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Avant-propos

L’étude présentée dans le cadre de ce mémoire de maitrise visait le développement d’une
approche intégrant la thérapie génique et le génie tissulaire pour le traitement de I'épidermolyse
bulleuse dystrophique récessive (EBDR). Notre équipe de recherche a associé I'expertise de la
culture de tissus par génie tissulaire développée au centre de recherche en organogénése
expérimentale de I'Université Laval / LOEX a I'expertise en thérapie génique du centre de recherche
en cancérologie de I'Université Laval, deux centres du CHU de Québec-Université Laval. A cette
étape du projet, ce travail nous a permis de mettre au point la technique de transduction de
fibroblastes et de kératinocytes aux propriétés de cellules souches en utilisant le gene de la GFP
comme marqueur. Par la suite, le géne codant pour le collagéne de type VIl portant une étiquette HA
a été transduit avec la méthode optimisée dans des fibroblastes et des kératinocytes. Ces cellules
ont ensuite été utilisées pour fabriquer des peaux reconstruites par la méthode d’auto-assemblage.
Ce modele a permis d'évaluer si le collagéne de type VII portant I'étiquette HA produit s'intégrait bien

au niveau de la jonction dermo-épidermique des peaux reconstruites.

Le premier chapitre est une introduction qui vise a présenter la pertinence du projet dans le
cadre de 'EBDR, de dresser I'état des connaissances sur le sujet et de définir la problématique qui a
mené a I'hypothése de recherche, laquelle propose I'association de la thérapie génique au génie
tissulaire pour développer un traitement pour 'EBDR. La revue de littérature est une synthese des
connaissances sur l'avancement des thérapies proposées pour le traitement de [I'EBDR.
L'introduction mise a jour a été basée sur le chapitre intitulé « Strategies integrating gene therapy
and tissue engineering into the development of treatments for Recessive Dystrophic Epidermolysis
Bullosa » (Appendice 1) publié en 2016 dans le 5¢ chapitre du livre « Epidermolysis bullosa :
Prevalence, Clinical Manifestations and Management ». L’écriture de ce chapitre a été une invitation
de la maison d’édition Nova Publisher, Inc., qui a donné la permission de ['utiliser pour l'inclure dans
ce mémoire. J'en suis la premiére auteure et les autres auteurs sont, dans I'ordre, Danielle Larouche,
Francis Bisson, Karim Ghani, Manuel Caruso et Lucie Germain. J'ai réalisé la revue de la littérature
et jai écrit le manuscrit en collaboration avec Danielle Larouche. J'estime ma contribution a la
rédaction de l'article a 85%; le 15% restant correspond principalement aux révisions apportées par

les autres auteurs.
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Le chapitre 2 présente un article de recherche original en anglais rédigé a partir des résultats
des analyses. L'article s'intitule « A tissue skin equivalent with genetically engineered keratinocytes
and fibroblasts for the treatment of recessive dystrophic epidermolysis bullosa ». J'en suis la
premiere auteure et les autres auteurs sont, dans l'ordre, Danielle Larouche, Karim Ghani, Francis
Bisson, Sergio Cortez Ghio, Sébastien Larochelle, Véronique Moulin, Manuel Caruso et Lucie
Germain. L'article sera soumis prochainement dans le « Journal of Investigative Dermatology ». J'ai
planifié le protocole de recherche et d’analyse sous la direction de Lucie Germain et la codirection de
Manuel Caruso. J'ai exécuté les manipulations a 'aide de Francis Bisson. Sergio Cortez Ghio m'a
aidée dans la conception des analyses statistiques des résultats. Danielle Larouche a contribué par
ses commentaires critiques tout au long de la réalisation du projet. J'estime ma contribution a la
rédaction de l'article a 70% ; le 30% restant correspond principalement aux révisions apportées par

Manuel Caruso et les autres auteurs.

L’objet du chapitre 3 est une discussion qui présente un retour sur les principaux résultats du
projet, une présentation des forces et des limites de I'étude, ainsi que de différentes perspectives

pour la poursuite du projet.
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Chapitre 1 : Introduction

1.1 Lapeau

La peau est formée de plusieurs couches cellulaires présentant des caractéristiques
spécifiques a leur état de différenciation. L'épiderme, la couche la plus superficielle de la peau, est
composée principalement de kératinocytes (> 80% de toutes les cellules de I'épiderme) (1). Dans
cette couche, des populations mineures de cellules, telles que les cellules de Langerhans, les
mélanocytes et les cellules de Merkel, sont également présents (2). L'épiderme est stratifié, avec 4
couches bien définies de kératinocytes, soit la couche basale, la couche épineuse, la couche

granuleuse et la couche cornée (Figure 1.1).

Il est reconnu que les kératinocytes de la couche basale de I'épiderme sont en division
active. Un sous-groupe de cette population hétérogéne de cellules maintient I'épiderme, ce sont les
cellules souches. Selon le modele de la division asymétrique, les cellules souches épithéliales
cutanées se divisent asymétriquement, avec la production d'un clone de cellule souche et d’une
cellule amplificatrice transitoire. La cellule amplificatrice transitoire est soumise a un grand nombre,
mais limité de divisions cellulaires. La descendance de ces cellules peuplent les autres couches de

I'épiderme et, apres I'arrét de la prolifération, elles commencent a se différencier (3, 4).

Jonction
dermo-épidermique

Epiderme

Derme

Cornée

3/ Lucide

Hipoderme
< Granuleuse

Epineuse

Basale

Membrane Basilaire —
Derme —

Figure 1.1. Structure de la peau. (A) Le derme et 'épiderme sont les deux principales couches de la peau,
soutenues par hypoderme. L'interface entre le derme et I'épiderme est appelée la jonction dermo-
épidermique. (B) L'épiderme est formé par les couches basale, épineuse, granuleuse et cornée, selon I'état de



différenciation des kératinocytes. La cohésion entre le derme et I'épiderme est assurée par la membrane
basilaire. La couche lucide est présente dans les régions du corps ou I'épiderme est épais, telles que la
paume des mains et la plante des pieds. Adaptation de la figure Epidermis de Blausen.com staff. "Medical
gallery of Blausen Medical 2014". Wikijournal of Medicine 1 (2). doi:10.15347/wjm/2014.010. ISSN 2001-8762.
https://en.wikiversity.org/wiki/Wikijournal_of_Medicine/Wikijournal_of_Medicine/Medical_gallery_of_Blausen_
Medical_2014. Libre distribution selon les thermes de Creative Commons Attribution- ShareAlike License. (5)

Pendant le processus de différenciation, les kératinocytes acquierent une composition
moléculaire et des caractéristiques morphologiques distinctes (6). Ceci permet a la peau d’exercer
différentes fonctions, comme la barriére sélective dynamique entre l'extérieur et l'intérieur de
I'organisme, la protection face aux agressions chimiques, biologiques et physiques (forces

mécaniques, rayonnement ultraviolet) (4).

Ainsi, les différentes protéines exprimées au cours du processus de différenciation de
I'épiderme sont utilisées comme marqueurs de prolifération et de différenciation cellulaire (Tableau
1.1). Par exemple, la couche basale est composée de cellules prolifératives exprimant les kératines
5, 14 et 15 (7). Dans cette couche, la présence de la protéine Ki67 indique I'état prolifératif des
kératinocytes (8), et la présence de la kératine 19 est associée aux cellules souches (9).
L’expression des kératines 1 et 10 dans les couches épineuses et granuleuses confirme I'état de
différenciation de ces kératinocytes, ajouté a d’'autres marqueurs plus tardifs de différenciation, tels
que la transglutaminase et la loricrine (7). Finalement, la couche cornée est formée par des
kératinocytes complétement différenciés et sans aucune activité métabolique. lls procurent a

I'épiderme sa fonction de barriere.

Tableau 1.1 : Les protéines exprimées au cours de la différenciation des kératinocytes

Couche de I'épiderme Protéine

Cornée Loricrine; Cornifine; Filaggrine; Involucrine;Trichohyaline

Transglutaminase; K1; K2e; K9; K10; Desmogléine;
Granuleuse Desmocoline;
Cornifine; Kératohyaline; Loricrine; Profilaggrine; Involucrine

Transglutaminase; K1; K2e; K9; K10; K11 Desmogléine;

Epineuse :
P Desmocoline

Basale K5; K14; K15; K19 (sous-groupe)

Adaptation du tableau 1.3, page 17 du mémoire de maitrise de Lavoie, A. Localisation, quantification,
dynamique et organisation des cellules souches épithéliales cutanées humaines in situ et in vitro. Québec:
Université Laval; 2009. (7)



La couche dermique, ou le derme, est composée principalement de fibroblastes (Figure 1.1),
qui sont des cellules mésenchymateuses responsables de la production des fibres de collagéne et

d’élastine formant la matrice extracellulaire (10).

La cohésion entre le derme et I'épiderme est assurée par la membrane basilaire, qui est une
structure en forme de feuillet constituée de différentes composantes matricielles (11). La membrane
basilaire est formée de la lamina lucida et de la lamina densa (Figure 1.2). La liaison entre ces
composantes et le derme papillaire se fait par les fibrilles d’'ancrage composées de collagene de type
VII (Figure 1.2) (12). Cette région de la peau est appelée la jonction dermo-épidermique. En outre,
les fibroblastes sécrétent de nombreux composants de la membrane basilaire formant la jonction
dermo-épidermique, tels que les collagenes de type IV et VII, la laminine 332 (anciennement
nommée laminine 5) et le nidogéne (13). Les cytokines libérées par les fibroblastes stimulent

également la sécrétion des collagénes de type IV et VIl par les kératinocytes (9, 14, 15).

Kératinocytes | Epiderme
de la couche
basale

Hémidesmosomes

-
b

Intégrine

Lamina lucida

Haments d'ancrage Membrane
(Laminine332) .
iyl oo oo o o ol o PP PP EP S e RN 20 20 basilaire
A “..Lamina densa
. SESS
N Y
7, l'-Jv
J
=
‘ Derme

, \ papillaire
Fibres de collagéne

Fibrilles d'ancrage
[Collagénes de typae | ot NI) (Collagéne de type VII)

—

Figure 1.2. Représentation schématique des interactions entre les fibrilles d'ancrage et d'autres
composants de la jonction dermo-épidermique. Le collagéne de type VII, le composant principal des
fibrilles d'ancrage, interagit avec les protéines de la matrice extracellulaire telles que la laminine 332
(composant des filaments d'ancrage) et le collagene de type IV (composant de la lamina densa), a travers les
fibres de collagéne, assurant ainsi la cohésion entre la membrane basilaire et le derme papillaire. Le lien entre
les cellules de I'épiderme et de la lamina lucida est établi par l'interaction entre les hémidesmosmes et la
laminine 332. Adaptation de la figure 1.B du livre : Epidermolysis Bullosa (EB): Prevalence, Clinical



Manifestations and Management, Strategies integrating gene therapy and tissue engineering into the
development of treatments for Recessive Dystrophic Epidermolysis Bullosa, 77-114, copyright 2016. Piaceski,
AD.; Larouche, D.; Bisson, F.; Ghani, K.; Caruso, M.; Germain, L. Avec la permission de Nova Science
Publishers, Inc.

1.1.1 Le collagéne de type VI

DG a l'important réle du collagene de type VII dans la cohésion entre le derme et I'épiderme,
et puisque des mutations au sein de son géne sont a l'origine de 'EBDR, une attention particuliere
sera accordée a celui-ci. Le gene COL7A1 est localisé au chromosome 3p21.31 et son ADN de 32
kb contient 118 exons (16). Sa transcription génére un ARN messager de 8.9 kb qui est traduit en
proa(VIl) polypeptide. Ce dernier est par la suite polymérisé et sécrété comme un homotrimere du
procollagéne de type VII par les fibroblastes et par les kératinocytes dans I'espace extracellulaire.
Ensuite, le procollagéne de type VII subit des modifications post-transcriptionnelles pour former le
collagéne de type VII fonctionnel. Une fois assemblé en diméres antiparalleles, le collagéne de type
VIl forme les fibrilles d’ancrage (17-22) (Figure 1.3). Le collagéne de type VIl interagit avec les
protéines de la matrice extracellulaire, comme la laminine 332 et le collagene de type IV, pour former
une structure qui contribue a la stabilisation de la connexion entre la membrane basilaire

épidermique et le derme papillaire (17, 20, 21) (Figure 1.2).

Fibrilles d'ancrage

NC-2
NC-1 propeptide
— - $
NC-2
Monomeére
a1(vil) Dimére

Figure 1.3. Polymérisation des fibrilles d'ancrage. Le géne COL7A1 code pour le collagéne de type VII, qui
est normalement sécrété dans I'espace extracellulaire par les fibroblastes dermiques et les kératinocytes
épidermiques. Cette protéine est un homotrimére formé de 2 chaines de proa1 collagéne (VII) et chaque



chaine comprend un domaine collagénique G-X-Y central de 145 kDa flanqué des extrémités non
collagéniques NC1 (145 kDa) et NC2 (34 kDa). Dans la matrice extracellulaire, le collagéne de type VII forme
des dimeres antiparalléles disposés bout a bout aprés le clivage du domaine NC2. Ensuite, ces molécules se
réunissent pour former la fibrille d'ancrage, un élément majeur de la jonction dermo-épidermique responsable
de I'adhérence entre le derme et I'épiderme. Adaptation de la figure 1.A du livre : Epidermolysis Bullosa (EB):
Prevalence, Clinical Manifestations and Management, Strategies integrating gene therapy and tissue
engineering into the development of treatments for Recessive Dystrophic Epidermolysis Bullosa, 77-114,
copyright 2016. Piaceski, AD.; Larouche, D.; Bisson, F.; Ghani, K.; Caruso, M.; Germain, L. Avec la permission
de Nova Science Publishers, Inc. al1(VIl): proal collagéne (VII), kDa: kilodalton, NC-1: extrémité non
collagénique 1, NC2 : extrémité non collagénique 2.

1.2 L’épidermolyse bulleuse

L'intégrité de la peau peut étre affectée par des mutations, c'est le cas notamment dans les

maladies génétiques rares connues sous le nom d’épidermolyse bulleuse (EB).

L’EB est caractérisée par la fragilité mécanique et structurale de la peau et des muqueuses
(23). Elle est causée par I'absence ou la non-fonctionnalité de différentes protéines importantes pour
I'adhésion intercellulaire des cellules épithéliales ou pour 'adhésion de I'épiderme au derme. Ces
défauts peuvent mener a des décollements Iégers de I'épiderme jusqu'a la formation de bulles
séveres, d'érosions, de cicatrices et de mutilations. Les patients atteints d’'EB souffrent donc de
plaies récurrentes et les complications associées varient selon la sévérité de la maladie et peuvent
méme entrainer la mort (16, 24, 25). Les soins médicaux dédiés aux patients porteurs de I'EB
demandent une équipe multidisciplinaire de médecins et infirmieres qui appartiennent a différentes
spécialités, comme la dermatologie, la chirurgie plastique, la gastroentérologie, I'hématologie,
I'ophtalmologie, la cardiologie, la dentisterie et la pédiatrie (16, 24, 25). Par conséquent, méme si les

malades sont peu nombreux, les colts associés aux soins de ces patients sont importants.

Selon le type de protéine affectée par la mutation autosomale, les quatre types majeurs d’EB
sont 'EB simplex, I'EB jonctionnelle, I'EB dystrophique et le syndrome de Kindler (Tableau 1.2) (26).
Dans le cadre de ce mémoire, le traitement en développement vise le soin de I'EB dystrophique

récessive.



Tableau 1.2 : Classification des types d'épidermolyse bulleuse

Type d’épidermolyse bulleuse (EB) Région de la peau affectée Protéine mutée

Transglutaminase 5
Plakoglobine
Plakophiline 1
Desmoplakine
EB simplex Kératine 5

Kératine 14

Epiderme basal Plectine
BP230
Exophiline

Epiderme suprabasal

Intégrine o634
Intégrine a3
Collagéne XVII
Laminine 332

EB jonctionnelle Lamina lucida

EB dystrophique dominante ou
récessive

Sub-lamina densa Collagene VI

Syndrome de Kindler Variée Kindline-1

(26, 27).

