tableau 2.

Tableau 2 : Les kératines de type let de type 2

Kératines de type 1
(PH<7)

Kératines de type 2
(PH>7)

Kératine 9, kératine 10, kératine 115 kératine 12,

kératine 13, kératine 14, kératine 15, kératine 16,

kératine 17, kératine 18, kératine 19, kératine 20

Kératine 1, kératine 2, kératine 3, kératine 4, kératine 5,

kératine 6, kératine 7, kératine 8

Tableau tiré de (Schweizer et al., 2006)



1.2.1 Structure et fonction des kératines

Les kératines de type 1 et de type 2 ont une structure similaire telle que

représentée schématiquement à la figure 3. Chaque protéine est composée de deux

extrémités (C-terminale COOH, une N-terminale NH2) et d'un domaine central en

hélice qui comporte quatre segments hélicoïdaux : 1A, IB, 2 A et 2B. Ces domaines

sont interrompus par trois parties flexibles non hélicoïdales (Linker) Ll , L2 et L12.

Le domaine central est formé de 310 acides aminés et il contient des séquences

répétitives formées de 7 résidus dont deux hydrophobes impliqués dans la formation

de la structure hélicoïdale (Conway and Parry, 1988). Au centre du domaine 2B, il

existe une séquence peptidique (désignée par la lettre S dans la figure 3) causant une

irrégularité dans la jonction de deux séquences répétitives suite à une deletion de trois

acides aminés. Cette région serait impliquée dans l'élongation et la rotation des

kératines. Cependant, elle ne participe pas à la formation du domaine hélicoïdal

(Steinert et al., 1993). De plus, il a été rapporté que cette région est conservée dans

tous les filaments intermédiaires (Conway and Parry, 1988).
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Figure 3 ! Représentation schématique de la structure des kératines de type 1 et
de type 2

Les kératines de type 1 et de type 2 ont structure similaire. Elles comportent un domaine
central composé de quatre parties (1A, IB, 2A et 2B) interrompues par trois segments,
appelés (linker), un domaine C-terminal et N-terminal. La différence entre les deux types,
celles du type 1 présentent la partie Hl et H2 contrairement à celles du type 2. Modifiée de
(Uitto et al, 2007)

Les extrémités N-terminale du domaine 1A et C-terminale du domaine 2B sont

caractérisées par deux motifs peptidiques hélicoïdaux hautement conservés désignés

par Helix Initiation Peptide (HIP) et Helix Termination Peptide (HTP) (domaines

représentés en rose sur la figure 3). Constitués de 20 acides aminés, ces motifs

interviennent lors de l'assemblage des filaments de kératines en hétérodimères

(Steinert, 1993; Steinert et al, 1993). Plusieurs des maladies héréditaires observées,

causées par les kératines altérées sont directement reliées aux mutations des motifs

HIP et HTP. La comparaison intergroupe ou intragroupe des kératines de type 1 et 2 a
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permis de montrer certaines différences entres les kératines au niveau des régions

variable (VI), homologue (Hl) et terminale (E pour end) du domaine tête et des

régions V2, H2 et E du domaine queue. En effet, les kératines de type 2 sont plus

longues et plus extensibles que celles de type 1 (Arin, 2009). Les extrémités du

filament de kératines entrent en interaction avec d'autre filaments et protéines

cellulaires. Elles servent de substrat pour des modifications post-traductionnelles

régulant ainsi la structure, l'organisation et la fonction du filament (Izawa and

Inagaki, 2006; Omary et al, 2006).

Les kératines de type 1 et de type 2 s'associent en hétérodimères dans un ratio

molaire de 1:1 formant ainsi un réseau de filaments structuré. Les hétérodimères

s'assemblent de façon échelonnée et antiparallèle pour former des tétramères. Ces

tétramères s'unissent ensuite pour former des protofilaments qui à leur tour se

joignent latéralement pour construire un réseau de filaments intermédiaires (figure 4).

Chaque construction comporte huit protofilaments en forme de corde de 10 à 12 nm

de diamètre (Chamcheu et al, 2011b; Herrmann and Aebi, 2004; Parry, 1996;

Steinert et al, 1976; Steinert et al, 1993).
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Dimèms

Tétramèras

Protofliarnents

Réseau de filaments
intermédiaires

Kératine
Type 1 et 2

10 nm

Figure 4 : Représentation schématique des associations de la kératine 14 et la
kératine 5 en dimères

L'association des kératines de type 1 et 2 forme les hétérodimères qui s'assemblent de façon
échelonnée et antiparallèle en tétramères stables. Les tétramères s'associent bout à bout pour
donner naissance aux protofilaments. Enfin quatre protofibrilles s'associent latéralement pour
former les filaments intermédiaires (10 nm de diamètre). Cette organisation structurale aide
au maintien de l'intégrité de la peau. Modifiée de (Shimomura et al, 2010)

Les deux kératines ciblées dans ce mémoire sont la kératine 5 (type 2) et la

kératine 14 (type 1) puisqu'elles sont associées à la maladie traitée, soit l'EBS.

Spécifiquement, les mutations affectant les gènes KRT5 ou KRT14 conduisent à la

synthèse de protéines défectueuses incapables de former un réseau de filaments

organisé ce qui cause la maladie (EBS). Plusieurs mutations ont été répertoriées sur

les gènes de KRT5 et KRT14. Ces dernières peuvent affecter tous les domaines des

deux kératines donnant naissance aux différents phénotypes observés de la
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maladie soient: l'EBS Weber-Cockayne (EBS localisée), l'EBS Koebner (EBS

généralisée), l'EBS Dowling-Meara et l'EBS à pigmentation mouchetée.

1.2.2 Les kératines dans les fonctions cellulaires

Le cytosquelette de kératines régule plusieurs fonctions cellulaires. En effet, le

réseau de K5 et Kl4 aide au maintien de l'intégrité de la peau (tel qu'il a été décrit

dans la section 1.2.1). Il a été également rapporté que les kératines jouent un rôle

important dans la differentiation cellulaire et la signalisation de l'apoptose (Caulin et

al, 2000).

a) Les kératines et la croissance cellulaire

Les kératines entrent en interaction avec des MAP kinases dans un réseau de

signalisation permettant ainsi le maintien de l'homéostasie épidermique. Deux

molécules clés, activées par les MAPK, sont exprimées au niveau des couches

supérieures de l'épiderme et sont impliquées dans la différenciation des kératinocytes

(Robitaille et al., 2005; Sayama et al., 2001). Ces deux molécules sont : apoptosis

signal-regulating kinase-1 (ASKl) et dual leucine zipper-bearing kinase (DLK). ASK

sous sa forme active dans les kératinocytes induit des changements morphologiques,

ce qui permet aux cellules de synthétiser d'autres kératines dans les couches

supérieures de l'épiderme et poursuivre ainsi leur cycle de différenciation jusqu'à la

couche cornée. Il a été également rapporté que l'augmentation de la phosphorylation

des kératines (résidus serine) et la réorganisation des filaments intermédiaires sont

observées lors de la mitose. Ceci suggère que l'organisation des filaments de

kératines est régulée en grande partie par la phosphorylation (Izawa and Inagaki,

2006). À titre d'exemple, une étude a rapporté que des souris déficientes en K8/K18
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subissent un retard dans leur croissance et que la majorité des embryons meurent

quelques jours après la gestation suite à une hémorragie du foie (Baribault et al.,

1993). En effet la phosphorylation du résidu serine (Ser33) de Kl 8 permet sa liaison

avec les protéines de la famille 14-3-3, ce qui augmente la solubilité des kératines au

cours de la mitose (Ku et al., 2002).

b) Les kératines et Papoptose

L'apoptose est un processus important pour la survie des organismes

pluricellulaires. Les filaments de kératines protègent plusieurs modèles cellulaires en

culture de l'apoptose médiée par le tumor necrosis factor-a (TNF-a). (Caulin et al.,

2000) Une étude a rapporté que les cellules déficientes en K8 et en Kl 8 sont 100 fois

plus sensibles au TNF-a (Caulin et al., 2000). La liaison du TNF-a à son récepteur

TNF-R1 recrute le tumor necrosis factor receptor typel associated death domain

protein (TRADD qui est une protéine de 34 kDa). TRAAD se lie à son tour au

récepteur TNF-R2 au niveau du domaine de la mort cellulaire permettant ainsi à la

voie de signalisation de l'apoptose de s'initier (Inada et al., 2001). L'interaction de

K8 et Kl8 avec la partie COOH de TRADD par le biais de leur partie NH2 protège

les cellules de l'apoptose médiée par le TNF-a en séquestrant TRADD ce qui

l'empêche ainsi de se lier au récepteur TNF-R1 (Inada et al, 2001). En l'absence de

Kl8 chez un embryon de souris, le trophectoderme (couche de cellules externes de la

morula) est détruit par apoptose sous l'effet du TNFa (Jaquemar et al., 2003).

Des travaux antérieurs ont rapporté le rôle de K8/K18 dans la régulation de

l'apoptose médiée par le récepteur apoptosis stimulating fragment (Fas). La

stimulation des Fas génère une réponse apoptotique plus élevée dans les hépatocytes
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de souris déficientes en K8/K18 (Bowcock and Krueger, 2005; Gilbert et al, 2001).

Dans les hépatocytes de type sauvage, K8 et Kl 8 sont localisées à la surface de la

cellule et jouent un rôle dans le maintien de l'intégrité de la membrane cellulaire et

tandis que Fas est en grande partie dans l'appareil de Golgi. Dans le cas de mutation

sur K8 ou K185 Fas migre vers la surface via les microtubules et déclencher ainsi la

voie des caspases (Gilbert et al, 2001).

c) Les kératines et la pigmentation

Les kératines interviennent dans la régulation de la pigmentation de la peau.

