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RESUME

Le syndrome de Gougerot-Sjogren (SGS) est une maladie autoimmune (MAI) systémique
inflammatoire chronique caractérisée principalement par la diminution des secrétions
salivaires et lacrymales, aboutissant a une sécheresse de la bouche et des yeux. Elle affecte
principalement les femmes autour de la ménopause. Au niveau physiologique, le tissu
épithélial des glandes salivaires (GS) est infiltré par des lymphocytes, ce qui provoque
'apoptose des cellules épithéliales (CE). L'épigénétique pouvant jouer un rble important
dans le développement des MAI comme le SGS, nous avons analysé I'expression
d’éléments rétroviraux endogenes humains (HERV) et des microARN. Par ailleurs, afin de
mieux comprendre les mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans les
interactions lymphocytes-CE au niveau de la GS pathologique, nous avons mis en place un
modele de co-culture in vitro entre des CE et des lymphocytes B ou T (LB, LT). Nous avons

également étudié le rdle de BAFF sur les CE qui expriment I'un de ses récepteurs, BR3.

Dans un premier temps, nous avons montré que dans les GS des patients, les HERV et les
MIARN ont un profil d’expression distinct de celui des personnes saines, montrant ainsi une
participation de I'épigénétique dans la pathologie. Dans un deuxiéme temps, nous avons
montré que les CE entrent en apoptose suite a l'interaction directe avec les lymphocytes B et
T, en faisant intervenir la voie Fas pour les LT et la voie de la PKCd pour les LB. En lien
avec I'apoptose induite par les LB, nous avons démontré que BAFF est impliqué dans la
survie des CE, et que le blocage de sa signalisation ou la sous-expression de son récepteur
conduit a la mort des CE. Nous pouvons supposer que les LB entrent en compétition avec
les CE pour le signal de survie apporté par BAFF, et que les CE qui S’en trouvent privées
meurent. Finalement, nous avons montré que plusieurs formes de BAFF sont produites par
les CE et reconnues de maniére différente par les anticorps anti-BAFF. Il pourrait s’agir
d’isoformes plus ou moins glycosylés ou de variants de BAFF. Cependant d’autres études

sont nécessaires afin de les identifier.

Mots clés : syndrome de Gougerot-Sjogren, épigénétique, cellules épithéliales, apoptose,
lymphocytes, BAFF, BR3, PKC



BAFF and B cells implication in salivary gland epit helial
cells apoptosis in Sjogren’s syndrome

SUMMARY

Sjogren’s syndrome (SS) is an inflammatory systemic autoimmune disease (AID), mainly
characterized by the decrease of salivary and lachrymal secretions. This leads to dry mouth
and dry eyes. This chronic disease principally affects women around menopause. At the
physiological level, salivary gland (SG) epithelial tissue is infiltrated by lymphocytes, leading
to epithelial cells (EC) apoptosis. As epigenetics can play an important role in AID- such as
SS development, we investigated human endogenous retroviral elements (HERV) and
microRNA expression. Furthermore, in order to better understand the cellular and molecular
mechanisms implied in lymphocyte-EC interactions in pathological SG, we set up an in vitro
co-culture model between EC and B and T cells. We also studied BAFF role on EC which

express one of its receptors, BR3.

First, we demonstrated that in SS SG, HERVs and miRNAs show a distinct profile from
healthy controls, indicating that epigenetics is implied in the pathology. Secondly, we showed
that EC undergo apoptosis following direct interaction with T and B cells, via two distinct
signaling pathways: Fas pathway for T cells and PKC® pathway for B cells. Linked with B
cell-induced apoptosis, we demonstrated that BAFF is implied in EC survival, and that BAFF
signaling blocking or BR3 down-regulation leads to EC death. We may suppose that B cells
compete with EC for survival signaling from BAFF, and that EC die from lack of it. Finally, we
showed that several forms of BAFF are expressed by EC and that they are differentially
recognized by anti-BAFF antibodies. These may be more or less glycozylated BAFF isoforms

or BAFF variants. Further studies are needed to identify them.

Key words : Sjogren’s syndrome, epigenetics, epithelial cells, apoptosis, lymphocytes,
BAFF, BR3, PKCd
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1. Aspects cliniques du syndrome de Gougerot-
Sjogren (SGS)

1.1.Le SGS primaire (primitif) et secondaire

Le syndrome de Gougerot-Sjogren (SGS) est une maladie autoimmune (MAI)
systémique inflammatoire découverte au siécle dernier par Henri Gougerot (1881-
1955) et Henrik Sjogren (1899-1961) (Annexe 1). Cette pathologie chronique se
caractérise principalement par la diminution des secrétions salivaires et lacrymales,
aboutissant a une sécheresse au niveau de la bouche (xérostomie) et des yeux

(xérophtalmie).

Le SGS peut intervenir de maniére isolée (on parle de SGS primaire ou primitif), ou
secondairement a une MAI systémique, comme la polyarthrite rhumatoide (PR), le
lupus érythémateux disséminé (LED) ou la sclérodermie. On parle alors de SGS
secondaire. Il peut également étre associé a une MAI spécifique d’'organe comme la
thyroidite auto-immune (TAI) ou la cirrhose biliaire primitive (CBP).

Le SGS touche 9 femmes pour 1 homme. Cette maladie affecte principalement les
femmes autour de la ménopause, vers 40-50 ans. La prévalence de la maladie varie
entre 0,1 et 3% (Binard et al, 2007).

Le SGS n’est pas une maladie fatale en principe, mais va affecter la qualité de vie
des patients. Cependant une évolution vers le lymphome est observée chez 5 % des

patients. A I'heure actuelle, il n'y a pas de traitement définitif disponible.

Les critéres de classification du groupe de consensus américano-européen du SGS
ont été établis en 2002 (Vitali et al, 2002). lls permettent également de définir les

critéres cliniques et biologiques de diagnostic du SGS (Annexe 2) .
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1.2. Signes cliniques

Le SGS est une maladie a développement lent, les premiéres manifestations peuvent
étre non-spécifiques et apparaitre jusqu’a quelques années avant I'établissement du
diagnostic. Le SGS affecte le plus souvent les glandes exocrines, particulierement
celles des yeux et de la bouche. On parle d’atteinte glandulaire. Cependant, il peut

egalement affecter d’autres organes, on parle alors d’atteinte extra-glandulaire.
1.2.1 Atteintes glandulaires

Le SGS touche principalement les glandes exocrines situées au niveau de la bouche
et des yeux. En effet, les patients se plaignent le plus souvent de sécheresse
buccale et/ou oculaire. Cela est d0 a l'invasion et au remplacement progressif du
tissu épithélial des glandes salivaires (GS) et/ou oculaires par des cellules
immunitaires. L’épithélium glandulaire est progressivement détruit, conduisant a
terme a la diminution de la fonction sécrétrice des glandes (salive ou larmes). Dans
ce rapport, nous nous intéresserons particulierement au syndrome sec associé aux
GS.

1.2.1.1 Physiologie des glandes salivaires

Les GS font partie du systeme digestif. Elles participent a la sécrétion de la salive,
aident a la lubrification, a la protection de la bouche et a la mastication. La figure 1 et

le tableau 1 représentent la localisation et la composition des GS.

Figure 1 : Anatomie et localisation des glandes salivaires principales.

Canal de Sténon

Glande parotide

Muscle masseter
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Tableau 1 : Composition et fonction des glandes salivaires.

Trois paires de GS principales : parotides, sub-linguales et sous-maxillaires.
Des GS accessoires.

GS parotides: les plus volumineuses, elles sont situées en arriere de l'os
montant du maxillaire, la partie de la joue proche du lobe de I'oreille. Ces GS
libérent la sécrétion de salive et des enzymes salivaires a travers le canal de
Sténon s’ouvrant dans la bouche.

GS sub-linguales: de forme aplatie transversalement, elles sont situées dans
le plancher buccal. Ces GS sont en fait un regroupement de petites glandes
dont chacune possede son canal excréteur.

GS sous-makxillaires (sous-mandibulaires): de forme ovale, elles sont situées
dans la partie latérale de I'os maxillaire. Elles véhiculent la salive a travers le
canal de Wharton s’ouvrant dans le plancher buccal.

GS accessoires: tres nombreuses, elles se trouvent surtout au niveau de la
face interne de la lévre inférieure, de la face interne de la joue, autour du
conduit parotidien et dans la muqueuse du voile du palais.

Les GS sont composées de structures tubulaires ou acineuses. De maniere
générale, elles comportent une partie acineuse sécrétrice (qui peut étre séreuse,
mugueuse ou mixte selon la composition du liquide sécrété) et d’'une structure en
canaux. De plus, autour des cellules acineuses, des cellules myoépithéliales se
contractent et entrainent le produit de sécrétion vers la lumiere de 'acinus (lumen)
(Figure 2).

Figure 2 : Structure histologique d’une portion de glande s alivaire mixte.

/ . .
Canal intercalaire

N Cellules acineuses

Cellules
acineuses
sériques
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Cellule
myoépithéliale
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1.2.1.2 Signes cliniques glandulaires

De part le rble de la salive dans la lubrification de la bouche, I'hyposialie (diminution
de la sécrétion de salive) provoque souvent une géne pour avaler les aliments, et
pour la phonation. La sécheresse buccale peut étre douloureuse. Par ailleurs, les
propriétés antibactériennes et antifongiques de la salive sont trés importantes pour la
santé buccale. Ainsi, du fait de I'hyposialie, les patients présentent souvent des
problemes dentaires (caries, dents fragilisées, maladies parodontales) et des
infections. L’article de Yan et al (2011) démontre que la majorité des infections orales
concernent le champignon de type levure Candida albicans, et qu’il est possible pour
certains patients d'étre multi-infectés (Candida albicans plus une autre espéce de
Candida).

60% des patients présentent une hypertrophie des GS (Tzioufas et al, 2007). Les
glandes parotides sont le plus souvent affectées par le gonflement, mais les glandes
sous-maxillaires peuvent I'étre également. Le gonflement des GS peut survenir de
maniére épisodique ou permanente, selon les patients. Il peut apparaitre de maniére

unilatérale pour devenir bilatérale par la suite.

Au niveau des yeux, les principaux symptdomes sont la sensation de présence de
corps étranger et la sécheresse oculaire due a la diminution de la sécrétion de

larmes.

D’autres glandes exocrines peuvent étre affectées par le SGS. Les patients peuvent

ainsi souffrir de sécheresse au niveau nasal, pulmonaire, vaginal.

Le tableau 2 reprend les principales affections du SGS au niveau de la bouche et

des yeux.
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Tableau 2 : Principales manifestations glandulaires liées au SGS.

Principales manifestations au niveau de la bouche Principales manifestations au niveau des yeux
Xérostomie Xérophtalmie
Géne lors de la mastication et de la déglutition Sensation de sable ou de corps étranger dans les yeux

Nécessité de boire beaucoup d’eau en mangeant, parlant Ulcération de la cornée
et pendant la nuit

Langue fissurée Infections

Caries et complications parodontales (gingivites, dents Photophobie
fragilisées, infections)

Hypertrophie des glandes salivaires

1.2.2 Atteintes extra-glandulaires

50% des patients présentent des manifestations systémiques, telles une fatigue
importante, une fievre modérée, des douleurs articulaires et musculaires, ou l'atteinte

d’autres organes (Tzioufas et al, 2007).

Selon le temps d’apparition des symptdmes, on distingue les atteintes péri-
épithéliales, résultant de I'invasion de I'épithélium par des lymphocytes, au-dela des
glandes exocrines. On peut retrouver par exemple une atteinte hépatique, une
néphrite interstitielle ou une bronchiolite obstructive. Ces signes cliniques
apparaissent précocement dans la pathologie du SGS. Parmi ces manifestations, on
peut retrouver un purpura palpable, une glomérulonéphrite ou une neuropathie
périphérique. Ces atteintes sont souvent observées tardivement dans la maladie et
sont associées a l'augmentation de la morbidité et au risque de développement de

lymphomes (Tzioufas et al, 2007).

Le tableau 3 récapitule les principales manifestations extra-glandulaires retrouvées

au cours du SGS et leur fréquence.

Un symptdome clinique extra-glandulaire souvent rencontré chez les patients est
I'atteinte des articulations. Fauchais et al (2010) démontrent que 45% des patients

atteints d’'un SGS primaire souffrent également des articulations. Ce symptéme peut
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précéder ou apparaitre en méme temps que le syndrome sec. Les atteintes
articulaires apparaissent donc précocement dans la pathologie, souvent en
association avec d'autres manifestations systémiques du SGS comme des atteintes

cutanées (Roguedas et al, 2006) et du systeme nerveux.

Tableau 3 : Principales manifestations extra-glandulaires li ées au SGS et leur
fréequence, d’apres Tzioufas et Voulgarelis, 2007 et  Pavlakis et al, 2011.

Manifestation Fréquence (%)
Arthralgie/arthrite 75
Neuropathie périphérique 2-60
Phénomeéne de Raynaud 48
Atteintes pulmonaires 23
Purpura 11

Néphrite interstitielle

Cirrhose biliaire primitive

Lymphome

Glomérulonéphrite

P (NP> DO

Myosite

Un état de fatigue (somatique et mentale) est couramment rapporté par les patients,
affectant grandement leur qualité de vie. Cette fatigue chronique ou la somnolence
diurne peuvent étre associées a un sommeil de mauvaise qualité, souvent perturbé
par des douleurs musculo-squelettiques, le syndrome sec, l'anxiété ou une

dépression (Theander et al, 2010).

Ainsi, le SGS est une pathologie multidisciplinaire impliquant différents praticiens :
chirurgien-dentiste,  ophtalmologiste,  oto-rhino-laryngologiste, = rhumatologue,
immunologiste, gastroentérologue, neurologue, urologue, néphrologue,

dermatologue, psychiatre.
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1.3. Signes biologiques

1.3.1 Signes biologigues non spécifiques

Les principaux signes biologiques du SGS sont 'augmentation de la vitesse de

sédimentation ou une anémie. Une leucopénie ou une thrombopénie sont plus rares.

La cryoglobulinémie est caractérisée par la présence d’immunoglobulines circulantes
qui précipitent a des températures en-dessous de 37<C. Environ 20% des patients
sont positifs pour ces cryoglobulines (loannidis et al, 2002). Une cryoglobulinémie
positive est souvent signe d’un risque d’évolution vers un lymphome malin et d'une

atteinte sévére des organes internes (Routsias et al, 2007).

Une hypergammaglobulinémie polyclonale est retrouvée fréquemment (surtout des
IgG) ainsi qu’'une augmentation de la B2-microglobuline dans le sérum, la salive et
parfois l'urine. Une hypocomplémentémie (faible taux de C3/C4) et une
lymphocytopénie sont des facteurs prédictifs du lymphome dans le SGS primaire
(Solans-Laqué et al, 2011). En effet, I'étude de Ramos-Casals et al (2005) démontre
gu’il y a une association forte entre de faibles taux de C4 et la prévalence notamment
de lymphadénopathie, de neuropathie périphérique, de vascularite cutanée, de

cryoglobulines et de lymphome.
1.3.2 Signes biologiques immunologiques : les auto- anticorps

La présence d’auto-anticorps (Ac) est caractéristique des MAI. Des anticorps dirigés
contre des antigenes nucléaires (AAN) sont retrouvés dans le sérum de 90% des
patients (Routsias et al, 2007). De plus, des anticorps dirigés contre des organes ou

des auto-antigenes spécifiques des tissus sont fréquemment retrouvés.

Les facteurs rhumatoides (FR), autoanticorps souvent observés dans la PR (70%
des patients positifs) (Wolfe et al, 1991) sont retrouves a des titres élevés chez 40 a

50% des patients atteints de SGS primaire (Pertovaara et al, 2001).
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1.3.2.1 Les anticorps anti-antigenes nucléaires (AA N)

Les AAN les plus représentés dans le SGS reconnaissent les ribonucléoprotéines
(RNP) Ro/SSA et La/SSB. Ces Ac sont présents dans 60-70% des cas de SGS et
sont souvent requis pour établir le diagnostic et l'activité systémique du SGS
(Hernandez-Molina et al, 2011).

Dans le SGS primaire, les Ac anti-Ro/SSA sont présents seuls dans 50 a 70% des
cas, ou associés aux Ac anti-La/SSB dans 30 a 60% des cas. Retrouver des Ac anti-
La/SSB seuls est un phénomeéne rare (Elkon et al, 1984). S'’ils sont utiles pour le
diagnostic du SGS, les Ac-anti Ro/SSA ne sont pas spécifiques de cette MAI. En
effet, ils sont également présents dans 25 a 35% des cas de LED (Agarwal, 2003 et
tableau 4). Les Ac anti-La/SSB sont frequemment observés chez des patients ayant
déja des Ac anti-Ro/SSA. lIs sont retrouvés dans 40 a 71% des cas de SGS primaire
dont ils sont assez spécifiques. La positivité pour les Ac anti-Ro/SSA et anti-La/SSB
est souvent associée a des atteintes extraglandulaires, comme la vascularite ou une

infiltration lymphocytaire des GS plus importante (Harley JB et al, 1982).

Tableau 4 : Fréquence des auto-anticorps anti-SSA et anti-SS B dans le SGS, la
PR et le LED, d’apres Sany, 1989.

Anti-SSA (Ro) Anti-SSB (La)

SGS primaire 54 2 88% 45a71%

LED + SGS 53a72% 20%

LED 25a35% 5a15%

PR +SGS 11% 5%

3% 2%
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1.3.2.2 Les auto-anticorps associés avec des manife  stations particulieres
du SGS

1.3.2.2.1 Les anticorps anti-appareil mitotique

Les anticorps anti-centromeéeres (AAC)

Les AAC sont traditionnellement associés au syndrome de CREST ou a une sclérose
systémique limitée (Miyawaki et al, 2005). Cependant, ils sont retrouvés chez des
patients atteints du syndrome de Raynaud avec une CBP, dans le lupus ou la PR
(Salliot et al, 2007).

Les AAC reconnaissent plusieurs antigenes du centromere des chromosomes
humains (CENP). L'étude de Pillemer et al (2004) montre que 22% des patients
ayant un SGS primaire ont des anticorps anti-CENP, dirigés principalement contre la
protéine CENP-C, et sont associés aux auto-anticorps anti-Ro/SSA et anti-La/SSB.
Des AAC anti-CENP-H ont également été rapportés dans I'étude de Hsu et al, en
2006. Du point de vue clinique, la positivité pour les AAC est significative d'un
phénomene de Raynaud et d’une sclérodactylie.

Les anticorps anti-NuMA 1 et NuMA 2

Des anticorps anti-fuseau mitotique (NUMA 1 et NuMA 2) sont parfois retrouvés dans
le sérum de patients atteints de SGS. Comparés aux anticorps anti-NuMAZ2, les anti-
NuMALl sont plutdt associés au titre sériqgue des anti-NuMA, a la prédominance
féminine et au jeune age des patients atteints de SGS (Szalat et al, 2010). Ces
autoanticorps sont plutdt isolés et ne sont pas associés a d’autres antoanticorps anti-

nucléaires dans pres de 75% des cas.
1.3.2.2.2 Les anticorps anti-anhydrase carbonique Il

L'anhydrase carbonique est une enzyme qui catalyse la réaction réversible du
dioxyde de carbone pour générer un proton et un ion bicarbonate, régule

’homéostasie acido-basique dans les érythrocytes, la chambre aqueuse de I'ceil et
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les tubules rénaux. L’'anydrase carbonique Il est la seule forme soluble de I'enzyme,
elle est retrouvée dans le cytosol des cellules tubulaires rénales distales et
proximales (Tzioufas et al, 2007). Des anticorps dirigés contre cette forme soluble de
'enzyme ont été retrouvés dans le sérum de patients atteints de SGS (Kino-Ohsaki
et al, 1996, Itoh et al, 1992, Inagaki et al, 1991). La positivité pour ces autoanticorps

peut étre le signe d’'une acidose tubulaire rénale distale.

1.3.2.2.3 Les anticorps anti-récepteurs muscariniques (cf chapitre 4.4.4, Réle de
l'acétyicholine et des récepteurs muscariniques)

L’acétylcholine (Ach) est un neurotransmetteur parasympathique régulant la
sécrétion glandulaire. 1l se lie aux récepteurs muscariniques (RM) présents a la
surface des cellules épithéliales des GS. Des anticorps anti-RM (et plus
particulierement le récepteur M3R) ont été retrouvés dans le sérum de patients
atteints de SGS. Ces autoanticorps fonctionnels reconnaissent le M3R et inhibent la
neurotransmission, rendant les cellules moins sensibles a la stimulation

muscarinique et réduisant ainsi la sécrétion de salive (Waterman et al, 2000).
1.3.2.2.4 Les anticorps anti-mitochondriaux (AAM)

Les AAM sont retouvés chez 6.6% des patients atteints de SGS (Skopouli et al,
1994). Ces autoanticorps sont associés a des complications hépatiques pouvant

s’apparenter a la cirrhose biliaire primitive (CBP).

1.3.2.3 Les autres auto-anticorps

1.3.2.3.1 Les anticorps anti-fodrine

La fodrine est un constituant du cytosquelette, formé de deux protéines, l'alpha-
fodrine et la beta-fodrine. La fodrine forme des tétraméres se liant a l'actine, la
calmoduline et les microtubules (Bennett et al, 1990). Elle s’associe avec des canaux

ioniques et des pompes.

En 1997, Haneji et al démontrent que des anticorps présents dans le sérum de
patients ayant un SGS reconnaissent la forme clivée de I'alpha-fodrine. Le clivage et
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la libération de ce fragment dans le milieu extracellulaire rendent I'alpha-fodrine auto-

antigénique.