1.2.1 L’épidermolyse bulleuse dystrophique récessive

L’EB dystrophique est causée par des mutations dominantes ou récessives du géne
COL7A1 qui code pour le collagene de type VII (28, 29). Puisque cette protéine participe a
I'attachement de I'épiderme au derme au niveau de la jonction dermo-épidermique, un simple
frottement mécanique peut provoquer le décollement entre ces deux couches en cas de perte de
fonction du collagéne de type VII. Les patients sont également aux prises avec des difficultés de
cicatrisation. La séverité du phénotype varie selon le type de mutation. Normalement, les cas plus

séveres d'EB dystrophique sont associés aux mutations récessives (EBDR) (16).

Plus de 730 mutations et variantes du géne COL7A1 associées a la maladie EBDR ont été
enregistrées dans des différentes bases de données en ligne (30, 31). Les mutations pathologiques
conduisent a la production d’un collagéne de type VII non fonctionnel ou a son absence. En
conséquence, les fibrilles d'ancrage de la jonction dermo-épidermique ne sont pas assemblées
correctement ou ne sont pas formées, ce qui réduit I'adhérence entre le derme et I'épiderme et
provoque des plaies. Les patients atteints ' EBDR souffrent donc de ces plaies pendant toute leur vie
(24). Des protéines partiellement fonctionnelles produisent des phénotypes plus atténués de 'EBDR

(17). D'autres symptémes, comme la déformation des mains et des pieds, |'anémie, la malnutrition et



le retard de croissance sont également associés a la maladie avec des degrés divers de sévérité (16,

26). La cardiomyopathie est aussi une des complications associées a 'EBDR (24).

En plus de son role dans |'assemblage des fibrilles d'ancrage, le collagéne de type VIl est
important pour la migration des kératinocytes dans le processus de réparation des plaies (28, 32). La
protéine non fonctionnelle ou son absence peut donc entraver ce processus (32). En conséquence,
chez certains patients EBDR, le manque de collagene de type VII empéche la guérison des plaies
provoquées par son absence (33). Puisque les plaies chroniques et l'inflammation augmentent le
risque de développer un cancer, une prévalence élevée de carcinomes cellulaires squameux est
observée chez les patients EBDR dans les régions de la peau ou il y a d'intenses décollements (24,
34-36). Ce risque est aussi augmenté par la présence d'infection par des bactéries flagellées (37).
Selon Fine et ses collaborateurs, plus de 80% des patients avec la forme sévére de 'EBDR vont
mourir d’'une métastase provenant d'un carcinome squameux a un age moyen de 45 ans, et la survie
sur 5 ans pour ce cancer est presque nulle (36). En outre, les kératinocytes EBDR sont
morphologiquement différents des kératinocytes normaux (38) et leur motilité ex vivo est plus grande,

ce qui favoriserait le processus de cancérogenése (39, 40).

A ce jour, il N’y a aucun traitement curatif pour 'EBDR ni pour les autres sous-types d’EB.
Les interventions thérapeutiques ont pour but de contréler I'infection et la douleur, de favoriser la
guérison des plaies et de protéger la peau des traumatismes (16, 27, 41, 42). Toutefois, la morbidité
associée a cette maladie demeure importante. En plus d’améliorer significativement la qualité de vie
des patients, un traitement permanent et précoce des plaies, tel que la greffe de peaux reconstruites
par génie tissulaire, éviterait leur récurrence ainsi que les complications comme les difformités ou le

développement de carcinomes.

1.3 Les thérapies en développement pour traiter I'épidermolyse bulleuse
dystrophique récessive

L'objectif de toute thérapie pour 'EBDR est de remplacer le collagéne de type VII défectueux
par une forme fonctionnelle capable de s’intégrer correctement a la jonction dermo-épidermique et de

former des fibrilles d'ancrage efficaces (43). Ainsi, différentes approches pour développer un



traitement pour 'EBDR ont été envisagées, telles que I'utilisation d'une protéine recombinante, la

thérapie cellulaire et la thérapie génique (Tableau 1.3).

Plusieurs études ont démontré que I'expression correcte du collagene de type VII par les
kératinocytes EBDR leur permet de récupérer une morphologie normale (39, 40, 43, 44). Cependant,
il 'y a des facteurs importants qui doivent étre considérés lors de I'élaboration des stratégies de
traitements pour 'EBDR. Par exemple, I'expression augmentée du collagene de type VIl a été
associée a des problémes tels que la fibrose (17). En outre, aprés la transduction rétrovirale des
kératinocytes pour introduire le géne COL7A1, une augmentation de la migration et de l'invasion des
kératinocytes EBDR provenant d'un carcinome cellulaire squameux a été observé (35). Ce
comportement a été associé a un niveau de collagene de type VII qui a beaucoup dépassé celui de
I'état physiologique, en association avec une activation augmentée de la voie PI3K. Par conséquent,
il est possible que la réexpression du collagéne de type VIl dans des kératinocytes EBDR malins ou
précancéreux conduise a une surproduction de cette protéine pouvant mener a des effets
indésirables (35). Des investigations préliminaires par profilage protéomique sur le potentiel
cancéreux des cellules génétiquement modifiées pourrait aider a éviter le traitement d'un patient avec
une thérapie inappropriée (45). Il a été démontré dans un modéle animal qu'un minimum de 35% du
niveau physiologique de collagéne de type VIl est nécessaire pour une bonne adhérence dermo-
épidermique (46). Pour éviter les effets néfastes d'une surproduction de collagéne de type VIl
mentionnés ci-haut, le développement d'un traitement contre 'EBDR ne devrait pas viser un niveau

de collagéne de type VIl dépassant son niveau physiologique.

Un autre facteur a considérer est la réponse immunitaire potentielle contre le collagéne de
type VII nouvellement introduit (44, 47). Quand un modéle murin « knockout » pour le collagéne de
type VII a été utilisé pour évaluer la distribution du collagéne de type VII humain recombinant apres
son injection intradermique, des anticorps circulants dirigés contre le collagéne de type VII humain
ont été mesurés dans le sang des souris 4 semaines apres le traitement. Toutefois, les anticorps ne
se sont pas liés au collagene de type VII humain nouvellement intégré dans la jonction dermo-
épidermique et n'ont donc pas déclenché de réactions immunitaires (48). Dans une autre étude, la
présence d'anticorps anti-collagéne de type VII dans le sérum ou dans des échantillons de la peau
provenant de 22 patients atteints dEBDR a été évaluée afin de caractériser le phénotype de la
maladie. Parmi les 11 patients dont le sérum a montré une réactivité contre le collagene de type VII

par ELISA, aucun de ces patients n'a présenté de réaction immunitaire dirigée contre le collagéne de



type VII dans la peau. La présence de ces anticorps sur ces patients non traités est liée aux
protéines non fonctionnelles produites par ces patients. Dans cette étude, aucune corrélation n'a été
observée entre la présence d'anticorps anti-collagéne de type VII dans la peau des patients et le
niveau d'expression de la protéine du collagéne de type VII, le type de mutation du géne COL7A1,
I'a4ge des patients ou la sévérité de 'EBDR (49). Par contre, Tampoia et ses collaborateurs ont
observé une corrélation entre les titres élevés d'anticorps anti-collagéne de type VII et le score de
Birmingham de 15 sur 17 patients EBDR évalués (50). Le score de Birmingham est un indice du
degré de sévérité de I'EB (50).

Néanmoins, d'autres études doivent étre faites pour veiller a ce que la présence d'anticorps
anti-collagéne de type VII circulants ne soit pas une contre-indication & l'introduction d'une nouvelle
forme de collagéne de type VII chez les patients atteints d'EBDR. Si c'est le cas, la sélection des
patients pour les essais cliniques devra se faire avec prudence (49), en particulier chez les patients
avec des mutations nulles qui n’expriment aucune forme de collagéne de type VII (47). S'il y a en
effet un risque de développer une réaction immunitaire contre le collagéne de type VI, les tests
immunologiques validés permettant la détection d'une immunité préexistante contre le collagene de

type VIl pourraient étre utilisés pour sélectionner les patients admissibles pour la thérapie (51).

Puisqu'il y a plus de 730 mutations qui peuvent causer 'EBDR, les stratégies de traitement
pourraient varier en fonction de la mutation responsable de la maladie. Par exemple, environ 10-25%
des patients atteints ’'EBDR ont des mutations non-sens dans le géne COL7A1 (43). Il a été
démontré ex vivo que les aminoglycosides, qui regroupent des antibiotiques, tels que la gentamicine,
la généticine et la paromomycine, permettent aux ribosomes de franchir les PTCs (acronyme de la
terminologie anglaise pour premature stop codon, codon d’arrét prématuré) créés par des mutations
non-sens dans le géne COL7AT lors de la transcription. Ainsi, le traitement in vitro de fibroblastes et
de kératinocytes isolés de patients EBDR avec des aminoglycosides a permis |'expression du
collagéne de type VII. La faisabilité de ['utilisation de cette classe d'agents pour le traitement des
mutations PTC sur les cellules EBDR a été confirmée dans une étude sur des peaux reconstruites in
vitro. En effet, du collagéne de type VII intégré a la jonction dermo-épidermique a été observé dans
les peaux reconstruites in vitro avec des cellules EBDR traitées avec des aminoglycosides (43).
Cependant, les effets secondaires et les risques associés a |'administration a long terme de ces
médicaments restent & définir. Des molécules moins toxiques, telles que PTC124 (dérivé non-

aminoglycoside), sont actuellement en cours de développement, mais leur efficacité est controversée



(43, 52). Une étude clinique (Identifiant NCT02698735 (53)) devra confirmer I'utilité de I'application
topique ou intradermique de la gentamicine pour le traitement des mutations associées aux PTC sur
les patients EBDR.

1.3.1 Lathérapie par remplacement de protéines

La thérapie par remplacement de protéines est une approche usuelle pour le traitement de
plusieurs maladies. Pour traiter TEBDR, la thérapie par remplacement du collagéne de type VII est
une thérapie temporaire qui consiste a administrer des injections répétées de protéine recombinante
localement ou systémiquement. La premiére démonstration de la puissance de cette stratégie pour le
traitement de 'EBDR a été publiée en 2004 par Woodley et ses collaborateurs (54). Des études
précliniques chez la souris athymique (54) ou chez la souris dont le géne du collagéne de type VIl a
été inactivé (48, 55, 56) ont fourni la preuve de concept que le collagene de type VII humain injecté
est capable de former les fibrilles d'ancrage a la jonction dermo-épidermique, méme en présence
d'anticorps circulants contre le collagéne de type VII humain (48, 54, 56). Cependant, quelques
inconvénients doivent étre surmontés pour que la thérapie par remplacement du collagéne de type
VII soit applicable chez 'homme. Comme le collagéne de type VII est faiblement soluble dans des
solutions aqueuses, la réduction du volume d'injection ainsi que l'augmentation du rendement de
production de la protéine représentent des défis importants (57). En plus, la sécurité du traitement et
les colts associés a son administration a vie doivent également étre pris en considération. Un autre
facteur trés important est la stabilité du collagéne de type VIl dans la peau. Une étude récente
réalisée chez des souris génétiquement modifiées a démontré que la demi-vie du collagéne de type
VII exogéne et endogéne correctement déposé dans la jonction dermo-épidermique est similaire
(58). Pourtant, les propriétés pharmacocinétiques des protéines recombinantes administrées peuvent
varier (58). Cette observation a des impacts sur le dosage et la fréquence de I'application de la
protéine pour les différentes thérapies en développement (59). A cet effet, les résultats d'un essai

clinique sont attendus (60, 61).
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1.3.2 La thérapie cellulaire

« La thérapie cellulaire est définie comme étant 'administration de cellules entiéres vivantes
ou de la maturation d'une population de cellules spécifiques chez un patient pour le traitement d'une
maladie » (62). Trois approches principales pour le traitement des Iésions de la peau de patients
atteints ’EBDR ont été explorées en thérapie cellulaire : l'injection locale de cellules dans le derme,
leur injection directement dans la circulation sanguine systémique et la transplantation de moelle

osseuse allogénique.

Il a été démontré que linjection intradermique de fibroblastes allogéniques sains chez les
patients EBDR a augmenté I'expression du collagéne de type VII a la jonction dermo-épidermique
(63). Des effets positifs chez les patients traités ont été observés pendant plusieurs mois, bien que
les fibroblastes des donneurs étaient indétectables 2 semaines apres linjection. De fagon
surprenante, les fibrilles d'ancrage étaient structurellement défectueuses, puisque le collagene de
type VII a été principalement exprimé par les propres cellules du patient et non par les fibroblastes
allogéniques injectés. Les auteurs suggérent que l'effet majeur des fibroblastes allogéniques serait
d’augmenter les niveaux d'/ARN messager du géne COL7A1 endogéne. En conséquence, le dépbt du
collagéne de type VII mutant a la jonction dermo-épidermique serait augmenté, ce qui permettrait la
formation de fibrilles d'ancrage minimalement fonctionnelles (63). Nagy et ses collaborateurs ont
corroboré ces résultats dans une étude en double aveugle menée sur un patient EBDR ou ils ont
observé I'expression du collagéne de type VII exogéne et endogéne pendant environ 9 mois aprés
une seule injection de fibroblastes. L'expression du géne COL7A7 au niveau de 'ARN messager a
été observée jusqu'a 3 mois, probablement & cause de l'augmentation de I'expression de l'allele
COL7A1 mutant. En réponse a l'injection intradermique des fibroblastes allogéniques, le mécanisme
qui sous-tend la régulation a la hausse de I'expression du collagéne de type VII du patient EBDR
semble impliquer le HB-EGF (acronyme de la terminologie anglaise pour heparin-binding epidermal
growth factor, facteur de croissance épidermique liant I'néparine), dont le niveau a augmenté de plus
de 3 fois chez le patient (64). Les auteurs ont émis I'hypothése que l'injection des fibroblastes induit
une inflammation, ce qui conduit a la régulation positive du HB-EGF, probablement par une
augmentation de I'expression du facteur de transcription AP-1 (64). Toutefois, cette étude n'a pas
montré de différences entre ['injection des fibroblastes ou d’une solution saline sur I'extension ou le

taux de ré-épithélialisation de deux érosions chroniques de patients EBDR (64). Une limitation
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majeure de cette approche est que le HB-EGF est impliqué dans de nombreux processus
tumorigénes et que les patients EBDR sont a risque élevé de développer un carcinome cellulaire
squameux (64-66). Les auteurs ont conclu que linflammation, qui a également eu lieu avec le
traitement placébo, était suffisante pour provoquer une augmentation de I'expression du collagene de
type VII (64). L'effet de linjection des fibroblastes allogéniques sur la fermeture des plaies de
patients EBDR a été évalué subséquemment dans deux études (67, 68). Une des deux études a
montré que tant les fibroblastes allogéniques que la solution placébo ont été efficaces pour la
fermeture des plaies, indépendamment de la régénération du collagéne de type VII (67). Les auteurs
ont suggéré que la présence de l'albumine dans le milieu pour stabiliser les fibroblastes a pu
augmenter la cicatrisation des plaies observée dans le traitement expérimental ainsi que dans la
condition placébo. L’autre étude a démontré que linjection de fibroblastes allogéniques était plus
efficace que la solution placébo pour stimuler la fermeture des plaies jusqu'a 28 jours apres le
traitement (68). La petite taille de I'échantillonnage, la différence entre les protocoles d'étude, les
cellules et les solutions utilisées entre les deux études peuvent justifier les différences observées.
Pourtant, considérant que le traitement n'est pas permanent et qu'il est douloureux pour le patient,

Iutilité de cette approche reste a déterminer.

La perfusion intradermique des cellules mésenchymateuses stromales allogéniques a mené
a une amélioration de l'intégrité de la jonction dermo-épidermique chez deux patients EBDR qui
n’exprimaient pas de collagéne de type VII. De plus, du collagene de type VIl a été détecté dans la
jonction dermo-épidermique de la peau intacte chez ces patients ainsi qu'au niveau des plaies
chroniques. Cet effet a été observé une semaine apres la perfusion des cellules mésenchymateuses
et a duré 4 mois. En outre, la ré-épithélialisation de la peau endommagée a été restreinte a la zone
imprégnée de cellules mésenchymateuses, soutenant l'efficacité du traitement (69). L’administration
intraveineuse de cellules mésenchymateuses allogéniques a été évaluée sur 10 enfants porteurs de
'EBDR dans une étude clinique de phase |. Comme ce fut le cas pour l'injection de fibroblastes
allogéniques mentionnée auparavant, une augmentation du collagéne de type VIl ou la formation de
nouvelles fibrilles d’ancrage n'a pas été observée malgré 'amélioration de la condition des plaies des
patients (70).