Sous l'effet des rayons ultra-violets ou de médiateurs biologiques, le processus de

pigmentation est amorcé et par conséquent la mélanine est produite par les

mélanocytes. Ces derniers sont localisés dans la couche basale de l'épiderme et sont

en contact avec les kératinocytes par de nombreuses dendrites. Des mutations dans les

gènes KRT5 ou KRT14 causent des troubles de pigmentation (Zimmermann et al,

2011). En effet, il existe des mutations (par exemple la mutation P25L sur le gène

KRT5 ou M119T sur le gène KRT14) qui conduisent à une hyperpigmentation de la

peau (Harel et al, 2006; Tay and Weston, 1996). Une étude en 2003 a rapporté que la

deletion de la guanine (G) 1649 au niveau du gène de la KRT5 aboutit à une forme

rare d'EBS, caractérisée par la formation d'érythème annulaire chez les patients

adultes. La mutation conduit à une forme plus longue de la K5 comparativement à

l'état sauvage, précisément causée par un décalage du codon stop (Gu et al., 2003).

L'étude de Betz et al, en 2006 a rapporté également que des mutations sur les gènes

KRT5 et KRT14 engendrent d'autres maladies pigmentaires telle que Dowling-

Degos (Betz et al, 2006).



CHAPITRE 2
ÉPIDERMOLYSES BULLEUSES HÉRÉDITAIRES

2.1 Définition des épidermolyses huileuses héréditaires

Les épidermolyses bulleuses héréditaires (EBH) constituent un groupe de

dermatoses qui se manifestent par la formation de cloques et de lésions conduisant à

une fragilité de la peau (Pulkkinen and Uitto, 1999). Il s'agit de maladies rares à

faible prévalence dites également maladies orphelines puisqu'elles affectent moins

d'un individu sur 20 000 (Horn et al., 1997). Le degré de sévérité varie en fonction de

la forme de la maladie (Roth et al., 2009). Les recherches sur les EBH ont identifié

plusieurs mutations affectant dix gènes différents, ce qui peut expliquer

l'hétérogénéité de la maladie (Uitto and Richard, 2005).

2.2 Différents types d'épidermolyses bulleuses héréditaires

Les EBH sont subdivisées en trois principaux types en fonction de la couche de

la peau atteinte (Sawamura et a/., 2010). On distingue : Pépidermolyse bulleuse

simplex (EBS) dont les altérations affectent les kératinocytes basaux au niveau des

protéines plectine et kératines 5 et 14, Pépidermolyse bulleuse dystrophique (EBD)

dont le derme est fragilisé au niveau du collagène et Pépidermolyse bulleuse

jonctionnelle (EBJ) où les protéines de lamina lucida de la membrane basale ne sont

pas fonctionnelles (tableau 3).
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Tableau 3: Les principales catégories d'EBH et leur défaut moléculaire.

Type d'EBH

EB simplex (EBS)

EB dystrophique
(EBD)

EB jonctionnelle
(EBJ)

Sous-types

Dowling-Meara, Koebner, Weber-
Cockayne

Dystrophie musculaire

Dominante, récessive Hallopeau-
Siemens

EBJ de Herlitz

EBJ non Herlitz

EBJ avec atrésie pylorique

Protéines

K5,K14

Plectine

Collagène VII

Laminine 332

Laminine 332,
BP180

Integrines a6p4

Tiré de (Sawamura et al.t 2010)

2.2.1 Uépidermolyse huileuse simplex

Dans les différentes formes d'EBS, les décollements cutanés prennent naissance

au niveau des kératinocytes basaux (épiderme). La forme d'EBS dominante est

causée par des mutations affectant les gènes des kératines 14 et 5 (KRT14 et KRT5)

aboutissant à trois principaux sous types : Weber-Cockayne (EBS-WC ; forme

localisée), Koebner (EBS-K : forme généralisée) et Dowling-Meara (EBS-DM;

phénotype le plus sévère) (Sawamura et al, 2010). Les mutations qui causent le

phénotype modéré (EBS-loc) sont localisées dans le domaine Linker (Ll-2) et celles

qui causent l'EBS-DM sont généralement situées au niveau du domaine central (1A

ou 2B) (Chan et al, 1993; Lane and McLean, 2004; Lane et al, 1992). La forme

récessive de l'EBS est due aux mutations du gène de la plectine. Elle est caractérisée
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par une atteinte plus générale et une dystrophie musculaire. Une forme létale de

l'EBS due aux mutations de la plectine a été récemment détectée. Elle se caractérise

par une atrésie pylorique qui s'ajoute à la formation des ampoules cutanées (Pfendner

and Uitto, 2005; Sawamura et al, 2007).

2.2.2 L'épidermolyse bulleuse dystrophique

Les défauts moléculaires de l'EBD affectent le derme. La maladie présente à la

fois une forme autosomique dominante et une forme autosomique récessive.

Toutefois, les deux formes sont dues à la mutation du gène codant pour le collagène

VII (COL7A1). Cette mutation entraine un défaut de formation des fibrilles d'ancrage

(Christiano et ai, 1994). L'EBD récessive Hallopeau-Siemens constitue le phénotype

le plus sévère de la maladie. La membrane basale des patients souffrant de ce

phénotype d'EBD produisent peu ou pas de collagène VII (Hilal et ai, 1993).

2.2.3 L'épidermolyse bulleuse jonctionnelle

Les sous types de l'EBJ se transmettent de manière autosomique récessive et se

caractérisent par la formation de cloques dans la lamina lucida. Le groupe EBJ de

Herlitz présente le phénotype le plus sévère. La plupart des nourrissons atteints

succombent à la maladie dès la naissance à cause de l'infection généralisée (Yuen et

al., 2011). Le type EBJ est dû aux mutations homozygotes ou hétérozygotes faisant

apparaitre un codon de terminaison prématuré (CTP) qui touchent un des trois gènes

codant pour la laminine 332 (Aberdam et al, 1994). La même mutation au niveau

d'un ou des deux allèles des gènes de la laminine 332 est associée à l'EBJ non-Herlitz

(McGrath et al., 1995). Les mutations affectant les gènes codant pour les intégrines

p4 et ct6 engendrent un autre sous type nommé : l'EBJ avec atrésie pylorique
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(Georges-Labouesse et al, 1996; Vidal et al, 1995). L'analyse de la banque de

données des mutations génétiques suggère que les CTP se retrouvent dans la forme

létale tandis que les mutations faux-sens sont fréquemment associées à la forme non

létale (Abe etal, 2007).

2.3 Définition et épidémiologie de Pépidermolyse bulleuse simplex

L'EBS affecte environ une personne sur 30 000 à une personne sur 50 000 de la

population mondiale (Tang et al, 2009). La sévérité de la maladie est différente d'un

individu à l'autre et dépend aussi de la nature de la mutation (Coulombe et al, 1991).

Tel qu'indiqué précédemment, l'EBS est une maladie qui est souvent causée par des

mutations responsables du décollement de l'épiderme au niveau des gènes qui codent

pour la K5 ou la K14 (Figure 5). À ce jour, plus de 100 mutations ont été répertoriées

sur les gènes KRT5 et KRT14 (Bowden et al, 2009). L'EBS est également plus

marquée chez les enfants en pleine croissance (Kowalewski et al, 2007). En effet,

dans la physiopathologie de l'EBS, l'inflammation est un processus important qui

implique une activation des voies immunitaires Thl et Th2 (Kupper, 1990). Ainsi

puisque chez les enfants, le système immunitaire n'est pas à maturité, ceci pourrait

expliquer la sévérité et la morbidité de la maladie comparativement aux adultes (Fine

et al, 2008). Il a été également rapporté que les cloques disparaissent avec l'âge à

cause de l'épaississement de la peau qui constitue un moyen compensatoire (Palier,

2004).
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Figure 5 : Représentation schématique d'un tissu de peau normal et muté

La figure ci-dessus représente en (A) un épiderme (désigné par E) sain qui est rattaché au
derme désigné par (DE) et en (B) un épiderme de sujet atteint d'EBS, muté en K14 dont le
phénotype permet de noter que l'épiderme qui décolle du derme (*). Modifiée de (Chan et al,
1994)

2.4 Différents types d'épidermolyse bulleuse simplex

2.4.1 Épidermolyse bulleuse localisée (EBS-loc)

L'EBS-loc se caractérise par la localisation des bulles cutanées au niveau des

pieds et des mains. Les premiers symptômes de la maladie apparaissent généralement

après la naissance (vers 18 mois) et parfois à l'adolescence (Rugg et al, 2007). Une

étude sur la génétique d'une famille Slovène en 2004 a rapporté une nouvelle
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mutation faux-sens sur le gène KRT5 sur le sous-domaine Ll-2 où l'acide aspartique

est remplacé par l'acide glutamique (Liovic et al., 2000). En effet, différentes

mutations (D328V et D328H V323A, V324D, L325P, M327K et M327T) sur le

même domaine du gène KRT5 peuvent causer ce phénotype (Chiang et al., 2008;

Liovic et al., 2000). La substitution de l'aminoacide sur le domaine 2B de K14

conduit aussi à une mutation faux-sens (L408M) et entraîne le phénotype EBS-loc

(Schuilenga-Hut et al, 2003). Une autre étude a également rapporté que dans une

famille polonaise présentant l'EBS-loc (mutation V133M), les adultes ne souffrent

que de petites cloques légères mais leurs enfants ont des lésions plus généralisées

(Hamada et al, 2005).

2.4.2 Épidermolyse huileuse pigmentation mouchetée (EBS-MP)

L'EBS-MP se caractérise par la formation de taches brunes surtout au niveau de

l'abdomen, des aisselles et des pieds. Elle apparaît généralement pendant l'enfance.

Ces taches ont environ 2 à 5 millimètres de diamètre (Irvine et al., 2001). Une étude a

rapporté que ces troubles de la pigmentation disparaissent avec l'âge (Tay and

Weston, 1996) mais parfois restent toute la vie (Fischer and Gedde-Dahl, 1979).