Ainsi, le clivage et la distribution altérée de la fodrine pourraient déréguler la fonction

sécrétrice de la glande et contribuer a la réponse auto-immune envers cette protéine.

1.3.2.3.2 Les anticorps anti-Golgi

L'appareil de Golgi est un organite important dans l'aprétement, le transport et
'adressage des protéines intracellulaires aprés leur synthése dans le réticulum

endoplasmique granuleux.

En 1982, Rodriguez et al démontrent que le sérum d’'un patient atteint de SGS et
d'un lymphome contient des anticorps anti-appareil de Golgi. Des études plus
récentes ont montré que dans le SGS, des anticorps sériques reconnaissent surtout
la giantine (Nozawa et al, 2004) ou la molécule golgin-97 (Griffith et al, 1997),

appartenant a I'appareil de Golgi.

1.3.2.3.3 Miscellanées

D’autres anticorps ciblant d’autres auto-antigeénes peuvent parfois étre retrouvés
dans le sérum de patients atteints de SGS. On peut citer l'actine, devenue
antigénique suite a une modification post-traductionnelle (Stea et al, 2006), le facteur
de transcription NOR 90/hUBF (protéine organisatrice de la région nucléolaire de
90kDa), la coiline p80 (Onouchi et al, 1999), la lipocaline, une protéine hautement
exprimée dans la salive et les larmes, la PARP (poly-(ADP-ribose)-polymerase),
molécule de signalisation apoptotique, I'lCA69 (auto-antigene des cellules des ilots
de 69kDa, retrouvée dans les GS et lacrymales, dans les cellules beta du pancréas
et le tissu nerveux) (revue Routsias et al, 2007), les sous-unités alpha et beta du
protéasome (Feist et al, 1999). D’apres Ramos-Casals et al (2006), 13% des patients
ont des anticorps anti-phospholipide, tandis que 6% des patients ont des ANCA
(anticorps cytoplasmiques anti-neutrophiles) et 1.5% des patients ont des anticorps
anti-Sm, reconnaissant des protéines constituant les snRNP (small nuclear

ribonuicleoproteins).
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Le tableau 5 établit la corrélation entre les auto-anticorps et les manifestations

cliniques du SGS.

Tableau 5 : Corrélation entre les auto-anticorps spécifiques et les
manifestations cliniques du SGS, d’apres Routsias, 2007.
Anti-centromeére Phénomeéne de Raynaud et sclérodactylie
Anti-anhydrase carbonique Acidose tubulaire rénale distale
Anti-récepteurs muscariniques Hypofonction glandulaire et diminution de la sensibilité

des cellules a la stimulation muscarinique
Anti-mitochondrie Pathologie hépatique et CBP
Facteurs rhumatoides Haut risque de lymphomes et indicateur
d’endommagements séveres de la glande salivaire

Cryoglobulines Evolution fréquente vers les lymphomes malins et
atteinte sévére des organes internes

1.3.3 L'infiltrat glandulaire

Le SGS affecte surtout les glandes exocrines. Le tissu épithélial est graduellement
remplacé par des infiltrats de lymphocytes et de plasmocytes, ce qui conduit a la
diminution de la fonction sécrétrice des glandes.

La biopsie des GS accessoires (BGSA) permet de confirmer l'atteinte des GS.
L’examen histologique des GS renseigne sur I'importance de l'infiltrat lymphocytaire,
le degré daltération des structures glandulaires et celui de la prolifération
fibroblastique (fibrose) (Chisholm, Mason, 1968).

La classification (score) semi-quantitative de Chisholm et Mason est utilisée pour
standardiser la zone examinée et connaitre le degré de changement

histopathologique de la biopsie. Elle fait intervenir la notion de foyers (ou foci) définis
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par le groupement d’au moins 50 cellules lymphoplasmocytaires sur un champ de

4mm?2 de tissu salivaire (Waterhouse et Doniach, 1966).

Les résultats sont énoncés sous forme d’'un score de 0 a 4, selon I'importance de
linfiltration. Les scores 3 et 4 sont plutdt évocateurs du SGS (Chisholm et Mason,
1968).

Tableau 6 : Définition de la classification du score de Chis holm et Mason,
d’'apres Ziza, 2004.

Cotation histologique de Chisholm et Mason

Glande normale, pas d’infiltrat

Infiltrat léger
Infiltrat moyen comportant moins d’un foyer par 4mm?
1 foyer par 4mm?

Plusieurs foyers par 4mm?

Les lymphocytes majoritaires dans les infiltrats sont les lymphocytes T (LT) dont 75%

sont des LT CD4". Les lymphocytes B (LB) représentent 20 & 30% des cellules de
l'infiltrat. Ces LB peuvent s’organiser en structures lymphoides appelées centres
germinatifs (CG) ectopiques (Le Pottier et al, 2009) avec probablement une
production locale d’Ac anti-Ro/SSA et anti-La/SSB (Salomonsson et al, 2003).
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2. Etiopathologie du syndrome de Gougerot-Sjogren

L'étiologie exacte du SGS est encore mal connue. Cependant, plusieurs facteurs
sont décrits, comme déclenchant ou amplifiant la maladie. Ainsi, dans cette partie,
nous étudierons successivement les acteurs potentiellement impligués dans
linitiation du SGS, c'est-a-dire, le rbéle de la prédisposition génétique, de

I'épigénétique, de I'environnement, du microchimérisme, des hormones et du stress.

2.1.Le rble de la prédisposition génétique

Plusieurs observations laissent a penser que la génétique a un role dans I'apparition
du SGS. Par exemple, la forte prédominance féminine des personnes atteintes ou le
fait qu’il n’est pas rare qu’'une personne atteinte de SGS ait des membres de sa

famille touchés par d’autres types de MAI.
2.1.1 L’agrégation familiale

Concernant l'agrégation familiale, il n'est pas rare de trouver des membres de
'entourage d’'un patient souffrant de SGS atteints d’un autre type de MAI. Ainsi, des
pathologies telles que le LED, la PR, les MAI thyroidiennes, le diabéte de type | ou le
vitiligo ont déja été reportées dans I'entourage de patients atteints de SGS (revue
Anaya et al, 2006a).

2.1.2 Les principaux genes du complexe majeur
d’histocompatibilité (CMH)

Le chromosome 6 humain comporte une région de 3,6 Mb codant pour le complexe
majeur d’histocompatibilité (CMH). Le CMH joue un r6le trés important dans la
régulation de I'immunité innée et adaptative. Il comporte des génes hautement
polymorphiques et de ce fait, présente une influence génétique de susceptibilité

majeure aux MAI (Horton et al, 2004).
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Les genes les mieux caractérisés dans cette région CMH sont ceux de type Il (CMH-
II) et codant les protéines membranaires de présentation de I'antigene (HLA). L’étude
du HLA permet d’identifier des marqueurs de prédiction génétique et de fournir des
renseignements concernant les mécanismes de présentation de l'antigéne et des
réponses auto-immunes. Les alleles HLA-DR et HLA-DQ représentent les
associations les plus frequemment étudiées dans le SGS (Reveille, 1992), surtout
HLA-DRB1 et HLA-DQB1 (Anaya et al, 2005). Il a également été démontré une forte
association entre la présence des anticorps anti-Ro/SSA et anti-La/SSB et le HLA-
DQB1 et HLA-DRB1 (Cobb et al, 2008).

2.1.3 Les autres genes

D’autres genes n’appartenant pas au systeme HLA ont été décrits dans le SGS, par

exemple le géne TAP ou du TNFa.

La protéine TAP est nécessaire au transport et a 'adressage de peptides spécifiques
aux molécules CMH. L’étude de Kumagai et al (1997) montre qu’il y a une
augmentation du taux d’anticorps anti-Ro/SSA chez des patients, en lien avec la
présence d'un allele de TAP2 (Bky2). Cependant, cette association n'a pas été

retrouvée dans I'étude de Jean et al (1998) ni celle d’Anaya et al (2002b).

Le gene codant le TNFa est hautement polymorphique. En 2004, Gottenberg et al
démontrent qu’il y a une association entre l'allele TNF2 et la positivité pour les
anticorps anti-La/SSB dans le SGS. Cette association a été confirmée dans la

population colombienne par Correa et al (2005).
2.1.4 Le polymorphisme des cytokines

Le SGS a été associé au polymorphisme du gene de plusieurs cytokines.

L'IL-10 est principalement produite par les monocytes. Elle induit la prolifération des
LB et la production d’anticorps (comme les IgG1 et IgG2). Le géne de I'lL-10 est
hautement polymorphique. L'influence du locus de I'lL-10 dans le SGS primaire a été
confirmée par plusieurs études (Anaya et al. 2002a; Gottenberg et al. 2004).
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La famille de I'lL-1 comporte I'lL-1a, L’IL-1B, deux récepteurs et un récepteur
antagoniste de I'lL-1 (IL-1Ra) qui inhibe l'activité de I'IL-1a et I'lL-1B et module une
variété de réponses immunes et inflammatoires liées a IL-1. IL-1Ra est codé par le
géene IL1RN. Un polymorphisme a été retrouvé au niveau de I'exon 2 et considéré
comme marqueur pour l'apparition du SGS (Perrier et al, 1998). Il a également été

observé une augmentation du taux sérique d’IL-1Ra chez des patients.

Le PTPN22 (protein tyrosine phosphatase non receptor type 22) est exprimé surtout
par les tissus lymphoides. Le géne code pour la protéine Lyp qui déphosphoryle les
kinases Lck, Fyn et Zap-70, qui ont un rGle important dans la signalisation pergue par
le récepteur a I'antigéne du LT, mais son extrémité C-terminale contient un site de
liaison pour les tyrosines kinases Src (Csk), ce qui lui permet de réguler de maniere
négative la signalisation des LT (Ittah et al, 2005). Cette régulation négative peut
également s’effectuer par sa liaison a la molécule adaptatrice Grb2. L’allele 1858T de
PTPN22 est associé a plusieurs MAI, comme le SGS (Gomez et al, 2005), le diabete
de type I, la PR, l'arthrite idiopathique juvénile, le LED (revue Cobb et al, 2010). Cet
alléle interrompt I'interaction de Lyp et Csk, conduisant a un état d’activation aberrant
des LT (lttah et al, 2005).

Le CTLA4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen 4) est un régulateur négatif
important pour les réponses immunes des LT. Il contribue au maintien de la tolérance
périphérique et agit pour supprimer I'activation des LT et la production de cytokines
pro-inflammatoires. Il peut aussi déclencher I'apoptose des LT activés (Downie-Doyle
et al, 2006). Le polymorphisme de ce gene a été retrouvé associé au SGS (Downie-
Doyle et al, 2006, Gottenberg et al, 2007).

2.2.L’épigénétique

L'épigénétique regroupe un ensemble de mécanismes régulateurs qui modifient
I'expression d’'un gene sans changer sa séquence génomique (Hedrich et al, 2011).
Ces maodifications peuvent étre maintenues tout au long de la vie d'une cellule et
transmises par division cellulaire. Elles sont associées a plusieurs maladies, dont le

cancer, les MAI, les maladies cardiaques et de la peau (Lu et al, 2010).
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Les régulations épigénétiques jouent un réle important dans I'expression d’'un géne
au niveau individuel, et dans [I'expression « tissu-spécifique » ou « cellule-

spécifiqgue » des genes. Elles sont propres a chaque individu.

Les trois principales modifications épigénétiques sont la méthylation de 'ADN, les
modifications post-traductionnelles des histones et les micro-ARNS.

2.2.1 Méthylation de 'ADN

Pendant la transcription, des facteurs se lient a des régions spécifiques de 'ADN, au
niveau du promoteur. Lorsque des genes ne doivent pas étre exprimés, le meilleur
moyen est d’empécher les facteurs de transcription de se lier a ’ADN. Pour cela, des
enzymes appelées DNA methyltransferases (DNMTSs) transferent un groupement
methyl (-CH3) au niveau du carbone 5des cytosines des groupements cytosine-
phosphate-guanosine (CpG). Ces dinucléotides peuvent étre plus concentrés au
niveau de séquences répétitives constituant des régions spécifiques appelées flots
CpG. La plupart de ces ilots chevauchent la région du promoteur. La méthylation de
’ADN au niveau du promoteur est souvent associée a la répression transcriptionnelle
(Ballestar et al, 2011).

L’ADN peut étre déméthylé par des protéines de liaison aux domaines-CpG méthylés
appelés MBD pour methyl CpG binding domain (Renaudineau et al, 2010).

2.2.2 Modifications post-traductionnelles des histo nes

Les modifications des histones peuvent étre [lacétylation, la méthylation,
l'ubiquitination, la phosphorylation, la sumoylation, la déimination/citrullination, I’ADP-

ribosylation et I'isomérisation de la proline (Dieker et al, 2010).

L’'acétylation des histones H3 et H4 par les histones acétyl tansférases (HAT)
favorise l'activation de la transcription. La méthylation de I'histone H3 sur la lysine 9,

induite par les méthyl transférases, réprime la transcription (Brooks et al, 2010).
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2.2.3 Les micro-ARN

Les micro-ARN (miARN) sont des régulateurs post-transcriptionnels impliqgués dans
plusieurs mécanismes biologiques comme le développement, la différenciation, la
prolifération et 'apoptose (Filipowicz et al, 2008). Ce sont des ARN non codants de
21-23 pb qui inhibent la traduction en se liant a leur ARNm complémentaire cible,
provoguant sa dégradation (Ruan et al, 2009). Cetains miARN interagissent avec les

transcripts des genes modulant la méthylation de I’ADN et des histones.
2.2.4 L’inactivation du chromosome X

En 1999, Stewart propose que linactivation du chromosome X peut étre liée a la
prédisposition féminine du SGS. Cette inactivation du chromosome X se fait au cours
du développement embryonnaire, au stade blastula. L’'un des deux chromosomes X
parentaux (maternel ou paternel) est alors condensé au hasard, formant une
structure hétérochromatique appelée le corps de Barr. Cette inactivation est
principalement due au géne Xist (X inactive specific transcript), qui est actif
uniquement sur le chromosome X inactivé. Le produit de ce géene est un ARN non
codant qui va recouvrir le chromosome X, amorcant ainsi son processus
d’inactivation (Brockdorff, 2002). Le chromosome va ensuite subir des modifications
épigénétiques, comme la méthylation au niveau des histones (Heard, 2004),
aboutissant a la formation d’hétérochromatine et a la compaction du chromosome X
inactivé en corps de Barr. Les tissus féminins matures sont constitués d’un mélange
de cellules ayant inactivé soit le chromosome X maternel soit le chromosome X

paternel.

Au cours de la sélection thymique des lymphocytes, les cellules reconnaissant des
antigenes du soi sont éliminées. Cependant, il peut arriver que des lymphocytes
puissent reconnaitre les cellules ayant inactivé le chromosome X maternel ou
paternel. Ce phénomene (appelé conjoncture de Kast) peut expliquer une
prédisposition a l'auto-immunité plus importante chez les femmes que chez les
hommes (Kast et al, 1977, Anaya et al, 2006a).
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2.2.5 Implication de I'épigénétique dans le SGS

Yin et al (2010) s’intéressent a la molécule de costimulation des LB, CD70, et a la
meéthylation de son promoteur. CD70 interagit avec CD27 pendant le contact LB-LT
pour permettre la différenciation des cellules plasmocytaires, la production
d'immunoglobulines et augmenter la capacité cytotoxique des LT natural killer (NK).
La proportion des LT exprimant CD70 est plus élevée chez les patients atteints de
SGS par rapport aux témoins sains. Le transcrit de CD70 est également surexprimé
chez les patients. Cette surexpression est corrélée a la déméthylation du promoteur
de CD70 et pourrait contribuer a la pathogénie du SGS.

Plusieurs miARN sont impliqués dans le SGS. Les miR-150 et miR-146 sont
surexprimés dans les tissus cibles et les lymphocytes périphériques de souris NOD,
tandis que le miR-146 est surexprimé dans les lymphocytes périphériques et les GS
des patients souffrant de SGS (Bulosan et al, 2009). Par ailleurs, miR-574 et miR-
768-3p sont surexprimés dans les GS des patients ayant un SGS (Alevizos et al,
2010).

2.3.Le role des virus

Les virus peuvent déclencher des réactions autoimmunes. Plusieurs mécanismes
peuvent conduire a la dérégulation de la réponse immunitaire. Ces virus peuvent
s’insérer au niveau de genes impliqués dans la régulation immunitaire, altérant ainsi
leur expression. Par ailleurs, les LB peuvent produire des anticorps dirigés contre ces
protéines, lesquels anticorps peuvent interagir avec des protéines du soi par un
mécanisme moléculaire de mimétisme (Balada et al, 2010). Les CE des GS
pathologiques peuvent agir comme présentatrices d’antigenes viraux ou

d’autoantigenes aux LT, contribuant a I'expansion de LT autoréactifs.
2.3.1 Les virus Coxsackies

De 'ARN de Coxsackie virus a été trouvé dans les GS de patients atteints de SGS,

montrant I'implication active de ce virus dans la pathologie du SGS
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(Triantafyllopoulou et al, 2004). Stathopoulou et al (2005) ont trouvé que la séquence
peptidiqgue de l'autoantigéene Ro/SSA possede 87% d’homologie avec une région de
la protéine 2B du Coxsackie virus A21 et de Coxsackie virus A 13. De plus, leur
étude montre qu’il y a une cross-réaction entre les anticorps reconnaissant la
séquence peptidigue homologue entre Ro/SSA et le virus. Cela peut étre la
conséquence du chimérisme moléculaire induit par le virus. Ainsi, une infection par le
virus Coxsackie pourrait initier une réponse immune caractérisée par la production
d’anticorps dirigés contre la protéine 2B, contenant une homologie avec
'autoantigéne Ro/SSA. Si I'anticorps rencontre cet autoantigene, la réponse immune

peut étre perpétuée.
2.3.2 Les rétrovirus

L’infection par le virus de I'immunodéficience humaine (VIH) est caractérisée par une
lymphocytose infiltrative diffuse (LID) ou syndrome ressemblant au SGS. Cette
affection est secondaire a une prolifération des LT CD8+ en réponse a certains
antigenes du VIH. L’infection par le VIH differe du SGS au niveau de l'infiltrat des GS
ou les cellules prédominantes sont des LT CD8+ (dans le SGS, ce sont les LT
CD4+), di a une lymphocytopénie des LT CD4+ et une lymphocytose des LT CD8
(Itescu S et al, 1989, 1990, Kordossis et al, 1998).

Plusieurs études montrent que linfection par HTLV-1 (human T lymphotropic virus
type 1), HIV (human immunodeficiency virus), HIAP-1 (human intracisternal A-type
retroviral particle) ou HRV-5 (human retrovirus-5) est reconnue comme facteur

déclencheur du SGS (revues par Sipsas et al, 2011).
2.3.3 Virus EBV, CMV, HCV et HBV

Des anticorps dirigés contre des virus ont été retrouvés dans le sérum et la salive.
De I'ADN de I'EBV a été retrouvé dans la salive (Nagata et al, 2004) ou les Iésions
dans les GS de patients atteints de SGS.

De méme, des taux de virus ont été retrouvés au niveau des lésions des GS

pathologiques. Des virus comme le CMV (cytomégalo virus), le HCV (hepatitis C
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virus) ou HBV (hepatitis B virus) peuvent ainsi étre hébergés par les GS au cours du
SGS (revue par Tzioufas et al, 2003).

2.4.Le r6le des hormones

Malgré le développement lent du SGS qui favoriserait I'apparition tardive des
symptémes, la prédominance des femmes affectées par la pathologie surtout autour
de la ménopause a poussé les scientifiques a s’interroger sur 'implication éventuelle
des hormones sexuelles dans ['étiologie de la maladie (Lockshin, 2002 ; Porola,
2007). Des études ont ainsi porté sur les hormones stéroidiennes et plus
précisément sur la diminution de la concentration des cestrogénes (Porola et al,
2007).

La DHEA (déhydroépiandrostérone), la DHEA-S (déhydroépiandrostérone-sulfate) et
'androstenedione sont les androgenes surrénaliens circulants les plus importants
chez la femme. Sous le contrdle de I'hypophyse, I'androsténedione et la testostérone
sont synthétisées par les cellules intersticielles et les cellules thécales. La DHEA et
DHEA-S sont sous la dépendance de la synthése surrénale. L'ACTH
(adrenocorticotropic hormone) stimule la synthése corticale surrénale. Le role des
précurseurs surrénaux, DHEA-S et DHEA, tout comme la synthése périphérique
d’hormones sexuelles actives est plus importante chez les femmes que chez les
hommes. En effet, la sécrétion d’androgenes par les testicules est continue tout au
long de la vie de 'homme, contrairement a la femme ou la sécrétion d’oestrogénes

par les ovaires cesse a la ménopause (Labrie et al, 2005).

L'étude de Valtysdottir et al (2001) montre que les patientes avec un SGS présentent
une diminution du taux circulant de DHEA-S. Cette diminution pourrait refléter une

hypofonction surrénale.

L'étude de Forsblad-d’Elia (2009) portant sur des femmes post-ménopausées avec
un SGS primaire montre qu’une diminution du taux de stéroides sexuels est associée
avec des symptomes de la maladie, comme la présence d’anticorps anti-SSA et/ou

anti-SSB, la kératoconjonctivite séche, le syndrome sec buccal et oculaire et le taux
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de sédimentation des érythrocytes. Par ailleurs, le traitement par la DHEA restore le
taux hormonal a la normale chez les patientes et induit une amélioration du

syndrome sec.

