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Zusammenfassung

Seit 1975 ist die Epidermolysis bullosa junctionalis (EBJ) als autosomal-rezessiver Gendefekt in der amerikanischen American Saddlebred
(AS)-Population bekannt. Dieser Artikel dokumentiert den ersten Fall von EBJ bei einem AS-Fohlen aus deutscher Zucht. Proben eines weib-
lichen AS-Fohlens werden pathomorphologisch, réntgenologisch, computertomographisch, elektronenmikroskopisch und molekularbiolo-
gisch untersucht. Das Tier wies ein vollsténdiges Fehlen der Epidermis an mechanisch exponierten Stellen sowie des Epithels der Maul-
schleimhaut und der Anogenitalregion auf. An den Milchzéhnen bestand eine Schmelzhypoplasie. Die Spaltbildung wurde am dermo-epi-
dermalen Ubergang in der Lamina lucida der Basalmembran lokalisiert. Die Genotypisierung identifizierte das Tier als homozygoten Tréi-
ger des LAMA3-Defektes. Da EBJ auch in Deutschland bei AS Pferden auftritt, sollte vor der Kérung von AS-Hengsten eine genetische Unter-
suchung durchgefihrt werden, um asymptomatische Trégertiere von der Zucht auszuschliefien.
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Hereditary Epidermolysis bullosa junctionalis in an American Saddlebred foal from Germany

In America Epidermolysis bullosa junctionalis (EBJ) is known as an autosomal recessive genetic disorder in the American Saddelbred (AS)
population since 1975. This article describes the first documented case of EBJ in an AS horse in Germany. Samples of a neonatal female
AS foal were investigated pathomorphologically, radiologically, electron microscopically and genetically. The animal showed complete
absence of epidermal structures at mechanically exposed locations and of parts of oral mucus membranes and anogenital region. Deci-
duous teeth displayed enamel hypoplasia. Cleft formation in the skin was localized at the dermo-epidermal junction within the lamina luci-
da of the basement membrane. Genotyping revealed the animal as homozygous for the LAMA3 defect. Since EBJ occurs in AS horses also
in Germany, a genetic investigation prior to licensing of AS stallions should be performed to exclude asymptomatic heterozygous individu-

als from breeding.
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Einleitung

Die Epidermolysis bullosa (EB) ist eine kongenitale, erbliche,
autosomal-rezessive Hauterkrankung, die bei Mensch (Fine et
al. 2008), Schaf (Bruckner-Tuderman et al. 1991, Ostmeier et
al. 2012), Pferd (Johnson et al., 1986, frame et al. 1988,
Kohn et al. 1989), Hund (Dunstan et al. 1988), Katze (O’Dair
und Henderson 1994), Rind (Leipold et al. 1973), Maus
(Colognato und Yurchenco 1999) und Ratte (Brenneman et
al. 2000) beschrieben ist. Die Erkrankung trat in Deutschland
beim Pferd erstmalig 1913 auf und wurde analog zum Rind
zunéchst als Epitheliogenesis imperfecta (El) bezeichnet
(Grunth 1913). 1935 wurde in Schweden bei einem dhnlich
erkrankten Ardenner-Fohlen ein erblicher Defekt vermutet
(Berthelsen und Eriksson 1935). Zichtungsversuche mit Kalt-
blutpferden aus Deutschland wiesen auf eine autosomal-
rezessive Genese hin (Butz und Meyer 1957). Bisher trat die
EB in den USA und Kanada beim Belgischen Kaltblut (John-
son et al. 1986, Frame et al. 1988, Kohn et al. 1989, Lind-
ner et al. 2000), in Frankreich bei den Kaltblutrassen Bretone
und Comtois (Milenkovic et al. 2003) sowie in einer Kreuzung
zwischen Englischem Vollblut und Quarter Horse (Crowell et
al. 1976) auf. Der erste Fall beim American Saddlebred (AS)
Pferd wurde 1975 der American Saddlebred Horse Associa-
tion (ASHA) gemeldet. Im Jahr 2002 betrug die Zahl der veri-
fizierten Félle 34 (Liefo et al. 2002). Der charakferistische,
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morphologische Befund bei allen beschriebenen Fallen ist
das partielle Fehlen epidermaler und epithelialer Strukturen
(Lieto et al. 2002), vor allem an mechanisch exponierten
Hautstellen, an mukokutanen Ubergéngen und der Maul-
schleimhaut (Fine et al. 2008). Auch prémortales Ausschuhen
wurde vereinzelt beobachtet (Frame et al. 1988, Kohn et al.
1989, Baird et al. 2003, Milenkovic et al. 2003). Zusétzlich
wurde an den Inzisivi eine zerkliftete Oberfléche beschrieben
(Baird et al. 2003).