L'histologie de la peau montre une teneur accrue en mélanine dans les mélanophages

(Fischer and Gedde-Dahl, 1979) et l'analyse ultra-structurale des zones pigmentées a

révélé une présence abondante des mélanosomes dans les kératinocytes basaux

(Uttam et al., 1996). L'EBS-MP est souvent liée à une mutation faux-sens P25L

(substitution de la proline en leucine) sur le domaine VI non-hélicoïdal de la K5

(Irvine et al., 2001). Il a été également rapporté que des mutations au niveau du gène

codant pour la K14 pouvaient être responsables de ce type d'EBS (Browning and

Mohr, 2012). L'étude de Bchenia et al, a également rapporté que la transition de la

leucine en résidu proline à la position 74 de K5 engendre le phénotype EBS-MP.
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L'étude a également rapporté que le gène de la tyrosinase TYR responsable de la

biosynthèse de la mélanine est surexprimé chez le patient atteint d'EBS-MP. Ceci

suggère que cette enzyme joue un rôle pertinent dans la physiopathologie de la

maladie (Bchetnia et al, 2012).

2.4.3 Épidermolyse huileuse généralisée (EBS-gen)

L'EBS généralisée, ou de type Koebner est également appelée EBS-non

Dowling-Meara. Les bulles cutanées apparaissent à la naissance ou dès les premiers

mois de la vie (Yasukawa et al., 2006). Elle se distingue de PEBS-loc par le nombre

de zones atteintes qui sont plus nombreuses et de PEBS-DM par l'absence de

kératines agglomérées dans les kératinocytes basaux. En général, EBS-gen est moins

sévère que l'EBS-DM mais le chevauchement clinique est élevé. Il a été rapporté

également que les mutations sont souvent localisées dans le domaine central et le

domaine de liaison Ll-2 des 2 kératines (K5 et Kl4) (Bonifas et al., 1991; Galligan et

al., 1998). Galligan et al., en 1998, ont rapporté que le changement d'une base

thymine (T) pour une cytosine (C) dans le codon 323 du gène KRT5 chez des

individus atteints d'EBS-K amène un remplacement d'une valine en alanine sur le

septième résidu du domaine Ll-2. Ils ont rapporté aussi que la valine à la position 7

est conservée dans toutes les kératinesde type 2, ce qui suggère qu'elle joue un rôle

important dans l'intégrité du filament intermédiaire (Galligan et al., 1998).

2.4.4 Épidermolyse huileuse Dowling-Meara (EBS-DM)

II s'agit de la forme la plus sévère d'EBS et elle peut être mortelle (Titeux et al.,

2006). Les lésions et les bulles cutanées apparaissent à la naissance et peuvent
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toucher aussi les organes internes. Dans les cas graves d'EBS-DM, l'analyse

d'immunohistochimie et la microscopie électronique ont détecté un clivage intra-

épidermique dans la couche basale de l'épiderme (Porter and Lane, 2003). En outre,

les kératinocytes basaux chez les patients atteints d'EBS-DM présentent

généralement des agrégats protéiques à la suite d'un choc (thermique ou osmotique)

(Anton-Lamprecht and Schnyder, 1982). Les mutations associées avec le type EBS-

DM sont généralement localisées dans les régions hautement conservées des

domaines centraux des deux kératines (K5/K14) (Herrmann and Aebi, 1998). Le

résidu le plus souvent altéré est l'arginine en position 125 de K14, qui représente

70% de tous les cas d'EBS-DM (Porter and Lane, 2003).

Plusieurs études se sont intéressées à l'EBS afin de trouver des cibles

thérapeutiques. En effet plusieurs molécules à potentiel thérapeutique ont été

étudiées. Le sulforaphane (SF) est une molécule (extrait du brocoli) qui stimule la

production de Kl6 et Kl7 (Kerns et al., 2007) alors que la molécule triméthylamine

N-oxyde (TMAO) (issue de certains crustacés et requins) réduit les agrégats

protéiques formés par les mauvais repliements des kératines à la suite d'un stress

thermique (Chamcheu et al., 2011a). Radoja et al., 2004 ont rapporté que l'IFN-y

pourrait aussi être une cible thérapeutique pour l'EBS en stimulant la production de

Kl 5 qui pourrait remplacer K14 mutée en s'assemblant avec la K5 pour former les

hétérodimères.



CHAPITRE 3
INTERFÉRON GAMMA

3.1 Définition

Les interférons (INF) sont des glycoprotéines de taille moyenne (17-25 kDa)

appartenant à la famille des cytokines. Elles sont initialement décrites comme

molécules à activité biologique, sécrétées lors d'une infection virale (Isaacs and

Lindenmann, 1987). Il s'agit de protéines solubles caractérisées par des propriétés

antivirales, anti-tumorales et immunomodulatrices. Les interférons sont regroupés en

trois principales familles en fonction de leur spécificité aux récepteurs, de leur

homologie de structure, de leurs propriétés physicochimiques ainsi que de leur

localisation chromosomique. Les IFN de type 1 (IFN-a, p et co) sont sécrétés par les

leucocytes, les cellules épithéliales et les fibroblastes (Kadowaki et ai, 2001). Chez

l'homme le type 2 est constitué par l'IFN-y et il est sécrété sous forme clivée par les

cellules T activées et les cellules NK. (Schroder et al, 2004) Le type 3 regroupe

l'IFN-M, PIFN-A2 et PIFN-X3 qui sont synthétisés par les cellules dendritiques

(Sheppard et al, 2003).

3.1.1 Interféron de type 2

La famille de type 2 est représentée par l'IFN-y. Il s'agit d'une glycoprotéine de

17 à 25 kDa (Devos et al, 1982; Sareneva et al, 1995). Elle est biologiquement

active sous forme d'homodimères et se fixe sur son récepteur tétraédrique composé
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de deux chaînes d'IFNy-Rl et deux chaînes d'IFNy-R2. Ce complexe active ainsi les

tyrosines Janus kinase (JAK) et la dimérisation du facteur de transcription Signal

transducers and activators of transcription (STATl) (figure 6) (Baccala et ai, 2005;

Farrar and Schreiber, 1993; Schroder et al., 2004).

Plusieurs polymorphismes conduisant à différentes maladies incluant l'arthrite

rhumatoïde et les maladies dues aux rejets de greffes, sont répertoriés sur le gène de

l'IFN-y(Cavet^a/.,2001).
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Figure 6 : Représentation schématique de la voie de signalisation d'IFN-y

L'IFN-y phosphoryle son récepteur après fixation. Le complexe phosphorylé ainsi formé
active les JAK1 et JAK2. Cette activation conduit au recrutement et à la phosphorylation des
STAT1. Par la suite les STAT 1 sont activés et forment des homodimères qui seront
transférés dans le noyau. L'association des deux chaînes forme un récepteur fonctionnel et
conduit ainsi à l'expression des gènes impliqués dans les différentes réponses à l'IFN-y.
Modifiée de (Baccala et al, 2005)

3.1.2 Structure de VIFN-y

L'IFN-y est formé de deux monomères identiques. Chaque monomère est

constitué de six hélices a (figure 7). Ces hélices sont liées entre elles de façon non

covalente et antiparallèle. Cette architecture forme une structure globulaire compacte.
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L'IFN-y possède plusieurs sites de glycosylation qui lui confèrent une résistance

contre les proteases (Ealick et al., 1991 ; Samudzi et al., 1991).
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Figure 7 : Représentation schématique de la structure de l'IFN-y

La figure ci-dessus représente la structure de l'IFN-y et ses principaux sites de glycosylation
(représentés par les flèches). L'IFN-y est formé de deux monomères identiques. Chaque
monomère est constitué de six hélices a. Les hélices sont liées de façon non covalente.
Modifiée de (Sareneva et al, 1995)
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3.2 IFN-y et immunité

L'IFN-y est synthétisé par plusieurs cellules immunitaires telles que les

lymphocytes de type Thl5 les cellules NK et les cellules naturelles tueuses T (NKT).

Il est également produit par les cellules présentatrices de l'antigène telles que les

macrophages, les cellules dendritiques (CD4+, CD8+) et les lymphocytes B (Munder

et al, 1998b; Sad and Mosmann, 1995; van Boxel-Dezaire and Stark, 2007).

L'IFN-y est produit durant la réponse immunitaire innée sous l'influence et la

régulation de plusieurs effecteurs tels que PIL-12, IL-18 et IFN-a/p qui stimulent les

cellules dendritiques et les cellules T favorisant l'induction des cellules Thl (figure 8)

(Frucht et a l , 2001; Munder et al., 1998a; Munder et al., 2001).
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Figure 8 : Représentation schématique de la communication entre les cellules
dendritiques et les lymphocytes T pour la synthèse de FIFN-y

La production de l'IFN-y peut avoir lieu à la suite de l'activation de plusieurs effecteurs
favorisant ainsi la voie Thl. Par exemple, dans le cas la tuberculose l'IFN-y renforce le
système immunitaire en stimulant les cytokines par la voie Thl pour l'élimination des
pathogènes. A : antigène, CD : cellule dendritique, IL-X : interleukine-X, IL-XR : récepteur
de Finterleukine, Th : cellule T Helper, TNF : Tumor Necrosis Factor. Modifiée de (Frucht et
al, 2001)
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La maturation des cellules Thl via les IFN-a/p, IL-12 et d'autres cytokines,

telles que IL-27 et IL-23, amplifie la production d'IFN-y en induisant l'activation des

STAT. Sous la stimulation de PIL12, de l'IFN-a/p, et des stimuli Toll-like receptors

(TLR), les cellules NK produisent principalement l'IFN-y (Salazar-Mather et al.,

2000; Sivori et al., 2004). Il a été rapporté que les interférons a et P peuvent stimuler

ou inhiber la production de l'IFN-y selon la régulation du facteur de transcription

STAT-1 (Nguyen et ai, 2000). L'activation des cellules NK dépend également d'une

balance entre les récepteurs d'inhibition, reconnaissant les molécules de CMH de la

classe I et les récepteurs d'activation reconnaissant des ligands endogènes non

caractérisés. Les cellules NKT représentent une autre source de production de l'IFN-y