Basé sur les expériences passées de transplantation de cellules souches de la moelle
osseuse (71), Tolar et Wagner ont proposé des stratégies améliorées pour utiliser cette source de

cellules pour produire le collagéne de type VII chez les patients EBDR (72). Dans une étude clinique
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réalisée sur 20 patients atteints d’'EBDR traités par cette approche, une amélioration de l'intégrité de
la peau et de la qualité de vie a été observée chez la majorité des patients. Méme si une guérison
compléte n'a pas été obtenue, les effets bénéfiques ont méme été perceptibles jusqu'a 5 ans apres le
traitement. Quoique les mécanismes qui expliquent cette amélioration n’aient pas encore été
confirmés, l'injection des cellules souches de la moelle osseuse pourrait induire une inflammation, et
conséquemment, la régulation positive du HB-EGF, de la méme fagon qu'il a été observé avec
l'injection des fibroblastes allogéniques, discuté précédemment dans ce chapitre. D’autre part, des
mécanismes endogenes de régénération de la peau non liés au collagéne de type VIl pourraient étre
impliqués. Deux autres hypotheses ont été soulevées par les auteurs. La premiere est que les
leucocytes circulants pourraient sécréter assez de collagéne de type VII pour former des fibrilles
d’ancrage fonctionnelles. La deuxiéme est que les cellules souches non-hématopoiétiques de la
moelle osseuse pourraient migrer vers les plaies et s’y établir. L'avantage de cette stratégie réside
dans la possibilité d'offrir un traitement systémique pour 'EBDR. Toutefois, certains inconvénients
importants sont associés au processus, comme par exemple, la myéloablation et la quantité de
cellules qui devraient étre injectées aux patients pour qu'assez de collagéne de type VII soit produit
et relocalisé dans les fibrilles d’'ancrage. Une évaluation des risques et bénéfices pour les patients

s'impose lors de I'utilisation d’une technique invasive comme la myéloablation.

Certains patients atteints d'EBDR présentent un mosaicisme révertant. Dans cette condition,
les kératinocytes révertants sont caractérisés par une correction somatique spontanée du gene
COL7A1 délétére. Cette situation est particulierement avantageuse pour la thérapie cellulaire car elle
offre la possibilité de sélectionner les cellules cutanées révertantes pour des applications en thérapie
cellulaire ou en génie tissulaire sans manipulation du génome (73) puisque ces cellules sont
naturellement corrigées, ce qui s'avererait un avantage pour la sécurité du patient. De plus, le codt
du traitement serait plus faible s'il n’y a pas de vecteur a produire. Toutefois, il faut étre en mesure de
s’assurer que des cellules révertantes souches sont conservées dans les cultures et les tissus

reconstruits et qu'ils peuvent survivre a long terme aprés leur transplantation.

En cas de difficultés a cultiver les cellules révertantes cutanées en nombre suffisant pour
traiter un patient, une alternative serait de reprogrammer les cellules révertantes en cellules souches
pluripotentes induites (iPSC, acronyme de la terminologie anglaise pour induced pluripotent stem
cells) qui peuvent ainsi étre amplifiées in vitro. Tolar et ses collaborateurs ont réussi a générer des

iPSCs a partir de kératinocytes révertants de patients EBDR et de les reprogrammer en cellules
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hématopoiétiques et en kératinocytes normaux par la suite (74). La faisabilité de la stratégie visant a
générer des iPSCs a partir de fibroblastes de souris déficientes en collagéne de type VII (75) ou de
kératinocytes de patients souffrant d’'EBDR (76), suivi de la reprogrammation des iPSCs en
fibroblastes ou kératinocytes normaux et de leur utilisation pour fabriquer des peaux reconstruites a
été montrée. Toutefois, méme si l'approche par iPSCs est intéressante, elle nécessite de
nombreuses manipulations géniques en laboratoire dont les risques pour les patients devront étre

évalués.

Plusieurs sources accessibles de cellules souches dont les conditions de culture sont bien
établies sont disponibles chez I'adulte pour la thérapie cellulaire, telles que les cellules progénitrices
de I'épiderme, les cellules souches mésenchymateuses stromales et les cellules souches dérivées
du tissu adipeux (77, 78). D'autres sources riches en cellules souches telles que le placenta, le
cordon ombilical (68), le sang du cordon ombilical et de la membrane amniotique ont également été
proposées (78, 79), et les récents progrés dans l'utilisation de ces sources ont été passés en revue

par Nevala-Plagemann et al. (79).

1.3.3 Lathérapie génique

Le transfert de gene est une technique qui a été utilisée depuis plus de 30 ans pour étudier
la fonction et la régulation des génes in vitro. La thérapie génique est définie par le transfert d'un
acide nucléique, soit '’ARN ou I'ADN, pour traiter ou prévenir une maladie (80). Cette approche est
maintenant utilisée pour traiter différentes maladies génétiques et acquises. Diverses stratégies
peuvent étre envisagées telles que la correction d’'un géne muté, par la modification du génome ou la
modification de 'ARN messager défectueux par trans-épissage. Dans le cas d'une mutation
récessive, le phénotype de type sauvage de la cellule peut étre restauré par l'introduction d'une copie
saine du gene. En 1989, Rosenberg et ses collaborateurs ont effectué le premier essai dans lequel
des patients étaient injectés avec des cellules génétiquement modifiées (81). Depuis, plus de 1800
essais cliniques en thérapie génique ont été réalisés, sont en cours ou ont été approuvés dans le
monde entier (82). Dans la derniére décennie, la thérapie génique a commencé a montrer des
avantages cliniques importants chez les patients. Par exemple, la vue de patients atteints

d’amaurose congénitale de Leber a été améliorée suite a l'injection dans la rétine d'un vecteur de
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virus adéno-associé (AAV) contenant le transgene RPEG5 (83, 84). Dans le cas de I'hémophilie B,
certains patients ont pu arréter les injections hebdomadaires de facteur IX aprés une injection
intraveineuse d'un AAV contenant un transgéne codant pour ce facteur de coagulation (85, 86). La
thérapie génique a également été efficace pour le traitement de troubles d'immunodéficience tels que
SCID-X1, ADA-SCID, CGD et WAS. Les progres et les limites de ces approches thérapeutiques sont
discutés dans une revue (87). Ces essais montrent que la thérapie génique ex vivo est une approche
prometteuse pour le traitement des maladies génétiques et qu'elle a un potentiel évident pour le

développement de différentes stratégies pour traiter 'EB de fagon permanente.

1.3.3.1 Vecteurs utilisés en thérapie génique pour traiter I'épidermolyse bulleuse
dystrophique récessive

L'introduction d'un géne dans une cellule nécessite un véhicule car les genes sont des
acides nucléiques formant de grosses molécules chargées négativement. Des transporteurs non
viraux, tels que les liposomes ou les molécules polycationiques, ou l'injection directe de 'ADN seul
ou par électroporation, sont des méthodes qui se sont avérées inefficaces (33). Quoique l'intégration
du géne avec un vecteur non viral puisse étre considérablement améliorée par I'utilisation de

I'enzyme viral intégrase, son efficacité demeure faible (88, 89).

Actuellement, 'utilisation des vecteurs viraux est le moyen le plus efficace pour transférer un
géne dans une cellule cible. Toutefois, un bon vecteur viral doit étre capable de livrer le géne
thérapeutique dans les cellules sans les endommager (90, 91) et sans altérer les caractéristiques
biologiques qui leur sont pertinentes. Pour le traitement de 'EBDR par thérapie génique, l'objectif est
d’intégrer le gene fonctionnel du collagéne de type VII dans le génome des fibroblastes et/ou des
kératinocytes atteints ’EBDR afin que ceux-ci produisent du collagéne de type VII, et ce, de fagon
permanente. Dans les études visant cet objectif, les systémes viraux qui ont été les plus
frequemment utilisés sont les vecteurs rétroviraux (gammarétroviraux et lentiviraux), car ils sont
capables d'intégrer leurs génes dans I'ADN de I'héte (80, 91) et sont congus de sorte qu'ils soient
incapables de se répliquer afin d'éviter le risque de dissémination virale. Plusieurs études portant sur

la correction de genes dans les cellules en culture ont démontré que ces vecteurs sont capables
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d’accommoder un gene aussi gros que celui du COL7A1 et de le transférer dans des fibroblastes et
des kératinocytes (39, 40, 44, 92-96).

Pour transférer le géne dans la cellule, le vecteur rétroviral doit étre encapsidé dans une
enveloppe virale formée de glycoprotéines capables de se lier aux récepteurs a la surface de la
cellule cible. Une fois lié, le vecteur fusionne avec la membrane cellulaire et libére 'ARN dans le
cytoplasme. Par la suite, 'ARN est transcrit inversement en ADN double-brin qui s'intégre dans le
génome cellulaire lors de la division cellulaire. Le géne porté par un vecteur lentiviral est capable de
pénétrer le noyau cellulaire et de s'intégrer dans le génome sans que la cellule ne se divise (80, 97).
Cependant, le vecteur lentiviral est plus laborieux a produire par transfection transitoire ou avec des
lignées cellulaires inductibles (98), tandis que le vecteur gammarétroviral a 'avantage de pouvoir étre

produit avec des lignées cellulaires d’encapsidation stables (99, 100).

Les interactions entre le vecteur viral et le récepteur cellulaire peuvent étre augmentées par
le pseudotypage, qui est un processus par lequel des glycoprotéines hétérologues de I'enveloppe
virale sont incorporées a la surface du rétrovirus pour modifier son tropisme vers la cellule et

augmenter son pouvoir infectieux.

Méme si le pseudotypage peut augmenter l'efficacité de la transduction, I'adsorption initiale
de la particule virale a la membrane cellulaire dépend du rapprochement entre le récepteur cellulaire
et 'enveloppe virale. Toutefois, cette étape est restreinte par la répulsion causée par les charges
négatives présentes a la surface des deux membranes respectives (97, 101). Pour cette raison, des
facilitateurs de transduction sont normalement utilisés pour réduire ces forces de répulsion.
Différentes molécules, comme des polymeres polycationiques (polybréne et diethylaminoethyl
(DEAE)-dextran, des protéines recombinantes (rétronectine), des peptides (protamine and
vectofusin-1) et des peptides qui vont former des nanofibrilles (EF-C), permettent la neutralisation
des charges négatives de la particule virale, ce qui favorise son adsorption sur la membrane
cellulaire chargée négativement. De cette fagon, la fusion de la particule virale & la membrane de la

cellule cible ainsi que son pouvoir infectieux sont augmentés (97).

Toutefois, un inconvénient possible des vecteurs rétroviraux est leur capacité d'intégration
aléatoire dans le génome qui peut provoquer de la mutagénése insertionnelle (102, 103). Un petit
nombre de patients ont développé une leucémie lors d’essais cliniques ou des vecteurs rétroviraux

ont été utilisés pour modifier des cellules souches hématopoiétiques. Bien que le mécanisme exact
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qui a déclenché la leucémie dans ces cas n'a pas été complétement élucidé, il est reconnu que, en
plus des mutations somatiques, des promoteurs viraux ont participé au déclenchement de la maladie
en régulant a la hausse des proto-oncogénes se trouvant a proximité (104, 105). Le risque
d'activation des oncogénes pourrait étre réduit par l'utilisation de vecteurs viraux ne contenant pas
leurs promoteurs et leurs séquences activatrices. De tels vecteurs rétroviraux auto-inactivés (SIN)
(acronyme de la terminologie anglaise pour self-inactivated) contenant un transgene contrélé par un
promoteur physiologique interne ont donc été générés (106, 107). Une intégration stable du gene
COL7A1 dans le génome de kératinocytes et de fibroblastes EBDR, transduits & 'aide d’un vecteur
SIN, utilisés pour produire des peaux reconstruites a été observée suite a la greffe de ces peaux sur
des souris (44). Une autre étude a démontré l'efficacité des vecteurs SIN & transduire le gene
COL7A1 dans des fibroblastes qui ont ensuite été injectés dans la portion dermique de peaux

reconstruites a partir de cellules de patient EBDR transplantées chez la souris (108).

En raison des séquences répétitives contenues dans 'ADN complémentaire du géne
COL7A1 et de sa grande taille, le réarrangement génétique peut se produire dans des vecteurs
rétroviraux pendant la transcription inverse. Pour surmonter ce probleme, Murauer et ses
collaborateurs ont congu un transcrit d'ARN trans-épissé plus court que le transcrit normal du
COL7A1. Cette stratégie fut un succes et la forme correcte du collagéne de type VIl a été produite
par les kératinocytes EBDR exprimant cet ARN. Comme prévu, une localisation normale du
collagéne de type VIl a la jonction dermo-épidermique, ainsi que la formation normale des fibrilles
d'ancrage a été observée dans un modéle de peau reconstruite in vitro (40). Le groupe a utilisé
récemment une stratégie non virale pour délivrer dans la peau murine, a l'aide d'un pistolet, un
plasmide qui exprimera 'ARN qui pourra étre épissé en trans. Toutefois, méme si la technique a

permis de restaurer le collagene de type VII, son niveau d’expression est demeuré faible (109).

Dans la plupart des pays industrialisés, la réglementation exige que, pour une utilisation
clinique, les produits a base de cellules cultivées ou ayant subi des manipulations géniques soient
manufacturés selon les bonnes pratiques de fabrication (BPF) (27). En vertu de ces exigences, le
controle des étapes critiques du processus de production est tres important pour assurer la qualité du
produit et donc sa sécurité et son efficacité chez le patient. Ainsi, la construction et la production de
vecteurs viraux doivent de préférence étre effectuées a partir de lignées cellulaires d'encapsidation
stables (27). Les vecteurs doivent étre caractérisés pour leur sécurité biologique, comme par

exemple, la capacité de réplication, l'intégration du vecteur, la biodistribution, I'élimination et
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limmunogénicité. Le potentiel de formation de tumeur ou le risque de formation ectopique de tissus

est également a déterminer (110).

Certaines études ont démontré la faisabilité de caractériser des clones dérivés d'une seule
cellule souche transduite (40, 111, 112). Basé sur I'hypothese que la population cellulaire obtenue
est homogéne, ce genre de stratégie clonale permet aux chercheurs d'effectuer différents tests avant
de transplanter les cellules chez le patient, par exemple, la détermination du caryotype, les essais de
tumorigénicité, et des vérifications pour les intégrations provirales et les réarrangements potentiels.
Chaque analyse confére un niveau supplémentaire de sécurité (112). Leurs résultats ont démontré
que les kératinocytes souches transduits isolés ainsi que les cellules dérivées n’ont pas développé
de signes de carcinogenése, comme la translocation chromosomique et la durée de vie indéfinie. De
plus, ils n'ont pas démontré de pouvoir tumorigéne lors d'essais chez des souris athymiques

immunodéficientes (112).

1.3.3.2 L’édition génique : I'édition ou la correction des séquences génomiques
mutées

L’édition génique est la correction des séquences mutées directement dans le géne par des
nucléases modifiées. Les nucléases modifiées pour cibler des sites génomiques spécifiques peuvent

activer le mécanisme de réparation de I'ADN cellulaire par clivage du géne d'intérét (113, 114).

Plusieurs stratégies d'édition du génome ont été développées, y compris celles utilisant des
méganucléases (115, 116), des nucléases a doigts de zinc (ZFN, acronyme de la terminologie
anglaise zinc-finger nuclease) (117), des nucléases effectrices de type activateur de transcription
(TALENS, acronyme de la terminologie anglaise pour transcription activator-like effector nucleases)
(118), et la nucléase Cas9 associée aux courtes répétitions palindromiques groupées et
régulierement espacées (CRISPR, acronyme de la terminologie anglaise pour clustered regularly

interspaced short palindromic repeats) (17, 60, 113, 119-121).

L'efficacité de la technologie TALEN pour corriger le géne COL7A1 a été évaluée dans une
étude réalisée par Osborn et ses collaborateurs. La correction du gene COL7A1 de fibroblastes
EBDR par la technologie TALEN a été combinée a leur reprogrammation en iPSCs. Les iPSCs ont

été injectés dans un modeéle in vivo de tératome et du collagéne de type VIl a été localisé au niveau
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de structures typiques de la jonction dermo-épidermique. Ces résultats sont une preuve de la
faisabilité de thérapies individualisées combinant les technologies TALEN et iPSC (118). De plus, la
technologie TALEN a été associée au concept de sélection clonale pour produire des peaux

reconstruites a partir de clones produisant le collagéne de type VII (122).