Beim Menschen werden entsprechend der Lokalisation der
Spaltbildung in der Haut drei Gruppen unterschieden (Fine et
al. 2008), die Epidermolysis bullosa simplex (Blasenbildung
oberhalb der Basalmembran und innerhalb der Basalzellen),
die Epidermolysis bullosa junctionalis (EBJ) (Blasenbildung
innerhalb der Basalmembran) und die Epidermolysis bullosa
dystrophica (Blasenbildung unterhalb der Basalmembran).
Innerhalb der EBJ werden die Subtypen als Herlitz- und Nicht-
Herlitzform differenziert. Dem letalen Herlitz-Typ der EBJ liegt
eine Mutation im Bereich der drei, fir Laminin 5, Kollagen XVII
und Integrin a6p4 kodierenden Gene LAMAS3, LAMB3, LAMC2
zugrunde (Fine et al. 2008). Die klinischen, morphologischen
und ultrastrukturellen Ahnlichkeiten der urspringlich als El
bezeichneten Erkrankung zur EBJ vom Herlitztyp des Menschen
wurde von mehreren Autoren beschrieben (Liefo 2001, Liefo et
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al. 2002, Baird et al. 2003). Mittels Genanalysen wurde der
equine Gendefekt im Bereich des beim Menschen mit EBJ des
Herlitztypes verénderten Gens lokalisiert (Baird et al. 2003,
Lieto und Cothran 2003, Graves et al. 2009). Daher ist die
anfangs verwendete Bezeichnung Epitheliogenesis imperfecta
durch den Begriff hereditére Epidermolysis bullosa junctionalis
zu ersetzen (Graves et al. 2009). Im folgendem wird der nach
Kenntnis der Autoren erste Fall von EBJ beim American Sadd-
lebred in Deutschland beschrieben.

Abb. 1 AS-Fohlen mit multifokalen epidermalen Defekten
AS foal with multiple defects of the epidermis

Abb. 2 Epidermale Defekte der Haut an der rechten Hinterglied-
mafe mit komplettem Fehlen des Hornschuhs.

Defects of the epidermis of the right hindlimb with complete loss of
the hoof capsule.

Fallbericht
Vorbericht

In einem Bestand mit vier AS-Stuten wurde von einer multi-
paren Stute termingerecht ein reifes Stutfohlen geboren, das
aufgrund zahlreicher Hautdefekte drei Stunden nach der
Geburt euthanasiert wurde. Zwei weitere Stuten waren zu
diesem Zeitpunkt vom gleichen Hengst tragend. Eines der
Fohlen wurde ohne Haut- und Schleimhautdefekte totgebo-
ren, das andere war vital und wiese keine klinischen Auffal-
ligkeiten auf.