(Baccala et al., 2005). Ces cellules expriment les récepteurs des cellules T (RCT) qui

sont reconnus par les cellules dendritiques liées aux phospholipides ou aux

glycolipides (figure 9).
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RCT Cellules T j

Figure 9 : Représentation schématique de la production de l'IFN-y

Production de l'IFN-y par les cellules dendritiques et macrophages activés par les cellulesT,
IFN-a/p et l'interleukine 12 au cours de la réponse immunitaire innée. Ces signaux favorisent
également la production de l'IFN-y par les NK. RA : récepteur d'activation, NK : Natural
Killer, CD : cellule dendritique, TLR : Toll-like Receptor, RI : récepteur d'inhibition, RCT :
récepteur des cellules T. Tirée de (Baccala et al, 2005)

3.3 Mécanisme d'action de l'IFN-y

Le mécanisme d'action de l'IFN-y est très complexe car il fait appel à de

nombreuses cascades (Ma et al., 2001). Le récepteur de l'IFN-y est composé de deux

chaînes : IFN-yRl et IFN-yR2. La chaîne RI est une glycoprotéine de 90 kDa dont le

gène humain est localisé sur le chromosome 6. Elle permet, via l'extrémité N-

terminale (domaine extracellulaire), l'interaction spécifique avec son ligand (IFN-y)

(Aguet et al., 1988). Le domaine transmembranaire de la chaîne RI est impliqué dans

l'internalisation de l'IFN-y. Cette région contient la séquence LPKS (résidus 266-
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269) qui est responsable de Pactivation de la voie de signalisation déclenchée comme

réponse cellulaire à l'IFN-y. Le domaine cytoplasmique de RI est particulièrement

riche en résidus serine et tyrosine dont la phosphorylation survient après la fixation de

l'IFN-y. Ce domaine renferme aussi le site de liaison au facteur STAT-1 (Soh et al.,

1994) La chaîne R25 localisée sur le chromosome 21, code pour une protéine de 35

kDa riche en sites potentiels à la glycosylation. Cette protéine transmembranaire est

également appelée accessory factor-l(AF-l). Son domaine intracellulaire est

indispensable pour la transmission du signal. En effet, la deletion des 49 derniers

acides aminés de l'extrémité carboxylique (COOH) de cette protéine conduit à la

perte d'expression des gènes codant pour les molécules CMH. La chaîne R2 se lie à

une courte séquence contenant l'histidine 196 du domaine cytoplasmique de la chaîne

RI. L'association des deux chaînes forme un récepteur fonctionnel et conduit ainsi à

l'expression des gènes impliqués dans les différentes réponses à l'IFN-y (Hemmi et

al., 1994; Soh et ai, 1994). L'IFN-y, sous sa forme d'homodimères, se fixe à son

récepteur via ses deux extrémités N-terminale et C-terminale. La fixation de

l'extrémité C-terminale au récepteur nécessite une protéine de jonction appelée

héparine qui permet le changement de conformation de l'FN-y favorisant ainsi son

interaction avec le récepteur (figure 10) (Vanhaverbeke et al., 2004). Plusieurs

mutations peuvent affecter les chaînes IFN-yRl/R2 causant ainsi un défaut partiel ou

total de la voie de signalisation de l'IFN-y, soit en inhibant sa fixation ou la

transduction du signal. Les sujets porteurs de ce défaut génétique sont sensibles aux

infections mycobactériennes (Catherinot et al., 2005; Newport et al., 1996).
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Figure 10 : Représentation schématique du récepteur de FIFN-y

La figure ci-dessus représente la structure du récepteur de l'IFN-y. Il est constitué de quatre
sous unités (2a et 2P). Le domaine extracellulaire constitue le site de liaison de l'IFN-y. Le
domaine intracellulaire constitue le site de liaison des JAK et des STAT 1 et il est
indispensable à la transmission du signal. Modifiée de (Meyer, 2009)

3.3.1 Activation de la voie de signalisation par VIFN-y via JAK/STAT-1

A la suite de la formation du complexe IFN-y/récepteur5 les deux chaînes du

récepteur RI et R2 se rapprochent conduisant à la phosphorylation des deux kinases

JAK1 et JAK2. À leur tour, ces enzymes se lient et phosphorylent les chaînes du

récepteur et conduisent au recrutement et à la phosphorylation du facteur de

transcription STAT-1. Deux molécules STAT-1 s'activent en formant un

hétérodimère et forment le complexe IFN gamma activated factor (GAF). Le
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complexe ainsi formé transloque vers le noyau et se fixe sur les sites IFN-y activation

sequence (GAS) au niveau des promoteurs des gènes inductibles par PIFN- y

permettant la transcription des kératines (Bach et al., 1997; Komine et al., 1996;

Navarro et al., 2003a; Perez et al., 1993).

3.3.2 Activation par VIFN-y des voies de signalisation alternatives

La phosphorylation de STAT-1 au niveau de la serine (résidu 727) contribue à

une activation transcriptionnelle maximale et ce indépendamment de la voie médiée

par la phosphorylation STAT-1 au niveau de la tyrosine (Wen et ai, 1995; Zhu et al.,

1997). Une autre étude a rapporté que le stress, les lipopolysaccharides (LPS) ainsi

que certaines cytokines inflammatoires (IL-1 et TNF-(3) induisent la phosphorylation

de la serine de STAT-1 et travaillent en synergie avec l'IFN-y pour l'activation des

gènes (Kovarik et ai, 1999). Dans un modèle de souris, la substitution de la serine

727 pour une alanine au niveau de STAT-1 cause non seulement des perturbations

dans l'expression des gènes mais surtout de la difficulté de l'animal à combattre les

infections bactériales (Varinou et al., 2003).

Plusieurs études impliquent la voie des Mitogen-activated protein kinases

(MAPK) dans la phosphorylation de STAT-1 au niveau de la serine 727 (Wen et al.,

1995). L'IFN-y active aussi la voie p38/MAPK. Toutefois le mécanisme employé par

cette kinase pour phosphoryler la serine de STAT-1 n'est pas totalement clair

(Kovarik et al., 1999; Ramsauer et al., 2002). Différentes études ont démontré que le

phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) (Navarro et al., 2003b; Nguyen et al., 2001), la

protéine kinase C delta (Débet al., 2003) et la calmoduline kinase dépendante (Nair

et al., 2002) sont activés par l'IFN-y pour jouer un rôle dans la phosphorylation de la
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serine de STAT-1. L'IFN-y induit également une signalisation indépendante de

STAT-1. En effet, bien qu'elles restent sensibles aux infections microbiennes, les

cellules déficientes en STAT-1 continuent de proliférer et sont protégées de

l'apoptose. En l'absence de STAT-1, l'IFN-y stimule l'expression des oncogènes c-

myc et c-jun qui aident au maintien de la survie et la croissance des cellules (Ramana

et al, 2001 ; Ramana et al, 2000).

3.4 IFN-y et thérapies

Les premiers essais thérapeutiques avec l'IFN-y ont été réalisés en 1986. La

première étude s'est concentrée sur les effets secondaires reliés à une dose réponse de

l'interféron. Les plus fréquemment observés sont les symptômes de la grippe (fatigue,

céphalée, fièvre et frisson), des éruptions cutanées, la diarrhée et la nausée. Par la

suite d'autres études se sont intéressées au potentiel thérapeutique de la cytokine

contre différents cancers et infections (Alberts et al, 2008; Kurzrock et al, 1986;

Suàrez-Mendez et al, 2004).

3.4.1 IFN-y et cancer

Le rôle de l'IFN^ dans la réponse aux cancers a fait l'objet de nombreuses

recherches. L'immunothérapie a montré une forte corrélation entre la production de

PIFN-y et la régression des tumeurs. Ceci est en relation avec les activités de la

cytokine à savoir : l'effet anti-angiogénique, l'inhibition de la prolifération cellulaire,

la régulation d'expression des molécules des classes I et II du CMH, la sensibilisation

à l'apoptose et la stimulation de l'activité anti-tumorale du système immunitaire

(Jonasch and Haluska, 2001).
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L'administration de PIFN-y par instillation intravésicale, s'est avérée efficace

dans le traitement du carcinome superficiel de la vessie. Il a été observé que la

production des molécules human leukocyte antigen (HLA-DR) est induite par de

fortes concentrations de PIFN-y chez des patients atteints du cancer colorectal. La

synthèse de l'ARNm de l'IFN-y est en corrélation avec la production des molécules

HLA-DR qui est utilisée comme pronostic dans ce type de cancer (Giannopoulos et

ai, 2003; Matsushita et al., 2006). La forte production de l'IFN-y intratumoral en

relation avec la présence des cellules T CD3+ est utilisée comme pronostic dans le

cancer des ovaires (Marth et al., 2004).

L'utilisation de l'IFN-y dans la thérapie génique s'est avérée bénéfique dans le

traitement du cancer de la peau chez la souris. En effet, l'injection d'un plasmide

recombinant renfermant le gène de l'IFN-y dans la queue de la souris cancéreuse

conduit à une baisse de papillomavirus, à un arrêt de la prolifération des cellules

épidermiques et à une activation de la caspase 3. Ces changements sont en relation

avec l'augmentation de l'IFN-y sérique (Ko et al., 2011).

3.4.2 IFN-y et tuberculose

La tuberculose survient à la suite d'une infection par le germe mycobacterium

tuberculosis appelé également bacille de Koch affectant principalement le système

respiratoire (Rozynska and Targowski, 2012). Après quatre semaines de traitement,

l'IFN-y administré sous forme d'aérosols augmente l'activité du facteur STAT-1 et

active les macrophages alvéolaires. Il conduit ainsi à la diminution de l'infection

chez les patients résistant aux drogues contre la tuberculose (Condos et al., 2003;

Condos et al., 1997). Suàrez-Mendez et al, 2004 ont observé après injection par voie

intramusculaire de l'IFN-y (comme adjuvant à la chimiothérapie pendant 6 mois) une
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nette diminution des lésions pulmonaires ainsi qu'un résultat négatif des frottis pour

les bacilles. Une prise de poids des patients avec une bonne tolérance à l'IFN-y a

également été constatée (Suàrez-Mendez et al, 2004).