Une autre étude a démontré la faisabilité d'utiliser les technologies TALEN ou CRISPR pour
éliminer le gene défectueux sur un des alléles du génome de fibroblastes de patients portant la
version dominante de I'EB dystrophique. Les cellules ont ensuite été utilisées pour générer des
iPSCs qui ont été reprogrammés en fibroblastes et en kératinocytes exprimant le collagéne de type

VII a partir de I'alléle non défectueux (123).

Bien que les approches ZFN, TALEN et CRISPR sont prometteuses, la prudence est de mise

dans leur application a cause du risque d’effets hors-cibles (87, 124, 125).

Tableau 1.3 : Les thérapies en développement pour le traitement de I'épidermolyse bulleuse

dystrophique récessive *

Thérapie Approche Etat de la recherche Commentaires
Correction non permanente du
. . g déficit en collagene de type VIL.
Remplacement Protéine Etudes précliniques : , i ;
de protéines recombinante - modéle murin (48, 54-56) Formation des fibrilles  d'ancrage

dans la dermo-

épidermique.

jonction

Fibroblastes
allogéniques

Etudes précliniques :
- modéle murin (64)

Etudes cliniques (63, 67,
68)

Correction non permanente du
déficit en collagéne de type VII.
Amélioration de I'état clinique des
patients indépendamment de |la
production du collagéne de type VII.

Cellules
mésenchymateuses

Etude clinique (69, 70)
NCT02579369**a
NCT02323789**

Correction non permanente du
déficit en collagéne de type VII.
Amélioration de I'état clinique des
patients indépendamment de la
production du collagéne de type VII.

Cellulaire

Cellules  souches
hématopoiétiques

Etudes cliniques (71, 72)
NCT01033552**¢

Stratégie prometteuse pour une
correction & long-terme, mais des
risques associés au processus
doivent étre réduits.

Cellules révertantes

Etude préclinique :

Kératinocytes révertants  utilisés

autologues - modéle murin (74) pour générer des iPCSs.

Cellules  souches Etudes précliniques :

oluripotentes - modéle murin (75, 76, Les résultats obtenus favoriseront la
induites (PCS) 118, 126) translation vers les essais cliniques.
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Thérapie Approche Etat de la recherche Commentaires

Génique

Etude in vitro (93) Correction a long-terme du déficit
Etudes précliniques : en collagéne de type VI Les
- modele murin (39, 44, études cliniques en cours fourniront
Introduction  d’'une 92, 94, 96, 108, 111, 112)  des renseignements qui répondront

copie saine du géne - modéle canin (95) a de nombreuses questions sur la

dans le génome Etudes cliniques sécurité des vecteurs viraux, surla
NCT02810951**d réponse immunitaire contre e
NCT01263379**¢ collagéne de type VIl et sur
NCT02493816** I'efficacité des traitements.

Correction a long-terme du déficit
du collagéne de type VI Les
résultats obtenus sur le potentiel de
I'approche favoriseront la translation
vers des essais cliniques.

TALEN. Approche intéressante pour

Modification de
ARN  défectueux
par trans-épissage

Etudes précliniques :
- modéle murin (40, 109)

Correction du géne Etude in vitro : (118) la correction a long-terme du déficit
par [Iédition du Etude préclinique : du collagéne de type VII. A suivre,
génome - modéle murin (122) les nouveaux développements avec

cette technologie prometteuse.

*Les thérapies pharmacologiques ne sont pas considérées dans ce tableau.
**Numéro d'identifiant sur le site ClinicalTrials.gov (53) :
a) NCT02579369 — A Phase 1 Clinical Study to Evaluate the Safety of ALLO-ASC-DFU in the Subjects

With Dystrophic Epidermolysis Bullosa). Etude clinique de phase | visant & évaluer la sécurité de
I'’ALLO-ASC-DFU, des cellules souches mésenchymateuses provenant du tissu adipeux, pour traiter
des patients avec I'épidermolyse bulleuse dystrophique.

b) NCT02323789 — A Phase I/ll Study Evaluating Allogeneic Mesenchymal Stromal Cells in Adults With

Recessive Dystrophic Epidermolysis Bullosa. Etude de phase /Il visant & évaluer l'effet des cellules
mésenchymateuses stromales allogéniques pour traiter des adultes avec 'EBDR.

c) NCT01033552 — Biochemical Correction of Severe Epidermolysis Bullosa by Allogeneic Stem Cell

Transplantation. Correction biochimique de I'EB sévére par la transplantation de cellules souches.
Phase Il.

d) NCT02810951 — A Phase I/ll Study of FCX-007 (Genetically-Modified Autologous Human Dermal

e)

Fibroblasts) for Recessive Dystrophic Epidermolysis Bullosa (RDEB). Etude de phase I/l sur
I'utilisation des FCX-007 (fibroblastes dermiques humains autologues modifiés) pour traiter 'EBDR.
NCT01263379 - A Phase 1/2A Single Center Trial of Gene Transfer for Recessive Dystrophic
Epidermolysis Bullosa (RDEB) Using the Drug LZRSE-COL7A1 Engineered Autologous Epidermal
Sheets (LEAES). Etude monocentrique de phase I/l : transfert du collagéne de type VII dans des
feuillets épidermiques autologues reconstruits pour traiter 'TEBDR en utilisant la drogue LZRSE-
COL7A1.

f) NCT02493816 — Phase | Study of Lentiviral-mediated COL7A1 Gene-modified Autologous Fibroblasts in

Adults With Recessive Dystrophic Epidermolysis Bullosa. Etude de phase |: intégration du géne
COL7A1 par lentivirus dans des fibroblastes autologues pour traiter 'EBDR chez 'adulte.

Dans un concept de médecine personnalisée, tous les efforts consacrés a la recherche de

différentes stratégies et technologies sont importants, car certaines techniques pourraient étre

combinées pour fournir le traitement optimal pour chaque patient EBDR.

20



1.4 Le génie tissulaire pour la formation des peaux reconstruites

Le but du génie tissulaire est de recréer un tissu présentant des caractéristiques qui
permettent la réparation d'un tissu endommagé tout en conservant ses propriétés physiologiques,

mécaniques et structurales.

Dans le cas de la peau, la régénération a long terme de I'épiderme est possible grace a la
présence de cellules souches épithéliales qui peuvent étre identifiées a l'aide du marquage de la
kératine 19 (9). Ces cellules ont les caractéristiques nécessaires pour maintenir la capacité d'auto-
renouvellement de la peau, ainsi que son aptitude a se différencier, et ont la capacité de guérir les
plaies. Pour que les peaux reconstruites conservent @ long terme ces propriétés fondamentales
aprés la greffe, une attention particuliére doit étre apportée aux conditions de culture afin que celles-
ci favorisent la conservation des cellules souches. Ces propriétés ont été démontrées chez certains
modéles de peau reconstruite bilamellaire (127-129), dont le modéle par auto-assemblage développé

au sein de notre laboratoire (9).

Dans les cultures monocouches, le comportement clonogénique d'un kératinocyte donné
indique son état de différenciation. Ainsi, & partir de critéres morphologiques combinés aux propriétés
de prolifération, les colonies de kératinocytes peuvent étre divisées en trois types : les holoclones,
les méroclones et les paraclones (130) (Figure 1.4). A cause de leur forte capacité proliférative en
culture, les kératinocytes souches forment des holoclones. Ces colonies se caractérisent par leur
grande taille et sont composées principalement de petits kératinocytes homogenes (131). Le
méroclone est caractéristique de la majorité de la population de cellules amplificatrices transitoires,
ou les cellules proliférent avec un nombre limité de divisions (132). Ces clones se caractérisent par la
présence des kératinocytes a différents stades de différenciation et ils sont considérés comme une
étape intermédiaire entre les holoclones et les paraclones (131). Les paraclones sont de petites
colonies issues de cellules amplificatrices transitoires qui se sont déja divisées plusieurs fois. Ils se
caractérisent par leur petite taille et sont constitués de grandes cellules différenciées (131, 132). La
culture sur plusieurs passages provoque la conversion des holoclones en méroclones, puis en
paraclones (132). Ce processus, appelé conversion clonale, est normalement irréversible (130, 132).
Le stress, des conditions non optimales de culture, 'augmentation du nombre de passages et I'age

du donneur sont des facteurs qui augmentent le taux de conversion clonale (132). Bien entendu,
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pour la reconstruction des peaux ex vivo, les conditions de culture doivent limiter le processus de

conversion clonale.

Figure 1.4. Morphologie caractéristique des colonies formées par les kératinocytes selon leur état de
différenciation : holoclone (A), méroclone (B) et paraclone (C). Notez que le méroclone contient davantage
de grandes cellules (fléche) comparativement & I'holoclone formé principalement de petites cellules. Echelle :
barre = 200 um.

Les peaux reconstruites peuvent étre produites a partir d'une variété de méthodes basées
sur |'utilisation de matieres biologiques, de matériaux synthétiques ou de matrice extracellulaire
exogene (77, 127, 133-138). L'utilisation des cellules autologues, qui ne sont pas immunogénes, est
préférable pour la fabrication des peaux reconstruites a des fins cliniques afin d'éviter le rejet, qui
surviendrait avec des cellules allogéniques, suite a leur transplantation sur le patient. L'approche du
génie tissulaire par la méthode d'auto-assemblage permet la production des peaux reconstruites a
partir de fibroblastes et de kératinocytes autologues sans avoir besoin d'un support au préalable pour
y ensemencer les cellules (131, 139-141). Avec cette approche, les fibroblastes produisent les
composants du tissu conjonctif qui forment le derme (Figure 1.5.A). Les cellules épithéliales
reproduisent les couches typiques de I'épiderme (basale, épineuse, granuleuse, cornée) et les
kératinocytes basaux sont reliés au derme reconstruit par une membrane basilaire (Figure 1.5.B,C).

Dans un modéle de peau reconstruite, il est important d’avoir une membrane basilaire bien structurée
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afin de favoriser la réapparition du microenvironnement, ou la niche, qui est essentiel pour la
conservation des cellules souches épithéliales (9). La niche est constituée d'interactions entre les
cellules souches, les cellules voisines (du méme type (kératinocytes) et d’autres types, comme les
fibroblastes), des facteurs de croissance, des molécules de signalisation et de la matrice
extracellulaire (9). Ainsi, en préservant 'homéostasie du tissu nouvellement formé, la méthode de
reconstruction de la peau par auto-assemblage devient un avantage lors de ['utilisation du génie

tissulaire.

Figure 1.5. Peau reconstruite produite par génie tissulaire selon I'approche d'auto-assemblage. (A)
Coupe histologique colorée par trichrome de Masson. (B-C) Observation par microscopie électronique a
transmission. A noter que la peau reconstruite présente des caractéristiques histologiques typiques de la peau
humaine normale, telles qu'un épithélium stratifié kératinisé reposant sur une composante dermique formée de
fibres de collagéne denses de couleur bleu (A). Notez la présence d'une membrane basilaire avec une lamina
lucida, une lamina densa et de nombreux hémidesmosomes entre I'épiderme et le derme reconstruits (C). Le
collagéne de type VII, le principal composant des fibrilles d'ancrage, interagit avec la laminine 332, un
composant de la lamina lucida et le collagéne de type IV, un composant de la lamina densa. Les fléches
noires indiquent une structure similaire aux fibrilles d’ancrage telles que celles formées par le collagéne de
type VII. ECM: matrice extracellulaire, HEM : hémidesmosome, LD : lamina densa, LL: lamina lucida.
Echelle : barres = A, 100 um; B, 1 um; C, 0,2 um. Adaptation de la figure 2 du livre : Epidermolysis Bullosa
(EB): Prevalence, Clinical Manifestations and Management, Strategies integrating gene therapy and tissue
engineering into the development of treatments for Recessive Dystrophic Epidermolysis Bullosa, 77-114,
copyright 2016. Piaceski, AD.; Larouche, D.; Bisson, F.; Ghani, K.; Caruso, M.; Germain, L. Avec la permission
de Nova Science Publishers, Inc.
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1.5 La thérapie génique combinée au génie tissulaire pour traiter
I’épidermolyse bulleuse dystrophique récessive

La thérapie génique évolue vers de nouveaux développements ou les cellules souches et le
génie tissulaire ouvrent la voie a de nouvelles stratégies novatrices et prometteuses pour le
traitement de 'EBDR.

Lorsque la thérapie génique est combinée au génie tissulaire, l'objectif est d’offrir un
traitement local mais permanent par une greffe de peau. Par conséquent, I'auto-renouvellement du
tissu reconstruit corrigé pour 'EBDR, dans lequel les cellules expriment le collagéne de type VI
fonctionnel, est une condition sine qua non pour avoir les effets a long terme de la thérapie génique.
Par conséquent, une attention particuliére doit étre portée a la procédure de transfert de géne afin de
transduire les cellules souches. Pour cela, les facteurs les plus importants a considérer sont la
conception du vecteur et la méthode utilisée pour la transduction des cellules (142). Le procédé de
transfert de géne dans les cellules peut étre stressant et accélérer le processus de différenciation, ce
qui conduit a la conversion clonale (132). Par conséquent, le processus de transduction doit étre le
moins agressif possible afin d'éviter la différenciation prématurée des cellules souches. Un moyen
pour détecter si les kératinocytes qui ont intégré un transgéne sont des cellules souches est de
vérifier leur capacité a former des holoclones (9, 27, 130) avant de les utiliser pour la thérapie

génique.

Pour toutes les méthodes de génie tissulaire a base de cellules vivantes, il est possible de
transférer des génes dans des cellules in vitro avant leur utilisation dans les tissus reconstruits. Cette
approche confére un avantage au point de vue de la sécurité et de l'efficacité du transfert de géne,
car il est possible d’évaluer l'intégration des génes dans les cellules souches, par exemple, par la
technique d’hybridation in situ par fluorescence. L'intégrité des tissus reconstruits produits peut
également étre vérifé avant leur transplantation sur le patient par des analyses histologiques ainsi

que la détection de marqueurs de différenciation de la peau par immunofluorescence.

Pour traiter 'TEBDR avec des tissus reconstruits, des kératinocytes dérivés d'un holoclone
individuel, ou le gene COL7AT a été transféré avec succés, peuvent étre utilisés pour ensemencer
les tissus (111, 112). Bien qu'il se soit avéré difficile d’obtenir des kératinocytes clonogéniques ou

formant des holoclones a partir d'‘échantillons de peau prélevés chez les patients atteints d'EB

24



jonctionnelle (143), des kératinocytes de patients EBDR ont été cultivés (44, 112). Il a été démontré
que les kératinocytes souches de patients EBDR ont un profil similaire a celui des kératinocytes
souches de sujets normaux en ce qui concerne leur propriété d’expansion en culture et leur capacité
a former des clones (112). Dans cette étude, il a été démontré que seulement quelques cellules
EBDR répondaient aux critéres de cellule souche et de sécurité apres l'intégration du gene. Ainsi,
des différences d'expression du collagene de type VII dans les cellules souches transduites
provenant du méme patient pour différents clones ont été observées (112). Etant donné que la
régénération de I'épiderme est assurée par des cellules souches provenant de différents réservoirs
(renflement du poil, épiderme, glande, etc.) (144) des études complémentaires doivent étre
effectuées pour déterminer si un épithélium formé a partir d'un clone unique est capable de maintenir

I’'homéostasie de la peau.

1.6 Quelles cellules utiliser pour traiter I'épidermolyse bulleuse dystrophique
récessive a l'aide de la thérapie génique et du génie tissulaire

Quelle est la meilleure approche en thérapie génique pour le traitement de 'EBDR:
I'utilisation des kératinocytes ou des fibroblastes? En fait, les deux types cellulaires ont des

avantages et des inconvénients.

La culture des kératinocytes de la peau est plus exigeante que celle des fibroblastes. Par
exemple, elle nécessite I'ajout de plusieurs additifs et l'utilisation de couches nourricieres pour
conserver les cellules souches (145). De plus, ce type cellulaire est considéré difficile a transduire
par des vecteurs viraux relativement a d’autres types cellulaires comme les fibroblastes. Cependant,
les kératinocytes EBDR autologues produisent toutes les protéines liées a la jonction dermo-

épidermique, ils sont donc un bon choix pour la modification génétique (90).