Cependant, I'équipe de Porola en 2011 n’a pas réussi a démontrer I'efficacité du
traitement par DHEA sur l'augmentation du taux d’androgenes localement. La
déplétion de la DHEA dans le SGS pourrait s'accompagner d’'un défaut local dans la

glande exocrine du catabolisme de 'hormone.

Par alilleurs, I'étude de Steinfeld et al (2000) montre que de la prolactine est
surexprimée par les CE des GS dans le SGS. Par ailleurs, I'étude d’El Miedany et al
(2004) démontre que le taux sérique de prolactine est supérieur chez les patientes
atteintes de SGS par rapport aux témoins. Cependant, le taux de prolactine ne serait
pas associé avec la durée de la maladie, le taux d’autoanticorps, le focus score dans
les biopsies, mais corrélé avec 'endommagement des organes internes (Haga et
Rygh, 1999).

Ainsi, la combinaison entre le déclin de la DHEA et DHEA-S sérique avec l'age
(Dessein et al, 2001), la diminution de production des oestrogenes par les ovaires,
ainsi que la diminution des hormones observée dans le SGS (Valtysdottir, 2001)
pourrait expliquer la prédominance des femmes dans I'atteinte de la maladie et 'age

d’apparition ou de développement des symptémes.

2.5.Le microchimérisme

Pendant la grossesse, des cellules peuvent franchir la barriére placentaire et circuler
entre mére et faetus, dans les deux directions. Ainsi, des cellules souches foetales
traversent le placenta et peuvent persister dans la circulation maternelle pendant des
décennies. A contrario, des cellules maternelles peuvent également passer dans la
circulation feetale et persister jusqu’a I'age adulte (Lo et al, 2000). La persistance de
cellules (ou ADN) génétiquement différentes dans le méme organisme est appelé
« chimérisme » et lorsqu’elle impliqgue de faibles taux de cellules du donneur, on
parle de « microchimérisme ».
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L’étude de Nelson et al en 1998 a été réalisée sur des femmes atteintes de sclérose
systémique et des femmes saines, ayant mis au monde au moins un fils. Cette étude
montre que le sang périphérique de patientes contient davantage d’ADN masculin
que celui des patientes saines. En conclusion, la sclérose systémique pourrait étre
une maladie du greffon contre I'h6te (GVHD) induite par les cellules foetales chez les
meres. La GVHD est un désordre chimérigue pouvant se produire chez des

receveurs de transplantation de cellules souches allogéniques.

Gratwhol et al (1977) démontrent que le SGS présente des ressemblances avec la
GVHD. L’augmentation des cas de SGS apres la grossesse et la prédominance des
femmes atteintes pourrait indiquer un lien entre la maladie et la grossesse et pourrait
impliquer un mécanisme de microchimérisme fcetal. En effet, les cellules souches
foetales persistantes dans la circulation maternelle peuvent se différencier en cellules
de Il'immunité compétentes matures qui pourraient reconnaitre des antigénes
spécifigues de la mére, étre activees (Evans et al, 1999) et jouer un réle dans

I'inflammation des tissus.

L’étude d’Endo et al (2002) montre que la moitié des patientes atteintes de SGS ont
de I'ADN feetal masculin présent dans leurs GS (microchimérisme du chromosome
Y), a la différence des personnes saines. Cependant, celle de Toda et al (2001) ne
démontre pas de difference de mircochimérisme dans le sang des patientes en
comparaison avec des personnes saines. Par ailleurs, I'étude d’Aractingi et al (2002)
n'a pas conclu sur un microchimérisme fcetal chez des patientes atteintes de SGS, a

la différence de celles souffrant de sclérose systémique.

La sensibilité de la technique de détection des cellules foetales pourrait expliquer la
divergence de ces résultats. En conclusion, a I'heure actuelle, il n’est pas possible de
conclure sur le réle effectif du microchimérisme dans la pathologie du SGS.

2.6.Le rble du stress

Le stress est généralement défini comme un déséquilibre entre la perception qu’une

personne a des contraintes que lui impose son environnement et la perception
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gu’elle a de ses propres ressources pour y faire face. Des états affectifs négatifs tels
'anxiété ou la dépression peuvent étre la conséquence d’'un exces de stress. Cela
peut avoir des effets directs sur des processus biologiques ou des schémas
comportementaux influencant le risque de maladies (Cohen, 2007). En effet, des
études ont démontré l'implication du stress dans I'apparition ou I'exacerbation de
MAI, comme le LED (Peralta-Ramirez et al, 2004) ou la PR (Straub et al, 2005) par

exemple.

En 2009, I'étude de Karaiskos montre qu’environ un an avant I'apparition du SGS, la
grande majorité des patients a vécu une période de fort stress psychologique di a
des événements négatifs (comme la perte d’'une personne de leur entourage).
Toujours selon cette étude, le nombre et I'inmpact des évenements fortement
stressants serait plus élevé dans le SGS que dans le lymphome ou chez des
personnes saines (Karaiskos et al, 2009).

Cependant, bien que beaucoup de personnes soient exposées a des situations
stressantes, elles ne développeront pas toutes de maladie. Le facteur stress, de
méme que les facteurs génétiques, hormonaux et environnementaux joueraient donc

un role partiel dans I'apparition du SGS.
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3. Immunopathologie du SGS

3.1.Le rble des cellules épithéliales dans le SGS

Le tissu épithélial est souvent altéré ou détruit dans les MAI. Cependant, depuis
guelques années, les CE ne sont plus seulement considérées comme les cibles des
réactions immunitaires, mais elles jouent un rdle central dans [linitiation et

'amplification du SGS.

En effet, des études montrent que les CE des GS sont intrinséquement activées. De
plus, I'épithélium est capable de produire des signaux (chemokines, cytokines,
molécules d’adhésion...) qui attirent les lymphocytes autour de ['épithélium de
'organe affecté. Ces lymphocytes vont pouvoir étre responsable de I'apoptose ou de
la nécrose des cellules constituant I'épithélium aboutissant au dysfonctionnement de

'organe.
3.1.1 L’activation in situ des CE dans le SGS

Les infiltrats lymphocytaires péri-ductaux sont le signe histopathologique du SGS.
Les lésions glandulaires commencent autour des canaux. Manoussakis et
Moutsopoulos montrent en 2000 qu’il y a des cellules inflammatoires localisées
autour et dans [I'épithélium. Cela suggere donc des interactions entre les
lymphocytes et les CE.

De plus, I'étude des GS infiltrées de patients montre que les CE surexpriment des
molécules immunoactives connues pour induire le homing des cellules lymphoides,
la présentation de I'antigene, et I'amplification des interactions entre les cellules

immunitaires et les CE.

Tout d’abord, les cellules présentatrices de I'antigéne (CPA) sont traditionnellement
les cellules dendritiques, les macrophages et les LB. Ces cellules présentent
l'antigéne via des molécules du CMH-II et expriment des molécules d’adhésion

comme ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule-1, CD54) et VCAM (Vascular Cell
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Adhesion Molecule, CD106), et des molécules de co-stimulation pour former des

synapses immunologiques avec les LT (Montoya et al, 2002).

Cependant, en 1985 et en 1986, les équipes de Lindahl et Moutsopoulos
respectivement montrent que les CE des GS pathologiques expriment de maniére
aberrante des molécules du CMH de type Il (HLA-DR), surtout a proximité des
infiltrats de lymphocytes T (LT helper). L’expression de 'HLA-DR par ces cellules
résidentes leur confere les capacités d'agir comme cellules présentatrices de
lantigene (CPA) aux lymphocytes sécréteurs d’IFNy et d’autres molécules

intervenant dans la réponse immune.

Ces resultats sont confirmés en 2002 par Tsunawaki et al. En effet, ils démontrent
gue les CE pathologiques (principalement ductales) expriment le HLA-DR et des
antigenes du HLA de classe |. De plus, elles expriment des molécules de co-
stimulation, comme CD80 (B7.1) et CD86 (B7.2). Dans leur étude, la production du
transcrit de cytokines Thl impliquées dans l'immunité cellulaire (IL-2, IFN-y) est
associée a lI'expression de la molécule CD80 (B7 .1), tandis que celle de cytokines
Th2 impliguées dans I'immunité humorale (IL-4, IL-5) est associée a la molécule
CD86 (B7.2). Les cytokines Th1l jouent un réle dans l'induction et/ou la maintenance
de la maladie, tandis que les cytokines Th2 induisent la différenciation des LB, leur

prolifération et la production d’lg.

Les CE expriment également des molécules d’adhésion ICAM-1 et VCAM sous
stimulation par I'lFN-y ou le TNF-a et I'E-selectine. ICAM-1 et VCAM assurent la
stabilisation de la synapse CPA/LT. Le récepteur d’'ICAM-1 (LFA-1, CD11a/CD18)
est détecté sur les LT infiltrant la glande (Kapsogeorgou et al, 2001). Ainsi,
l'interaction entre ICAM-1/LFA-1 et VCAM/VLA-4 (récepteur de VCAM) peut étre
envisagée dans linfiltration péri-ductale et l'activation des LT dans le SGS. La
molécule CD40 est également exprimée par les CE des GS au cours du SGS, de
maniére constitutive et surexprimée par I'lFNy (Dimitriou et al, 2002, Ohlsson et al,
2002), alors que le ligand du CD40 (CD40L) est surexprimé par les lymphocytes
infiltrant la glande (Dimitriou et al, 2002). L’interaction entre le ligand et son récepteur
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augmentent la réaction inflammatoire en activant directement les LT ou en

augmentant les molécules de co-stimulation et d’adhésion sur la CPA.

En 2005, Spachidou et al montrent que les CE de GS expriment des molécules du
TLR (toll-like récepteur), reconnaissant des schémas moléculaires associés aux
pathogenes (PAMPS) et conduisant a la production de molécules de co-stimulation.
En effet, cette équipe démontre que les CE expriment le TLR-1, TLR-2, TLR-3 et
TLR-4. La stimulation des cellules par les ligands des TLR-2, -3 et -4 induit la
surexpression d'ICAM-1, CD40 et CMH-I.

Des études ont montré que les CE des GS pathologiques produisent des cytokines
pro-inflammatoires comme I'lL-1, I'lL-6, le TNFa (Boumba et al, 1995, Fox et al,
1994). Elles expriment également de I'lL-12 (Horiuchi et al, 1999) et de I'lL-18
(Bombardieri et al, 2004).

3.1.2 L’apoptose épithéliale et les exosomes

L’apoptose est un mécanisme homéostatique trés important qui permet I'élimination
de cellules endommagées pendant l'organogénese et tout au long de la vie.
L’apoptose peut étre déclenchée par des molécules provenant d’autres cellules,
comme les LT infiltrant la GS. Ces facteurs pro-apoptotiques peuvent étre des
enzymes comme la perforine ou les granzymes produits par les LT cytotoxiques, ou

des récepteurs de mort membranaires, comme Fas (CD95).
3.1.2.1 La voie Fas/FasL

La voie Fas est une des voies principales de I'apoptose décrites dans la CE. Fas
(APO-1, CD95) est une protéine transmembranaire appartenant a la famille du
récepteur du TNF. Elle est aussi appelée « récepteur de mort ». Cette molécule est
connue pour induire I'apoptose des cellules en interagissant avec son ligand, Fas

ligand (FasL) ou avec des anticorps agonistes.
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Figure 3 : Signalisation induite par Fas.
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Légende : (1) A I'état basal, Fas est une molécule transmembranaire monomérique.
Son extrémité C-terminale intracellulaire contient un domaine de mort (DD, Death
Domain). (2) L'interaction de Fas et son ligand provoque la trimérisation de Fas.
Cette trimérisation permet le recrutement de divers protéines intracellulaires et la
formation du complexe DISC (Death-Inducing Signaling Complex). Ce complexe est
formé du trimére de Fas, de la protéine FADD (Fas-Associated DD), la pro-caspase 8
(FLICE), la pro-caspase 10 et c-FLIP (FLICE-Inhibitory Protein). (3) FADD possede
un DD qui interagit avec celui de Fas et un domaine effecteur de mort (DED, Death
Effector Domain) qui lui permet de recruter et d’interagir avec la pro-caspase8 (4). (5)
La formation du complexe DISC induit I'activation de la pro-caspase 8 en caspase 8

grace a son clivage. La caspase 8 induit I'apoptose de la cellule pas deux voies

50



distinctes. La premiére voie (6) passe par une cascade d'activation d'autres
caspases par clivage protéolytique, dont la caspase 3, aboutissant a I'apoptose. La
deuxieme voie (6") passe par le clivage et l'activation de Bid (Bcl-2 interacting
protein) qui va se transloquer dans la mitochondrie (7’), induisant la libération de
cytochrome c¢ (8). Ce cytochrome C se lie alors a Apaf-1 (Apoplectic Protease
Activating Factor-1) et a la pro-caspase 9 formant I'apoptosome (9’). La pro-caspase
9 est alors activée par clivage et va a son tour activer la caspase 3 (10’), aboutissant
a I'apoptose de la cellule. Bcl2 inhibe I'activation de Bid, la libération du cytochrome ¢
de la mitochondrie et la formation de I'apoptosome au repos (revue Lavrik et
Krammer, 2011, Li et al, 1998).

Abu-Helu et al (2001) montrent que les CE des GS pathologiques co-expriment de
maniére constitutive Fas et son ligand (FasL) a leur surface. Cette expression est
augmentée par I'lFNy et le TNFa. Ces résultats sont semblables a ceux des équipes
de Matsumura (2000) et de Kulkarni (2006), au niveau des CE de la lignée HSG
(Human Salivary Gland). De plus, I'IFNy induit 'augmentation de I'expression de
CD40 qui régule négativement cFLIP (Ping et al, 2005). Les CE pathologiques
expriment aussi fortement Bax, molécule pro-apoptotique et faiblement Bcl-2 (anti-

apoptotique) (Kong et al, 1998, Jimenez et al, 2002).
3.1.2.2 La voie de la PKC &

Les kinases sérine/thréonine de la famille PKC (Protéine kinase C) sont activées par
plusieurs stimuli et régulent des fonctions cellulaires diverses, telles la croissance, la
différenciation, I'apoptose et la sénéscence (revue Dempsey et al, 2000, Wheaton et
Riabowol, 2004).

Cette famille comporte onze membres, classés en trois groupes. On distingue les
isoformes « conventionnels » (PKCa, PKCBI, PKCBIl et PKCy), les « nouveaux »
isoformes (PKC®, PKCeg, PKCn et PKCBO) et les isoformes « atypiques » (PKCC,
PKCAMT) (Ohno et Nishizuka, 2002 ; Steinberg, 2008). Ces isoformes different en
structure, fonction et propriétés biochimiques. Certains suppriment l'apoptose,

comme les PKCaq, -B, -€, -n, -C et -1, tandis que d’autres la favorisent, comme les
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PKC6 et -6 (Reyland, 2007). Traditionnellement, les PKC nécessitent du calcium
pour leur stimulation physiologique. Cependant, la PKC® est le premier isoforme
identifié comme n’en ayant pas besoin pour son activité, d’ou sa classification dans la

catégorie des « nouveaux » isoformes (Gschwendt, 1999).

La PKCO est nécessaire pour induire I'apoptose suite a lirradiation par les UV,
'action d’agents génotoxiques, le taxol et la brefeldine A (Matassa et al, 2001,
Reyland et al, 1999), I'ester de phorbol (Majumber et al, 2000), le stress oxydatif
(Majumber et al, 2001) et les récepteurs de mort (Khwaja et Tatton, 1999). Cela a été
déduit de plusieurs études réalisées avec des souris KO pour la PKC&. Ainsi, les
résultats de Humphries et al (2006) ou Leitges et al (2001) indiquent que les cellules
musculaires lisses et les cellules épithéliales de la glande parotide sont résistantes a
I'étoposide, a la brefeldine A, a lirradiation gamma ou UV, ou au stress oxydatif.
D’autres études, toujours réalisées avec des souris KO montrent que la PKCd est
impliquée dans d’autres mécanismes cellulaires, comme la prolifération cellulaire
(Jackson et Foster, 2004) et la migration cellulaire (Humphries et al, 2006, Leitges et
al, 2001).

Figure 4 : Structure de la PKC &, d’apres Malavez et al, 2008.
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Légende : La protéine de la PKC®d fait 78 kDa et contient un domaine régulatoire en
position N-terminale et un domaine catalytique en position C-terminale. La PKCd
contient quatre régions conservées (C1-C4) et cing régions variables (V1-V5). Les
régions C3 et C4 appartiennent au domaine catalytique, tandis que le domaine C1
appartient au domaine régulateur. La région C1 contient des régions riches en
cystéines et des séquences de liaison aux esters de phorbol comme le diacyl
glycérol (DAG) ou le phorbol 12-myristate 13-acétate (PMA). Contrairement aux
isoformes conventionnels de la PKC qui possédent une région C2 qui lie le calcium,
la PKCd possede une région C2-like en région N-terminale. Le domaine du pseudo-
substrat entre les régions C1 et C2-like conserve la PKC® dans une conformation
inactive en bloguant I'acces a la poche de liaison au substrat. Les régions C3 et C4
contiennent le site de liaison a I'ATP et le signal de localisation nucléaire. La boucle
d’activation contient des sites de phosphorylation important pour [|'activation
catalytigue de la PKC®. Le motif «turn » contient un site d’auto-phohphorylation
important pour la maturation de la PKCd. Enfin, I'hydrophobicité du dernier motif en
C-terminal aide a la translocation de la PKC®. Les domaines régulateur et catalytiqgue
sont séparés par un domaine charniére dans la région variable V3, laquelle région
comporte également le site de clivage de la caspase 3. Enfin, la PKC& contient
plusieurs résidus tyrosine (Y) et sérine (S) phosphorylables, selon les stimuli (Basu,
2003).

Figure 5 : Activation de la PKC & et induction de I'apoptose, d’apres Malavez et
al, 2008.
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Légende : En réponse aux agents apoptotigues comme I'étoposide (Blass et al,
2002, DeVries et al, 2002), l'irradiation gamma (Yuan et al, 1998), Fas ligand (FasL)
ou la privation d’interleukine-2 (IL-2) dans les LT (Scheel-Toellner et al, 1999), la
PKCd est phosphorylée sur plusieurs sites sérine et tyrosine. Cette activation va
induire la caspase 3 a la cliver au niveau d'un site spécifique, pour libérer un
fragment catalytique actif (6CF) de 40kDa qui va se transloquer dans le noyau ou la
mitochondrie et induire I'apoptose de la cellule. La PKCd est aussi impliqguée dans la
survie de la cellule stimulée par des stimuli anti-apoptotiques ou de cellules

tumorales.

Le fragment catalytique est responsable de I'apoptose de la cellule. En effet, des
études montrent que lorsqu’il est transitoirement exprimé, il se localise dans le noyau
de la cellule méme en l'absence de stimulus apoptotique et induit 'apoptose
(DeVries et al, 2002, Jackson et Foster, 2004). Le clivage de la PKCd facilite sa
translocation nucléaire et pourrait amplifier la réponse apoptotique en permettant un

transport rapide de la PKCd dans le noyau.
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L’équipe de DeVries-Seimon démontre en 2007 que la PKC® peut également étre
clivée dans le noyau. En effet, leur étude indique que la PKC® s’accumule
rapidement mais de maniére transitoire dans le noyau de la cellule stimulée par
I'étoposide. Cette accumulation de la PKCd est suivie par la translocation nucléaire
de la forme active de la caspase 3 et du clivage de la PKC®, pour générer le

fragment catalytique.

Le fragment catalytique peut aussi se transloquer dans la mitochondrie et activer la
voie apoptotigue mitochondriale passant par la libération de cytochrome c,
'activation de la caspase 9 qui va a son tour activer la caspase 3 et d'autres

caspases.
3.1.2.3 La voie TRAIL

TRAIL (TNF-related apoptosis inducing ligand, Apo2L) est une protéine
transmembranaire de type Il. Il peut se lier a deux récepteurs agonistes conduisant a
'apoptose, TRAIL-R1 (DR4) et TRAIL-R2 (DR5) et & deux récepteurs antagonistes
membranaires, TRAIL-R3 (DcR1) et TRAIL-R4 (DcR2) et un récepteur soluble, OPG
(osteoprotegerin) qui régule principalement le développement et I'activation des

ostéoclastes pendant le remodelage osseux (revue Falschlehner et al, 2007).

Tout comme pour Fas, la partie cytoplasmique de TRAIL-R1 et TRAIL-R2 contient un
DD. TRAIL-R3 manque la partie intracellulaire et une partie du domaine
transmembranaire, tandis que le DD de TRAIL-R4 est tronqué. La liaison entre
TRAIL et TRAIL-R1 ou TRAIL-R2 conduit a la trimérisation du récepteur, la formation
du complexe DISC, l'activation de la voie des caspases 3, 8 et 9, I'activation du
cytochrome C et d’Apaf-1 (Nakamura et al, 2008).