Dans une autre infection mycobactérienne, 32 patients ont été traités soit avec

l'IFN-y comme additif à la chimiothérapie, ou avec la chimiothérapie seule (témoins).

L'IFN-y a conduit à une amélioration globale de 72,2% avec un taux de mortalité de

11,1% versus 37,5% d'amélioration et un taux de 35,7% de mortalité dans le groupe

témoin (Milanes-Virelles et al, 2008).

3.4.3 IFN-y et dermatite atopique

La dermatite atopique est une maladie de la peau affectant principalement les

enfants. Elle est caractérisée par la formation de lésions sèches et des desquamations

prurigineuses. Les personnes sujettes à ce type de maladie sont souvent prédisposées

génétiquement aux allergies (Dhar and Banerjee, 2010). En réponse à cette maladie,

la balance immunitaire Thl/Th2 tend vers la voie Th2. En effet, le niveau des

interleukines IL-4 et IL-5 ainsi que les éosinophiles sont élevés dans le sang tandis

que PIFN-y et les cytokines de la voie Thl sont en baisse (Tang et al., 1993). Une

étude utilisant l'IFN-y recombiné sur 22 patients souffrant de la dermatite atopique

sévère a rapporté que l'interféron est bénéfique. Au début de l'étude 14 des 22

patients ont reçu par voie sous-cutanée trois doses journalières et graduelles d'IFN-y :

10 jig/m2, 50 jag/m2 et 100 jig/m2 dans le but d'identifier la dose maximale tolérée. À

la suite de cette première phase de l'étude, les patients ont répondu aux différentes

doses par une diminution graduelle de la sévérité de leur maladie. Aucun patient n'a

manifesté d'effets secondaires à la lere dose. Trois des quatorze patients recevant la
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2eme dose ont souffert de maux de tête passagers. Lors de la 2eme phase de l'étude, huit

nouveaux patients ont joint le traitement. Les 22 patients, traités avec 50|ug/m2/6

semaines d'IFN-y, ont répondu au traitement par une diminution de la sévérité et une

nette amélioration de leur état de santé. À la dernière phase, neuf patients ont

continué le traitement quatorze mois supplémentaires afin de vérifier la tolérance à

PIFN-y à long terme. Bien que les symptômes de la maladie régressent, le niveau des

IgE sériques ne diminue pas avec l'IFN-y (Boguniewicz et al., 1990). Reinhold et al,

ont administré par injection à trois patients, 100 mg d'IFN-y/5jours lors de la

première semaine de traitement, suivies de trois injections/semaine pendant trois

semaines supplémentaires. À la fin de la 4eme semaine de traitement, l'eczéma avait

disparu ainsi que l'inflammation et les démangeaisons. Une baisse des IgE sériques a

également été constatée (Reinhold et al., 1990). Une autre étude réalisée sur quatorze

patients a rapporté des résultats similaires. Le traitement s'est fait en six semaines par

injection sous-cutanée de 100 mg d'IFN-y. Toutefois, la diminution du niveau des

IgE dans le sang n'a pas été observée (Reinhold et al., 1993).

3.4.4 IFN-y et psoriasis

Le psoriasis est une affection cutanée inflammatoire et chronique considérée

comme une maladie auto-immune à susceptibilité génétique. En effet, le

polymorphisme du gène de l'IFN-y peut être corrélé à l'apparition de la maladie

(Baran et al., 2008). Chez les sujets atteints, le niveau d'IFN-y est élevé. La cytokine

régule l'expression du gène T-box transcription factor gene (T-bet) favorisant ainsi

l'induction de la voie Thl (Zhu et al., 2010). Une étude a montré que l'IFN-y stimule

l'expression des gènes KRT16 et KRT17 dans les kératinocytes humains en culture. Il

contribue ainsi à la régénérescence de Pépiderme affecté par les lésions du psoriasis

(Weietal., 1999).
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Chez les sujets atteints des différentes formes d'EBH, les cellules PBMC

(cellules mononuclées périphériques du sang), produisent un faible taux d'IFN-y. Le

degré de sévérité des affections cutanées est relié à la déficience des réponses

immunitaires ce qui est en étroite relation avec la baisse des cytokines (Chopra et al.,

1990).



HYPOTHESE ET OBJECTIFS

Hypothèse

Comme indiqué dans les chapitres précédents, l'EBS est causée par des

mutations au niveau des gènes codant pour K5 ou Kl4. Cette maladie, par définition

est une maladie orpheline et actuellement il n'existe aucune thérapie pour guérir les

patients. Pour cela, la recherche se base sur des molécules à effet thérapeutique

documenté afin de réduire ou même éliminer les agrégats protéiques causés par le

mauvais appariement des kératines. En effet l'étude de Radoja et al., en 2004 a

rapporté que dans les cellules HeLa, l'utilisation de l'IFN-y stimulerait la production

de Kl5 appartenant à la même famille que la K14 et qui pourrait la remplacer en

formant des hétérodimères avec K5 (Radoja et al., 2004).

En se basant sur cette étude, notre hypothèse est que l'IFN-y va stimuler la

production de Kl5 dans des kératinocytes humains en culture isolés de patients EBS.

Objectif

L'objectif de cette étude est de vérifier l'effet de l'IFN-y sur la production de

Kl 5 dans des kératinocytes immortalisés et primaires isolés de patients atteints

d'EBS causée par une mutation au niveau de Kl4. En effet Kl5 pourrait remplacer la

Kl 4 mutée en s'associant à la K5 pour former des hétérodimères.
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Abstract

Epidermolysis bullosa simplex (EBS) is a rare genetic disease characterized by

basal keratinocytes cytolysis, intra-epidermal blister formation and skin fragility. EBS

is classified into different subtypes according to the severity: EBS-localized (EBS-

loc), EBS-generalized (EBS-gen) and EBS-Dowling-Meara (EBS-DM). It is

generally inherited in an autosomal dominant manner and caused by mutations in

keratin 5 (KRT5) or keratin 14 (KRT14) genes. In addition to K14 (type I) and K5

(type 2), the epidermis basal layer produces also K15, that belongs to type 1 keratin

and can be substitute the mutated K14.

Objectives

According to data found in the literature, our interest focused on interferon

gamma's effect (IFN-y) on cultured keratinocytes from EBS patients with mutations

in KTR14 by the analysis of keratin 15 (K15) production level and of the

disappearance of aggregates in these cells.

Methods

Samples consisted of 4 cell lines of primary keratinocytes isolated from 2

patients with the moderate phenotype, 2 control and 6 immortalized cell lines from 3

patients (1 EBS-DM and 2 EBS-loc) and 3 controls. A dose-response with IFN-y was

performed (24, 48 and 72 hours). KRT15 and KRT16 gene expression level in

immortalized and primary keratinocytes was measured by qRT-PCR. To confirm

results, the amount of protein was measured by Western for K15.
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Results

The level of K15 decreased with increasing amount of IFN-y. This decrease

more important in the patients' cell lines (p<10~3) than in the control ones (p=0.20).

The qRT-PCR data validate these results. Indeed, KRT15 RNA expression is

decreased in presence of IFN-y, but it don't reach significance since only a trend is

observed for 24, 48 and 72 hours (p=0.1, p=0.84 and p=0.38 respectively). The same

result is observed in the immortalized and the primary keratinocytes. The results of

qRT-PCR showed that interferon gamma tends to increase the expression of KRTl 6.

Conclusion

These results suggest that IFN-y reduces K15 production in immortalized

keratinocytes and in primary ones. Finally, IFN-y doesn't eliminate aggregate

keratins and also reduce KRTl5 gene expression.

(Manuscrit en préparation)
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Introduction

Keratins are a group of structural proteins, which associate together to form

keratin intermediate filaments (IFs) proteins that are specifically expressed in

epithelium. Keratinocytes of the basal layer express keratin 5 (K5) and 14 (K14).

Keratins are divided into 2 types; type I (acid) and type II (basic) (Jerâbkovâ et al.,

2010). Type I and type II gather together to form a lOnm filament. Mutations within

the keratin 5 (KRT5) or keratin 14 (KRT14) genes lead to the fragility of intermediate

filaments networks which results in epidermolysis bullosa simplex (EBS) (Raj et al.,

2006; Schuilenga-Hut et al., 2003). EBS is a rare genetic disease characterized by

intra-epidermal blister formation and skin fragility (Premaratne et al., 2002; Roth et

al., 2009). It is classified into different phenotypes according to the severity: EBS

localized (EBS-loc), EBS generalized (gen-non DM) and EBS Dowling-Meara (EBS-

DM) (Rugg et al., 2007). This disease is generally transmitted in an autosomal

dominant manner (Baek et al., 2010). Mutations causing a severe or generalized

phenotype are usually located in the helix initiation or termination peptide motifs (the

beginning of the 1A and the end of the 2B helical domains), whereas the mutations

causing a mild phenotype are located in one of the linker domain (L12) (Lane and

McLean, 2004). In addition to K5 (type I) and K14 (type II), the epidermis basal layer

produces at minor level K15, a type II keratin. Radoja et al., have suggested that

stimulating K15 by interferon gamma (IFN-y) could remedy to cytoskeleton defects

in EBS patients harboring KRT14 mutations by forming heterodimers with K5.

To test this hypothesis, we investigated the effects of IFN-y on the stimulation of

K15, which could replace the K14 in the dimers with K5 in the cells with aggregates.
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Material and methods

Individuals

Three EBS patients (EBS15 EBS4 and EBS6) and 3 controls (EBS14, EBS18

and EBS20) paired for age (-/+ 5 for adults -/+3 for children) and sex were recruited

for the present study (Table 1). All individuals are Caucasian and they were recruited

from the Hôpital Sainte-Justine of Montreal and the Centre de santé et de services

sociaux de Chicoutimi from Saguenay. The two Hospital Centre ethic committees

approved the study and informed consent was obtained from all participants.