En ce qui concerne le traitement des patients, deux fagons principales de greffer les
kératinocytes peuvent étre utilisées: la pulvérisation des cellules ou la transplantation de substituts
cutanés produits in vitro par génie tissulaire, tels que les feuillets d’épiderme cultivé autologues ou
des peaux reconstruites bilamellaires avec une composante dermique et épidermique. La

pulvérisation de kératinocytes fraichement isolés en suspension sur des plaies causées par des
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brilures de deuxiéme degré a démontré certains effets bénéfiques sur la guérison (146, 147).
Toutefois, le nombre et taux de survie des cellules souches dans ces conditions reste a déterminer.
Le principal avantage des feuillets d’épiderme cultivé autologues est la possibilité de produire, dans
un court laps de temps, des centaines de centimétres carrés de tissu épidermique. Une étude a
montré que les cellules souches survivent dans les feuillets d’épiderme cultivé autologues, car
I'expression stable d'un transgéne inséré dans ceux-ci a été observée a long terme aprés
limplantation sur des patients (143). Puisque les feuillets d'épiderme cultivé autologues sont
appliqués localement et en surface, la biodistribution des cellules souches est facile a controler.
D’ailleurs, les feuillets d’épiderme cultivé autologues sont utilisés pour traiter des patients bralés
depuis plus de 30 ans, et la formation de tissu ectopique dans d’autres organes n'a jamais été
rapportée. Bien que l'utilisation des feuillets d’épiderme cultivé autologues soit bien établie parmi les
stratégies de soins standard des grands brilés, ces greffons sont fragiles. lls ne comprennent que
I'épiderme, le derme et la membrane basale sont absents et doivent donc se reformer apres la greffe.
Ainsi, les feuillets d'épiderme sont minces et n’ont pas les propriétés mécaniques conférées par le
derme. Pour pallier a cet inconvénient, l'autre option consiste a produire de la peau reconstruite

bilamellaire formée d’une composante dermique en plus d’un épiderme.

Etant donné que les fibroblastes produisent du collagéne de type VII, ils sont également
ciblés pour une utilisation en thérapie génique pour 'EBDR. Les protocoles de transduction de gene
dans ce type cellulaire sont bien établis. Combinés au génie tissulaire, les fibroblastes
génétiguement modifiés peuvent étre inclus dans la composante dermique de la peau reconstruite
bilamellaire. En comparaison avec ['injection de cellules sous I'épiderme, les peaux reconstruites
bilamellaires offrent la possibilité de vérifier la correction de la pathologie et l'intégrité architecturale
du tissu avant sa greffe sur le patient. Toutefois, I'expression du collagéne de type VIl a long terme

dans les fibroblastes des peaux reconstruites greffées reste a déterminer.

Titeux et ses collaborateurs ont transduit des fibroblastes et des kératinocytes EBDR en
utilisant des vecteurs rétroviraux SIN. Ils ont montré, dans un modele de peau humaine reconstruite
greffée sur des souris athymiques, que la seule présence des kératinocytes ou des fibroblastes
produisant du collagéne de type VII fonctionnel au sein des tissus reconstruits est suffisante pour

promouvoir I'assemblage des fibrilles d'ancrage et de rétablir 'adhérence dermo-épidermique (44).
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D'autres sources de cellules souches, telles que les cellules mésenchymateuses du tissu
adipeux ou les cellules du placenta, du cordon ombilical, du sang ombilical ou de la membrane
amniotique, pourraient également étre utilisées pour générer le collagéne de type VII corrigé par
thérapie génique et pour ensuite étre utilisées pour la reconstruction de la peau par génie tissulaire.
La capacité plus limitée a la différenciation des cellules souches post-natales est un avantage, car

ceci réduit le risque de formation de tissu ectopique (131).

La reprogrammation de cellules de la peau de patients atteints ’EBDR, corrigées pour
exprimer le collagéne de type VII avant ou aprés la génération des iPSCs, qui seraient ensuite
différenciées en kératinocytes ou en fibroblastes corrigés, a fait l'objet d'études intéressantes qui
proposent différentes stratégies locales ou systémiques pour reconstruire de fagon permanente les
tissus endommagés des patients atteints ’EBDR (75, 76, 118, 126, 148). Les avantages de cette
approche sont le potentiel de prolifération élevé des iPSCs et le fait qu'elles peuvent étre générées a

partir de différentes sources de cellules autologues (77).

Ainsi, l'utilisation de ces différentes sources de cellules autologues pourrait surmonter la
difficulté de la préparation et de la culture de kératinocytes et / ou de fibroblastes primaires qui

pourraient exister chez certains des patients EB (143).

Une représentation schématique des stratégies ex vivo associant la thérapie génique et le
génie tissulaire pour fournir un traitement pour 'EBDR est présentée dans la figure 1.6. La
combinaison de différentes stratégies émergeant des progres technologiques et d'une meilleure
connaissance de la maladie EBDR souléve I'espoir de fournir des traitements individualisés adaptés
aux différents phénotypes / génotypes présents chez les patients EBDR. Actuellement, des études et
des essais cliniques ont démontré que la reconstruction de la peau par génie tissulaire en utilisant
des fibroblastes et / ou des kératinocytes génétiguement modifiés est une approche prometteuse
pour l'obtention d'un traitement permanent pour corriger les effets délétéres associés a la déficience

du collagéne de type VIl dans la peau des patients EBDR.
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Figure 1.6. Représentation schématique des stratégies ex vivo associant la thérapie génique et le
génie tissulaire pour fournir un traitement pour I'épidermolyse bulleuse dystrophique récessive
(EBDR). Les cellules autologues EBDR sont préférées aux cellules allogéniques. Si les cellules souches
mésenchymateuses (CSM) et les cellules souches dérivées du tissu adipeux (CSTA) sont utilisées, elles
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peuvent étre différenciées en fibroblastes. Des cellules dérivées de sources autres que les fibroblastes ou les
kératinocytes souches pourraient également étre reprogrammées en cellules souches pluripotentes induites
(iPSC), avant ou aprés I'édition ou le remplacement du géne, et ensuite étre différenciées en kératinocytes ou
fibroblastes. Les cellules révertantes pourraient étre directement utilisées pour reconstruire des peaux
reconstruites ou étre reprogrammées en iPSC pour augmenter la quantité de cellules. Une fois que la source
de cellules a été sélectionnée, les différentes technologies de thérapie génique sont disponibles pour
introduire le géne sain ou pour corriger le gene mutant. L'étape suivante consiste @ produire la peau
reconstruite en utilisant des méthodes de culture et de génie tissulaire appropriées afin de conserver les
cellules souches transduites, de s’assurer de l'intégration sécuritaire du géne et de la production du collagéne
de type VIl et de sa localisation a la jonction dermo-épidermique. La greffe de la peau reconstruite
fonctionnelle chez 'homme pourrait se faire aprés avoir démontré la conformité aux exigences de sécurité et
d'efficacité. Le suivi des patients sera important pour évaluer l'efficacité a long terme de la stratégie choisie.
Adaptation de la figure 3 du livre : Epidermolysis Bullosa (EB): Prevalence, Clinical Manifestations and
Management, Strategies integrating gene therapy and tissue engineering into the development of treatments
for Recessive Dystrophic Epidermolysis Bullosa, 77-114, copyright 2016. Piaceski, AD.; Larouche, D.; Bisson,
F.; Ghani, K.; Caruso, M.; Germain, L. Avec la permission de Nova Science Publishers, Inc. CRISPR :
Courtes répétitions palindromiques groupées et régulierement espacées ; TALEN : Nucléases effectrices de
type activateur de transcription ; ZFN : Nucléase & doigts de zinc.

1.7 Les essais cliniques associant la thérapie génique ex vivo au génie
tissulaire

Mavilio et ses collaborateurs italiens pnt effectué le|premier essai clinique utilisant des

kératinocytes cultivés provenant d'un patient atteint d’'une EB jonctionnelle causée par une déficience
en laminine 332. Les kératinocytes ont été transduits avec un vecteur gammarétroviral portant le
géne LAMB3 et utilisés pour produire des feuillets d’épiderme cultivé autologues. De la laminine 332
a été observée au niveau des sites ou les feuillets d’épiderme cultivé autologues ont été greffés avec
succes (143). L'épiderme régénéré était pleinement fonctionnel apres la transplantation et aucune
perte de I'épithélium n'a été rapportée aprés huit ans, démontrant ainsi la durabilité de la greffe et
lintégration permanente de cellules souches génétiquement modifiées (27, 149). Cette étude a
démontré la possibilité, l'efficacité et la sécurité de I'utilisation du génie tissulaire conjointement avec
la thérapie génique et a ouvert de nouvelles perspectives pour le développement d'un traitement pour
'EBDR (27). En 2014, ce protocole a été appliqué par le méme groupe pour traiter un autre patient
atteint d’EB jonctionnelle (47).

A I'heure actuelle, deux essais cliniques combinant la thérapie génique et le génie tissulaire
pour traiter les patients atteints d’'EBDR sont en cours (Tableau 1.2). Le premier est un essai de

phase | (identificateur NCT01263379) (53) entrepris aux Etats-Unis ou des feuillets d’épiderme
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cultivé autologues produits avec des kératinocytes EBDR dans lesquels la forme correcte du gene
COL7A1 a été insérée avec des vecteurs rétroviraux classiques (77, 94), sont greffés sur les Iésions
des patients. Une autre étude est en cours en Europe. Elle utilise un modele de peau reconstruite
contenant des fibroblastes et des kératinocytes EBDR dont le gene défectueux a été corrigé par un
vecteur rétroviral SIN (44, 113).

Ces études fourniront des réponses a certaines des nombreuses questions qui demeurent
quant a la sécurité des vecteurs viraux, au risque d'avoir une réponse immunitaire contre le
collagéne de type VII nouvellement introduit, et a I'efficacité des différents traitements proposés.
Toutefois, la poursuite du développement de nouvelles stratégies pour le traitement de 'EBDR
utilisant des protocoles de transduction du gene COL7A1 plus efficaces, des vecteurs viraux plus
sécuritaires et des substituts cutanés (e.g. peaux reconstruites bilamellaires (derme et épiderme))
plus performants est nécessaire afin d’offrir les meilleurs traitements aux patients atteints de cette

maladie.

1.8 Hypothése et objectifs

L’hypothese de ce travail de recherche est que lintégration du gene COL7A1 fonctionnel
codant pour le collagéne de type VIl dans les fibroblastes et les kératinocytes de patients atteints
d’EBDR, leur culture puis leur utilisation pour produire des peaux reconstruites in vitro restaurera les
déficits d’adhésion de la jonction dermo-épidermique des patients greffés. Toutefois, la premiere
étape dans le développement d'un tel traitement est la mise au point des conditions de culture
optimales pour le transfert du géne COL7A1 dans les fibroblastes et les kératinocytes. Ainsi, I'objectif
principal de cette étude était de mettre au point une méthode efficace pour transduire le gene
COL7A1 dans des fibroblastes et des kératinocytes normaux et d’évaluer la capacité du collagéne de
type VII nouvellement produit & former des fibrilles d’ancrage au niveau de la jonction dermo-

épidermique des peaux reconstruites par la méthode d’auto-assemblage.

Le premier objectif spécifique de cette étude était d’optimiser la méthode de transduction des
fibroblastes et des kératinocytes afin que le transfert de géne puisse se faire avec une faible MOI

(multiplicité d'infection, acronyme de la terminologie anglaise pour multiplicity of infection). En effet,
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Iutilisation de MOI élevée est associée a un risque d'insertion multiple du géne a différents endroits,
que nous cherchons a éviter. Pour y arriver, nous avons d'abord testé quatre pseudoparticules
virales, ainsi que deux facilitateurs de transduction, pour insérer le gene de la GFP dans des
fibroblastes et des kératinocytes normaux en culture. Les vecteurs utilisés ont été produits par une
lignée cellulaire d'encapsidation de rétrovirus. Puis, la capacité des kératinocytes a former des
holoclones aprés la transduction a été évaluée afin de s’assurer que la méthode permettait de

transduire les cellules souches épithéliales.

Le deuxieme objectif spécifique était de transférer le géne COL7A1 portant une étiquette HA,
permettant de le différencier du collagéne endogéne, dans des fibroblastes et des kératinocytes
normaux et de vérifier si le collagéne de type VII nouvellement produit était en mesure de s'intégrer
dans la jonction dermo-épidermique. Pour ce faire, les conditions optimisées a I'objectif 1 ont été
utilisées pour transduire les fibroblastes et les kératinocytes. Puis, des peaux ont été reconstruites
par la méthode d’auto-assemblage a partir des cellules transduites. Des analyses histologiques ainsi
que la détection de marqueurs de différenciation de la peau par immunofluorescence ont été
effectuées pour évaluer la qualité des tissus reconstruits. Finalement, l'intégration de la protéine
nouvellement formée au niveau de la jonction dermo-épidermique a été évaluée par

limmunodétection de I'étiquette HA.
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Chapitre 2 : Une peau reconstruite avec des kératinocytes et
des fibroblastes génétiquement modifiés pour le traitement de
I'épidermolyse bulleuse dystrophique récessive

2.1 Résumé

L’épidermolyse bulleuse dystrophique récessive (EBDR) est une maladie génétique rare
causée par des mutations du géne COL7A1, codant pour le collagene de type VII (COLVII) et qui est
sécrétée par les kératinocytes et les fibroblastes cutanés. L'absence du COLVII empéche la
formation des fibrilles d'ancrage a la jonction dermo-épidermique. Nous proposons de traiter les
patients EBDR avec des greffes de peau reconstruites par le génie tissulaire formées a partir des
fibroblastes et des kératinocytes génétiquement corrigées par thérapie génique. D'abord, I'efficacité
du transfert de '’ADNc normal du géne COL7A1 des vecteurs rétroviraux pseudotypés avec Ampho,
Baev, Galv, et RD114 a été testée. Le vecteur Ampho était le meilleur pour transduire les
fibroblastes. De plus, les facilitateurs de transduction polybréne et le peptide EF-C ont été testés et
ce dernier s'est aveéreé plus efficace. Ainsi, en utilisant le vecteur Ampho et le peptide EF-C, le gene
COL7A1 portant I'étiquette HA a été transduit dans 19% des fibroblastes et 36% des kératinocytes.
Dans les peaux reconstruites produites avec ces cellules, nous avons observé un dépét continu du
HA-COLVII a la jonction dermo-épidermique, ainsi que des cellules souches épidermiques

transduites. Cette approche est prometteuse pour offrir un traitement aux patients souffrant d'EBDR.
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2.2.1 Abstract

Recessive Dystrophic Epidermolysis Bullosa (RDEB) is a rare genetic disease caused by
mutations in the COL7A1 gene that encodes type VII collagen (COLVII). This disease is
characterized by intense blistering, fragility of the skin and mucous membranes, and many other
debilitating symptoms. There is no cure for RDEB, and only palliative treatments are offered to
patients. Collagen VIl that is normally expressed by epidermal keratinocytes and dermal fibroblasts
forms anchoring fibrils at the dermal-epidermal junction (DEJ). One logical approach that has been
proposed to correct the defect is the transfer of a normal COL7A1 cDNA in keratinocytes. In this
study, we are setting-up the base of a strategy for RDEB that includes gene therapy and tissue
engineering. We propose to treat RDEB patients with grafts of tissue-engineered skin (TES) that
comprise dermal and epidermal layers made with genetically corrected fibroblasts and keratinocytes.
First, gene transfer efficacy of different retroviral vectors pseudotyped with the Ampho, Baev, Galv
and RD114 envelopes was tested. We found that the Ampho vector was superior for gene delivery
into fibroblasts. Most importantly, we report that the EF-C peptide was a much better transduction
enhancer than polybrene that is commonly used to facilitate gene transfer. A 3 to 4-fold increase in
fibroblasts and at least a 2-fold increase in keratinocytes was obtained. By using these conditions, a
19% gene transfer of a HA-tagged COL7A1 gene was achieved in fibroblasts and 36% in
keratinocytes. In TES made with the transduced cells, we observed a continuous and intense deposit
of HA-collagen VIl at the DEJ. Furthermore, transduced epidermal stem cells and the characteristics
of a skin graft are preserved in this model. This approach is promising to offer a treatment to patients
suffering from RDEB.
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2.2.2 Introduction

Epidermolysis bullosa (EB) is a genetic disease comprising a heterogeneous group of rare
inherited skin disorders in which minor mechanical stress in the skin and mucous membranes causes
the formation of blisters and erosions. There are four major types of EB depending on the location of
the target proteins and the level of blisters: EB simplex (EBS; epidermolytic), junctional EB (JEB;
lucidolytic), dystrophic EB (DEB; dermolytic), and Kindler syndrome (mixed levels of blistering) (. 72).
Blister formation occurs beneath the lamina densa within the papillary dermis in the skin of patients
with DEB. Mutations in the COL7A1 gene are responsible for DEB, which can be autosomal
dominant or recessive (RDEB) depending on the type of mutations (2%). The COL7A1 gene encodes
type VIl collagen (COLVII) that is naturally secreted into the extracellular space by dermal fibroblasts
and epidermal keratinocytes. These collagen molecules then assemble into the anchoring fibrils, a
major component of the dermal-epidermal junction (DEJ) responsible for the adhesion between the
epidermis and the dermis (7). DEB is characterized by abnormalities of anchoring fibrils, which are
absent, reduced in number or malformed. Patients with RDEB can display other symptoms than
blistering and fragility of the skin and mucous membranes; their hands and feet can be deformed,
and they can suffer from anemia, malnutrition and growth retardation. The development of squamous
cell carcinoma in areas subjected to intense blistering is a common trait in RDEB patients after their
third decade. There is no cure for RDEB, and only palliative treatments restricted to individual

wounds are currently offered to patients (7).