La voie TRAIL peut étre impliqguée dans I'apoptose des CE dans le SGS. En effet,
Matsumura et al (2002) démontrent que TRAIL est produit par les cellules
mononucléées infiltrant les GS, tandis que TRAIL-R1 et TRAIL-R2 sont surexprimes
par les CE ductales pathologiques. Par ailleurs, Chen et al (2009) démontrent que la
production d’auto-anticorps et le score élevé du SGS sont associés a la production
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de TRAIL par les cellules mononuclées infiltrant la GS. D’apres I'équipe, ils sont
egalement associés a l'expression de molécules d’adhésion comme ICAM-

1(Intercellular Adhesion Molecule-1) et de métalloprotéase comme MMP-3.
3.1.2.4 Les corps apoptotiques

Au cours du SGS, des auto-antigenes comme les RNP Ro/SSA et La/SSB sont
libérées de la cellule et accessible au systeme immunitaire. Pendant I'apoptose
précoce, les protéines La/SSB se redistribuent de maniere diffuse du noyau au
cytoplasme. Tandis que les protéines La/SSB et Ro/SSA s’accumulent dans les
corps apoptotiques et se trouvent exposes a la surface de la cellule (McArthur et al,
2002, Ohlsson et al, 2002a). Ainsi, en plus de participer a la destruction de
I'épithélium et a diminuer la capacité fonctionnelle de la glande, I'apoptose conduit a
la présentation d'antigénes intracellulaires, donc des auto-antigénes au systeme

immunitaire.
3.1.2.5 Les exosomes

Les cellules ont un autre moyen pour présenter des molécules intracellulaires au
systeme immunitaire. Il s’agit de la libération de petites vésicules membranaires (30-
100nm), appelées exosomes. Ces exosomes se distinguent des corps apoptotiques
et résultent de la fusion d’endosomes/lysosomes avec la membrane plasmique
(Thery et al, 2002). lls sont produits constitutivement par les cellules dendritiques, les
plaquettes, les LT cytotoxiques, les LB, les réticulocytes et les CE intestinales
néoplasiques. Les exosomes jouent un rdle dans I'exclusion de protéines et de
membranes obsolétes, dans [I'échange de matériel cellulaire et dans la
communication intercellulaire. De plus, ils représentent un mécanisme acellulaire qui
permet le transfert d’antigene de la CPA, ainsi que la stimulation ou l'inactivation des
LT, directement ou indirectement par le transfert d'antigenes aux cellules
dendritiques (Thery et al, 2002). En 2005, I'équipe de Kapsogeorgou montre que les
CE des GS produisent ces exosomes de maniere constitutive, sans lien avec
'activation, l'apoptose, ou la maladie (pas de difference dans la production
d’exosomes dans les cellules dérivées de personnes atteintes de SGS ou de

contrbles sains). L’équipe a démontré que ces exosomes contiennent les antigénes
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RoO/SSA, La/SSB et Sm (autoantigene retrouvé au cours du LED). De ce fait, la
production exosomale par les CE peut représenter un mécanisme physiologique pour

la présentation de I'antigene (indépendamment de la cellule) dans le SGS.
3.1.3 La production des chemokines et I'attraction des lymphocytes

Dans le SGS, la perte de fonction glandulaire est liée a I'accumulation de cellules
immunitaires au sein de I'épithélium et a la destruction de celui-ci. Ainsi, des infiltrats
constitués de LT, des LB ou des CD peuvent étre retrouvés dans les glandes (Stott
et al, 1998, Xanthou et al, 1999).

CXCL13 (BCAL1) attire les LB naifs et certains LT via le récepteur CXCR5 (BLR1) et
est important pour la formation des CG. Les équipes de Xanthou (2001) et de
Salomonsson (2002, 2003) montrent que les CE produisent le CXCL13, alors que les
cellules infiltrantes expriment CXCR5 (Amft et al, 2001).

L’équipe d’Amft et al (2001) montre par ailleurs que CXCL12 (SDF1), chemokine
impliquée dans la rétention des leucocytes dans le tissu lymphoide, est également
produit par les CE, tandis que son récepteur CXCL4 est exprimé par les LT infiltrant

la glande.

Xanthou et al (2001) démontrent que les CE des patients produisent CCL21 (SLC),
une chemokine contrdlant I'adhésion et le recrutement des LT dans I'OLS. CXCL22
(STCP1), CCL17 (TARC), CCL18 (PARC), CCL19 (ELC) sont également retrouves

dans les lésons des GS pathologiques.

Ogawa et al (2002) démontrent que d’autres chemokines attirant les LT et induites
par I'lFNy sont produites par les CE dans le SGS, comme CXCL9 (Mig) et CXCL10
(IP10) alors que les LT CD3+ infiltrant la glande produisent leur récepteur commun,
CXCR3.

Ainsi, la production épithéliale des chemokines favorisant le homing des lymphocytes
est cruciale dans l'initiation et la perpétuation des lésions autoimmunes dans le SGS.
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La figure 6 résume les différentes contributions des CE dans I'immunopathologie du
SGS.

Figure 6 : La CE comme conducteur des Iésions immunes dans le SGS.

-> Correspond a la figure 1 (The epithelial cell as a conductor of the autoimmune
lesions in SS) de l'article de Manoussakis MN et Kapsogeorgou EK , intitulé: The
role of epithelial cells in the pathogenesis of Sj0  gren’s syndrome. Clin Rev
Allergy Immunol 32 (3): 225-230, 2007.

Légende : L’activation récurrente des CE de GS (SGEC) due a des facteurs
intrinseques (comme l'infection par un agent épithéliotropique) et/ou des cytokines
produites par des cellules infiltrantes activées, déchenche les fonctions
immunologiques et I'apoptose de I'épithélium affecté, qui, en retour, perpétue les

mécanismes inflammatoires de la glande caractérisant le SGS.

Pour toutes ces raisons, le SGS peut étre appelé « épithélite autoimmune », comme

suggéré par Moutsopoulos dés 1994.

3.2.Le role des lymphocytes T dans le SGS

Les LT sont les cellules majoritaires dans les infiltrats des GS dans le SGS
(Dalavanga et al, 1986). Parmi ces cellules, les LT CD4+ sont les plus représentés
(ratio CD4/CD8 : 3-5/1). lls possedent des récepteurs pour I'lL-12, signe d’activation,
ainsi que lisoforme Ro des molécules CD45, ce qui caractérise les cellules

mémoires.

Ces LT produisent un mélange d’IFNy et d’IL-2, ce qui les range parme les LT-Thl
plutét que parmi les LT-Th2. Il est vrai que Thl et Th2 prédominent alternativement
dans linfiltrat, ces premiers quand il est limité et les derniers quand il est étendu
(Mitsias et al, 2002).

Une nouvelle catégorie de LT appelée Th17 et produisant de l'interleukine 17 (IL-17)
a éteé deécrite et associée a plusieurs MAI (Cua et al, 2003, Langrish et al, 2005). Le

TGFf est une molécule importante pour le développement de ces LT Th17 (Mangan
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et al, 2006, Veldhoen et al, 2006). Un lien a été établi entre ces deux molécules dans

le SGS, puisqu’elles ont été trouvees au sein de GS pathologiques.

L'établissement et la maintenance de la tolérance du soi sont régulés par des
mécanismes complexes comprenant la délétion des LT auto-réactifs et la régulation
active de ceux qui échappent a la délétion. Les LT régulateurs (LT reg) suppriment la
prolifération et la fonction des LT effecteurs, régulant ainsi 'homéostasie immune.
Parmi les LT reg, les cellules positives pour CD4 et CD25 ont été les plus étudiées.
Ces LT reg sont caractérisés notamment par [I'expression de FoxP3
(forkhead/winged-helix transcription factor) qui régule le développement des LT et

I'activité suppressive.

Ces LTreg immunosuppresseurs sont rares dans les Iésions de SGS (Li et al, 2007).
En effet, 'expression du gene FoxP3 permettant la différenciation des LT CD4+ en
LTreg est inhibée par la sécrétion d’IL6 et de TGFB1. Ce déséquilibre en faveur de la
surexpression des LT Th17 pourrait contribuer a la perpétuation des lésions au sein

des GS pathologiques.

La figure 7 présente I'implication des LT dans la GS dans le SGS.

Figure 7 : Infiltration des LT dans la GS au cours du SGS.

-> Correspond a la figure 2 (Schematic representation of infiltrating populations of T
cells and their regulation in pSS salivary glands) de larticle de Katsifis GE,
Moutsopoulos NM et Wahl SM , intitulé : T lymphocytes in Sjégren’s syndrome:
contributors to and regulators of pathophysiology . Clinic Rev Allerg Immunol
32(3): 252-264, 2007.

Légende : Les LT infiltrant la GS deviennent activés via les cellules présentatrices
d’antigene (CPA), a savoir les cellules dendritiques, les macrophages et les CE. Ces
LT sécrétent alors des molécules inflammatoires et des cytokines. Les LT CD4"
(helper) peuvent se difféerencier en LT Thl qui permettent I'élimination des
pathogenes intracellulaires. Les LT Th2 permettent I'activation de LB, les réactions
d’allergie et I'élimination des vers parasites. L'IFNy sécrété par les LT Thl a un effet
suppresseur sur les LT Th2. Dans le méme temps, les LT Th2 produisent de I'lL4 et
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de I'lL10, activant ainsi des LB producteurs d’anticorps et inhibant les réponses Thl.
Cependant, la balance Th1/Th2 penche du c6té Thl dans les tissus exocrines,

surtout dans les glandes hautement infiltrées (Mitsias et al, 2002).

3.3.Le role des cellules dendritiques et des macro  phages
dans le SGS

3.3.1 Les cellules dendritiques

L'analyse des biopsies de GS dans le SGS a révélé que les LB et les LT
représentent la majorité des cellules infiltrantes, mais elles contiennent aussi des
macrophages, des cellules NK et des cellules dendritiques (CD). Les CD jouent un
réle clé dans l'initiation des réponses immunes et dans le maintien de la tolérance
(Banchereau et Steinman, 1998). Ces CPA professionnelle présentent des antigénes
de I'environnement via les complexes du CMH aux LT, dans les organes lymphoides.
Les CD se difféerencient en deux groupes, les CD myéloides (CDm) et les CD
plasmacytoides (CDp). Les CDm sont immatures et migrent vers les tissus
lymphoides et périphériques. Elles contribuent aux réponses immunes meédiées par
les LT helper de type A (Thl) en produisant de I'lL-12 en réponse aux antigénes
microbiens. Les CDp jouent un réle dans I'immunité anti-virale innée. Elles sont aussi

connues sous le nom de « cellules naturelles produisant I'interferon ».

En plus de leurs propriétés immunogéniques lors des infections de I'organisme, les
CD jouent également un réle dans la prévention de I'autoimmunité (Steinman et al,
2003).

Van Blokland et al (2000a) démontrent que des cellules dendritiques sont retrouvées
augmentées dans les GS de souris NOD, un modéle murin du SGS, avant
l'apparition de [linfiltrat lymphocytaire. Cela suggére que dans ce modele, ces
cellules présentatrices de I'antigene (CPA) pourraient étre impliquées dans linitiation
du SGS et l'organisation des infiltrats lymphocytaires. Par ailleurs, d’autres études
montrent qu’il y a des anomalies dans la distribution des CD au cours du SGS chez

’Homme. Ainsi, I'équipe de Manoussakis et al (2007) montre que les Iésions des GS
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de patients atteints de SGS présentent des infiltrats de macrophages et de cellules
dendritiques (CD). Par ailleurs, Ozaki et al (2001, 2009) montrent que les CDm sont
diminuées de maniére sélective dans le sang périphérique et que cela est associé a
l'infiltration de CDm dans les GS. Le nombre de cellules Thl produisant I'lFNy est
augmenté dans le sang périphérique et les GS des patients, cela est associé a

I'interaction avec les CD.

A part la présence de CDp dans les Iésions inflammatoires dans le SGS, des taux
réduits de ces cellules ont été retrouvés dans le sang périphérique de patients,
suggérant le recrutement des cellules dans les organes cibles (Wildenberg et al,
2008, Vogelsang et al, 2010).

En 1998, Randolph et al arrivent a différencier des monocytes humains en CD, grace
a un modele de trafic transendothélial. Depuis, il est reconnu que les monocytes
peuvent se différencier en CD dans des conditions inflammatoires (Geissmann et al,
2010). Ces « CDtip » (TNFa and INOS producing DC) sont caractérisées par la
production de TNFa et I'INOS (inducible nitric oxide synthase).

La figure 8 résume les mécanismes impliquant les CD dans la pathogénie du SGS.

Figure 8 : Possible implication des CD dans la pathogénéese du SGS.

-> Correspond a la figure 3 (Possible involvment of dendritic cells in the pathogenesis
of Sjogren’s syndrome) de l'article de Jonsson R, Vogelsang P, Volchenkov R,
Espinosa A, Wahren-Herlenius M et Appel S , intitulé: The complexity of
Sjogren’s syndrome : novel aspects on pathogenesis . Immunol Lett 141 (1) : 1-9,
2011.

Légende : En réponse a l'infection virale ou aux complexes immunes contenant de
'ARN du soi, les CDp sont recrutées a partir du sang dans les GS ou elles
produisent de I'lFNa. D’autres cellules sont ensuite recrutées, comme les CDm, les
monocytes, les LT et les LB. L'IFNa pourrait conduire a l'up-régulation des géenes

stimulés par I'IFN, expliquant la signature-IFN observée dans un sous-groupe de
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patients. Les CDm présentant les auto-antigénes stimulent les LT auto-réactifs, qui a
leur tour activent les LB auto-réactifs produisant les auto-anticorps. Dans ce contexte
inflammatoire, les monocytes recrutés se développent en CDtip produisant

davantage de cytokines inflammatoires.
3.3.2 Les macrophages

Les macrophages font partie des cellules retrouvées dans les lésions des GS au
cours du SGS. lls ont été associés a la secrétion d’IL-12 et IL-23 dans le SGS
(Manoussakis et al, 2007, Kastifis et al, 2009).

L’étude de Van Blokland et al (2000) indiqgue que des macrophages positifs pour
RFD9 sont détectés dans les GS de patients atteints de SGS et que leur présence
est étroitement corrélée avec linfiltrat lymphocytaire. De plus, Christodoulou et al
(2010) démontrent que la présence des macrophages et monocytes est associée a la

sévérité des lésions.

L'équipe de Greenwell-Wild et al (2011) démontre que les GS pathologiques
contiennent de grandes quantités de chitinases, molécules exprimées pendant la
différenciation des monocytes en macrophages. Dans le SGS, les génes les plus
fortement exprimés sont ceux de CHIT1 et CHI3L1 et sont exprimés par des cellules
phagocytaires exprimant le marqueur CD68. L’expression des chitinases est

augmenté par stimulation de cytokines dont I'lFNa.

Ainsi, les macrophages pourraient étre impliqués dans la pathogénie du SGS.

3.4.Le role des lymphocytes B dans le SGS

3.4.1 Les roles principaux

3.4.1.1 Les LB circulants

Outre la sécrétion d’anticorps et surtout d’auto-anticorps pendant le SGS, les LB
présentent également des anomalies dans la distribution de leurs sous-populations

car les sous-populations LBm1-LBm5 décrites dans les organes lymphoides
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secondaires (OLS) sont retrouvées dans la circulation sanguine, a I'exception des LB
du centre germinatif (CG) (Figure 9).

Ainsi au cours du SGS, les LBm2 et LBm2’ sont augmentés alors que les eLBm5 et
LBm5 sont diminués (Bohnhorst et al, 2001a et 2001b, d’Arbonneau et al, 2006).
Cette anomalie de distribution nous a d'ailleurs permis de proposer l'utilisation d’'un
ratio (Bm2+Bm2’) / (eBm5+Bm5) = 5 comme marqueur diagnostic du SGS (Binard et
al, 2009).

De plus, les LBm2 et LBm2’ surexpriment la molécule CD19 membranaire, co-
récepteur activateur du récepteur a l'antigene (BCR) et répriment I'expression de
CD32, co-recepteur inhibiteur du BCR. Or, avec CD21 (autre co-récepteur activateur
du BCR), CD19 amplifie le signal du BCR en prolongeant sa localisation dans les
radeaux lipidiques, structures membranaires riches en cholestérol et connus pour
étre le siege des transductions de signaux (Cherukuri et al, 2001). Ainsi,
l'augmentation du CD19 dans le SGS induit une rétention accrue du BCR dans les
radeaux lipidiques, conférant ainsi a ces LB une diminution du seuil d’activation du
BCR (d’Arbonneau et al, 2006).

La figure 9 récapitule les différentes sous-populations des LB matures répertoriées

au niveau de I'OLS.

Figure 9 : Maturation et différenciation des LB dans I'OLS, d’apres Pers et al,
2008.
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Légende : Les LB naissent dans la moelle osseuse (MO) ou dans le foie fcetal avant
la naissance. Sous l'influence du micro-environnement et des cellules stromales, les
LB se différencient depuis le stade pré-pro-B, pro-B a pré-B. Puis, les cellules
arrivent dans le sang périphérique au stade LB transitionnels. Ils sont alors véhiculés
vers les OLS (rate, ganglions lymphatiques, amygdales...) ou ils évoluent en LB
matures folliculaires (LB Fo) ou LB matures de la zone marginale (LB ZM). Les LB Fo
sont classés en sous-populations allant de LBm1l a LBm5. Les LBm1l et LBm2
constituent le manteau du centre germinatif (CG). Les LBm2' sont les cellules
fondatrices du centre germinatif. Les LBm3 constituent la zone sombre du CG et
évoluent en LBm4 qui se différencient en LB mémoires eBm5 et LBm5 ou en
plasmocytes sécréteurs d’anticorps.

3.4.1.2 Les LB dans les glandes salivaires

Dans la GS, des altérations d’expression des molécules d’adhésion peuvent étre a
I'origine de la formation de centres germinatifs (CG) ectopiques, contenant des CD et

des LB en prolifération (Salomonsson et al, 2003). Stott et al (1998) montrent que la
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guantité de CG ectopiques dans les GS pathologies est corrélée avec le taux d’auto-
anticorps. Ces GS favorisent I'expansion clonale des LB, la sélection des LB auto-
réactifs de forte affinité et leur différenciation en LB mémoire. lls pourraient ainsi
participer a la progression du SGS. Nos résultats ont démontré que ces CG restent
rares mais qu’ils pouvaient contenir des LB autoréactifs contribuant a la production in

situ d’auto-anticorps et donc a la destruction des glandes (Le Pottier et al, 2009b).

En effet, la majorité des LB de l'infiltrat ont un phénotype de LB transitionnels de type
2 proche des LB ZM (Daridon et al, 2006). Cela indiqgue que chez 'lhomme, ce ne
sont pas les LB de la ZM qui infiltrent les GS mais des LB transitionnels qui vont s’y
différencier en LB de la ZM. Ces cellules sont des LB T1, comme cela a été
démontré par Pers et al (2007) car, apres traitement des patients par un anticorps
anti-CD20 (rituximab) et déplétion des LB, les premiéres cellules a coloniser les GS
apres la reconstitution ont un phénotype similaire aux LB T1.

Une autre anomalie retrouvée au niveau des GS dans le SGS est la présence de LB
CD27+ mémoires, alors que ces cellules sont rarement retrouvées dans la circulation
sanguine (Larsson et al, 2005). Hansen et al (2002) démontrent que la présence
anormale de ces cellules au sein de la GS pourrait étre liée a I'expression de

CXCL13, en association avec son récepteur CXCR5 exprimé sur le LB mémoire.

Par ailleurs, des LB CD5+ sont également retrouvés dans les GS au cours du SGS
(Youinou et al, 1988). Il a été démontré que ces cellules sont associées a la
production d’auto-anticorps naturels, d’anticorps anti-idiotype de forte affinité et elles

peuvent se comporter comme des CPA polyréactifs (Pers et al, 1999).
3.4.2 SGS et lymphome

Le développement d'un lymphome, et plus particulierement le lymphome non-
hodgkinien (LNH) est considéré comme un mauvais pronostic dans la progression du
SGS. En effet, il est décrit comme la principale cause de mort prématurée au cours
du SGS, d'apres I'étude de Theander publiée en 2004. En effet, les patients atteints
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d'un SGS ont 18 fois plus de risque de développer un lymphome par rapport a la

population générale (Zintzaras et al, 2005).

L'étude de Voulgarelis en 1999 montre que les GS sont le site privilegié du
développement d’un LNH. Plus généralement, un lymphome peut se développer a
partir des sites de lésions lymphoprolifératives et passer d’'un stade de prolifération
bénigne a maligne. Theander en 2011 démontre que l'organisation des LB en
centres germinatifs (CG) est un facteur tissulaire prédictif du lymphome. Dans son
étude, 86% des patients étudiés ayant des GS présentant des structures en CG ont

développé un LNH.

De maniere générale, les LNH les plus représentés au cours du SGS sont de type
MALT (mucosa-associated lymphoid tissue) ou lymphome des LB monocytoides
(Voulgarelis et al, 1999) ou DLBCL (diffuse large B cell ymphoma) (Solans-Laqué et
al, 2011). Des LNH impliquant les LT sont plus rares.

D’aprés I'étude de Solans-Laqué et al (2011), les facteurs prédictifs du lymphome au
cours du SGS sont le gonflement de la glande parotide (37%), un purpura palpable
(18%), une splénomégalie (18%), une fieévre récurrente (18%), de faibles taux de C3
(64%) et C4 (46%), une cryoglobulinémie (46%), une immunoglobulinémie
monoclonale (46%). Le risque de développer un LNH augmente avec la durée du
SGS.

Par ailleurs, un autre facteur comme FIt-3L (Fms-like tyrosine kinase 3 ligand)
pourrait jouer un role dans la survenue du lymphome au cours du SGS. En effet,
l'étude de Tobon et al (2010) implique le rdle potentiel de FIt-3L dans le
développement d’'un lymphome. A I'état physiologique, cette molécule (membranaire
ou soluble) interagit avec son récepteur (Flt-3) au niveau des cellules
hématopoiétiques dans la moelle osseuse et favorise I'hématopoiése (leur
mobilisation et leur croissance dans le sang, les organes lymphoides ou les tissus
parenchymateux) et leur survie. Dans le SGS, Flt-3L est augmenté dans le sérum
des patients. Cela est corrélé avec des anomalies de distribution des LB dans le

sang périphérique et avec la prolifération des LB infiltrant les GS.
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Le tableau 7 présente les principaux lymphomes associés aux lymphocytes B.