Tableau 4: Phenotypes and mutations found in three patients with EBS

Case

EBS1

EBS4

EBS6

Sex* (years).

M (32)

F (8) ~

M (26)

Phenotype

Localized

Localized

Dowling-
Meara

KTR14
Mutation
I337T

I412F

R125S

Reference

Premaratne et al., 2002

Bchetnia étf a/., 2012

Bchetnia e/a/., 2012

*M: male; F: female

Keratinocytes culture and immortalization

Primary Keratinocytes were established from skin biopsies using standard

protocols (Rheinwald and Green, 1975). They were maintained in standard

keratinocyte tissue culture medium consisting of Dulbecco's modified Eagle's

medium (DMEM) and Ham's F12 medium in a 3:1 proportion, 10% fetal calf serum,

0.4 jig/ml hydrocortisone, 10"10 M cholera toxin, 5 jag/ml transferrin, 1.3ng/ml

thyronine, 24.3 |ug/ml adenine, 5 |ug/ml insulin, 10 ng/ml human recombinant

epidermal growth factor (EGF) supplemented with 3T3 fibroblast feeder cells. The
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primary keratinocyte lines were immortalized by co-plating with mitomycin C-treated

PT67 retroviral producer cells provided by Dr Baki Akgul, (Institute of Virology,

University of Cologne, Cologne, Germany). Three to four days later, the producer

cells were selectively removed and mitomycin C-treated 3T3 feeder cells were added

to the cultures a day prior to selection. The transductants were selected with G418

(70-100 (ig/ml for 5 days) as described by (Chamcheu et al, 2009).

Interferon gamma treatment

To determine the effective dose of IFN-y, the immortalized keratinocytes were

incubated for a dose-response that was carried for 48 hours at 100, 200 and 1000

ng/ml IFN-y (AbD Serotec). After quantification of keratins by Western blot, the

effective dose of interferon was suggested to be 1000 ng/ml (figure 12A). Once this

dose was determined, we used it to measure the expression of KRT15 for three times

(24, 48 and 72 hours at 1000 ng/ml of IFN-y).

Evaluation of the toxicity of IFN-y

The toxicity of IFN-y on the cells was assayed using the CytoTox 96 non-

radioactive cytotoxicity assay kit (Promega, Madison, WI, USA). This kit allows the

measure of the quantity of lactate dehydrogenase (LDH) (an enzyme released upon

cell lysis). The number of cells seeded was determined according to the

manufacturer's recommendations. 24 hours after seeding, the cells were treated with

IFN-y for another 24 hours. Then, after centrifugation of the plate, a lysis solution

(9% (v/v) Triton X-100) was added to the cells for 1 hour. Afterwards, an enzymatic

solution was put in the wells. After 30 minutes of incubation in the dark at room
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temperature, the stop solution was added and the absorbance was measured at 490nm.

The analysis of the results was performed by Student's t-test.

qRT-PCRs

The mRNA expression of KRT15 (K15 to replace the harboring K14) and

KRT16 (to verify the hypothesis of keratinocytes activation) before and after an IFN-y

treatment was measured for the control and patient cell lines by qRT-PCR. Total

RNA was isolated from the cultured immortalized keratinocytes and primary

keratinocytes after 24, 48 and 72 hours of incubation at 1000 ng/ml of IFN-y using

the RNase plus Mini Kit (Qiagen, ON, Canada) according to the manufacturer's

instructions. RNA was converted into cDNA with the Superscript III kit (Invitrogen,

Burlington, ON, Canada) with OligodT primers. An amount of 0.675 ng of cDNA for

each sample was amplified by qRT-PCR using TaqMan technology (Applied

Biosystems, ON, Canada) and the Rotor-Gene 6000 device (Corbett Research,

Sydney, Australia). All samples were analyzed in triplicate in the presence of a

negative control. The method of the standard curves for the semi-quantifications was

used. The glyceraldehydes-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) gene was used as

the housekeeping gene. Results are expressed as the mean of three experiments.

Western blotting

Total proteins were extracted from IK using 200 |il/well of LSB (Laemmli

Sample Buffer). After their separation on SDS-PAGE, the proteins were transferred

on a nitrocellulose membrane, which was then blocked with a TBS-5% Blotto

solution. The LHK15 antibody (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA)
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was used at a dilution of 1:250 to detect the K15 protein and K14 anti-serum

(Thomas, Magin Lab) at dilution of 1:200 to detect K14. The actin protein was used

as loading control and was detected by p-actin antibody (Chemicon, ON, Canada

used at dilution 1:500). The immuno-complex was revealed by ECL solutions on an

auto radiographie film. The quantification of the protein level was done using the

Image J software (version 1.42, National Institutes of Health, USA).

Keratinocyte lines heat-shock andpre-treatment with IFN-y

Immortalized EBS6 and healthy (EBS14) keratinocytes were cultured in 24-well

plates on coverslips in duplicates. Then, they were subjected to thermal stress as

previously described with slight modifications (Chamcheu et al.9 2009). Briefly, cells

were heat shocked at 43°C for 35min followed by a recovery period of 15min. After a

pre-treatment of 24 hours with IFN-y (1000 ng/ml), the keratinocytes were heat

shocked and stained for immunofluorescence.

Immunocytochemistry

EBS6 and EBS14 cells were grown on coverslips at a confluence of 50-60%.

Following the heat shock, the cells were fixed with a 4% paraformaldehyde solution

for 15 minutes at room temperature. Cells were then permeabilized for 4 minutes

using a stabilization Triton solution (0.2% Triton X-100). Unspecific sites were

blocked with a 5% normal goat serum, 5% bovine serum albumin (BSA) solution for

30 minutes. Thereafter, the cells were incubated with a specific antibody for K5

diluted in 1% BSA+PBS (1/65 dilution; Cedarlane, ON, Canada) for 1 hour 30

minutes. Then, the cells were incubated with a goat anti-mouse secondary antibody
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coupled to Cy3 (1/800 dilution, Invitrogen, Molecular Probes, ON, Canada) for 45

minutes. The coverslips were mounted on glass slides with Dako fluorescent

mounting medium (Dako). Using immunofluorescence microscopy, 500 cells were

counted for all conditions (treated or untreated, stressed or unstressed) of each

experiment. Data analysis was performed using Student's t-test. The results are

expressed as the mean of cells with aggregates. Values under 0.05 were considered

statistically significant.

Statistical analysis

For qRT-PCR analysis, Student's t-test was performed. For Western blot

analysis, one-way Anova and Tukey's tests were realized. Statistical analyses were

performed using the SPSS software (version 19.01). Values under 0.05 were

considered statistically significant.

Results

The effect of IFN-y on the aggregates and toxicity

Immunostaining of keratin 5 showed that in resting conditions, cytoplasmic

keratin aggregates or misfolded proteins were observed in EBS6 stained keratinocytes

carrying the R125S mutation. The reduction of the number of the cells with keratin

aggregates is not statistically significant (p=0.68) after application of IFN-y and heat

shock. Stressed or unstressed healthy subject's (EBS14) cells showed very few or no

aggregates.



49

The toxicity assays showed that IFN-y is not toxic for the cells. At baseline, the

percentage of necrosis was 61% for the healthy EBS14 and 56% for the patient EBS6.

After treatment with IFN-y, the necrosis was 55% for EBS14 and 55% for EBS6.

IFN-y decreases the expression level of the KRT15 gene in immortalized and in

primary keratinocytes

After the RNA extraction, the expression of the KRT15 gene was quantified by

qRT-PCR. The different charts show a decrease in the expression of KRT15 in

immortalized keratinocytes in all patients (p=0.08) and controls (p=0.84) after 48h of

incubation with 1000 ng/ml of IFN-y (Figure 11).
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Figure 11: Effect of IFN-y on KRT15 gene expression in immortalized
keratinocytes

Schematic representation of KRT15 gene expression level quantified by qRT-PCR in
immortalized keratinocytes controls (n=3) (A) and in patients (n=3) (B). IFN-y down-
regulated the KRT15 gene expression level in controls and patients groups.The measures
were performed for treatment with IFN-y during. The results are represented by mean with
standard error. The dark represent the treated individuals whereas the gray represent the
individuals untreated with the molecule.

We have also observed that IFN-y reduces the KRT15 gene expression in

primary keratinocytes (2 patients with p=0.01 and 2 controls with p=0.43) (Figure

12).
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Figure 12: Effect of IFN-y on KRT15 gene expression in primary keratinocytes

Schematic representation of KRT15 gene expression level quantified by qRT-PCR in controls
and patients groups (n=2). The comparison of the KRT15 expression level in presence or
absence of IFN-y. IFN-y down-regulated the KRT15 gene expression level in controls and
patients groups. The dark represent the individuals after treatment with IFN-y and the gray
without treatment. The results are represented by mean with standard error.

IFN-y increases the expression level of the KRT16 gene in immortalized and in
primary keratinocytes

After quantification by %qRT-PCR, the expression of KRT16 was observed in

both cell types, primary and immortalized keratinocytes. The results showed that

IFN-y increases KRT16 expression and accentuates the decrease of the KRT15 gene in

both keratinocytes types (Figure 13) (For primary keratinocytes patients p=0.44 and

for immortalized keratinocytes patients p=0.03).
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Figure 13: Effect of IFN-y on KRT16 gene expression

Schematic representation of KRI16 gene expression quantified by qRT-PCR in the controls
and patients groups (n=3 for immortalized keratinocytes and n=2 for primary kératinocytes).
Comparisons of the expression of KRT16 level in presence or absence of IFN-y (treatment of
24h) for immortalized cells (A) and for Primary cells (B). IFN-y up-regulated the KRT15
gene expression level in controls. The dark represent the individuals after treatment with IFN-
y and the gray without treatment. Measures are represented by mean with standard error.