Several experimental strategies for RDEB have been tested in preclinical studies and in
patients that include protein therapy, cell therapy (fibroblasts, mesenchymal stromal cells and
hematopoietic stem cells), and gene therapy (4 70. 13, 26, 31, 32, 36, 40-42) The |atter approach was also
used to treat successfully one JEB patient; keratinocytes obtained from the patient own skin were
cultured in vitro and transduced with a retroviral vector containing the LAMB3 gene that encodes a
subunit of laminin 332. After expansion of the corrected cells, cultured epidermal sheets were
successfully transplanted on the patient’s legs. Absence of blistering was observed long-term,

suggesting that this strategy could be applied to other EB types, like RDEB (70. 28),

Compared to the LAMB3 cDNA, the large size of the COL7A1 cDNA (8.9 kb) has limited the

generation of high-titer retroviral vectors from stable retrovirus producer cells & 7. 37). Recombinant
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retroviruses can incorporate heterologous envelope glycoproteins at their surface, and this process
known as pseudotyping is used to increase viral infectivity and/or modify vector tropism. High-titer
retroviral packaging cell lines derived from 293Vec cells have been recently constructed in our
laboratory. They release viral particles pseudotyped with the amphotropic (Ampho), the baboon
endogenous virus (Baev), the gibbon ape leukemia virus (Galv) and the RD114 envelopes (5 6, In
this study, we have investigated the potential of GFP and COL7A1 vectors produced from these new
packaging cell lines for the transduction of human keratinocytes and fibroblasts. We have also tested
in this setting a 12-amino acid peptide, EF-C, derived from the HIV-1 envelope glycoprotein that was
shown to be more potent than the commonly used polycation polybrene for increasing the

transduction of fibroblasts and macrophages (% 43).

A bilayered skin substitute with both, a dermis and an epidermis, could significantly improve
the outcome of a graft in RDEB patients in term of resistance and mechanical properties.
Furthermore, if the COL7A1 gene is introduced in fibroblasts as well as in keratinocytes, COLVII
production at the DEJ should be optimal. These skin substitutes can be produced with a variety of
methods based on the addition of biomaterials, synthetic materials or exogenous extracellular matrix
(3.4.6.38)_In our laboratory, we have developed a bilayered tissue-engineered skin (TES) produced by
the self-assembly approach in which the cells produce and organize their own extracellular matrix (24

33,39 TES have been successfully used to treat ulcers and burn patients (7. 27),

In this study, we have investigated the use of retroviral vectors produced from the 293Vec
packaging cell lines for their ability to transduce fibroblasts and keratinocytes in presence of the
peptide EF-C. We have also investigated for the first time the potential of transduced cells to produce
and organize COLVII at the DEJ of TESs produced by the self-assembly approach of tissue-

engineering.

2.2.3 ‘Material and Methods

The study was approved by the institutional animal care and use committee and by the
institutional committee for the protection of human subjects. The procedures followed were in

accordance with the Helsinki Declaration of 1975.
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2231 Plasmids

The GFP retroviral plasmid was derived from GFP3 and contained a hygromycin resistance
gene (Hygror) followed by an encephalomyocarditis virus internal ribosomal entry site sequence
linked to the GFP gene. Both genes were under the control of the Moloney murine leukemia virus
(MoMLV) long terminal repeat sequences (LTR) (39. The pLZRS-HACOL7A1 retroviral plasmid
containing a human influenza hemagglutinin (HA)-tagged full-length human COL7A1 gene under the
control of the MoMLV LTR was kindly provided by Alfred Lane (%7).

2.2.3.2 Cell culture

HT-1080 cells, 293T cells, the retrovirus parental packaging cell lines 293Vec-Ampho,
293Vec-Baev, 293Vec-Galv and 293Vec-RD114 (75 16 and their derivatives containing the GFP
vector and the HA-COL7A1 vector were cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM,;
Wisent, St-Bruno, Canada) supplemented with 10% fetal calf serum (FCS, HyClone, Logan, UT) and
1% penicillin/streptomycin. The retrovirus producer cell lines were generated by infection with VSV-G
pseudotyped recombinant retroviruses produced by transient transfection of 293T cells. The 293Vec-
Ampho-HA-COL7AT cells were 20% positive as assessed by immunofluorescence. Producer cells
infected with the GFP virus were subsequently selected in hygromycine at 200 pg/ml, and the
retrovirus producer cells were 99% GFP positive as assessed by the fluorescence-activated cell

sorting (FACS) analysis.

Human fibroblasts and keratinocytes were obtained from mammary surgery of healthy adult
donors after informed consent. Fibroblasts and keratinocytes were isolated by the two-step
thermolysin and trypsin method and were cryopreserved as described previously (™4 26), Fibroblasts
were thawed and cultured at passage 3 to 4 in DMEM containing 10% fetal calf serum and
antibiotics. Keratinocytes were thawed and cultured at passage 1 in keratinocyte medium (3:1
mixture of the DMEM and Ham’s F12 medium (Invitrogen, Burlington, Canada) supplemented with
5% FCS, insulin, hydrocortisone, isoproterenol (Sandoz Canada Inc.), epidermal growth factor (EGF),
and antibiotics. For all experiences, keratinocytes were co-cultured with irradiated human feeder
layers (iHFL) as previously described ®. At each passage, cell number, and the average cell size

were analyzed with a Beckman Coulter. Growth rates were calculated using the following formula (26):
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log (number of cells obtained/number of cells seeded)

Population doubling = log2

2.2.3.3 Retroviral infection

GFP viral titers were determined by scoring positive target cells by FACS analysis. Briefly,
HT-1080 cells were inoculated at a density of 105 cells per well in 24-well plates and cultured in 1 ml
of medium overnight. The medium from each well was replaced with 1 ml of serial dilutions of virus
supernatants in a 1 ml final volume containing 8 ug/ml polybrene. Forty-eight hours later, cells were
trypsinized and analyzed for GFP fluorescence by FACS. For the HA-COL7A1 vector, HT-1080 cells
were infected in 6-well plates and positive cells for HA were measured by immunofluorescence.
Vector titers were calculated as follows: Titer = %WXD, where F is the percentage of GFP or
HA positive cells, determined by flow cytometry or immunofluorescence; Cinf is the total number of
target cells at the time of infection; V is the viral volume applied; and D is the virus dilution factor.
Infections resulting in 2-20% of GFP or HA positive cells were considered for titer calculation based
on the linear range of the assay. Titers obtained for the 4 pseudotyped GFP viruses were 2 x 107
infectious viral particles (ivp)/ml. The titer for the 293Vec-Ampho-HA-COL7A1 was 1.8 x 105 ivp/ml.

The infectivity of the 4 GFP pseudotyped retroviruses in presence of polybrene and EF-C
(Genscript, Piscataway Township, NJ) was assessed by infecting normal fibroblasts or keratinocytes
plated at a density of 13,000 cells/cm? in 12-well plates. Fibroblasts were incubated for two hours and
keratinocytes for four hours at 37°C at 8% CO2. Then, fibroblasts were transduced at a multiplicity of
infection (MOI) of 0.3 and keratinocytes at a MOI of 1 in the presence of 8 pug/ml of polybrene or 10
ug/ml of EF-C peptide. Transduction efficiency was evaluated by FACS analysis. The transduction
with the HA-COL7A1 vector was done similarly to the GFP viruses but in T75 cm? flask at a MOI of

0.36. The expression of HA-COL7A1 was assessed by immunofluorescence.

2.2.3.4 Tissue-engineered skin

The tissue-engineered skin method used here derives from the self-assembled skin
substitute method referred to as “SASS-4” in Larouche et al 3. TES were produced with different

combinations of transduced cells at MOI 0.36 and untransduced fibroblasts and keratinocytes. Briefly,
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12,000 fibroblasts/cm? at P5 transduced or not were cultured for 26 days in a fibroblast medium
supplemented with 50 mg/ml ascorbic acid (Sigma Chemicals) until the production of a tissue sheet.
Passage 2 keratinocytes transduced or not were seeded at a density of 200,000 cells/cm? on one of
the two sheets and were submerged in the keratinocyte medium supplemented with 50 mg/ml
ascorbic acid for four days. Then, keratinocytes/fibroblasts sheets were superimposed over the
fibroblast-derived tissue sheet to produce the TES. TES were cultured at the air-liquid interface in

keratinocyte medium 50 mg/ml ascorbic acid without EGF for 21 days.

2.2.3.5 Fluorescence-activated cell sorting, immunofluorescence and
histological analysis

GFP expression in transduced cultured cells was assessed by FACS analysis. HT-1080 cells,
fibroblasts and keratinocytes were trypsinized 72 hrs after infection and analyzed for GFP
expression. Fluorescence was measured with a Coulter EPICS XL-MCL flow cytometer and Expo32
software (Beckman Coulter, Brea, CA) or with a FACSCalibur (Becton Dickinson, San Jose, CA).

HA-COLVII expression in transduced cultured cells and in retrovirus producer cells was
assessed by immunofluorescence. HT-1080 cells, 293Vec-Ampho-HA-COL7A1 cells, keratinocytes
and fibroblasts were cultured in 6-well plates until they reached sub-confluence. Cells were fixed with
methanol, or 4% paraformaldehyde followed by 0.2% Triton X-100. Next, cells were incubated with a
primary mouse monoclonal antibody raised against HA (1:500) (clone HA.11; Biolegend, San Diego,
CA) followed by an Alexa488-conjugated goat anti-mouse (1:1000) (Invitrogen) and nuclei were

colored with Hoechst reagent 33258 (Sigma Chemicals).

For immunodetection in TES, biopsies were embedded in Tissue-Tek OCT Compound
(Sakura Finetek, Torrance, CA) and frozen in liquid nitrogen. Immunofluorescence assays for
transgene expression and markers were performed on 5-mm thick cryosections permeabilized with
cold acetone with the following antibodies: mouse monoclonal anti-HA (clone HA.11), rabbit
polyclonal anti-human collagen IV (1:400) (Abcam, Cambridge, MA), mouse monoclonal anti-K10
(1:200) (clone RKSEGO0; Cedarlane, Canada), rabbit polyclonal anti-K14 (1:1600) (Cedarlane,
Canada), mouse anti-human Ki67 (1:800) (BD Biosciences, Canada), rabbit anti-human-loricrin
(1:240) (Covance, Dedham, MA) and rabbit anti-human K19 (1:200) (LOEX, Canada). The following
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secondary antibodies were used: Alexa-488-conjugated goat anti-mouse and Alexa-594-conjugated

goat anti-rabbit.

For histological analysis, biopsies from TES were fixed in Histochoice (Amresco, Solon, OH)
and embedded in paraffin. Microtome sections (5-mm-thick) were stained with Haematoxylin and

Eosin.

2.2.3.6 Statistical analysis

All analyses were performed in R (v3.3.0; RStudio v0.99.465)“4). The level of significance for
all tests was set at p<0.05. Results were compared in the same experimental plan. Models were fitted
using the nlme package®. For doubling rate of controls, data was analyzed with one-way linear
mixed models with treatment as a fixed factor and cell population as a random factor. Percentage of
GFP-positive cells was analyzed with two-way linear mixed models with both pseudotyped vectors
and transduction enhancers as fixed factors and cell population as a random factor. Normality of
residuals (verified by visual assessment of qqg-plots) was achieved by data transformation.
Homoscedasticity (verified by visual assessment of fitted data ~ residuals) was accounted for by the
addition of appropriate weights when necessary. Once assumptions were met, the best fit as
described by the smallest Akaike criterion was selected. When models were significant (p<0.05),
Tukey post-hoc tests were performed (multcomp package, version v1.4-0)“6 and significant pair-wise
comparisons (p<0.05) were reported. Statistical power was calculated with the nimeU package
(v0.70-3)“7).
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2.2.4 Results

2241 Efficient transduction of human fibroblasts and keratinocytes with
vectors produced from 293Vec packaging cell lines in presence of the
EF-C peptide

It is admitted that retroviral vectors pseudotyped with the RD114 and Galv envelopes are
highly efficient to transduce cells from hematopoietic origins (6. 20. 22 |n this study, one of our
objectives was to discriminate which envelope between Ampho, Baev, Galv and RD114 would be the
most efficient for the transduction of human fibroblasts and keratinocytes. In addition to these four
different envelopes, we have investigated the potential of the EF-C peptide as a transduction
enhancer of fibroblasts and keratinocytes. High-titer recombinant GFP retroviruses produced from the
4 stable packaging cell lines were used to infect fibroblasts at a MOl of 0.3 and keratinocytes at a
MOI of 1 in the presence of EF-C or polybrene. Fibroblasts were better transduced with the Ampho
vector as compared to the 3 other pseudotyped viruses. In the presence of polybrene, the percentage
of GFP positive cells was 10.1% with the Ampho vector, and 7.9%, 6.4% and 6.1% with the Baev,
Galv and RD114 viruses, respectively. A similar trend was observed with the EF-C peptide with
32.3% transduction achieved with the Ampho vector as compared to 25.3%, 22.3% and 23.4% with
the Baev, Galv and RD114 viruses, respectively (Fig. 2.1A). For the keratinocytes, the Baev
pseudotyped was slightly less efficient than the other vectors. In presence of polybrene, 32.6% of
keratinocytes were transduced with the Baev vector compared to 44.7%, 40.9% and 42.5% with the
Ampho, Galv and RD114 vectors, respectively. With the EF-C peptide, 47.5% of keratinocytes were
GFP positive with the Baev vector and 58.4%, 54.8% and 55.9% with the Ampho, Galv and RD114

vectors, respectively (Fig. 2.1B).

The most important results of these experiments are that the EF-C peptide was a much
better transduction enhancer than polybrene. EF-C was able to increase the transduction efficiency of
fibroblasts with all 4 pseudotyped by 3 to 4 folds. For the keratinocytes, the transduction rate was
increased by 30 to 45% with EF-C over the polybrene condition. We could then conclude that the EF-

C peptide outperformed polybrene as a transduction enhancer.
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Figure 2.1. Analysis of GFP expressing cells by flow cytometry. Effect of pseudotyped particles Ampho,
Baev, Galv and RD114 on transduction of fibroblasts at MOI 0,3 (A) and keratinocytes at MOI 1 (B). Effect of
the enhancers polybrene and EF-C peptide on transduction of fibroblasts (A) and keratinocytes (B). Two-way
linear mixed models with vector and trasduction enhancer as fixed factors and fibroblast or keratinocyte
population as random factor; Tukey posthoc tests (n=6). Data presented as means + SEM. Different letters
(a;b) indicate statistically significant differences between transduction enhancers (p<0,05) and (*) indicates
statistically significant differences among pseudotyped particles.
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2.24.2 Efficient retroviral delivery of the COL7A1 gene to human fibroblasts
and keratinocytes in the presence of EF-C

Stable retrovirus producer cells were generated by infecting the 293Vec-Ampho cells with a
HA-COL7A1 virus. The Ampho packaging cell line was chosen as the vector produced from these
cells is more infectious than the other pseudotyped for infecting fibroblasts (Fig. 2.1A). The COL7A1
cDNA of the vector is linked to a HA tag to allow the discrimination between the endogenous COLVII
present in healthy donor cells and the protein expressed by the transgene. Stable producer cells
were cultured until confluence when viral supernatant was harvested. Fibroblasts and keratinocytes
were infected at a MOl of 0.36 and the expression of the transgene was assessed by
immunofluorescence. As observed with the GFP vector, the EF-C peptide was a much better
enhancer of transduction than polybrene. Fibroblasts were transduced at 19% in the presence of EF-
C and only at 4% with polybrene. The difference was less striking with keratinocytes; 36% of cells
were infected in the presence of EF-C versus 29% with polybrene (Fig. 2.2). These results indicate
that the EF-C peptide improves significantly the retroviral delivery of the COL7A1 gene to human

fibroblasts and keratinocytes.