Tableau 7 : Principaux syndromes lymphoprolifératifs a cellu les B, d'aprées
Sotto, 2005.
Lymphome folliculaires Lymphome diffus a grandes cellules B
Lymphome du MALT Lymphome de Burkitt
Leucémie lymphoide chronique (LLC) Lymphome du manteau (formes blastiques)
Lymphome du manteau (formes communes) Lymphome anaplasique

3.5.Le rb6le de BAFF dans le SGS

3.5.1 Le géne de BAFF

BAFF est une protéine appartenant a la famille du TNF, plus précisément, cette
cytokine est un ligand du TNF et joue un réle trés important dans la maturation,
l'activité et la survie des LB.

Décrite a la fin des années 90, cette molécule est connue sous différents noms, dont
BAFF, BLyS, TALL-1, THANK, TNFSF13B (Tableau 8).
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Tableau 8 : Nomenclature de BAFF

Nom usuel Nom complet Origine cellulaire Référence

BAFF B cell Activating Factor belonging to the TNF Family Leucocytes humains Schneider et al, 1999

BLyS B Lymphocyte Stimulator Neutrophiles et Moore et al, 1999

monocytes humains

TALL-1 TNF- and Apol-related leukocytes-expressed Leucocytes humains de  Shu et al, 1999
Ligand-1 sang périphérique

THANK TNF Homolog that activates Apoptosis, Nuclear Granulocytes humains  Mukhopadhay et al,
Factor- KB and c-Jun NH2-terminal Kinase 1999

ZTNF4 Z Tumor Necrosis Factor 4 Foie Gross et al, 2000

TNFSF20 Tumor Necrosis Factor SuperFamily member 20 Tribouley et al, 1999

(ancienne nomenclature)

TNFSF13B Tumor Necrosis Factor SuperFamily member 13B
(nouvelle nomenclature)

CD257 Cluster of Differentiation 257

3.5.2 Structure du gene de BAFF

Chez I'nomme, le géne de BAFF est localisé sur le chromosome 13 en position
g33.3. Il est composé de 37 389 paires de bases (pb), réparties sur 6 exons et 5
introns (Schneider et al, 1999). Il est localisé sur le chromosome 8 de la souris

(Mackay M et al, 2003) et contient alors 7 exons (Figure 10).

Figure 10 : Représentation du géne humain et murin de BAFF

-> Correspond a la figure 1 (Genomic organization of BAFF, APRIL, and their
receptors) de I'article de Bossen C et Schneider P , intitulé : BAFF, APRIL and their
receptors: Structure, function and signaling . Semin Immunol 18(5): 263-275,
2006.

Légende : Chez I'homme, I'exon 1 code pour le domaine transmembranaire et ses
régions flanquantes. L’exon 2 code pour le site de clivage d’'une furine. Les exons 3 a
6 codent pour le domaine d’homologie du TNF (THD) qui se lie aux récepteurs.
L'exon 3 est excisé par épissage alternatif ce qui conduit a un variant de BAFF
appelé ABAFF. THD: TNF Homology Domain (domaine homologue au TNF), TMD:
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TransMembrane Domain (domaine transmembranaire), UTR: UnTranslated Region

(région non traduite en 3’ et 5’), Stop : codon stop.
3.5.3 Les variants de BAFF

Différentes formes de BAFF existent, résultant de I'épissage alternatif du géne.
Jusqu’a présent, trois variants d’épissage de BAFF ont été décrits : un transcrit long
(WBAFF) et deux transcrits courts (ABAFF et AABAFF) (Gavin et al, 2003, Le Pottier

et al, manuscrit soumis).
3.5.3.1 Le transcrit long de BAFF (  WBAFF)

Ce transcrit n'est pas fonctionnel car I'épissage alternatif des introns n’est pas

complet et cela conduit & un codon stop prémature.
3.5.3.2 Le transcrit court de BAFF (  ABAFF)

Ce transcrit de BAFF a été identifié chez les souris et 'homme. Chez I'homme,
’ARNmM est plus court de 57pb, car I'exon 3 a été excisé par épissage alternatif. Ce
variant est une forme mutée, non clivable de BAFF membranaire. Cette protéine est
capable de former avec la forme compléte de BAFF des hétérotrimeres inactifs vis-a-
vis des récepteurs et non clivables. ABAFF est donc considéré comme un régulateur

négatif de BAFF, puisqu’il le rend moins disponible pour la cellule (Gavin et al, 2002).

3.5.3.3 Un nouveau variant de BAFF: A4 BAFF

Un nouveau variant de BAFF a été identifié (Le Pottier et al, manuscrit soumis). Il
s’agit du variant A4 BAFF, résultant de I'épissage alternatif de I'exon 4. 114pb sont
manquants. Ce variant est augmenté dans l'autoimmunité et dans les
lymphoproliférations des LB et agit comme facteur de transcription de la forme

classique de BAFF.
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3.5.4 Les protéines de BAFF

3.5.4.1 BAFF et ses formes structurales

Le transcrit le plus courant de BAFF code une protéine transmembranaire de type II,
composée de 285 acides aminés (AA). Cette protéine de 31.2kDa peut étre clivée au
niveau d’un site consensus furine pour donner une forme de BAFF soluble de 17kDa
et de 152 AA (Mackay F, 2003).

L’'analyse cristallographique de BAFF montre que BAFF a une structure trimérique
(Mackay F, 2003). Toutefois, 20 triméres de BAFF peuvent s’organiser en une super-
structure pouvant aller jusqu’a 60-mer. Cette formation multimérique rappelle celle

des capsides virales (Figure 11).

Figure 11 : Représentation des formes structurales de BAFF.

-> Correspond a la figure 3 (Structure of BAFF) de l'article de Bossen C et
Schneider P, intitulé : BAFF, APRIL and their receptors: Structure, functio n and
signaling . Semin Immunol 18(5): 263-275, 2006.

Légende : Structure proteique secondaire du monomere (A), du trimére (B) et du 60-
mer de BAFF (C). Formation du complexe BAFF/récepteur (BAFF-R) (D). Les
régions FLAP sont également représentées. Ces régions en forme de coude sont
nécessaires a la formation de la superstructure de BAFF (60-mer).

3.5.4.2 BAFF et la glycosylation

La protéine BAFF possede deux sites potentiels de N-glycosylation, situés au niveau
des asparagines 124 et 142. En 1999, Schneider et al démontrent que la forme
complete de BAFF est glycosylée au niveau de l'asparagine 124. L’absence de
glycosylation sur l'autre asparagine serait due a la structure secondaire de la
protéine. Cependant, I'équipe de Diao et al (2007) montre que la forme clivée de
BAFF est glycosylée au niveau de I'asparagine 242, apres expression de la forme
soluble chez la levure Pichia pastoris. Le poids de la forme soluble de BAFF passe

de 17kDa a 20kDa.
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Cette différence de résultat pourrait s’expliquer par le type cellulaire utilisé (lignée
293T issue de cellules embryonnaires de rein humain contenant I'antigene grand T
du virus SV40 pour I'équipe de Schneider, levure Pichia pastoris pour I'équipe de
Diao).

3.5.5 Les cellules exprimant BAFF

BAFF est surtout exprimé par les macrophages, les neutrophiles, les monocytes, les
cellules dendritiques folliculaires (Hase et al, 2004), les lymphocytes T activés (Huard
et al, 2004), les LB et les LT infiltrant les GS des patients atteints de SGS primaire
(Daridon et al, 2007).

Parmi les cellules d’origine non-hématopoiétiques, citons les cellules épithéliales des
GS (Daridon et al, 2007), les synoviocytes (Ohata et al, 2005), les astrocytes
(Krumbholz et al, 2005), les adipocytes (Alexaki et al, 2009), les cellules de
carcinome (Pelekanou et al, 2008), les cellules du trophoblaste (Guo et al, 2008).

L’expression de BAFF peut étre régulée par d’autres cytokines. Ainsi, 'expression de
BAFF membranaire est augmentée au niveau des monocytes stimulés par I'lL-10
(Nardelli et al, 2001), I'lEN-a, 'lFN-y ou CD40L (Litinskiy et al, 2002) au niveau des

monocytes.

Les polynucléaires neutrophiles n’expriment pas de BAFF membranaire (Scapini et
al, 2003). L’étude démontre que sous stimulation des neutrophiles par le G-CSF
(granulocyte-colony stimulating factor) et I'lFN-y, le transcrit de BAFF est augmenté
et BAFF est sécrété. L'utilisation d’'un inhibiteur spécifique de la furine bloque la
sécrétion. Donc dans ce type cellulaire, BAFF serait clivé au niveau intracellulaire et

non a la surface de la cellule, avant d’étre sécrété.

3.5.6 Les récepteurs de BAFF

BAFF possede 3 récepteurs de la famille du TNF: BAFF-R (BR3), TACI et BCMA
(Tableau 9).
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Tableau 9 : Nomenclature des récepteurs de BAFF.

BAFF-R BAFF-Receptor Thompson et al, 2001
BR3 BLyS Receptor 3 Yan et al, 2001
TNFRSF13C TNF Receptor SuperFamily member 13C

CD268 Cluster of Differentiation 268

TACI Transmembrane Activator and CAML Interactor Von Blilow et Bram, 1997
TNFRSF13B TNF Receptor SuperFamily member 13B

CD267 Cluster of Differentiation 267

BCMA B Cell Maturation Antigen Laabi et al, 1992
TNFRSF17 TNF Receptor SuperFamily member 17 Laabi et al, 1994

CD269 Cluster of Differentiation 269

A la différence des autres récepteurs du TNF, la partie N-terminale extracellulaire
des récepteurs de BAFF ne possede pas de peptide signal. De plus, ce domaine
extracellulaire est beaucoup plus petit que les autres récepteurs de la famille du TNF
(Bodmer et al, 2002).

Le domaine extracellulaire de BR3 n’est composé que d'un domaine riche en
cystéine (CRD) partiel car il lui manque 2 cystéines qui constituent le CRD complet
(Kalled et al, 2005). Les protéines TRAF (TNF-R Associated Factor) sont importantes
dans I'activation du signal induit par les récepteurs de BAFF. Du fait d’'une séquence
de liaison aux TRAFs modifiee, BR3 ne peut se lier qu’a TRAF-3, contrairement a
TACI et BCMA (Xu et Shu, 2002).

Le domaine extracellulaire de TACI possede deux CRD (Kalled et al, 2005). TACI
peut se lier aux protéines TRAF-2 et TRAF-5 d’'une part et a TRAF-6 d’autre part,
grace a une séquence de liaison « classigue » et une « non classique » (Xia et al,
2000).

BCMA ne possede gu'un CRD dans son domaine extracellulaire. Au niveau

intracellulaire, il peut se lier aux protéines TRAF-1, TRAF-2, TRAF-3, TRAF-5 et
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TRAF-6 (Hatzoglou et al, 2000). La figure 12 représente la structure de BAFF et de

ses récepteurs.

Figure 12 : Structure de BAFF, APRIL et de leurs récepteurs.

-> Correspond a la figure 1 (Interactions between BAFF, APRIL and their receptors
APRIL-R, BCMA, TACI and BAFF-R) de l'article de Mackay F et Browning JL ,
intitulé : BAFF : a fundamental survival factor for B cells . Nat Rev Immunol 2 (7):
465-475, 2002.

Légende : Au niveau de la partie extracellulaire des récepteurs, Al, C2 et X2
représentent des modules dans les domaines riches en cystéines (CRD). La partie
intracellulaire comprend les sites de liaison a la protéine TRAF. Les protéines
transmembranaires de type | contiennent en plus généralement un domaine de mort
(DD) que n’ont pas les protéines transmembranaires de type Il (Mackay F, 2003).
L'épaisseur des fleches est proportionnelle a laffinité du ligand pour le récepteur.
APRIL, un autre membre de la famille du TNF est aussi représenté, ainsi que son
récepteur spécifique (APRIL-R).

3.5.7 Cellules exprimant les récepteurs de BAFF

3.5.7.1 Les LT

Von Buléw et Bram (1997) et Von Bulow et al (2000) ont décrit TACI a la surface des
LT humains périphériques activés grace a l'utilisation d’un anticorps polyclonal anti-
TACI. Cependant ce résultat est contredit par I'équipe de Wu et al (2000) qui met en
evidence 'ARNmM de TACI au cours de l'activation des LT. De méme, Ng et al (2004)
n'ont pas réussi a montrer I'expression de TACI sur les LT périphériques ni des
organes lymphoides secondaires (OLS) avec des anticorps monoclonaux.

BR3 est observeé a la surface des LT activés CD4+ provenant des OLS. De plus, Ng
et al (2004) et Ye et al (2004) ont montré que BR3 est présent sur les LT reg (CD4+
CD25+).

BCMA n’a pas été décrit a la surface des LT.
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3.5.7.2 Les LB

Les LB expriment les trois récepteurs de BAFF, cependant, ils présentent des profils
d’expression selon leur différenciation et leur degré de maturation (figure 11 et article
1). BR3 est exprimé a partir des LB T1 jusqu’aux LB mémoires, mais n’'est pas
exprimé par les cellules plasmatiques. BCMA est exprimé en fin de différenciation
des cellules, par les LB mémoires et les cellules plasmatiques. TACI est exprimé par
les LB mémoires et par quelques LB matures actives.

3.5.7.3 Les autres types cellulaires

Les monocytes expriment TACI & leur surface apres stimulation par BAFF (Chang et
al, 2006). Le transcrit de BR3 a été observé dans une lignée de cellules épithéliales
de glandes mammaires (Jung et al, 2004), tandis que BR3 est également observé

sur les cellules épithéliales des GS au cours du SGS (Daridon et al, 2007).

3.5.8 Signalisation de BAFF

3.5.8.1 L'action de BAFF sur la maturation etla di  fférenciation des LB

BAFF joue un réle tres important dans la différenciation et la maturation des LB. En
effet, il joue un réle essentiel dans le développement des LB transitionnels. Des
souris déficientes pour BAFF présentent un arrét du développement des LB au stade
LB T1 et un défaut des LB T2 et matures. Le méme phénotype est observé chez des
souris déficientes pour BR3 (Schiemann et al, 2001, Batten et al, 2000). La
surexpression de BAFF par des souris transgéniques conduit a I'accumulation de LB
T2 et de LB matures (Mackay et al, 1999). BAFF et son récepteur BR3 sont donc

importants pour la survie de la différenciation des LB T1 et LB T2.

BAFF joue également un réle crucial dans la survie des LB ZM et Fo. Ainsi, des
souris déficientes en BAFF voient leurs LB ZM diminuer (Gross et al, 2001). De plus,
cette sous-population est surexprimée dans les souris transgeniques pour BAFF
(Mackay et al, 1999) et est localisée dans d’autres tissus, comme les ganglions

lymphatiques, le sang et les GS (Groom et al, 2002, Daridon et al, 2007). Rauch et al
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(2009) montrent que l'injection d’'un anticorps bloquant la liaison entre BAFF et son

récepteur BR3 aboutit a la diminution des LB ZM et Fo chez des souris.

La figure 13 résume les étapes de la maturation des LB, depuis le stade pré-B aux
plasmocytes, ainsi que I'implication de BAFF dans lI'ontogénése des LB.
Figure 13 : Expression des récepteurs de BAFF et d'auto-réac tivité pendant
'ontogénese des LB, d’aprés Varin et al, 2010
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Légende : Fo: folliculaire, CG: centre germinatif, MZ: zone marginale, Pre:
précurseur, SS : SGS, T1, T2 : transitionnel de type 1 ou 2.

3.5.8.2 Signalisation de BAFF au niveau du LB
Plusieurs voies de transduction du signal de BAFF sont décrites au niveau du LB.

3.5.8.2.1 La voie TRAF

Les TRAFs (TNF receptor-associated factors) sont des protéines trimériques
intracellulaires qui se lient a des séquences spécifiques présentes sur les récepteurs
de BAFF. TRAF2 et TRAF6 se lient a TACI et activent la voie classique de NF-kB

(voie NF-kB1) si au moins deux molécules trimériques de TRAF sont proches, c'est-
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a-dire, lorsqu’au moins six récepteurs TACI sont recrutés en réponse au 60-mer de
BAFF (Figure 14).

Figure 14 : Recrutement des protéines TRAF au niveau du récept  eur TACI.

-> Correspond a la figure 1 (BAFF, APRIL and their receptors) de I'article de Mackay
F et Schneider P , intitulé : Cracking the BAFF code . Nat Rev Immunol 9 (7) : 491-
502, 2009.

En absence de liaison de BAFF et BR3, NIK forme un complexe avec TRAF2 et
TRAF3. TRAF2 recrute l'inhibiteur cellulaire de I'apoptose (ClAP) qui va ubiquitinyler
NIK, le dégrader par le protéasome, et donc inhiber la voie alternative du NK-kB. En
revanche, la liaison de BAFF trimérique a BR3 déclenche le recrutement de TRAF3
par BR3, et sa dégradation par TRAF2. NIK est ainsi libéré, et va activer la voie
alternative de NF-kB, aboutissant a la survie cellulaire (Figure 15).

Figure 15 : Implication de TRAF2 et TRAF3 dans la signalisati on de BAFF
passant par BR3.

-> Correspond a la figure 2 (The role of TRAF molecules in BAFF-R signaling) de
I'article de Mackay F et Schneider P , intitulé : Cracking the BAFF code . Nat Rev
Immunol 9 (7) : 491-502, 20009.

3.5.8.2.2 La voie AKT

Pakte et al (2006) montrent que la signalisation induite par BAFF au niveau du LB
passe par la molécule AKT. AKT est une molécule intermédiaire entre BAFF et
MTOR (mammalian target of rapamycin) dans la cascade de signalisation. mToR
intervient dans des mécanismes comme la glycolyse, la synthése protéique et la
croissance cellulaire. La signalisation induite par BAFF active PI3K (phosphoinositide
3-kinase), résultant en I'accumulation de PtdIns(3,4,5)P3 (phosphatidylinositol-3, 4,
5-triphosphate) et le recrutement a la membrane de PDK1
(phosphoinositidedependent protein kinase 1) et d’AKT1. Suite a la phosphorylation
et I'activation d’AKT1 par PDK1, PKCR et/ou le complexe mToRC2, cette molécule

va activer mToRC1, en synergie avec PI3K. mToRC1 va phosphoryler ses cibles
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S6K1 (S6 kinase 1) et 4EBP1 (eukaryotic initiation factor 4E (EIF4E) binding protein
1). S6K1 phosphorylée va activer les ribosomes et augmenter la synthése protéique,
tandis que 4EBP1 phosphorylée va libérer EIF4E qui induit la traduction des ARNm.
4EBP1 est également la cible de PIM2, une kinase induite par NF-kB2.

3.5.8.2.3 La voie Bim

Les protéines « BH3-only » sont des membres pro-apoptotiques de la famille Bcl-2.
Bim (Bcl-2-interacting mediator of cell death) fait partie de cette famille et induit
'apoptose en interagissant avec les membres anti-apoptotiques de la famille de Bcl-
2. Bim est nécessaire pour l'apoptose et le développement des cellules
hématopoiétiques. La signalisation de BAFF conduit a la diminution de la protéine
Bim (Craxton et al, 2005). La dégradation de Bim nécessite I'activation de MEK et
Erk.

3.5.8.2.4 La voie de la PKC6

Miyamoto et al (2002) démontrent que la PKCd joue un réle dans I'établissement de
la tolérance des LB (Miyamoto et al, 2002), tandis que Mecklenbréauker et al (2002,
2004) démontrent que la signalisation de BAFF passe par I'inhibition de la voie de la
PKC&. En 2011, Banninger et al montrent que des souris KO pour la PKCd
présentent des défauts de I'apoptose, et développent des symptédmes ressemblant
au SGS, a savoir une hyperprolifération des LB B220+, une infiltration lymphocytaire
des tissus, la production d’auto-anticorps, des lésions et le dysfonctionnement des
GS.

La figure 16 résume les principales voies de signalisation induites par BAFF au

niveau du LB.

Figure 16 : Principales voies de signalisation impliquant BA FF au niveau du
LB.

-> Correspond a la figure 4 (Signal transduction through BAFF receptors) de l'article

de Mackay F et Schneider P , intitulé : Cracking the BAFF code . Nat Rev Immunol
9 (7) : 491-502, 2009.
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Légende : La stimulation de BR3 par BAFF active la phospho-inositide-3 kinase
(PI3K), conduisant a Il'accumulation de phosphatidyl-inositol-3,4,5-triphosphate
(PtdIns(3,4,5)P3) et au recrutement membranaire de la protéine kinase 1 dépendante
du phospho-inositide (PDK1) et AKT1. AKT1 est phosphorylée par PDK1 et par la
PKCB et /ou le complexe mToRC2 (cible de la rapamycine chez les mammiferes).
MTORCL1 est activé par la PI3K et AKT1, tandis que la kinase PIM2 est induite par la
voie alternative de NFkB2. Les cibles de mToR1 sont S6K1 (S6 kinase 1) et 4EBP1
(eukaryotic initiation factor 4E (EIF4E) binding protein 1). Le S6K1 phosphorylé
active les ribosomes et le 4EBPL1 libere EIFAE qui va permettre la traduction. 4EBP1
est également une cible de PIM2. MyC joue également un réle dans la croissance
cellulaire et serait en partie sous le controle de BAFF via la voie classique
(canonique) de NFkB1. BAFF permet la survie des LB en augmentant le ratio de
MCL1 sur BIM. MCL1 (myeloid cell leukaemia sequence 1) et BIM (Bcl-2-interacting
mediator of cell death) sont des molécules anti- et pro-apoptotique respectivement,
appartenant a la famille de Bcl-2. Ce contrble se termine au niveau transcriptionnel,
via l'activation de la CREB (cyclic AMP responsive element-binding protein) pour
augmenter la transcription de MCL1 ou a travers l'inhibition de FOxO3A (forkhead
box O3A) pour réprimer la transcription de Bim. Il s’effectue aussi au niveau
traductionnel (via I'activation de EIF4E). BAFF et AKT1 régulent négativement la
GSK3B (glycogen synthase kinase 3B) et la PKCd. Ces deux kinases déstabilisent
MCL1. AKT1 et PIM2 inactivent BAD (Bcl-2-antagonist of cell death) par
phosphorylation. Les voies NFkB contrdlent également I'expression des intégrines
sur les LB de la ZM et régulent le switch de classe des immunoglobulines de type |

indépendant des LT.
3.5.8.3 BAFF dans le SGS

Une production excessive de BAFF est souvent associée a des MAI, comme le SGS
(Mackay et Browning, 2002). En effet, des taux sériques élevés de BAFF ont été
retrouvés chez des patients atteints de SGS (Mariette et al, 2003, Pers et al, 2005).
Cependant, Le Pottier et al (2009) montrent qu’il y a des disparités dans la détection

de ce BAFF sérique, cela est notamment di0 aux formes glycosylées et non

78



glycosylées de BAFF, reconnues de maniere différente par les anticorps utilisés au

laboratoire.