IFN-y treatment of immortalized keratinocytes induces a decrease in K15 level

in a dose dependent manner

After the extraction of the proteins (patients and control) from immortalized

keratinocytes and the migration, we quantified the level of production of K15 by

Western blot. As shown in figure 14A, IFN-y regulates negatively the production of

K15. This decrease is significant for the patients (p<lxlO"3) but not in control (p

=0.20). For EBS patients, the level of K15 decreases gradually with increasing

amount of IFN-y. However, IFN-y does not affect the K14. This result is consistent

with the observations of Radoja and coworkers (Radoja et al, 2004). With the

software Image J, the results of multiple experiments were quantified and grouped
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into a flowchart representative of the production of K15 in a dose-dependent response

for IFN-y. The absence of significant change was observed in the production of K15

between patients and controls (figure 14B)
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Figure 14: Western blot representative of the effect of IFN-y treatments on K15

A: Immortalized keratinocytes of patients and control were incubated with gradual amounts
(0, 100, 200 or 1000 ng/ml) of IFN-y for 48 hours. Equal amounts of proteins from cell lysate
were separated by SDS-PAGE. K15 and K14 were identified by Western blot using
appropriate antibodies as indicated. IFN-y down-regulated the K15 production in
immortalized keratinocytes (control p= 0.2 and patients p<10"3). Actin was used as a loading
control. B: Quantification with the ImageJ software of K15 protein level in control and
patients groups.
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Discussion

The previous studies have reported the therapeutic effect of IFN-y in several

diseases such as chronic hepatitis C (Sobue et al., 2001), dermatitis (Boguniewicz et

al., 1990) and psoriasis (Wei et al., 1999). In psoriasis, stimulation of K17 and K16

was observed under the effect of IFN-y in cultured cells isolated from skin biopsies

from patients and controls (Wei et al., 1999). The same results were observed in

HaCaT cells (Bockelmann et al., 2005). In this study, the results indicated that

stimulation of K17 in HaCaT immortalized cells depends on the stimulation by IFN-

y. By Western blot assays and immunohistochemistry, the production of K17

increases in a dose-dependent manner when the cells are incubated with this cytokine

(10, 50, 250 and 1250 U/ml) after 48 hours. At a concentration of 5 U/ml IFN-y, the

production of K17 is reduced (Bonnekoh et al, 1995). IFN-y also affects other

keratins such as K16 in healthy keratinocytes as it was reported by Barker et al.,

1993. In contrast to K14, K5 and K15 which are principally produced in basal layer,

K17 is only expressed in the suprabasal layer (Radoja et al., 2004) and therefore the

replacement of K14 by K17 in EBS is not possible.

Radoja et al, (2004) have reported that K15 is induced at the transcriptional

level by IFN-y. They suggested that the production of K15 could remedy to

cytoskeleton defects in EBS harboring KRT14 mutations by forming heterodimers

withK5.

Based on this hypothesis, we focused on the effect of IFN-y on cultured

keratinocytes from EBS KTR14 mutant by the analysis of K15 production.

Surprisingly, we observed a down-regulation of K15 production after INF-y
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treatment. INF-y also down-regulates the expression of the KRT15 gene in

immortalized and primary keratinocytes but this decrease is not significant in

immortalized ones after treatment with INF-y at 24, 48 and 72 hours. The difference

in meaning between RNA expression and protein production can be explained by

three reasons. First, there are many varied post-transcriptional mechanisms involved

in the translation of RNA to proteins that are not well understood, in order to

calculate the concentration of proteins from RNA. Second, proteins can differ in their

in vivo half-lives. The third reason is related to the background noise, which can give

us a bad image to properly estimate the amount of protein (Greenbaum et al., 2003).

To explain this difference in results, three hypotheses have been issued.

First, this could be due to the immortalization process, which may alter the

expression of several genes. To verify this hypothesis, we extracted RNA from

primary keratinocytes and measured the KRT15 gene expression by qRT-PCR. We

found that INF-y reduced the expression of the KRT15 gene in primary cell lines.

Therefore, the effect of immortalization can be rejected. Western blot analysis was

not performed as the primary keratinocytes are in a limited number in the biobank

which makes them valuable.

A second hypothesis is that this difference could be due to the cell lines used in

the two studies. In the study of Radoja et al., the cellular model chosen was HeLa

cells. In our study, it was immortalized keratinocytes. For their model, K15 was

significantly increased after transfection under the effect of 100 ng/ml of INF-y, while

the same amount clearly reduced K15 in our model (keratinocytes). Radoja et al.

were interested to transcription factors that INF-y regulates, but in our study we were

interested in the effect of this molecule on the production of K15, on the level of

expression of the KRT15 gene and on the formation of aggregates.
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A third hypothesis for the decreased production of K15 could be the activation

of keratinocytes. Indeed, it was reported that this activation causes a decrease in

KRT15 gene expression in psoriasis (Waseem et al., 1999; Weiss et al., 1984). Given

that Kl 6 is a marker of keratinocytes activation (Waseem et al., 1999), we measured

the expression level of the KRT16 gene in primary and immortalized keratinocytes.

The results obtained show an increase in gene expression in both immortalized and

primary keratinocytes and confirm the theory of keratinocytes activation. Tissue

response to a skin lesion leads to the activation of Thl and Th2 pathways and to the

production of growth factors, which promote the completion keratinocytes

differentiation. This differentiation leads to the halt of the transcription of K5, K14

and K15, in response to unknown stimuli (Kupper, 1990), and to the production of a

large number of cytokines such as IL-1 (Ristow, 1987) and IL-6 (Grossman et al.,

1989) which have an effect on the keratin gene expression. As an example, Jiang et

al, (1993), have reported that EGF and transforming growth factor (TGF-a) mediate

the up regulation of KRT6 and KRT16 in psoriasis (Jiang et al., 1993). In our study,

KRT15 is down-regulated in primary and immortalized keratinocytes suggesting that

activated cells by IFN-y produce cytokines and growth factors leading to the

suppression of KRT15 expression. The regulatory sequences of K15 would be a good

target for the identification of cellular factors involved in the suppression of its

expression. K15 is regulated by the AP-1 and NF-KB proteins. AP-1 stimulates the

expression of all keratin genes but it reduces K15 in activated keratinocytes (Waseem

et al., 1990; Werner and Munz, 2000). It was also reported that in the activated

keratinocytes, NF-KB suppresses the basal keratins K5 and K14 in addition to K15.

IL-1 and TNF-a are the activators of NF-KB where the loss of the expression of K15

is observed (Kaufman and Fuchs, 2000; Radoja et al, 2004). IFN-y also activates NF-

KB which will decrease the phosphorylation of STAT1/3 in tumorigenic mouse lung

epithelial (LM2) cells (Tyagi et al, 2011). IL-1 activates keratinocytes and makes
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them hyperprolifirative and migratory causing the keratinocytes to deposit a

fibronectin-rich basement membrane, to express K16 and to produce cytokines (IFN-

y) and growth factors. These cytokines and growth factors maintain the keratinocytes

activated (Freedberg et al., 2001). In late stages of wound healing, keratinocytes

contract to form the extracellular matrix by fibroblasts. IFN-y plays an important role

in this contraction as it induces the production of K17 (Freedberg et al., 2001). The

production of IFN-y by Thl lymphocytes is mainly responsible for the activation of

K17 in several inflammatory diseases (de Jong et al., 1991). The arrest of

keratinocyte's growth by TGF-P is reversible; it doesn't involve the terminal

differentiation and may also modulate the regulators of differentiation. TGF-p is a

paracrine signal for keratinocytes, it communicates with the epidermis to give the

signal to synthesize K5 and K14 (Freedberg et al., 2001).
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Conclusion

In conclusion, the results presented here suggested that it isn't possible to

stimulate the expression of keratin K15 by IFN-y in epidermal keratinocytes. We

have shown that IFN-y downregulated the production of K15 in the cultured

keratinocytes (immortalized and primary keratinocytes). This is explained by the

previously mentioned assumptions. We have also shown that IFN-y stimulated the

expression of the KRT16 gene and the production of K17? but K17 cannot replace the

mutated K14 due to its production in the suprabasal layer.

This model, the induction of the production of K15 by IFN-y in order to replace

the mutated K14, is not a therapeutic approach for EBS.
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CHAPITRE 5
DISCUSSION GÉNÉRALE

5.1 Interprétation générale

L'objectif de l'étude était de vérifier l'effet de PIFN-y sur la production de la

Kl5 sur la base des travaux de Radoja et al., (2004) qui avaient démontré qu'une

concentration de 100ng/ml stimulerait la production de Kl5 dans les cellules HeLa.

Selon cette équipe, Kl 5 pourrait remplacer la Kl 4 mutée en s'associant avec K5,

puisque Kl5 est une kératine de type 1 comme la Kl4. Ceci pourrait constituer une

approche thérapeutique pour l'EBS (Radoja et al., 2004).

Les résultats obtenus sur les kératinocytes isolés de biopsies de peaux (lignées

primaires et immortalisés) n'ont pas permis de démontrer que l'IFN-y stimule la

production de Kl5. En effet la production de Kl5 diminue dans les kératinocytes de

patients en augmentant la dose de l'IFN-y. Les résultats des qRT-PCR ont confirmé

que PIFN-y réduit également l'expression du gène KRT15 à la suite d'un traitement

de 1000 ng/ml, dose correspondant à une forte perte d'expression. La réduction de

Kl5 par l'IFN-y est probablement due à plusieurs facteurs qui sont énumérés dans les

sections suivantes.

5.1.1 Modèle cellulaire

La différence entre les résultats de Radoja et al., (2004) et ceux de cette étude

pourrait être reliée au modèle cellulaire utilisé. Dans l'étude de Radoja et al., les

essais ont été réalisés sur des cellules HeLa, lesquelles sont transfectées par un
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plasmide renfermant le gène KRT15 alors que dans notre expérimentation, des

kératinocytes isolés de la peau de patients puis immortalisés ont été utilisés. Ainsi,

l'action de l'IFN-y pourrait être différente dans les deux lignées cellulaires. En effet,

une lignée transfectée pour une mutation sévère dans la K5 par notre équipe

permettait de voir de nombreuses cellules ayant des agrégats de kératines, alors que

les cellules isolées de biopsies, puis immortalisées pour le patient ayant la même

mutation que les cellules transfectées ne présentent pas d'agrégats protéiques.