Pathologisch-anatomische Untersuchungsbefunde

Das Stutfohlen zeigte besonders an den Hintergliedmafen
grofifléchige, scharf begrenzte, konfluierende, epidermale
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Verluste (Abb. 1). Die linke Hintergliedmafle war distal der
Mitte des Unterschenkels vollstéindig betroffen. An beiden
Hinterbeinen fehlte der Hornschuh des Hufes (Abb. 2). Wei-
tere epidermale Defekte befanden sich an Kronsaum, Fessel-
kopf, dorsalem Karpalgelenk und Ellbogenhécker, distal an
der rechten und linken Vordergliedmafe sowie multifokal am
Rumpf. Die Epidermis war an der Euterhaut leicht ablésbar.
Die mukokutanen Ubergénge von After und Vulva zeigten
irregulére Epitheldefekte. In der Maulhdhle fehlte bis auf

Abb. 3 GroBfléchige Epitheldefekte (ED) in der Maulhshle; unre-
gelmaBige Oberfléche der Pramolaren (Pfeil).

Extensive defects of the oral mucosa (ED); irregular surface of the
premolar teeth (arrow).

Abb. 4 Computertomographischer Transversalschnitt durch den
Oberkiefer des erkrankten Fohlens auf Héhe des vierten Prémolaren:
zerklftete Oberfléche der Zahnhartsubstanz an den Auenfléchen
der Zdhne und in den Schmelzbecherm.

Computer tomographic slide of the foals upper yaw at the level of the
fourth premolar: rough and irregular surface of hard dental material
at the buccal aspect of the teeth and inside the enamel infundibula

inselartige Reste das Epithel groBflachig (Abb. 3). Die Zunge
besaf} nur auf der Dorsalseite einen kompletten Epithelbesatz.
Zusatzlich wiesen die Milchzéhne eine unregelméfige Ober-
flachenstruktur auf. Das Epithel von Speisershre und Magen
war unverdndert. Die inneren Organe einschlieBlich des
Gehirns zeigten keine Veréinderungen.

Radiologische Untersuchungsbefunde

Die réntgenologische und computertomographische Untersu-
chung des Schadels des toten Fohlens ergab an den bukka-
len Flachen der Backenzéhne als auch in den Infundibula der
Oberkieferprémolaren eine raue und zerkliftete Oberfléche
der Zahnhartsubstanzen (Abb. 4).
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Histologische Untersuchungsbefunde

Unverénderte Haut der seitlichen Thoraxwand und des Abdo-
mens sowie Haut- und Schleimhautproben von Lésionen an
Augenlid, Lippe, Zunge, Vorder- und Hintergliedmafle, Kron-
saum und des mukokutanen Ubergangs am After wurden in
gepuffertem 10%igen Formalin fixiert und in Paraplast einge-
bettet. Die Schnittpréparate wurden mit Hamatoxylin-Eosin
(HE) und mittels Periodic-Acid-Schiff (PAS)-Reaktion geféirbt.

Abb. 5 Deutliche Spaltbildung (Pfeile) am Ubergang von Epider-
mis (E) zur Dermis (D). (HE, 10x).
Distinct cleft formation (arrows) at the junction of epidermis (E) and

dermis (D). (HE, 10x)

Abb. 6 Gleiche Lokalisation wie in Abb. 5. Basalmembran (Pfeil)
in Assoziation mit der Dermis (D) und Spaltraum zwischen Epidermis
(E) und Basalmembran gefillt mit proteinhaltiger Flussigkeit (P). (PAS,
20x)

Same localization as in Fig. 5. Basement membrane (arrow) in asso-
ciation with the dermis (D) and cleft between epidermis (E) and base-
ment membrane filled with proteinaceous fluid (P). (PAS, 20x)