Daridon et al (2007) montre par ailleurs que les LT, LB et CE des GS sont capables
de produire du BAFF in situ. Le microenvironnement est important pour la production
de BAFF et donc son action. Nardelli et al (2001) montrent que la surexpression de
certaines cytokines comme I'll-10 ou I'lFNy favorise la production de BAFF. Ce BAFF
va permettre la survie des LB mémoires (Avery et al, 2003), qui, grace a un
environnement favorable (IL-10, LT activés) vont pouvoir se différencier en
plasmocytes sécréteurs d’auto-anticorps et contribuer a la pathogénicité du SGS.

BAFF joue un réle tres important dans le maintien des CG et dans la maturation des
CD folliculaires (Vora et al, 2003). Il pourrait favoriser la formation de CG ectopiques
et créer un réseau de CD folliculaires capable de retenir les complexes immuns dans
les GS.

D’autres anomalies lieées a BAFF sont retrouvées dans le SGS. Ainsi, Groom et al
(2002) démontrent que les GS de souris transgéniques pour BAFF présentent des
LB ressemblant a ceux de la ZM, ce qui est également observé chez I'homme
(Daridon et al, 2006). Ces cellules peuvent se comporter comme CPA pour les LT.

D’autre part, I'étude de Groom et al (2007) montre que des souris transgéniques pour
BAFF développent un SGS en I'absence des LT, di a I'hyperactivation des TLR 7 et
9 a la surface des LB par I'excés de BAFF. Cette activation des TLR serait donc

capable de stimuler les LB autoréactifs indépendamment des LT.

Ainsi, BAFF et la dérégulation de son expression sont des facteurs tres importants

dans la 'immunopathologie du SGS (cf Article 1) .
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4. Pathogénie de la glande salivaire

4.1. Altération de la membrane basale

En plus de son réle de barriere physique protégeant le tissu de l'invasion cellulaire, la
membrane basale (MB) contribue au maintien de I'architecture, de la différenciation,
de la prolifération, de la croissance, de la migration et de la mort des cellules. Le
remodelage de la MB est régulé par les métalloprotéases de la matrice (MMP) et par

leurs inhibiteurs tissulaires.

Au cours du SGS, des changements structuraux de la MB ont lieu au niveau de la
GS. En 2006, Molina démontre que les cellules acineuses et ductales surexpriment
les MMP3 et MMP9. En dégradant deux composants essentiels de la MB, la laminine
et le collagene de type IV, ces protéines sont responsables de la désorganisation de
la MB. Cela peut entrainer le détachement de I'épithélium et la mort des CE. Par
ailleurs, de par sa fonction de barriere physique contre linvasion cellulaire,
'endommagement de la MB favorise linfiltration de cellules inflammatoires dans le
tissu glandulaire, en synergie avec l'action de cytokines, de chemokines et de la
présentation d’antigenes par les CE (Molina et al, 2006, Goicovich et al, 2003, Perez,
2000).

4.2.R0le des jonctions serrées

La polarité¢ apico-basale des cellules épithéliales détermine la direction des
processus secrétoires et dépend des interactions inter-cellulaires (les jonctions
serrées) (Paris et al, 2008) et entre cellules et lame basale. Les jonctions serrées
(JS) sont trés importantes dans l'asymétrie des CE hautement polarisées
puisqu’elles se localisent de maniere asymétrique au pole apical de la membrane

basolatérale des cellules.

Les JS sont des complexes protéigues comprenant des composants de la membrane
plasmique (MP) comme les claudines et I'occludine, et des composants du cytosol,
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comme ZO-1 (Mitic et al, 2000). Les JS établissent la frontiére entre les domaines de
MP basolatérale et apicale, définissent la polarité des cellules, ainsi que le flux d’ions
et d’eau entre les CE (Mitic et al, 2000, Flynn et al, 2009).

La dérégulation des JS intercellulaires et la perte de la fonction de barriere
épithéliale ont été décrites dans diverses pathologies autoimmunes (revues par
Cereijido et al, 2007). Goicivich et al (2003) déemontrent que les acini des patients
atteints de SGS présentent des altérations dans les composants structuraux du pole
apical, avec une dilatation du lumen, la perte des microvilli et des changements
structuraux au niveau de microvilli restants. Ce la suggeére la perte de fonction de

barriere des GS.

Ewert et al (2010) montrent que les GS de patients atteints de SGS présentent une
altération dans I'expression de protéines constituant les JS. Il y a une diminution de
'expression de ZO-1 et de l'occludine, tandis que les claudines 1 et 4 sont
surexprimées chez les patients. De plus, il y a une relocalisation des protéines des
JS. En effet, les JS sont localisées exclusivement au niveau apical des cellules
acineuses et ductales chez les personnes saines. Par contre, I'étude indique que ZO-
1 et I'occludine ne sont presque plus présentes au pdle apical des cellules et que les
claudines 3 et 4 sont redistribuées au niveau de la MP basolatérale. Ces mémes
résultats sont obtenus aprées stimulation des cellules par TNFa et I'lFNy in vitro,
suggérant que la production locale de cytokines pourrait contribuer au
dysfonctionnement de la GS en altérant I'intégrité des JS des CE.

Les protéines impliqguées dans I'exocytose de granules sécrétoires sont localisées au
pole apical des cellules acineuses. Les protéines de la famille de l'ezrine, de la
radixine et de la myosine (ERM) sont des molécules ubiquitaires, retrouvées co-
localisées avec la F-actine aux péles apicaux des cellules acineuses. L'ezrine est
exprimée par les CE, ou il s'associe aux microvilli. L’activation de cette protéine est
nécessaire pour sa liaison avec les protéines membranaires et avec I'actine. L'étude
de Perez et al (2010) montre qu’il y a une délocalisation de I'ezrine dans le SGS. En
effet, d’'une localisation apicale prédominante au niveau des acini des contrdles, elle

est surexprimée et détectée majoritaire au niveau basal des cellules. De plus, I'actine
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F se retrouve dans le cytoplasme des cellules pathologiques, pouvant expliquer
partiellement la délocalisation de I'ezrine, dont la forme phosphorylée et active est
aussi anormalement présente au niveau basal dans le SGS. Finalement, la perte de
I'ezrine au niveau apical des cellules pourrait altérer les interactions entre I'acine et la
MP, ce qui pourrait expliquer la désorganisation des microvilli et I'nyposécrétion

glandulaire.

Le mécanisme d’exocytose est egalement affecté dans le SGS. En effet, celui-ci
requiert le ciblage, transport et la fusion contrélés des granules sécrétoires matures
avec la MP apicale de la cellule. L’exocytose requiert la fonction de plusieurs
protéines, dont les petites GTPases de la famille de Rab3. Les protéines Rab sont
membres des petites protéines G liees a Ras qui participent a différentes étapes
dans le trafic intracellulaire de vésicules, dont I'exocytose. Elles assurent la
reconnaissance spécifiqgue entre les vésicules et les membranes cibles en recrutant
des effecteurs spécifiques nécessaires a la fusion et au relarguage des molécules
(Grosshans et al, 2006). L’isoforme D de la famille Rab3 (Rab3D) participe a I'étape
finale de I'exocytose (Seabra et al, 2002). L'étude de Bahamondes et al (2011)
indique que Rab3D est sous-exprimée dans le SGS. De plus, dans les acini séreux
pathologiques, cette protéine peut avoir une distribution normale apicale, ou étre
distribuée dans le cytoplasme, ce qui peut étre lié avec la perte de la polarité
nucléaire, ou sous-exprimée. Ces anomalies sont accompagnées par la redistribution
de l'ezrine, le gonflement des vésicules de Golgi et I'accumulation des composants
de la salive (mucine 7) dans le cytoplasme, ce qui pourrait contribuer a la diminution

de la sécrétion de salive par les patients atteints de SGS.

4.3.R0le des aquaporines

Les aquaporines (AQP) sont de petites protéines hydrophobes transmembranaires
qui s’organisent en canal dans la membrane plasmique. Cette famille de protéines
est divisée en deux groupes, les aquaporines (laissant passer les molécules d’eau)
et les aquaglycéroporines (laissant passer I'eau, le glycérol et les petits solutés). Il

existe 13 aquaporines (Delporte et Steinfeld, 2006).

82



La production de la salive se fait en deux étapes. La phase primaire ou acineuse
produit la salive primaire, un fluide riche en ions NaCl. La phase définitive ou ductale
permet la réabsorption du NaCl et la sécrétion de K*, permettant ainsi la modification

de la salive primaire en salive définitive tout au long de I'épithélium ductal.

Brievement, pendant la phase acineuse, des ions CI" et Na* entrent dans la cellule a
travers la membrane basolatérale, puis sont libérés dans le lumen en traversant le
pole apical de la cellule grace a des pompes. L'accumulation d’ions dans le lumen
permet la libération d’eau dans le lumen, grace notamment a I'aquaporine 5 (AQP5),
située au niveau apical de la cellule. Une salive isotonique est ainsi produite.
Pendant la phase ductale, les cellules ductales réabsorbent le Na* et le CI" et libérent

du K" et de 'THCO3" dans la salive. La salive finale est hypotonique (Figure 17).

Figure 17 : Schéma de la sécrétion salivaire : représentatio n de la coupe
transversale de la glande salivaire, au niveau d'un acinus et de son canal,
d’apres Catalan et al, 20009.
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Des études ont montré que la localisation de 'AQP5 est modifiee au niveau des CE
dans le SGS. En effet, d’une localisation exclusivement apicale chez des personnes
saines, la protéine se retrouve davantage au niveau basal et moins au niveau apical
des cellules. Cette distribution anormale et la dépolarisation de 'AQP5 pourraient
ainsi contribuer a la diminution de la sécrétion de salive chez les patients atteints de
SGS (rev. Konttinen et al, 2006 ; Delporte et al, 2006). Cependant, certains
scientifiques réfutent cette hypothése (Waterman et al, 2003). Selon eux, il ny aurait
pas de modification dans la distribution de 'AQP5 dans les GS de patients et de
controles. Ces différences pourraient étre dues aux techniques utilisées pour mettre

en évidence la protéine.

Par ailleurs, d’autres AQP pourraient jouer un réle dans la pathologie du SGS. Ainsi,
la down-régulation de I'AQP1 sur les cellules myoépithéliales pourrait influer sur la
sécrétion salivaire dans la maladie (Beroukas et al, 2002).

4.4.Rble de I'acétylcholine et des récepteurs
muscariniques

Les récepteurs muscariniques (RM) sont des protéines a sept domaines
transmembranaires, couplées aux protéines G. Cette famille de récepteurs comporte
cing membres, de M1R a M5R (Shah et al, 2009). Les RM sont exprimés dans le
tractus digestif, notamment au niveau des GS, des muscles lisses et des cellules

mugueuses de I'estomac et de l'intestin (revue par Tobin, 2009).

L’'acétylcholine (Ach) est un neurotransmetteur parasympathique, agoniste endogéne
des RM. Lorsque le RM est stimulé I'Ach, il y a libération de calcium dans la cellule.
Cela conduit a des réponses cellulaires calcium-dépendantes, parmi lesquelles la
contraction du muscle lisse de la vessie ou I'activation des canaux a chlore des GS
pour la sécrétion de salive par exemple. Cependant, les RM peuvent également jouer
un réle dans l'inflammation, la croissance cellulaire et la prolifération (revue par
Tobin, 2009).
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M3R participe a la régulation du flux et du volume de la sécrétion de salive dans les
GS. Ce récepteur est exprimé par les GS et les GL (Naito et al, 2005). En 2002,
Beroukas et al localisent les M3R au niveau des acini et de I'épithélium des canaux
des GS, a la fois chez les patients et les témoins sains. De plus, ces récepteurs sont
localisés sur la membrane plasmique (MP) des cellules épithéliales et des cellules
myoépithéliales. Ainsi, on peut considérer une action directe de I'Ach sur ce

récepteur (via les cellules acineuses) et indirecte (via les cellules myoépithéliales).

La figure 18 présente les mécanismes moléculaires déclenchés par I'’Ach au niveau
de la CE de la GS.

Figure 18 : Régulation de la sécrétion de salive par l'acéty Icholine (Ach),
d’apres Tobin et al, 2009.
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Légende : L’Ach est libérée par les nerfs parasympathiques proches des CE
acineuses des GS. La liaison de 'Ach avec son récepteur M3R active la protéine G

et par suite la phospholipase C (PLC), une enzyme liée a la membrane. La PLC
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activée produit de I'inositol 1, 4, 5-triphosphate (IP3), qui se fixe a son récepteur situé
au niveau du réticulum endoplasmique (RE). Ce récepteur étant également un canal
calcique, cette liaison permet I'ouverture du canal et la libération de calcium (Ca®")
depuis le RE jusqu’au cytoplasme. Un autre récepteur, le récepteur ryanodine
participe également & la libération de Ca* grace & l'action de son modulateur,
'adénosine diphosphate cyclique (CADPR). L’augmentation de la concentration
calcique intracellulaire conduit a la sortie dans le lumen de K* et surtout de CI,
permettant ainsi le passage de sodium (Na') entre les cellules, et le gradient

osmotique génére la sécrétion de fluide salivaire.

Des autoanticorps anti-M3R ont été retrouvés dans le sérum de patients atteints de
SGS. Ces autoanticorps fonctionnels reconnaissent le M3R et inhibent ainsi la

neurotransmission parasympathique. (Waterman et al, 2000).

En paralléle de la détection d’autoanticorps, Beroukas montre en 2002 gu'’il y a une
augmentation de la densité des RM sur les acini des GS. Cette up-régulation pourrait
compenser une diminution de libération d’Ach par les nerfs parasympathiques ou la

baisse de son action post-neuronale (Beroukas et al, 2002).

Finalement, I'implication des RM peut étre envisagée dans la perte de sécrétion des
GS dans le SGS.
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B-cell tolerance breakdown in
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Roéle de BAFF dans la rupture de la tolérance des
lymphocytes B dans le syndrome de Gougerot-
Sjogren

Article 1: B-cell tolerance breakdown in Sjogren’s syndrome: focus on BAFF

Le syndrome de Gougerot-Sjogren (SGS) est une pathologie caractérisée le plus
souvent par une sécheresse buccale et oculaire, principalement dues a la destruction
des glandes salivaires (GS) et lacrymales. Cette destruction de [I'épithélium
glandulaire a longtemps été associée a l'infiltration de lymphocytes T (LT) au sein du
tissu. Cependant, il apparait que les lymphocytes B (LB) contribuent également a la
pathogénie du SGS. Par ailleurs, la cytokine BAFF (B-cell activating factor belonging
to the tumor necrosis factor (TNF) family) est également tres importante dans le
développement de la pathologie, puisque des études sur des souris transgéniques
surexprimant cette molécule montrent que les LB de ces souris ont proliféré et
gu’elles vont présenter les symptémes caractéristiqgues du lupus puis avec I'age ceux
du SGS.

L'objectif de cette revue est de mieux comprendre les effets de BAFF sur la rupture

de la tolérance des LB dans le SGS.
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Sjogren's syndrome (SS) is an autoimmune epithelitis characterized
by destruction of exocrine glands [1]. Even though keratoconjunctivitis
sicca (resulting from the involvement of lacrimal glands) and
xerostomia (resulting from the involvement of salivary glands, SG) are
usually prominent, SS presents as a multifaceted condition with a broad
variety of clinical manifestations and biological abnormalities.

Although the pathogenesis of primary SS remains unclear, the
disease has traditionally been ascribed to T cells. However, recent
evidence indicates a major contribution of B cells [2]. In this context, B
cell activating factor belonging to the tumor necrosis factor (TNF)
family (BAFF) became strikingly associated with SS [3]. Mice
transgenic (Tg) for BAFF have contributed to a better understanding
of the key roles of the factor in SS [4]. Indeed, BAFF overexpression is
responsible for B cell compartment expansion and autoimmune
manifestations such as lupus-like disease and SS which progress with
age. Moreover, the same manifestations occur in these mice even
when T cells are absent [5]. In this review, we will focus on the role of
BAFF in the breakdown of tolerance in SS.

1. BAFF and its receptors
1.1. BAFF heterogeneity (reviewed in [6,7])

Like most of the ligand from the TNF family members, BAFF is a
transmembrane type Il protein (32 kDa) that can be cleaved by a furin
convertase to produce a soluble form (17 kDa) [8]. The biologically
active form of BAFF is trimeric but sometimes 20 trimers of soluble
BAFF associate into a virus-like 60-mer structure. An alternatively
spliced mRNA, in which exon 3 is absent, encodes a variant (ABAFF)
that is described to act, in mice, as a negative regulator of BAFF
function by forming heterotrimers with the full-length form.
Currently, the protein corresponding to ABAFF has never been
characterized. BAFF can also form heterotrimers with APRIL (A
PRoliferation Inducing Ligand) and possesses a functional N-linked
glycosylation site, which can considerably affect its biological activity.
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BAFF is mainly produced by monocytes, macrophages, dendritic
cells and B cells but also by non-lymphoid cells like astrocytes,
synoviocytes and epithelial cells [7].

1.2. BAFF receptors

BAFF binds to three receptors: TACI (transmembrane activator and
calcium modulator and cyclophilin ligand interactor), BCMA (B-cell
maturation antigen) and BAFF-R (BAFF receptor, also known as BR3).
All three are mainly expressed on B cells [7]. For each receptor, the
density on cell surface varies from transitional type 1 (T1) B cell to
plasma cell (Fig. 1). In human, BAFF-R is expressed from the T1 B cell
stage to the memory B cell stage but is absent in plasma cells. Unlike
BAFF-R, BCMA is expressed at terminal differentiation stages: memory
B cells and plasma cells. TACI is also expressed on memory B cells but
also on some active mature B cells [9].

1.3. BAFF functions in immune tolerance: what can we learn from mouse
SS models?

1.3.1. Double-transgenic mice expressing both HEL and anti-HEL B cell
receptor

To avoid the generation of pathogenic auto-antibodies (Abs), self-
reactive lymphocytes have to be deleted or anergised during
successive immune checkpoints during B cell development and
maturation, establishing this way immune tolerance. Because immu-
noglobulin (Ig) gene rearrangement is a random mechanism, 50-75%
of the newly generated B cells in the bone marrow have a self-reactive
B cell receptor (BCR). However, only 1-3% of the population develops
an autoimmune disease. Consequently, effective mechanisms exist for
preventing immune activation of self-reactive lymphocytes.

BAFF is known for its role in survival of mature B cells [8]. Based on
its receptor expression profile, BAFF has no effect on B-cell tolerance
in the bone marrow but does act in the periphery (Fig. 1). BAFF
certainly plays a major role in B cell tolerance after the transitional
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Fig. 1. BAFF receptors cell surface expression and self-tolerance during B cell ontogenesis. Data indicate the proportion of self-reactive B cells at specific B-cell stages before or after
check points as determined in the anti-HEL/HEL transgenic models (See Section 1.3.1). Fo: follicular, GC: germinal centre, Imm: immature, MZ: marginal zone, Pre: precursor,

SS: Sjogren's syndrome, T1 or 2: transitional type 1 or 2.
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type 1 (T1) immature B cell stage. Whether or not BAFF can influence
self-reactive T1 B cell elimination is unclear, however, BAFF is
certainly needed for survival of T2 B cells and downstream B cell
subsets. T2 B cells, which express high levels of BAFF-R, are indeed
dependent on BAFF because of their propensity for apoptosis [10] and
B cell ontogenesis is stopped at the T1 stage when BAFF or BAFF-R are
lacking [11]. One of the most informative systems for studying B-cell
tolerance is the double Tg mouse model expressing simultaneously
the anti-hen-egg lysozyme (HEL) BCR and HEL. When HEL is
expressed as a cell surface molecule, self-reactive B cells are deleted
or undergo additional Ig gene rearrangements called receptor editing.
When HEL is expressed as a soluble protein (sHEL), self-reactive B
cells can migrate into the periphery where their fate depends on their
capacity to compete with non-self-reactive B cells. Without compe-
tition, self-reactive T2 B cells persist in an anergic state. When
competing, self-reactive T2 B cells need BAFF to sustain their survival
and maturation. Because BAFF levels are limited under normal
conditions, these self-reactive B cells undergo apoptosis. Thus, if
double Tg mice for sHEL/anti-HEL are treated with antagonist for
BAFF, survival of sHEL self-reactive B cells is dramatically decreased
[12]. In contrast, when BAFF is overexpressed, sHEL self-reactive T2 B
cells survive and colonize follicles and marginal zone in the spleen
[13]. Of note when anti-HEL B cells compete with normal B cells in the
animal, excessive expression of BAFF no longer prevents the escape of
self-reactive B cells. When anti-HEL B cells compete with normal B
cells, self-reactive cells are eliminated at a much earlier maturation
stage ( T1), a stage when B cells express little BAFF-R and as such are
unable to sense excessive BAFF production that can only efficiently
rescue T2 B cells.