5.1.2 Immortalisation des kératinocytes

Étant donné que l'échantillon de l'étude est composé de lignées immortalisées,

cela pourrait être également un facteur modificateur de l'effet de la cytokine et du

phénotype de la cellule. En effet il a été observé lors de travaux antérieurs sur des

fibroblastes humains en culture que des aspects moléculaires et cellulaires peuvent

différer avant et après immortalisation. En effet, l'expression du gène suppresseur de

tumeur cyclin-dependent kinase inhibitor 2A {ÇDKN2A, pi6 INK4a) a subi une baisse

significative dans les cellules immortalisées (Noble et al., 2004). Cependant cette

hypothèse est écartée car l'IFN-y réduit aussi l'expression du gène KRT15 dans les

kératinocytes primaires tel que démontré dans le cadre de ce projet (figure 12 de

l'article au chapitre 4 du présent mémoire).

5.1.3 Préactivation des kératinocytes

II a été également rapporté que la synthèse de la Kl5 change dans plusieurs

maladies. En effet, sa production augmente dans le cas du carcinome basocellulaire

mais elle est supprimée dans les carcinomes épidermoïdes, le psoriasis et dans des
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conditions hyperproliférantes de l'épiderme (cicatrisation des plaies) (Porter et al.,

2000; Waseem et al., 1999), La régulation à la baisse de Kl5 dans les maladies

inflammatoires est liée à la préactivation des kératinocytes sous l'effet d'une

production accrue de cytokines et de facteurs de croissance tel que transforming

growth factor-beta (TGF-p), tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) et epidermal

growth factor (EGF) (Werner and Munz, 2000). Sous l'effet de cette production, les

kératinocytes migrent vers les couches supérieures de l'épiderme pour produire

d'autres kératines (Kl, K10, K16, K17) en réponse au signal d'activation (Waseem et

al., 1999). Il a été rapporté que TNF-a et IL-1 activent le facteur de transcription

nuclear factor-kappa binding (NF-KB) qui inhibe la synthèse des kératines basales

K5, Kl4 et Kl5 et permet la production de K6 et Kl6 protéines constituant des

marqueurs de préactivation des kératinocytes (Beg et al, 1993; Kaufman and Fuchs,

2000).

Les résultats obtenus dans cette étude nous ont permis de vérifier l'hypothèse de

préactivation des kératinocytes. Des essais de qRT-PCR ont été réalisés afin de

mesurer l'expression de KRT16 dans les kératinocytes de patients EBS. Les résultats

obtenus montrent que l'IFN-y stimule l'expression du gène KRT16 dans les

kératinocytes primaires et immortalisés tel qu'illustré dans la figure 13 de l'article

(chapitre 4).

Cette étude a permis de rapporter que l'IFN-y régule négativement la production

de Kl5 et l'expression de son gène dans les kératinocytes immortalisés et primaires.

En effet, la stimulation avec différentes concentrations d'IFN-y pour différent temps

d'incubation n'a pas permis de stimuler la production de la Kl5 afin de remplacer la

Kl4 dans la formation de dimères avec la K5 tel qu'attendu. La présente étude a
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également permis de vérifier certaines hypothèses émises quant à cette diminution

(immortalisation, activation des kératinocytes).

Bien que PIFN-y soit connu pour ses effets thérapeutiques dans plusieurs

maladies, dans le cas de l'EBS il ne constitue pas une approche prometteuse

favorisant la guérison.

Par ailleurs, plusieurs équipes de chercheurs ont tenté ou travaillent suivant

diverses approches dans le but de parvenir à développer un traitement pour l'EBS

causée par une mutation dans la Kl4 (thérapie génique, inactivation spécifique de

Pallèle au niveau de l'ARNm ou stimulation d'autres kératines qui pourront

remplacer les kératines mutées).

5.2 Thérapie génique

Une étude a évalué l'impact fonctionnel de la Kl4 dans deux lignées cellulaires

issues de deux patients atteints d'EBS généralisé (EBS-gén) et de la forme la plus

sévère (EBS-DM). L'ÀDNc de Kl4 de type sauvage a été ajouté dans les deux

lignées en utilisant un vecteur rétro viral. Par la suite, par des essais

d'immunofluorescence la Kl4 est marquée par un anticorps spécifique. Après

l'addition de Kl4, la morphologie des cellules n'a pas changé par rapport aux cellules

contrôles. Il y avait également formation d'un réseau de filaments intermédiaires bien

défini et les cellules reprenaient leur phénotype normal (D'Alessandro et ai, 2011). Il

a été rapporté dans la même étude que l'ajout de Kl4 n'a pas affecté la synthèse des

autres kératines (K5, Kl 7 et Kl 8) et les protéines jonctionnelles (DAlessandro et al,
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2011). La thérapie génique est conçue pour remplacer le gène muté par un gène de

type sauvage. Elle semble être une voie prometteuse pour traiter l'EBS chez des

patients mutés en KRT14. Cependant, il n'est pas toujours clair si l'inactivation du

gène défectueux est moins néfaste que le phénotype de la protéine mutée

(D'Alessandroétfa/.,2011).

5,3 Utilisation de molécules thérapeutique

D'autres études se sont intéressées à l'utilisation de molécules thérapeutiques

(sulforaphane, TMAO) afin de remédier à l'EBS causée par des mutations sur le gène

delaK14.

5.3.1 La voie de signalisation Keapl/Nrf2/ARE

Une étude sur un modèle de souris a rapporté que l'utilisation de sulforaphane

(extrait du brocoli), dans le but de stimuler la production d'autres kératines qui

pourront remplacer la Kl4 mutée, constitue également une voie prometteuse. Le

sulforaphane semble stimuler la voie Keapl/Nrf2/ARE (Kerns et al, 2007).

En effet, la voie de transcription Keapl/Nrf2/ARE joue un rôle important dans la

reprogrammation de la synthèse des kératines dans un modèle de souris.

Effectivement l'inactivation du gène KEAP1 dont le produit protéique séquestre le

facteur de transcription Nrf2 dans le cytoplasme conduit à sa dégradation par la

protéine riche en cystéine Keapl (Zhang and Gordon, 2004). L'addition du

sulforaphane modifie le gène KEAPlet permet ainsi la transcription du gène NRF2

(Kerns et al, 2007).
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Des kératinocytes de souris en cultures ont été prétraitées avec une dose de 1 |iM

pendant douze heures et 24 heures. Le niveau d'ARNm des kératines a été mesuré

par qRT-PCR. Les résultats obtenus après un traitement de douze heures montrent

une augmentation de l'expression des gènes KRT16 et KRT17 dans les kératinocytes

mutés en Kl4. Tandis que lç niveau de KRT14 et de KRT15 n'a pas été affecté. La

même expérience a été réalisée sur des souris ayant une mutation au niveau de la K5.

Le prétraitement avec le sulforaphane n'a pas pu guérir les souris. Ceci suggère que

l'induction de K16 et K17 par cette molécule joue un rôle important dans le

traitement d'EBS causée par des mutations en K14 (Kerns et al., 2007).

La voie de signalisation Keapl/Nrf2/ARE semble bénéfique pour l'EBS causée

par des mutations en K14 mais à des doses élevées le sulforaphane induit l'apoptose

et il reste toujours inefficace pour traiter l'EBS dans le cas de mutations en K5

(Gamet-Payrastre, 2006).

5.3.2 Réduction d'agrégats de kératines

Étant donné que les kératinocytes mutés en K5 ou Kl4 répondent au stress par la

formation d'agrégats protéiques, des chercheurs se sont intéressés aux molécules

chaperonnes pour éliminer ces agrégats formés par le mauvais appariement des

kératines. L'étude de Chamcheu et al, a rapporté que le TMAO (crustacés et requins)

réduit les agrégats protéiques dans les kératinocytes issus de patients EBS mutés en

K5. Les cellules en culture ont été prétraitées avec le TMAO à deux doses différentes

(50 mMol et 100 mMol). Par la suite, les kératinocytes ont été soumis à un stress

thermique pendant 30 minutes afin de reproduire la maladie. Le nombre de cellules

présentant des agrégats a été, mesuré par immunofluorescence par comparaison aux
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cellules contrôles. Les résultats obtenus montrent une réduction significative du

pourcentage d'agrégats dans les conditions de traitement et les cellules reprennent

leur phénotype normal. Ceci suggère que le TMAO augmente la stabilité des

filaments intermédiaires sous une contrainte thermique (Chamcheu et al., 2010b). Le

mécanisme par lequel le TMAO agit n'est pas encore élucidé mais des hypothèses ont

été émises sur la synthèse de protéines de choc (HSP70) qui interviennent dans ce

mécanisme de réparation (Santoro, 2000).

Toutes les approches utilisées à ce jour, que ce soit la thérapie génique ou

l'utilisation de molécules thérapeutiques ont rapporté qu'il existe plusieurs moyens

palliatifs pour remédier à l'EBS mais une thérapie définitive n'est pas encore

approuvée. En effet, chaque approche est spécifique à corriger un défaut moléculaire

ou génétique uniquement sur l'une ou l'autre des deux kératines mutées.



CONCLUSION

La présente étude a permis de démontrer que PIFN-y réduit la production de

Kl5 et ne semble pas être une approche thérapeutique pour le traitement de l'EBS

causé par une mutation de la KTR14.

Un long travail reste à faire afin de trouver un moyen curatif. Ces dernières

années, plusieurs efforts ont été placés à documenter la biologie des épidermolyses

bulleuses simplex, que ce soit la détermination des gènes et mutatiçns responsables,

les études cellulaires pour documenter les modifications quant à l'architecture

cellulaire (distribution de la kératine), ou encore le développement d'approches

thérapeutiques. Il n'existe encore aucune thérapie efficace et l'approche actuelle

repose sur la diminution de la symptomatologie qui se résume essentiellement à éviter

les infections et à réduire la douleur.
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