Figure 2.2. Expression of HA-COLVII in monocultured transduced cells. Wild-type fibroblasts transduced
with  293Vec-Ampho-HA-COL7A1 in the presence of EF-C peptide (A) or polybrene (B). Wild-type
keratinocytes transduced with 293Vec-Ampho-HA-COL7A1 in the presence of EF-C peptide (C) or polybrene
(D). Cell immunolabeling with anti-HA antibody (green). Hoechst staining of cell nuclei (blue). Scale bar 100
pm.
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2.24.3 Transduced fibroblasts and keratinocytes self-assemble in tissue-
engineered skin substitutes and express the exogenous collagen Vil

Several three-dimensional skin models were produced with cells untransduced or transduced
in the presence of EF-C or polybrene. Different TES were made from transduced (T) and
untransduced (U) cells that contained keratinocytes-T/fibroblasts-T; keratinocyte-U/fibroblasts-T;
keratinocytes-T/fibroblasts-U; keratinocytes-Uffibroblasts-U. HA-COLVII was detected at the DEJ in
the skins that were constructed with transduced cells. HA-COLVII colocalized with collagen IV, an
extracellular matrix protein that is normally present at the DEJ. A continuous intense deposit of HA-
COLVII was observed in the TES that comprised both keratinocytes and fibroblasts that had been
transduced in the presence of EF-C (Fig. 2.3A). The staining was continuous but less intense in TES
containing only one transduced cell type (transduced fibroblasts (Fig. 2.3B) or transduced
keratinocytes (Fig. 2.3C)). When the transductions were made in the presence of polybrene the
staining was discontinued and less intense in the 3 conditions (Fig. 2.3D-2.3F). The expression of
HA-COLVII was also detected in keratinocytes of all epidermal layers, as observed previously by
others, possibly due to the LTR promoter (3 37). There was no HA-COLVII detected in the control
TES condition made with untransduced cells (Fig. 2.3G).
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HA-COLVII HA-COLVII +

Figure 2.3. Production of HA-COLVII in tissue-engineered skin substitutes. Detection of HA-COLVII
(green) by immunolabeling with anti-HA antibody. Immunolabeling of collagen type IV (right column, red).
Hoechst staining of cell nuclei (blue). keratinocytes-T/fibroblasts-T (A, D); keratinocytes-U/fibroblasts-T (B, E);
keratinocytes-T/fibroblasts-U (C, F). Keratinocytes-U/fibroblasts-U (G). Cells were transduced in the presence
of EF-C (A-C) and polybrene (D-F). Note that conditions transduced in the presence of EF-C as enhancer
express more HA-COLVII than in the presence of polybrene. A continuous line of HA-COLVII is observed in
(A). Scale bar 100 pum.
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2.24.4 Transduced keratinocyte stem cells are preserved in TES

Long-term expression of a transgene in keratinocytes will only be possible if stem cells are
transduced. We took advantage of keratin 19 (K19) expression in keratinocyte stem cells (29 to use
this marker in order to investigate the presence of cells with a dual expression of HA-COLVII and
K19. With both transduction enhancers, HA-COLVII can be detected in K19 positive cells present at
the basal layer of the epidermis (Fig. 2.4). This result suggests that our transduction protocol can

preserve the keratinocyte stem cells.

HA-COLVII HA-COLVII +

Figure 2.4. Detection of HA-COLVII and K19 in tissue-engineered skin substitutes. Inmunolabeling of
HA-COLVII with anti-HA antibody (green) and keratin 19 (K19, red). Hoechst staining of cell nuclei (blue).
Keratinocytes-T/ fibroblastes-T transduced in the presence of EF-C (A) and polybrene (B); Keratinocytes-U/
Fibroblastes-U (C). Stem cells are transduced, as observed by de co-labeling with HA and K19. Scale bar 100
um.

2.2.4.5 The epidermal proliferation and differentiation profiles are conserved in
TES made with transduced keratinocytes

Normal proliferation and differentiation patterns in TES are necessary for the maintenance of
the skin homeostasis. Immunofluorescence results showed a similar expression pattern in TES
produced with transduced cells and in the control produced with untransduced cells. The basal

keratinocytes expressed the keratin 14 (K14) and the proliferation marker Ki67. Keratinocytes in
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suprabasal layers expressed the differentiation marker keratin 10 (K10) whereas loricrin, a granulous

layer marker, was present in higher suprabasal layers (Fig. 2.5A-F).

Histological analysis of TES using Hematoxylin-Eosin coloration confirmed the well-organized
tissue structure produced by the self-assembling method with transduced or untransduced cells (Fig.
2.5G-I). This result indicates that the transduction process did not alter the cell proliferation and

differentiation profiles of the epidermis.

Haematoxylin + Eosin

- - —

Figure 2.5 Differentiation profile of tissue-engineered skin substitutes. Double immunodetection of
keratin 10 (K10, green) and keratin14 (K14, red) (A-C). Double immunodetection of the proliferation marker
Ki67 (green) and the late differentiation marker loricrin (red) (D-F). Hoechst staining of cell nuclei (blue).
Histological analysis of tissue-engineered skin (G, 1). Keratinocytes/fibroblasts transduced in the presence of
EF-C (A, D, G) and polybrene (B, E, H); untransduced keratinocytes/ untransduced fibroblasts (C, F, I). The
differentiation profile in tissue-engineered skin produced with transduced cells is similar to reconstructed skin
using non-treated cells. Scale bar 100 um.
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2.2.5 Discussion

In this study, we have described an efficient method of retroviral gene transfer into human
fibroblasts and keratinocytes using the EF-C peptide. We have also generated TES constructed with
transduced keratinocytes and fibroblasts expressing exogenous collagen VII. Keratinocyte stem cells
were transduced, and a continuous deposit of exogenous collagen was present at the DEJ when

cells used to construct TES were transduced in the presence of EF-C.

The low transduction efficiency of target cells is a limiting factor in gene therapy applications
that can be improved by different means. In the case of retroviral gene delivery, new versions of
stable retrovirus packaging cell lines have been developed over the years. These newer versions of
cells are safer and release recombinant retroviruses with higher titers compared with former versions.
We have recently developed a set of 293-based retrovirus packaging cell lines that produce vectors
with titers above 107 ivp/ml, like the GFP viruses used in this study. The transduction ability of GFP
vectors pseudotyped with the Ampho, Baev, Galv and RD114 envelopes was assessed and we found
that the Ampho vector was more infectious towards fibroblasts than the other vectors. With

keratinocytes the Baev vector was less infectious than the other tested viruses.

The long size of the COL7A1 cDNA has always hampered the generation of high-titer
vectors. In our study, the titer obtained with the HA-COL7A1 vector from a 293Vec-Ampho population
was 2 x 10% ivp/ml. But as only 20% of the cells were HA-COL7A1 positive, we could expect that the
selection of isolated retrovirus producer clones would lead to titers above 108 ivp/ml. We intentionally
did not select a retrovirus producer clone as the HA-COL7A1 vector is not going to be used in the
clinic. A codon-optimized version of the COL7A1 cDNA in a self-inactivated (SIN) retroviral backbone
is currently under development in our laboratory (Ghani et al, manuscript in preparation) Codon optimization is
used to enhance the stability of the transcript that should lead to higher viral titers and transgene
expression in transduced cells. Vectors that contain intact LTRs have contributed to the development
of leukemias in the treatment of immune deficiencies by retroviral-mediated gene therapy (8 9. It is
now admitted that SIN retroviral vectors that contain a house-keeping promoter and with deleted

LTRs are safer.

Fibronectin and retronectin have already been shown to enhance retroviral gene transfer to

keratinocytes but the cost of the GMP grade retronectin or fibronectin as well as the increase in
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manipulation steps limit the clinical development of such a gene therapy strategy for RDEB. One
alternative is to use a less complex molecule that could be added at the same time with the vector
without further manipulations. The EF-C peptide could be such a molecule; it has the ability to self-
assemble into nanofibrils and to increase retroviral transduction of primary human blood cells
(peripheral blood lymphocytes, macrophages and hematopoietic stem cells). In our study, we found
that EF-C was able to increase gene transfer in fibroblasts by 2 to 4-fold with the GFP vector (Fig.
2.1A) and by 5-fold with the HA-COL7A1 vector when compared to the polybrene condition (Fig.
2.2C-D). A 1.5-fold increase in keratinocyte transduction was obtained with EF-C, but as the infection

values were high and not in the linear range the difference are most likely more than 2-fold.

Stable expression of COLVII in grafted skin is required for long-term effect of the treatment in
RDEB patients. This is only possible if the transgene integrates the genome of cells that permanently
reside in the tissue. As demonstrated in our study (Fig. 2.3) and by others (7. 39 transduced
fibroblasts produced COLVII, which is relocated at DEJ, but maintenance of transduced fibroblasts in
a reconstructed skin over time remains to be determined. However, we observed the presence of
K19-expressing keratinocytes and HA-COLVII in a subset of basal cells of TES (26 suggesting that
keratinocyte stem cells were transduced (Fig.2.4). Moreover, histological and immunofluorescent
analyses of TES confirmed that the transduction process that we used did not affect the proliferation
and differentiation profiles of TES. The self-assembly method generates highly functional and
mechanically stable TES that is suitable for the permanent closure of full-thickness skin injuries in
human patients (. 27, We believe that our TES genetically modified to correct RDEB has the

potential to provide a permanent local treatment to patients suffering from this disease.

In conclusion, our results indicate that the TESs produced by the self-assembly approach
using the optimized method of transduction of fibroblasts and keratinocytes provide a
microenvironment supporting the establishment of stem cells. Thus, we conclude that this approach

is very promising to offer a treatment to patients suffering from RDEB.
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Chapitre 3 : Discussion, perspectives et conclusion

Dans le cadre de mon projet, un premier pas a été franchi dans le développement d’un
traitement pour 'EBDR en utilisant la peau reconstruite par la méthode d’auto-assemblage mise au
point au LOEX (140) a l'aide de fibroblastes et de kératinocytes modifiés génétiquement. En effet,
nous avons réussi a introduire le gene HA-COL7A1 dans des fibroblastes et des kératinocytes
provenant de sujets normaux. Les peaux reconstruites a partir d’'une combinaison de fibroblastes et
de kératinocytes non transduits ou transduits avec le géne HA-COL7A1 ont présenté un profil de
différenciation similaire aux peaux reconstruites contréles lors des analyses histologiques et
immunohistochimiques. Nous avons également observé que le collagene de type VIl portant
I'étiquette HA s'intégrait tel qu'attendu au niveau de la jonction dermo-épidermique des peaux
reconstruites, comme le collagéne natif. L’avantage de la stratégie que nous avons utilisée est la
possibilité de corriger le géne défectueux ex vivo de fibroblastes et de kératinocytes provenant d’'un
patient atteint d'EBDR, puis d'utiliser ces cellules pour fabriquer des peaux reconstruites qui
pourraient étre greffées pour traiter les régions les plus exposées aux décollements de I'épiderme du

patient, améliorant ainsi sa qualité de vie.

Nos travaux s'ajoutent a d’autres démontrant la faisabilité d'utiliser la thérapie génique
associée au génie tissulaire pour traiter 'EBDR (39, 40, 44, 92-96). Les deux principales
particularités de notre étude sont d’avoir réussi a utiliser une faible MOI pour transduire le gene HA-
COL7A1 dans des fibroblastes et des kératinocytes, ainsi que d’avoir utilisé les cellules transduites
pour produire la peau reconstruite par la méthode d’auto-assemblage développée au LOEX. Nous

avons donc démontré la faisabilité de ce concept.

Un aspect de mes travaux qui a fortement contribué au succés des résultats obtenus dans
ce projet est I'optimisation de la technique de transduction des fibroblastes et des kératinocytes. En
effet, a l'aide du facilitateur de transduction EF-C et une MOI de 0.36 nous avons réussi a obtenir
une nette amélioration des taux de transduction du géne HA-COL7A1 dans les fibroblastes, soit 19%,
contre 4% avec l'utilisation du polybréne. A cette méme MOI, 'EF-C et le polybréne ont permis un
bon taux de transduction des kératinocytes, soit respectivement 36% et 29% (Figure 2.2.). Par
comparaison, les autres études ont utilisé des MOI beaucoup plus élevées et ont donc obtenu des

taux plus élevés de transduction. Siprashvili et ses collégues ont obtenu un taux de transduction de
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93% pour des keératinocytes transduits avec un vecteur rétroviral contenant le géne COL7A1 a une
MOI comprise entre 10 a 15. Les taux de transduction obtenus par Titeux et ses collaborateurs lors
d’'une double transduction avec un vecteur rétroviral SIN utilisé pour transduire des fibroblastes et

des kératinocytes ont été de 70% et 60%, respectivement, a un MOI de 20.

Il est intéressant de souligner qu'il est possible d’avoir un dép6t homogene du collagéne de
type VII tel que détecté par le marquage de I'étiquette HA le long de la jonction dermo-épidermique
des peaux reconstruites méme avec un taux de transduction.inférieur a 40%. Ces résultats suggérent
qu'il n'est pas nécessaire que tous les kératinocytes expriment le collagéne de type VII pour obtenir
un dépdt continu de collagene. Toutefois, des analyses supplémentaires devront étre effectuées pour
confirmer que ce dépdt est bien continu au sein de la jonction, par exemple par des analyses
ultrastructurales en microscopie électronique a transmission a l'aide d’anticorps dirigés contre le
I'étiquette HA.

L’autre particularité de mes travaux en comparaison aux autres études est I'utilisation de la
peau reconstruite par auto-assemblage. Par rapport aux autres modéles de peau reconstruite par
génie tissulaire, un des avantages importants de la méthode d’auto-assemblage est sa capacité de
préserver les cellules souches de I'épiderme (9). Avec cette méthode, les fibroblastes produisent
eux-mémes la matrice extracellulaire sans I'addition d'autres matériaux exogénes. Ainsi, les
interactions tridimensionnelles entre I'épiderme et le derme vont assurer la formation d'un tissu trés
similaire @ la peau normale. Les fibroblastes du derme auto-assemblé vont aussi produire les
molécules nécessaires pour maintenir la niche, c'est-a-dire I'environnement qui va favoriser la
préservation des cellules souches épidermiques (9, 140, 141). De cette fagon, la qualité du tissu
formé, contenant un derme, un épiderme avec ces quatre couches bien définies et une membrane
basilaire, est assurée. La présence d’une membrane basilaire est un facteur trés important pour la
préservation des cellules souches (6, 7, 9) avec un impact positif sur le maintien du tissu greffé.
Ainsi, la présence de la membrane basilaire dans notre modele a été un point primordial pour évaluer

Iintégration appropriée du collagéne de type VII.

Un des éléments clés dans la réussite de I'approche proposée dans mon projet est que la
méthode de transduction cible les cellules souches épithéliales. En effet, la présence de cellules

basales transduites et qui expriment la kératine 19, un marqueur des cellules souches (9), dans la
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peau reconstruite aprés 21 jours de culture a linterface air-liquide est trés encourageante. Ceci

indique que les cellules souches ont été transduites et conservées dans les peaux reconstruites.