1.3.2. BAFF-transgenic mice

BAFF-Tg mice constitute an effective model for autoimmunity.
Overproduction of BAFF in these mice leads to B cell proliferation,
autoAb production, and ultimately development of kidney failure
similar to SLE-associated symptoms. Moreover, aging BAFF-Tg mice
also present a primary SS-like disease, demonstrating inflammation
and destruction of SGs [4]. In addition to the attendant polyclonal
hypergammaglobulinemia, BAFF-Tg mice develop elevated titers of
multiple autoAbs, including antinuclear Abs, anti-double-stranded
DNA Abs, rheumatoid factors, circulating immune complexes, and Ig
deposits in kidneys [4]. Some B cell subsets such as T2 B cells, follicular
(Fo) B cells and marginal-zone (MZ) B cells are increased. Moreover,
without stimulation, a high number of germinal centers (GC) are
found in the spleen and the lymph nodes. Finally, lymphocytes
infiltrating the SG are essentially MZ-like B cells [4]. Interestingly,
BAFF-Tg mice develop the same SS manifestations when T cells are
removed [5], but in this instance, BAFF exacerbates Toll-like receptor
activation of B cells. An alternative model for the development of SS
independently of T cells has since been proposed [3].

1.3.3. Act-1-deficient mice

Another mouse model, the Act-1-deficient model, can give us
information on the importance of the signalling pathways mediated
by BAFF in the development of SS. Act-1 is a negative regulator in
CD40- and BAFF-mediated B cell survival [14]. Indeed, Act-1 deficient-
mice develop autoimmune manifestations similar to SS: hypergam-
maglobulinemia, high levels of anti-SSA and anti-SSB autoAbs, like in
human SS, and increased levels of T2, Fo and MZ B cells [15].
Furthermore, infiltrated lymphocytes are observed in lacrimal glands
and SGs, and also correspond to MZ-like B cells. This mouse model is
closer to human primary SS than the BAFF-Tg model, which is similar
to secondary SS. Indeed, Act-1 knockout mice develop early SS
manifestations. They also demonstrate that autoAb production is
dependant on CD40/CD40L because when CD40 is deficient, autoAbs
are not produced. Consequently, in Act-1 knockout mice, anti-SSA and
anti-SSB production is T-cell dependent.

2. BAFF in Sjogren's syndrome

2.1. BAFF overexpression is associated with autoantibody production in
primary SS

There is circumstantial evidence supporting the view that BAFF
contributes to B-cell hyperactivity in human non-organ-specific
autoimmune diseases. Indeed, BAFF is an effective costimulator of B-
cell expansion and function. Recombinant soluble BAFF costimulates B
cells in vitro to proliferate and secrete Ig [7] and elevated levels of
BAFF were found in sera from patients with SLE [16], RA [17], and
primary SS [18]. In primary SS, BAFF levels were higher in patients
with anti-SSA or anti-SSB Abs compared to patients without
detectable levels of these autoAbs [19]. In contrast, these autoAbs
have not been detected in BAFF-Tg mice [4].

2.2. Conflicting results exist for BAFF quantification

In this respect, it is noteworthy that the levels of BAFF are elevated
in sera and saliva [20] of patients with primary SS. However, a number
of conflicting results have cast doubt on the reliability of the enzyme-
linked immunosorbent assays (ELISA) presently in use for its
quantification. There is also the intriguing issue of why the serum
concentrations of BAFF remain within, or below, normal range in a
proportion of patients with autoimmune disease. Furthermore,
estimates of BAFF fluctuate with changes in inflammatory activity,
extent of the disease and classification criteria chosen by the
investigators for SS, RA and SLE. Also important is that the disease
activity correlates better with leukocyte BAFF messenger RNA
(mRNA) amounts than with plasma BAFF protein titers [21]. These
ambiguities prompted us to set up our own ELISA for the measure-
ment of BAFF [22]. Based on the finding that the majority of SS
patients display high serum levels of BAFF, our in-house assay
appeared to bypass previous flaws. We thus considered the Abs
raised against synthetic peptides and used in certain ELISAs as capture
or revealing agents. We reasoned that the ELISA polyclonal or
monoclonal Abs recognize the glycosylated form of BAFF but not its
nonglycosylated form, a bias that may arise from excessive non-
glycosylated BAFF, at the expense of its glycosylated form, or from the
presence of intragenic splice variants (our unpublished results). We
concluded that high levels of BAFF were associated with autoAb
production provided that the ELISA used recognizes both glycosylated
and non-glycosylated forms of the soluble BAFF in serum [22].

2.3. Increased BAFF levels are associated with abnormalities of
circulating B cells in pSS

For unknown reasons, patients with SS exhibit disturbed B-cell
subset distribution in their blood with increased numbers of naive
Bm2/Bm2’ cells and decreased numbers of memory B cells (eBm5/
Bm5) [23]. The observed increase in BAFF levels in primary SS
suggests the possibility that they are responsible for the high number
of circulating Bm2/Bm2’ cells and the associated functional abnor-
malities of B cells. Association of the BCR with lipid rafts was
prolonged in primary SS. This may be accounted for by the
overexpression of CD19, which prolongs signaling [24] or prevents
the recruitment of negative regulators, whether such regulators are
insufficient (CD32) or altered (CD45). Changes in the lipid raft
dynamics might lead to an aberrant B cell response in primary SS. It is
interesting that the entry of BCRs into the lipid rafts is inhibited in
tolerant B cells. BCR enters lipid rafts under the influence of external
factors, such as antigen and BAFF. The important finding that BAFF
increases the expression of CD19 [25] is now extended by the finding
that Bm2/Bm2’ cells, abnormally increased in SS, carry more CD19
molecules in primary SS patients than in normal controls [23]. The
CD19-induced persistence of the BCRs in lipid rafts may thus be
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ascribed to BAFF. The possibility exists that BAFF cooperates with
interleukin-2 (IL-2) and/or IL-4 and/or IL-10 that are produced by
BAFF-activated B cells. This is not sufficient to deliver differentiation
signals, but stimulation of immature B cells through the BCR increases
the expression of BAFF-R, which renders cells responsive to BAFF
signaling [24].

2.4. Aberrant expression of BAFF in the salivary glands impacts B cells
exclusively

BAFF also appears to be implicated in pathophysiological mechan-
isms that occur in exocrine glands. First, constitutive synthesis of BAFF
by epithelial cells does not distinguish SGs from patients with primary
SS inasmuch as BAFF was also detected in the SGs of normal
individuals [26]. However, levels of BAFF were higher on the plasma
membrane of SG epithelial cell lines and also in their culture
supernatants. The increased expression of BAFF by epithelial cells
might then activate self-reactive B cells in primary SS. Next,
transcripts for BAFF were observed in individual T lymphocytes
(which was expected) but also in individual B lymphocytes (which
was unexpected). There is also controversy regarding which cell
subsets express receptors for BAFF. BAFF-R was also present on
activated T cells in the blood but was absent on infiltrating T cells in
the SGs [26]. Finally, based on the presence of BAFF-R on all B cells and
the presence of TACI on subgroups of B cells, the membrane-bound
form of BAFF, but not its soluble form, impacted B lymphocytes but
not T lymphocytes [26]. For unknown reasons, autoantigen-driven B
cells seem to be an exquisite target for BAFF [13].

2.5. Effect of BAFF on marginal-zone-like B cells infiltrating the salivary
glands

The SGs of BAFF-Tg mice display an excess of MZ B cells that
express high levels of BAFF-R and are potentially pathogenic [4].
Conversely, in BAFF-R-deficient mice, there is a paucity of MZ B cells,
owing to an upstream accumulation of T1 B cells [27]. BAFF-R is
essential for B cells to transition from the T1 to the T2 immature B cell
stage and to become mature B cells. The expansion of T2 B cells and
MZ B cells in the SGs has also been observed in patients with primary
SS and only a limited proportion of B cell clusters fulfill the requisites
for a real ectopic GC [28,29]. This is perfectly in line with antigen-
driven clonal B cell proliferation and hypermutation in the exocrine
tissue [30]. Engagement of their antigen receptor may induce those T2
B cells to apoptose unless BAFF or T cell signals help them to escape
apoptosis. Inevitably, self-reactive MZ B cells encounter local auto-
antigen, so that they differentiate into memory B cells. Importantly, B
cells can undergo somatic hypermutation in extrafollicular sites,
provided they supply accessory cell help at levels comparable with
GCs [31]. The alternative explanation is that MZ B cells derive from
GCs in which hypermutation may be taking place. In either case,
competitiveness of autoantigen-engaged B cells is reduced in the
periphery of GCs, due to their increased dependence on BAFF [12].
Hence, the fate of B cells during their development is the result of a
competition for BAFF, and the overexpression of BAFF in BAFF-Tg mice
or in patients with primary SS augments survival signals to self-
reactive T2 B cells, allowing them to resist death signals. The strongest
difference distinguishing pSS patients with GCs in their SGs from
those without such GCs, was the presence of interferon-y and BAFF
[32]. The differential modulation of BAFF receptors is functionally
relevant to GC B cell differentiation to plasma cells [9], since BAFF-R is
up-regulated in the early stages of this activation, followed by TACI
and BCMA, while BAFF-R is downregulated in the late stages of this
activation. As a consequence, BAFF would induce the production of
chemokines specific for T2 and MZ B cells. This is consistent with the
expression of CXCL13 on endothelial cells and within lymphoid
follicles in primary SS [33]. The expansion of MZ B cells would thus be

caused by altered BAFF production and BAFF-R expression rather than
by a decrease in BCR signaling, given the low levels of CD5 and high
levels of CD19 [23] in these B cells. Ligation of the BCR up-regulates
the expression of BAFF-R, and the coupling of BCR signaling with
BAFF-R would be restricted to T2 and mature B cells [34].

Interestingly, sequential biopsies done before and after rituximab
treatment showed the repopulating B cells in SGs. The results indicate
that at 24 months after rituximab treatment, B cells aggregating in SGs
are T1 B cells. Since transfer experiments have established that T1 B
cells give rise to T2 B cells, T2 B cells present in SGs at baseline should
originate from T1 B cells. Accordingly, in primary SS patients, B cells
should be initiating lymphoid neogenesis [35].

2.6. Autoreactive B cells and ectopic germinal centers

Although BAFF is not required for the initiation of a GC, it has been
found to play critical roles in sustaining GC reaction. BAFF Tg mice
develop numerous spontaneous and large GCs. Most of the SG
samples contained MZ-like areas, while few contained real ectopic
GCs. Clues about the integrity of GC tolerance mechanisms have also
been provided by tracing the emergence of B cells expressing the
idiotype targeted by the 9G4 monoclonal Ab [29]. These findings
indicate that the potential tolerance checkpoints that have evolved to
restrict autoreactive B cells entering GCs could be defective in SS.
Although rare, ectopic GC formation is likely be involved in SS
pathogenesis. These structures act as a conduit to recruit and expand
autoreactive B cells. The activation-induced cytidine deaminase (AID)
which helps in the generation of high-affinity Igs to exogenous
antigens, may also contribute to the emergence of high-affinity and
likely pathogenic autoAbs in the SGs. Subsequent to these initial
events, self-antigen presentation by autoreactive B cells, as well as by
professional antigen-presenting cells and epithelial cells [36] would
be crucial in sustaining the autoimmune process in SS.

2.7. Effect of BAFF on memory B cells infiltrating the salivary glands

A minority of TACI-and BCMA-expressing B cells was also
discerned in the SGs of patients with primary SS [28]. TACI appears
prominent on T2 and mature B cells [9] because TACI-knockout mice
have normal mature B cells and MZ B cells. TACI expression is the
highest on mouse MZ and B1 B cells. However, we [28] and other
investigators [37] have noticed that a proportion of memory B cells
are housed in the SGs. Hence, one may speculate that once B cells
differentiate into memory B cells and plasma cells, TACI and BCMA are
up-regulated while, in turn, BAFF-R is down-regulated [38]. Human
plasma cells derive from BCMA-expressing memory B cells, and long-
lived plasma cells are lacking in BCMA-knockout mice. TACI and BCMA
might thus expand the population of plasma cells, resulting in the
local production of autoAbs.

2.8. BAFF Modulates repopulation of B cells in the blood and salivary
glands of rituximab-treated patients with Sjogren's Syndrome

Finally, anti-CD20 monoclonal Ab infusions were shown to deplete
B cells from SGs of patients with primary SS [39,40]. These studies
suggest that rituximab could improve both subjective glandular
manifestations and extraglandular signs. Baseline serum levels of
BAFF correlated inversely with the duration of B cell depletion: the
higher the BAFF levels, the shorter the duration of B cell depletion
[35]. The efficacy of rituximab treatment is also diminished if the
disease mechanism provides B cells with survival signals. In particular,
repopulation of B cells might be modulated by BAFF through its effects
on their lifespan [13]. It is known, for example, that BAFF controls a
steady-state number of circulating B cells that survive differentiation
[34]. The influence of BAFF on B cell return is further supported by the
fact that B cells infiltrating the SGs not only expressed BAFF receptors,
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but they also had the ability to synthesize this cytokine [26]. Relevant
to this issue is the suggestion that the beneficial effects of rituximab-
based B cell depletion may be offset by a BAFF-mediated antiapoptotic
effect on reemerging B cells [38]. In this regard, the higher the level of
BAFF before treatment, the shorter the duration of the B cell
lymphopenia. Thus, if rituximab is to be routinely applied as a
treatment strategy for primary SS, advance knowledge of the level of
BAFF may help in tailoring the doses of rituximab and the frequency of
administration. Furthermore, increased BAFF levels described follow-
ing Rituximab treatment may lead to un-desirable effects disturbing B
cell tolerance and generating de novo self-reactive B cells.

Take-home messages

BAFF overexpression is implicated in B cell tolerance breakdown in
Sjogren's syndrome.

Several forms of BAFF coexist in serum and are responsible for
discrepancies according to BAFF quantification.

BAFF overexpression is associated with B cell abnormalities in
Sjogren's syndrome such as aberrant B cell distribution, B-cell
hyperactivity and autoantibody production.

Aberrant expression of BAFF in the salivary glands impact B cells
exclusively.

BAFF favors expansion of transitional type 2 and marginal-zone-like
B cells rather than ectopic GC in the salivary glands of patients with
Sjogren's syndrome.

BAFF plays a major role in B-cell repopulation after rituximab
treatment in Sjogren's syndrome.
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Les modifications épigénétiques pourraient jouer un rble important dans le
développement des MAI comme le SGS. Dans une premiere partie, nous nous
sommes intéressés a l'expression d’éléments rétroviraux endogenes (HERV)

sensibles a I'épigénétique et aux microARN au cours du SGS.

Plusieurs équipes ont démontré qu'au cours du SGS, le tissu épithélial des GS est
infiltré par des lymphocytes et que les cellules épithéliales (CE) sont exposées a une
mort plus importante que dans la GS saine. Nous avons donc mis en place un
modele in vitro afin de mieux comprendre les mécanismes cellulaires et moléculaires

entrant en jeu au niveau de la glande pathologique.

Tout d’abord, nous avons utilisé la lignée cellulaire HSG (Human Salivary Gland)
comme modele de CE. Cette lignée est issue d’'un carcinome humain de glande
salivaire. Nous avons mimé l'infiltrat lymphocytaire de la GS pathologique en étudiant
I'intéraction entre les CE et les lymphocytes B (LB) et T (LT) grace a des co-cultures

entre ces cellules.

Ensuite, nous nous sommes intéressés a BAFF et a ses récepteurs, et plus
particulierement au réle de BAFF sur les CE. Pour cela, nous avons évalué
I'expression de BAFF et de ses récepteurs a la surface des CE et étudié leurs effets

fonctionnels.
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Implication de I'épigénétique dans le syndrome de
Gougerot-Sjogren

Article 2 : Epigenetics and Sjogren’s syndrome

1. Le contexte et les objectifs

Les modifications eépigénétiques pourraient jouer un rble important dans le
développement des maladies auto-immunes (MAI) comme le SGS. Trois
mécanismes importants ont été décrits, la méthylation de 'ADN, I'expression des
microARN et les modifications post-traductionnelles associées a la production d’auto-

anticorps.

Les microARN sont de petits ARN (18-23 pb) régulant I'expression de genes au
niveau post-transcriptionnel. Ceux-ci se fixent par complémentarité a la région 3’
UTR (région non transcrite) de I'ARN messager (ARNm) cible, ce qui conduit a la
répression de sa traduction ou sa dégradation. Les microARN sont impliqués dans le
développement embryonnaire, la différenciation cellulaire, le cycle cellulaire,
'apoptose, le développement des cellules immunitaires et dans les réponses

immunes.

Les rétrovirus endogenes humains (HERV) sont des éléments d’origine rétrovirale
intégrés dans le génome humain au cours de I'évolution. Ces éléments défectifs et
non réplicatifs représentent 8% du génome. La réactivation de ces HERV est
associée a des virus exogénes, des agents mitogénes, des cytokines pro-
inflammatoires, des hormones stéroidiennes ou I'exposition aux UV-B et aux rayons
X. Ces séquences sont particulierement sensibles aux changements de la
méthylation de '’ADN.

La compréhension des régulations et modifications épigénétiques dans le SGS
pourrait expliquer entre autres, la prédominance féminine et 'age d’affection de la
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maladie, le rdle de la prédisposition génétique, mais aussi I'hétérogénéité dans la

réponse aux traitements selon les patients.

L’article suivant s’intéresse a I'expression des HERV et des microARN dans le SGS.
2. Ladémarche expérimentale

Les biopsies de GS ont été prélevées chez des patients souffrant de SGS aveéreé ou
souffrant de syndrome sec avec suspicion de SGS. Le diagnostic des témoins a été
réalisé rétrospectivement. Les GS ont été broyées, puis les ARN totaux ont été
extraits a I'aide du kit RNAble® (Eurobio) selon les instructions du fournisseur. Les
ADNCc correspondants ont été synthétisés par la technique de « random priming »
grace au kit SuperScript 1l reverse transcriptase (Invitrogen), selon les instructions du
fournisseur. La présence d’'HERVs a été étudiée par PCR, en utilisant des amorces
spécifiqgues des HERV 4.1, Mid1 et LTRY.

Pour I'étude des microARN, les cellules épithéliales primaires ont été
obtenues a partir des GS coupées en petits fragments et mises en culture
pendant quatre semaines jusqu'a confluence. Les microARN étudiés sont
miR-150, miR-155, miR-181a, et RNu48, un microARN contrdle. lls ont été
étudiés par RT-PCR grace aux kits Taqg Man miRNA RT (Applied Biosystems,
Grand Island, NY) et Tag Man miRNA Cells to C; (Ambion, Grand Island, NY),
selon les instructions des fournisseurs. Les résultats sont exprimés en fonction
de la moyenne * écart type. Les tests de comparaison ont été réalisés en

utilisant le test de Mann-Whitney pour variables non appariées.

3. Les résultats et la discussion

Au moins un des trois HERV-E (HERV 4.1, HERV-Midl ou HERV-LTR7) a été

détecté dans les GS de la grande majorité des patients étudiés.
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L’intégration de certains HERV est considérée comme un facteur de risque de
développer une MAI, comme le SGS. En effet, ils sont capables de moduler les
réponses immunes par differents mécanismes, comme leur intégration dans le
génome, ou l'expression du produit de leurs genes. Au niveau du génome, leur
présence peut perturber des genes voisins et moduler I'expression des protéines
endogenes résultantes, comme par exemple la protéine C4 du complément (Wouters
et al, 2009). D’autre part, l'intégration des HERV a pu s’étre faite au sein de régions
de I'ADN liées a I'immunité ou a proximité de ces zones, créant ainsi un nouveau
promoteur et générant des protéines tronquées ou des variants, par épissage
alternatif. Au niveau protéique, il peut y avoir un phénomeéene de chimérisme
moléculaire entre les protéines rétrovirales et les protéines endogenes, conduisant a
la sécrétion d’auto-anticorps. Par ailleurs, 'homologie entre les protéines rétrovirales
et endogénes peut conduire a la surexpression des endogénes, modifiant ainsi la
physiologie cellulaire. Enfin, les protéines issues des HERV peuvent avoir des
fonctions immunomodulatrices conduisant a la répression ou a lI'expansion des

lymphocytes.

Les microARN miR155 et 181a sont sur-exprimés dans les CE des patients atteints
de SGS (par 2 et 4 fois respectivement, par rapport aux CE des contrdles). En
revanche, lI'expression de miR150 n’est pas modifiée entre les patients et les

contrdles. Ce microARN joue un réle dans la survie et la prolifération cellulaires.