Veréinderte Schneidezéhne und Prémolaren wurden nach der
Fixierung einer Entkalkung in 10%iger Ethylendiamintetraes-
sigséiure (EDTA) unterzogen. Als Kontrolle diente ein Hanno-
veraner Fohlen gleichen Alters ohne makroskopische Verén-
derungen. In den untersuchten Haut- und Schleimhautproben
wurde ein vollsténdiger Verlust der Epidermis in den betroffe-
nen Hautbezirken bestétigh. In angrenzenden Haut- und
Schleimhautbereichen  waren deutliche Spaltbildungen
(,clefts”) am dermo-epidermalen bzw. submukés-epithelialen
Ubergang feststellbar (Abb. 5). Die Spaltréiume waren teils mit
proteinhaltiger Flussigkeit gefullt und gelegentlich bestand
eine geringgradige Infiltration mit neutrophilen Granulozyten.
Die Spaltbildung lag zwischen den basalen Epidermiszellen
und der Basalmembran, die mit dem Korium am Spaltenbo-
den assoziiert war (Abb. 6). Die Zéhne zeigten eine Hypopla-
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sie des Zahnschmelzes, der als schmales basophiles Material
zwischen Dentin und Zement lokalisiert war. Das ameloblasti-
sche Epithel war irreguldr und atrophisch (Abb. 7).

Elektronenmikroskopische Untersuchungsbefunde

Formalinfixierte Proben aus dem Ubergangsbereich von verdn-
derter zu unverénderter Haut und Schleimhaut wurden mit Glu-

Abb. 7 Dentin (D) eines Inzisivus mit zapfenartiger, irregulérer Den-
tinhyperplasie (DH); hypoplastischer Zahnschmelz (weifer Pfeil) als
schmales basophiles Material zwischen Dentin (D) und Zement; irre-
guléres und atrophisches ameloblastisches Epithel (schwarzer Pfeil),
Odontoblasten (OB), Zahnpulpa (P), Periodontium (PO). (HE, 10x)
Dentin (D) of an incisor tooth with cone-shaped, irregular projection
(DH); hyoplastic enamel (white arrow) as basophilic material bet-
ween dentin (D) and cementum, irregular and atrophic ameloblasts
(black arrow), odontoblasts (OB), dental pulp (P), periodontium
(PO). (HE, 10x)

Abb. 8 Elekironenmikroskopisches Bild der Lokalisation aus Abb.
5. Spaltbildung (C) in der Lamina lucida der Basalmembran; Lamina
densa (Pfeil) mit der Dermis (D) verbunden; Epidermis (E). (6300x)
Electron microscopic picture of the localization of Fig. 5. Cleft forma-
tion (C) within the lamina lucida of the basment membrane; lamina
densa (arrow) adherent to the dermis (D). epidermis (E). (6300x)

taraldehyd nachfixiert und in Epon eingebettet. Ultrastrukturell
war eine Spaltbildung in der Lamina lucida der Basalmembran
zu erkennen. Die Lamina densa war mit dem Korium verbunden
(Abb. 8). Hemidesmosomale Strukturen wiesen eine hochgradi-
ge GroBenvarianz auf und waren in ihrer Anzahl verringert.

Genetische Untersuchungsbefunde

Die molekulargenetische Untersuchung von Haarproben
mittels Polymerase Kettenreaktion (PCR) ergab einen homozy-
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goten Genotyp fur den hereditéren Gendefekt im JEB2 Gen,
einer Deletion im LAMA3 Gen (Animal Genetics, Cornwall,
England). Haoarproben der Mutterstute als auch der beiden
anderen tragenden Stuten sowie des Hengstes waren fir den
Gendefekt im JEB2 Gen heterozygot.

Diskussion

Die dargestellten Befunde bestétigen erstmals die Diagnose
der hereditdren EBJ in einem aus deutscher Zucht stammen-
den AS-Fohlen. In Anlehnung an die humanmedizinische
Einteilung der hereditédren, mechanobullésen Hauterkran-
kungen handelt es sich bei einer Spaltbildung innerhalb der
Lamina lucida der Basalmembran um den Herlitz-Typ der EJB
(Fine et al. 2008). Die Basalmembran besteht aus einer
elektronendurchldssigen, oberen Schicht (Lamina lucida)
und einer elekironendichten, unteren Schicht (Lamina den-
sa), unter der eine Lamina fibroreticularis ausgebildet sein
kann (Yurchenco und Schittny 1999). Spezielle Adhésions-
komplexe aus Hemidesmosomen, Intermediarfilamenten und
Verankerungsproteinen verbinden die Basalzellen der Epi-
dermis mit der Basalmembran (Pulkkinen und Uitto 1999,
Shinkuma et al. 2011).