Un fait intéressant que nous avons observé dans les peaux reconstruites est que les
kératinocytes exprimant I'étiquette HA formaient des unités similaires aux EPU (unité épidermique de
prolifération, acronyme de la terminologie anglaise epidermal proliferation unit) décrites en 1974 par
I'équipe de Potten. Dans ce modéle, proposé pour expliquer 'homéostasie de I'épiderme chez la
souris, une EPU est composée d’un kérationocyte souche en son centre qui est a 'origine d'environ
dix kératinocytes au niveau de la couche basale. Les kératinocytes différenciés des couches
suprabasales situés au-dessus font partie de la méme EPU (150). Méme si les études n’ont pas
démontré la présence d'une structure aussi clairement organisée dans I'épiderme humain (151), il est
possible que dans les peaux reconstruites les cellules se réorganisent en de telles unités de
prolifération. Une fagon de vérifier comment les cellules souches marquées avec l'étiquette HA
s'organisent dans notre modéle de peau reconstruite humaine, serait d'utiliser I'essai de rétention-
dilution du BrdU (5’-bromo-2’-deoxyuridine) (152), un agent qui s'incorpore a I’ADN lors de la division
cellulaire. La méthode de rétention-dilution du BrdU permet de visualiser les cellules présentant un
cycle de division cellulaire lent, un comportement attendu des cellules souches qui se retrouvent
dans une niche appropriée. Ainsi, un triple marquage permettant de visualiser 'étiquette HA, le BrdU
et la kératine 19 dans la peau reconstruite par microscopie confocale pourrait démontrer si les
cellules sont quiescentes au centre des structures similaires & 'EPU. De plus, des essais de greffe
des peaux reconstruites modifiées génétiquement pourront confirmer la présence de cellules
souches ayant incorporé le transgéne par la régénération du tissu a long terme et le maintien de la

production du collagéne de type VII.

Le vecteur rétroviral utilisé dans mes expériences contenait un promoteur viral, le LTR. Le
fait que I'étiquette HA ait été détectée dans les kératinocytes des couches suprabasales des peaux
reconstruites, tel qu’observé dans la figure 2.3., peut suggérer que I'expression du géne introduit est
plus importante que son niveau physiologique car le collagéne de type VII n’est normalement pas
détecté dans les kératinocytes. Ces observations sont en ligne avec celles du groupe qui a utilisé ce
vecteur initialement (94) ainsi que le groupe de Gache, qui a utilisé le promoteur LTR pour transduire
le gene COL7A1 dans des kératinocytes (39). Ceci souléve la question a savoir si I'étiquette HA
détectée était liée a une forme non mature du collagéne de type VII, si les cellules différenciées ont

continué a produire du collagéne de type VIl lié a I'étiquette HA dU a la présence du promoteur viral
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LTR, ou si la protéine produite en trop grande quantité est restée dans le cytoplasme des
kératinocytes durant leur différenciation. Cette derniére hypothése est soutenue par I'observation de
I'étiquette HA dans les cornéocytes qui sont reconnus comme étant métaboliquement inactifs (3).
Une fagon de vérifier si c'est le cas serait d’utiliser la technique d’hybridation in situ pour détecter la
présence de I'ARN messager du géne HA-COL7A1 dans les couches suprabasales d'une coupe
histologique de peau reconstruite, associée a une immunofluorescence de la forme mature du

collagéne de type VII.

Puisqu'il a été rapporté que des niveaux supraphysiologiques de collagéne augmentaient les
risques de fibrose (17) et de carcinome (35), il faudra déterminer le taux de production du collagene
de type VIl dans les peaux reconstruites faites a partir des cellules de patients EBDR corrigées afin
d’assurer que le niveau physiologique du collagéne de type VII n'a pas été dépassé et que la
quantité de la protéine est suffisante pour former les fibrilles d’ancrage. Pour s'y faire, des méthodes
de type ELISA ou Western Blot pourraient étre utilisées. Toutefois, avec les cellules saines telles
qu'utilisées a cette étape de notre projet, cette évaluation pourrait nous amener a des résultats
biaisés, car la cellule produit encore le collagéne de type VIl endogene et la possibilité d'un effet de
rétroaction induisant la diminution de la production du collagene de type VII portant I'étiquette HA et

du collagéne de type VIl endogéne est méconnue.

Selon les conditions expérimentales testées dans le cadre de mon projet, les kératinocytes
ont été plus facilement transduits que les fibroblastes. Les vecteurs rétroviraux utilisés dans mon
projet ont été produits a partir des cellules d’encapsidation provenant d'une population cellulaire et
non d'un clone. Dans ces conditions, des vecteurs ne contenant pas le géne HA-COL7A1 étaient
probablement présents et ont pu compétitionner avec les vecteurs contenant le géne HA-COL7A1
pour la liaison aux récepteurs des cellules cibles. La sélection clonale de cellules productrices de

virus permettra d’obtenir des titres beaucoup plus élevés.

Goto et collaborateurs ont proposé que les fibroblastes étaient de meilleurs cibles que les
kératinocytes pour la thérapie génique ex vivo, car ils sont plus faciles a cultiver et plus robustes a
transduire. Le groupe a observé également que l'expression du géne COL7A1 mesurée par la
quantité d'ARN dans la peau normale humaine est plus élevée dans I'épiderme que dans le derme
(92). Dans nos conditions, les kératinocytes ont été transduits et cultivés plus efficacement. Lors de

la production des peaux reconstruites par la méthode d’auto-assemblage, les conditions dans
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lesquelles nous avons observé en immunofluorescence une accumulation (figure 2.3) plus
importante de collagéne de type VIl a la jonction dermo-épidermique sont celles transduites avec
'EF-C. De plus, la condition kératinocytes transduits / fibroblastes transduits a été la plus efficace,
suivi de la condition kératinocytes transduits / fibroblastes non traités et pour finir la condition
kératinocytes non traités / fibroblastes transduits. Quoique la meilleur condition observée fit celle ou
les kératinocytes et les fibroblastes étaient tous deux transduits, il est possible d'envisager de ne
transduire que les kératinocytes pour la production des peaux reconstruites, puisque nos conditions
parviennent & cibler les kératinocytes souches. De plus, les kératinocytes provenant d’'un ou de
plusieurs clones de kératinocytes transduits qui produisent correctement le collagéne de type VIl
pourraient étre utilisés pour fabriquer les peaux reconstruites (111, 112). De cette fagon, les
manipulations cellulaires pourraient étre réduites, puisqu'il ne serait pas nécessaire d'effectuer
I'évaluation de la sécurité d'insertion du transgéne sur les fibroblastes. Méme si les fibroblastes
transduits sont en mesure de fournir le collagéne de type VII a la jonction dermo-épidermique, le
maintien de fibroblastes produisant du collagéne de type VIl dans une peau reconstruite au fil du
temps reste a déterminer. Bien qu’une thérapie génique ciblant les kératinocytes souches permettrait
la correction permanente de la maladie, la transduction du géne COL7A1 dans les kératinocytes en
phase d’amplification transitoire et les fibroblastes pourrait aussi étre utile. En effet, ces cellules
pourraient fournir du collagéne de type VIl au début de la formation de la peau reconstruite et

contribuer a l'adhésion dermo-épidermique jusqu'a la stabilisation du nouveau tissu formé.

A la différence de nous, qui avons utilisé des kératinocytes et des fibroblastes normaux, le
groupe de Goto a utilisé des systémes rétroviraux pour transduire des kératinocytes et des
fibroblastes provenant d'un patient affecté par une variante de 'EBDR causée par des mutations
nulles dans le gene COL7A1. Lorsque les peaux reconstruites produites par différentes
combinaisons de cellules transduites ont été transplantées chez des rats nus, la combinaison des
kératinocytes non traités / fibroblastes transduits a montré une plus grande accumulation de
collagéne de type VII a la jonction dermo-épidermique que la combinaison de kératinocytes
transduits / fibroblastes non traités. Néanmoins, des fibrilles d'ancrage contenant le collagéne de type
VII étaient présentes dans les deux combinaisons (92). Il est possible que la plus faible accumulation
de collagéne de type VIl observée dans la condition kératinocytes transduits / fibroblastes non traités
soit due au fait que les conditions de transduction des kératinocytes n'aient pas ciblé efficacement

les cellules souches. Ces résultats doivent donc étre interprétés avec prudence, car la transduction
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et la conservation des cellules souches n’ont pas été analysées dans ces tissus reconstruits. L'autre
différence importante par rapport a notre méthode de transduction est que les auteurs ont utilisé une
période d'incubation du vecteur avec les cellules de 24 heures comparativement a six heures dans
notre cas. Cette période de six heures a été choisie suite a une étude préliminaire effectuée par notre
groupe, ou nous avons observé davantage de paraclones suite a l'incubation des kératinocytes
pendant 24 heures avec les vecteurs tandis que des holoclones transduits ont été observés lorsque
la période d'incubation était réduite a six heures. Ces résultats suggérent que des conditions de
transduction inadéquates favorisent la différenciation des kératinocytes. Ainsi, un taux maximal de
transduction des kératinocytes pourrait sembler optimal, mais s'il induit la différenciation des cellules,
la production a long terme du collagene de type VII dans les peaux reconstruites sera compromise
s'il n’y a pas de cellules souches transduites. La présence de cellules souches transduites dans notre

modéle est donc une force de notre méthode.

Le facilitateur de transduction est un autre facteur pouvant influencer la différenciation des
kératinocytes. Effectivement, lors de notre étude sur la comparaison de l'effet des facilitateurs de
transduction sur la prolifération cellulaire, nous avons observé que le peptide EF-C affectait moins le
taux de prolifération des kératinocytes que le polybréne, en plus d’augmenter ['efficacité de
transduction des fibroblastes et des kératinocytes (données non présentées). Une autre étude a
rapporté les effets négatifs du polybréne sur la prolifération cellulaire (153). Il est connu que les
nanofibrilles d’EF-C restent longtemps liées aux cellules et selon les auteurs, les nanofibrilles vont
probablement étre dégradées dans 'espace intra ou extracellulaire (97). Des observations effectuées
au sein de notre laboratoire ont suggéré qu’'en culture monocouche, le fait de décoller les cellules a
la trypsine apres la transduction enléve les facilitateurs de transduction liés aux cellules comme les
nanofibrilles d'EF-C. Puisque nos cellules sont détachées a la trypsine avant d'étre utilisées pour
produire les peaux reconstruites, cela réduit les craintes par rapport a la présence de nanofibrilles
d’EF-C dans les peaux reconstruites. Néanmoins, il faudra analyser s'il reste des nanofibrilles d’EF-C
dans les tissus reconstruits, par exemple par la technique de microscopie a force atomique (97), et
évaluer si la présence de nanofibrilles d'EF-C dans les tissus, le cas échéant, représente un risque

pour la santé du patient.

Considérant les risques associés a I'utilisation des promoteurs viraux comme le LTR (106), la
prochaine étape pour la poursuite de mon projet serait de transduire le géne COL7A1 dans des

kératinocytes et des fibroblastes en utilisant les conditions que nous avons optimisées ainsi qu'un
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vecteur plus sécuritaire. Ainsi, des fibroblastes et des kératinocytes normaux, ces derniers cultivés
en monocouche sur une couche nourriciere humaine (145), seraient transduits en présence du
facilitateur de transduction EF-C pendant six heures d’incubation, avec un vecteur SIN contenant un
promoteur physiologique pour contrbler le géne COL7A1 exogéne. Le vecteur SIN est plus
sécuritaire, car il a été démontré que son pouvoir activateur de génes était plus faible qu'avec un
vecteur standard (106). La quantification du collagéne de type VII produit devra étre évaluée et
comparée a ces mémes parametres de la peau normale humaine. Ces résultats pourront fournir plus
d’information par rapport au taux de transduction minimal nécessaire pour que le dépét du collagene
de type VIl a la jonction dermo-épidermique soit efficace. Par la suite, le méme genre d’expériences
que celles effectuées dans le cadre de mon projet, telles que I'essai pour évaluer l'efficacité de
formation des colonies (CFE) (données non présentées), la production de peau reconstruite humaine
combinée a des analyses histologiques, immunohistochimiques pourront étre effectuées. De plus,
des analyses ultrastructurales par microscopie électronique a transmission combinées a des
marquages a l'aide d’anticorps couplés a l'or dirigés contre I'étiquette HA permettront de confirmer

lintégration du collagéne de type VIl sous forme de fibrilles d’ancrage.

En thérapie génique, il est important de connaitre I'endroit ou le géne nouvellement introduit
a été intégré pour s'assurer qu'aucune mutation délétére n'a été créée ou que des genes importants
pour 'lhoméostasie cellulaire n'aient pas été inactivés. Lors de la transduction des cellules par le
vecteur rétroviral le nouveau gene s'intégre d’une fagon presque aléatoire dans le génome cellulaire.
La caractérisation du lieu d'insertion du géne est alors difficile et c’est pour cette raison que des
groupes travaillent sur la reconstruction des tissus a partir d’'un seul clone issu d’une cellule souche
transduite (112). Il faudra déterminer si la peau reconstruite faite a partir des cellules issues d'un seul
holoclone aura les caractéristiques équivalentes a la peau reconstruite faite a partir du protocole
standard (141). Pour la poursuite du projet, ceci pourrait étre évalué en ensemengant sur des dermes
reconstruits les kératinocytes transduits issus d’'un seul holoclone et en évaluant la maturation des

peaux reconstruites résultantes in vitro ou in vivo, soit aprés la greffe sur la souris athymique.

Enfin, la derniére étape sera de s’assurer qu'il est possible de transduire le géne d'intérét au
sein des cellules pathologiques, c'est-a-dire celles de patients atteints d’'EBDR. Ainsi, les cellules
provenant des patients portant 'lEBDR seront transduites selon les conditions optimisées et les
peaux reconstruites produites seront greffées sur des souris athymiques. La mise a I'épreuve de la

résistance de la jonction dermo-épidermique pourra étre effectuée en appliquant un stress
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mécanique sur la peau reconstruite avant ou apres la greffe, par exemple a l'aide d’un ruban adhésif
collé et décollé & maintes reprises. Les caractéristiques a long terme des peaux reconstruites
greffées et la capacité d’auto-renouvellement de I'épithélium seront évaluées par les techniques

décrites ci-dessus (9, 140).

En conclusion, la mise au point de la méthode de transduction des fibroblastes et des
kératinocytes avec des conditions de culture adéquates a favorisé la transduction efficace du gene
COL7A1 portant une étiquette HA dans ces cellules tout en ciblant les cellules épithéliales souches.
Ainsi, lors de la production des peaux reconstruites par la méthode d’auto-assemblage avec
différentes combinaisons des cellules transduites ou non, le collagéne de type VII portant I'étiquette
HA nouvellement produit a été intégré a la jonction dermo-épidermique des peaux reconstruites. Les
analyses histologiques ainsi que la détection de marqueurs de différenciation de la peau par
immunofluorescence ont démontré que la qualité des tissus formés était similaire a celle des tissus
reconstruits avec des cellules non modifiées génétiquement. Ainsi, I'utilisation de la thérapie génique
pour introduire le géne COL7A1 dans les cellules des patients porteurs de 'EBDR qui serviront a
produire de peaux reconstruites a partir de ces cellules a le potentiel de fournir un traitement qui
permettra de diminuer ou de faire disparaitre la maladie de fagon permanente dans les régions

greffées permettant ainsi d’'améliorer la qualité de vie des patients atteints d’'EBDR.
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Chapter 5
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ABSTRACT

Recessive Dystrophic Epidermolysis Bullosa (RDEB) is a rare
genetic disease caused by mutations in the COL7AI gene, which encodes
for type VII collagen (COLVII). Secreted into the extracellular space by
epidermal keratinocytes and dermal fibroblasts, COLVII is the main
component of anchoring fibrils joining hemidesmosomes of basal
keratinocytes to the underlying extracellular matrix. This structure is
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required for a functional dermal-epidermal junction and its absence leads
to the detachment of the epidermis, and consequently to the formation of
blisters. The phenotype of RDEB varies according to the COL7AI gene
mutation and its severity can range from mild blistering to severe bulla
formation, erosions, scarring and mutilations that can be fatal. The
development of cutaneous squamous cell carcinoma is also frequent in
severe phenotypes. Currently, there is no cure for RDEB.

In order to develop a treatment for this severe disease, different
approaches to the delivery of functional COLVII and its relocation to the
dermal-epidermal junction have been considered, such as the use of
recombinant protein, cell therapy and gene therapy. Progress in tissue
engineering now offers new possibilities, such as the integration of gene
therapy into tissue-engineered skin using patient stem cells.

This article reviews the main therapies currently under development
and focuses on recent advances in approaches combining gene therapy
and tissue engineering for treating RDEB.
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