Atiologisch liegt der EBJ, wie auch im vorliegenden Fall durch
Genotypisierung bestdtigt, ein Defekt der Laminin 5 Gene
(Synonym: Laminin332) vor. Laminin 5, der Hauptbestandteil
der Verankerungsproteine der Basalmembran besteht aus
drei Molekilketten, die durch die Gene LAMA3, LAMB3 und
LAMC2 kodiert werden (Pulkkinen und Uitto 1999). Mutatio-
nen in jedem einzelnen dieser Gene fohren zur EBJ mit Spalt-
bildung in der Lamina lucida und Verénderungen der hemi-
desmosomalen Strukturen (Pulkkinen und Uitto 1999). Der
Gendefekt beim AS wurde in einer Deletion von 6589 Basen-
paaren im Exon 24-27 des LAMA3 Gens bestimmt (Graves et
al. 2009). Der Gendefekt beim Belgischen Kaltblut liegt trotz
nahezu identischer phénotypischer Ausprdgung im LAMC2
Gen (Lindner et al. 2000, Olivry 2006).

Bei der equinen EBJ treten Epidermisverluste vor allem an den
GliedmaBen auf. Epithelverluste an Maulschleimhaut, Zunge
und Anogenitalregion sowie das Ausschuhen stellen auch
typische Befunde dar (Dubielzig et al. 1986, Lieto 2001).

Laminin 5 vermittelt auch die Adhésion von Ameloblasten an
die Schmelzsubstanz (Hormia et al. 1998, Sahlberg et al.
1998). Schmelzdefekte stellen daher ebenfalls charakteristi-
sche Befunde der EBJ dar (Dubielzig et al. 1986, Lieto 2001,
Fine et al. 2008). Aufgrund des Schweregrads der Lésionen
ist die Erkrankung sowohl beim Menschen als auch beim
Pferd meist innerhalb weniger Tage nach der Geburt lefal
(Dubielzig et al. 1986, Fine et al. 2008, Lieto 2001).

Mittels Stammbaumanalyse wurde die relative Haufigkeit des
defekten Allels in der amerikanischen AS Population auf 0,04
geschaétzt (Lieto und Cothran 2003), die mittels Genotypisie-
rung in Héhe von 0,05 auch bestétigh wurde (Graves et al.
2009). Heterozygote Tiere fungieren aufgrund des autoso-
mal-rezessiven Erbgangs als Tréigertiere. Im vorliegenden Fall
wurden sowohl die Mutterstute des erkrankten Fohlens, zwei
weitere tragende Stuten als auch der Hengst als heterozygote
Tragertiere identifiziert. Die Wahrscheinlichkeit des homozy-
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goten Aufiretens dieses Gendefektes beim AS liegt bei 25 %.
Beim Menschen kann bei heterozygoten Mutationstrégern
eine geringgradig vermehrte Neigung zu Kariesbildung,
Zahndefekten und Schleimhautaphthen beobachtet werden
(Bruckner-Tuderman 2005). Derartige Hinweise sind beim
Pferd nicht bekannt.

Mit dem erstmaligen Auftreten der EBJ in einer deutschen
Zucht des AS ist die bei homozygoten Individuen stets letale,
mechanobullése Hauterkrankung zukinftig auch in Deutsch-
land populationsgenetisch und zichterisch bei der Kérung
der Hengste zu bericksichtigen. Zur einfachen Identifikation
von homozygoten Tdgertieren des Gendefekis steht for die
Praxis auch in Deutschland ein Gentest aus Schweif- und
Méahnenhaaren mittels PCR zur Verfigung.
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