En 2009, Pauley et al démontrent que des microARN, dont miR155, sont
surexprimeés avant I'apparition du SGS, que ce soit dans les GS ou dans les cellules
mononucléées du sang périphérique chez 'Homme et chez la souris. Il est par
ailleurs surexprimé lors d’'une réponse immune adaptative dans plusieurs types
cellulaires. MiR155 régule I'expression des TIRs (toll-like receptors and interleukin-1
receptors) qui jouent un réle dans la dérégulation des réponses immunes. MiR181a
est impliqué dans la différenciation et la prolifération cellulaires en ciblant une
protéine homeobox (Hox-A11) et des oncogenes comme Tcl-1. La surexpression de
miR155 et miR181a dans les CE des GS de patients pourrait étre associée au SGS.
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La surexpression de miR155 a été reportée dans plusieurs MAI comme la sclérose
en plague, la maladie inflammatoire de l'intestin ou la polyarthrite rhumatoide (PR).
MiR155 est également surexprimé dans des désordres inflammatoires comme
I'athérosclérose ou I'eczéma atopique (revue Tomankova et al, 2011). Dans la PR,
les fibroblastes des tissus synoviaux sont impliqués dans la destruction de
larticulation en surexprimant des genes codant pour des molécules pro-
inflammatoires et des enzymes intervenant dans la destruction de la matrice. La

signalisation dans ces cellules est également dérégulée (Stanczyk et al, 2006).

MiR155 est surexprimé par les fibroblastes de la synoviocyte et dans le tissu synovial
de patients atteints de PR. Stanczyk et al (2008) montrent que cette surexpression
réprime la production de métalloprotéase 3 (MMP3) et réduit I'induction de MMP1 et
MMP3 par les ligands des Toll-like récepteurs (TLR) et les cytokines. Ce miARN
pourrait donc jouer un réle important dans la modulation de la destruction du tissu au
cours de la PR et donc pourrait étre une molécule intéressante a étudier dans le

cadre de traitement thérapeutique de la PR.

Finalement, les HERV et les miARN étudiés présentent des profils d’expression
différents dans le SGS et chez les personnes saines. Ces facteurs d’épigénétique

pourraient étre des biomarqueurs de MAI comme le SGS.
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Abstract

There is growing evidence that epigenetics, thdystf heritable changes in
gene expression that do not involve mutations énRDNA itself, may play an essential
role in autoimmune diseases (AID). In Sjogren’s dspme (SS), a chronic AID
characterized by an epithelis of the exocrine gdamgigenetic studies have focused
on three mechanisms: DNA methylation and its comseges including human
endogenous retrovirus (HERV) expression; microRMNAression; and protein post-
translational modifications associated with autientty production. Although in its
infancy, comprehension of the epigenetic (dys)ratgouh in SS may help us to
understand: why SS affects predominantly middledagemen; why genetically
predisposed individuals develop SS but not othehy; flare-ups occur; why treatment
responses differ between patients; and why somentsitdevelop lymphoma. From
these studies will arise a better comprehensidhepathophysiology of SS as well as
development of new diagnostic and prognostic biderar;, and novel therapeutics for

prevention and perhaps early intervention.

Keywords: Sjogren’s syndrome, epigenetics, DNA methylationgcroRNAS,

post-translational modifications, human endogenetrsvirus



|. Introduction

Sjogren’s syndrome (SS) is a chronic autoimmune disease affecting
exocrine glands, mainly the salivary and lacrimal glands, leading to its
designation as autoimmune exocrinopathy or autoimmune epithelitis [1].
Systemic features may be present, and patients with SS have a 20-40 fold
increased risk of developing lymphoma [2—4], mostly salivary gland lymphoma.
In the different SS manifestations, the epithelium is affected and injury is
associated with dense lymphocytic infiltrates composed of activated T and B
cells [5]. Epithelial cells play a central role in the disease through the
recruitment and activation of lymphocytes, and the release of apoptotic blebs
containing autoantigens (52 kDa and 60 kDa Ro/SSA, La/SSB, Sm) [6].

The etiology of SS is multifactorial and arises from an interplay of
genetic predispositions, in particular HLA-DR allele subtypes, and specific
gene polymorphisms including the ancestral haplotype 8.1, IL-10, SSAI1,
FCGR3B, CCL3L1, IRF5 and STAT4 [7-9]; immunological deregulation such
as autoantibody (Ab) production; and environmental factors like UV light,
nutrition, exposure to infectious agents, and drugs [10]. Interestingly, exposure
to environmental factors, geographical particularities, radiation exposure, and
sex have been advanced recently to explain the broad prevalence, 0.1% to
4.8%, reported in SS [1].

Initially, epigenetics was introduced to describe how environmental
factors may influence a cell heritably or reversibly without affecting the
nucleotide sequence of the DNA. Now, a more precise definition of epigenetics
relates it to specific cellular processes including the control of transcription by
DNA methylation and histone modifications, the control of transcripts by
microRNAs (miRNA), and the influence on cellular regulatory processes by
protein post-translational modifications (PTM). As a consequence, epigenetic
processes control cellular differentiation and development, cellular life span,

progression of carcinogenesis, and last but not least, the immune system.



II. DNA methylation and chromatin remodelling
A. DNA methylation and histone modifications

The density of chromatin varies along each chromosome with dense
regions referred to as heterochromatin and less dense regions referred to as
euchromatin. Heterochromatin participates in the inactivation of the genes, in
the compaction of centromeres and telomeres, and in the silencing of
transposons, such as human endogenous retroviruses (HERV) that are
present in the “junk DNA”. Regulatory gene sequences present in the
heterochromatin are characterized by increased DNA methylation of cytosines
in the CpG motifs, histone deacetylation, and recruitment of non-histone DNA-
binding proteins, like the heterochromatin protein 1 that blocks transcription
factor access to promoters. In contrast, euchromatin is found in areas of
transcriptionally active genes and shows decreased DNA methylation, and

increased histones modifications such as acetylation.

Throughout the genome, methylated sites are distributed on about 70%
of CpGs. The remaining demethylated motifs are concentrated in short
repeated CpG sequence domains, called CpG islands, that control gene
expression when associated with gene regulatory regions. In cancer cells,
DNA methylation has been shown to contribute to gene silencing of tumor
suppressor genes, and to DNA mutations and chromosomal instability when
DNA methylation concerns CpG islands outside of regulatory areas. DNA
methylation occurs by covalent addition of a methyl group from the methyl

donor S-adenosyl-L-methionine (SAM) to the 5’ carbon of the cytosine ring in



CpG pairs. At least five DNA methyltransferases have been characterized
(DNMT1, DNMT3a, DNMT3b, DNMT3L and DNMT2). DNMTL1 preferentially
methylates hemi-methylated substrates, such as appear during cell division,
and thereby DNMT1 contributes to the maintenance of DNA methylation
patterns. DNMT3a and DNMT3b methylate unmethylated DNA and thus
contribute to de novo methylation. DNMT2 displays only weak DNA methyl
transferase activity. Its main function is to methylate aspartyl-tRNA. DNMT3L
binds DNMT3a and DNMT3b to regulate their functions. DNA methylation
causes transcriptional repression of associated genes directly by reducing the
affinity between transcription factors and their target DNA, or indirectly via
methyl-CpG-binding proteins (MBD), a group that includes MECP2, MBD1-
MBD4 and Kaiso. The main function of MBD is to recruit proteins that do not
bind directly to DNA, such as the histone deacetylases (HDACs) and HP1.
Genetics and epigenetics are linked since it has been demonstrated that
polymorphisms in the X-linked MECP2 gene confer a risk for development of
systemic lupus erythematosus (SLE) [12]. However, association with SS is

currently unknown.

Histones are small well-conserved proteins associated with DNA in a
fundamental unit called the nucleosome that controls chromatin condensation
and decondensation. Non-condensed nucleosomes resemble “beads on a
string”, and each bead or nucleosome consists of two copies of the four
histones (H2A, H2B, H3 and H4) surrounded by 146 bp of DNA coiling twice

around the histone core. The number of nucleosomes per cell has been



estimated at around 10 million, and they are separated by 10-80 bp of linker
DNA. In condensed DNA, the linker histone H1 binds to the linker DNA
between nucleosomes to facilitate compaction. The histone amino terminal
tails protruding from the nuclesomes are subject to many PTM including
acetylation, methylation, ubiquitination, phosphorylation, sumoylation,
deimination/citrullinisation, ADP ribosylation, and proline isomerization [13].
Histone PTM are recognized by specific proteins in order to control DNA
folding via DNA-histone, histone-histone and nucleosome-nucleosome
interactions. The most intensively studied modifications are acetylation and
methylation. Indeed, the activity of histone acetyl transferases (HATS) is
counterbalanced by HDACs that remove the acetyl groups. HDACs are divided
into four classes: class | consists of HDAC 1-3 and 8 (nuclear localization),
class Il consists of HDAC 4-7 and 9-10 (cytoplasmic and nuclear localization),
class Il consists of sirtuins (SIRT 1-7) and class IV consists of HDAC 11 which
exhibits features of classes I-ll. Similarly, the impact of arginine or lysine
methylation by histone methyl transferases (HMTs) is reversed by
demethylating enzymes. It should be kept in mind that one histone can carry
different modifications at any given time and that histone modifications are
dynamic and can change rapidly in response to stimuli. In addition, PTM are
not restricted to histones since, for example, HDAC2 can modify up to 200
non-histone targets including the Ul small nuclear (sn)-ribonucleoprotein
(RNP) and the small cytoplasmic (sc)-RNP proteins 60 kDa Ro/SSA and

La/SSB.



B. Twin studies

Studies involving monozygotic twins (MT) that are genetically identical
constitute the ideal model to study epigenetic modifications [14]. Fraga et al.
have demonstrated that DNA methylation patterns and histone acetylation
profiles diverge in the peripheral blood between younger and older healthy MT
[15]. Furthermore, it was also noted that MT with the greatest differences were
those who have spent less of their lives together, thus providing evidence that
changes may be related to differences in environmental exposures and/or diet.
Using peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from pairs of siblings
discordant for SLE, rheumatoid arthritis (RA) and dermatomyositis (DM), the
same group has reported that only MT discordant for SLE, but not for RA or
DM, exhibited global loss in their DNA methylation status when 807 promoters
were analyzed [16], and this was associated with a reduction in DNMT1 and
DNMT3b transcripts. Methyl cytosine modifications among 5 SLE twins and
their corresponding healthy MT were scrutinized in more detail revealing a
common set of 49 demethylated genes. Among the differentially methylated
genes, some of them are involved in the immune response including IL-10,
CD9, CD82, PECAM, the interferon gamma receptor 2 (IFNRG2), and the
colony stimulating factor 3 receptor (CSFR3).

C. epigenetics in aging

The combined influence of aging and environmental factors in the
epigenome may provide an explanation for age-related AID development.
Indeed, when analysing DNA methylation status, a reduction with age is
observed in the elderly and it appears to be proportional to the life expectancy
[17]. Similarly, chromatin reorganization is observed in senescent cells in
association with histone modifications [18]. However, studies of histone
modifications in the elderly have concentrated mostly on the association
between cellular life span and the NAD+ dependent HDAC class Il sirtuin
family. Indeed, manipulation of sirtuin activity influences cellular longevity

positively when over-expressed and negatively when under-expressed [19].



Interestingly, young SIRT1 -/- mice develop an SLE-like disease with anti-
nuclear Abs (ANA) and glomerulonephritis. When they survive up to two years
of age, a diabetes insipidus appears [20]. Sirtuin expression is controlled by
environmental factors. In fact, smoking is associated with SIRT1-2 down-
regulation and pro-inflammatory cytokine production, an effect prevented with
the utilization of the SIRT1 activator resveratrol isolated from red wine. The
beneficial effects of sirtuin inhibitors and HDAC class I-1l inhibitors have also
been demonstrated in different AID mouse models showing that the effect was
related to reduction of cytokine production while autoAb synthesis remained
unaffected [21-23]. The relation between life span and HDAC class I-1l is still

being debated.

[1l.Chromatin modifications in SS

A. DNA methylation in SS

Hydralazine and procainamide, drugs known to induce SS with
immunological features of an SLE like disease [24-25], possess the capacity to
remove the methyl group from cytosines present in CpG islands and,
therefore, are referred to as demethylating agents. Both drugs, when given
orally to mice for several weeks, are responsible for the development of an
SLE-like disease with ANA [26]. Variations were observed depending on the
animal strain, age, and sex and the effect disappeared after discontinuation of
the drug. Richardson’s group has demonstrated that hypomethylated CD4" T
cells became autoreactive. Indeed, passive transfer of CD4" T cells pre-
treated with either of two distinct DNA methyltransferase inhibitors, 5-
azacytidine or procainamide, into mice induced anti-dsDNA Ab production with
the characteristics of a severe immune complex glomerulonephritis [27]. The
influence of DNMT inhibitors was also addressed in B cells using bone marrow
B cells pretreated with hydralazine and re-injected by passive transfer into
syngenic mice leading to the detection of anti-nucleosome Abs in the
recipients [28]. Similar to what was observed in SLE, scleroderma and DM

[29], Yin et al. have recently reported that DNA methylation is impaired in



CD4+ T cells isolated from patients with SS [30]. As a consequence, several
methylation sensitive autoreactive related genes are over-expressed. Among
these genes, the promoter region flanking the CD70 gene, a B cell co-
stimulatory molecule, is demethylated and CD70 is over-expressed in SS
CD4+ T cells.

Different T cell and B cell subpopulations are characterized by abnormal
DNA methylation patterns. First, the senescent CD4+ CD28- CD70+ Kir+
subpopulation, which is increased in RA and spondyloarthritis [31], second the
defective pre-Treg CD4+ CD25- subpopulation that overexpress FoxP3 but
lack regulatory functions [32], and third the CD5" B cell [33]. In SS, whereas
the CD4+ CD28- subpopulation is not altered, FoxP3+ T cells and CD5+ B
cells are over-expressed in the blood and salivary glands from SS patients [34-
37]. Like CD4+ CD25- FoxP3+ isolated from SLE patients, FoxP3+ T cells
isolated from SS patients are unable to suppress the immune response
suggesting that in both diseases FoxP3+ T cells are in fact demethylated and
defective pre-Treg cells, an hypothesis that needs further confirmation [38]. Of
note is the observation that the Treg/FoxP3 -/- Scurfy mice develop a rapid
salivary gland inflammation and impaired salivation function after oral
application of lipopolysaccharide (LPS) confirming that functional Treg are

important to prevent SS [39].

B. SS and HERV elements

Throughout the genome, HERV are particularly sensitive to DNA
methylation changes and several reports have identified such elements in
salivary glands from SS patients [40-41]. In an attempt to confirm the
importance of HERV expression in salivary glands from SS, we have tested by
RT-PCR three HERV-E elements (Figure 1). Interestingly, all patients tested,
except one, were positive for at least one HERV-E element. HERV are
sequences derived from the integration of retroviral elements that account for
at least 8% of the genome in comparison to only 3% of the genome being

essential for life. Integration of most HERYV into the genome occurred millions



of years ago and, after mutations and deletions that render infection
impossible, HERV are transmitted like other stable Mendelian elements.
Analysis of the HERV mutation rate, 0.15-0.21% mutations per million years,
between the 5’ long terminal repeat (LTR) and 3’ LTR, may be helpful for
dating chromosomal integration [42]. HERV reactivation has been associated
with exogenous viruses, mitogens, pro-inflammatory cytokines, steroid

hormones, UVB irradiation, and X-ray exposure.

When overexpressed, HERV may interfere with the immune response
by different mechanisms [43]. First, is the possibility of molecular mimicry
between a retroviral protein and an autoantigen. For example, HRES-1
p30gag that cross-reacts with the SLE autoantigen U1l-snRNP is recognized
as an autoantigen in up to 30% of SS patients and 50% of SLE patients
compared to less than 5% in a healthy control group [40]. Similarly, another
unknown HERYV, which may be Erv-3, cross-reacts with the p24 Gag of HIV-1
leading to the detection of anti-p24 Abs in the blood of patients with SS (33%)
and p24 related antigen in the salivary glands (47%) in the absence of HIV and
HTLV-1 infection [41]. Second, HERV gene products may possess
immunomodulatory functions leading to repression or expansion of T cell
populations as demonstrated in multiple sclerosis [44]. Third, HERV gene
products may be homologous to a cellular protein and its over-expression
modifies the cellular physiology [45]. Fourth, HERV may have integrated into
or adjacent to immune-related genes and provide a new promoter that
generates truncated proteins, or isoforms by alternative splicing. An example
is the HERV-CD5 endogenous retrovirus, located 8 kb upstream CD5 gene,

which generates an alternative transcript with CD5 [46-48]. Fifth, HERV can
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also influence neighbouring genes in an abnormal way. Presence of HERV-
K(C4) in the 9" intron of the C4 complement gene, which occurs in 70% of the
population, resulted in a reduction of C4B protein [49]. Sixth, HERV integration
may be considered as a genetic risk factor for AID, as reported for HERV-

K113 and patients with SS and MS [50].

C. SS and lymphoma

The methylation status of CpG islands of the pro-apoptotic death
associated protein kinase (DAPK) was studied by Tosos et al. in samples from
primary salivary gland lymphoma, the main SS associated lymphoma [51].
Surprisingly, the authors reported that demethylation of the DAPK gene
characterized the SS sub-group when compared to the non-SS sub-group that
are aberrantly hypermethylated. As a consequence, the tumor processes may

be different between both sub-groups.

V. Chromosome X and SS

In humans, females inactivate one of their two X chromosomes in each
cell in order to express X-linked genes at similar levels as males that have only
one X chromosome since most X-linked genes are not sex-specific [52]. The
active chromosome is referred to as Xa, whereas the inactive one is referred
to as Xi. The choice of which X chromosome to inactivate, the maternally-
derived or the paternally-derived, is a random choice made in somatic cells
early in development. As a consequence, in newborn females we observe a
mosaic of groups of cells with the maternally-derived X inactivated next to

groups of cells with the paternally-derived X inactivated. This pattern will be
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conserved throughout life since the daughter cells and all subsequent
generations will keep the same parentally-derived X chromosome inactive as

was chosen by its original ancestor cell.

X chromosome inactivation (XCI) originates on the long arm of the X at
position Xgl13.3 in an area of DNA referred to as the X-Inactivation Center
(XIC) that contains the 35kb human X-Inactivation Specific Transcript (XIST)
gene that yields a long processed RNA transcript of approximately 19 kb. The
XIST RNA does not appear to code for protein and remains in the nucleus
where it can repress the Xi by coating the contiguous chromosome and
recruiting proteins that further establish an inactive heterochromatic state.
Furthermore, stable Xi repression involves continuous activity of DNMT1, DNA
methylation, a series of histone modifications (hypoacetylation, methylation,
and ubiquitination), plus the accumulation of the repressor histone variant,
macroH2A. All these modifications contribute to formation of the
heterochromatic Xi structure, also referred to as the Barr body, which is
generally located at the periphery of the nucleus. The Xa chromosome (i.e.
euchromatin) assumes a more central location in the nucleus, similar to

autosomes, and remains active.

Several arguments suggest a role for the X chromosome in the
development of SS. The first, and indirect one, relates to the female
predominance in SS with a sex ratio of 9:1 between females and males. The
second one is related to the association between numerical abnormalities of

the X chromosome and SS since several reports of SS women with trisomy X
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(47,XXX) or a super female phenotype (mosaic of XXXXX/XXXX/XXX/XX/XO)
have been reported. On the other hand, the skewed XCI, (i.e. a significant
preferential inactivation of one parentally-derived X over the other) reported in
scleroderma was not observed in SS [53]. The recent observation that
increased demethylation of the Xi is associated with over-expression of the B-
cell co-stimulator CD40-ligand in CD4" T cells from women with SLE suggests
that this should be tested in SS [54]. Cumulatively, the possible involvement of
the X chromosome and related epigenetic defects in SS needs further

investigation.

V. RNA transcripts
A. MiRNA

MicroRNAs (miRNA) are genome-encoded 18- to 23-base-pair (bp)
RNAs that regulate gene expression at the post-transcriptional level. MiRNAs
are transcribed in the nucleus by RNA polymerase Il or Il forming long
preliminary transcripts which are cleaved by Drosha in the nucleus, exported
to the cytoplasm by exportin 5, processed by Dicer into mature miRNA
duplexes, and separated into single strands at the core of the multiprotein
RNA-induced silencing complex (RISC) by argonaut proteins to generate
miRNAs. It is generally accepted that miRNAs, by base pairing, bind the 3’
untranslated region (UTR) of specific messenger RNAs (mRNA) for
degradation or translational repression (Figure 2A). One third of the
transcriptome is suspected to be regulated by the 800-1,000 human miRNAs

since one MiRNA can alter the expression of hundreds of mMRNAs. MiRNAs
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regulate different cellular processes such as embryonic development, cell
differentiation, cell cycle, apoptosis, immune cell development, and immune
responses. One of the characteristics of miRNAs is that they are highly
resistant to degradation by RNases and can be isolated from biopsies and all
types of body fluids including plasma, saliva, urine, and exosomes thus

making miRNAs excellent biomarkers.

B. MiRNA in SS

To date, few studies on miRNAs have been conducted in SS patients.
According to Pauley et al., miR-146a and miR-155, two miRNAs up-regulated
in response to the adaptative immune response in multiple cell types, are
increased prior to disease onset in the salivary glands and in the peripheral
blood mononuclear cells (PBMC) from both SS patients and from the SS prone
mouse model C57BI/6.NOD-Aecl Aec2 [55]. MiR-146a is a master gene
regulator, activated by NF-kappaB, that controls the TLR/IFN pathway through
the TNF receptor-associated factor 6 (TRAF6), the IL-1 receptor associated
kinase (IRAK1), the signal transducer and activator of transcription 1 (STAT1),
and the interferon regulatory factor 5 (IRF5) [56]. Examination of miR-155
targets reveals an effect on the response of toll-like receptors and interleukin-1
receptors (TIRs) that are suspected to affect the immune response.
Interestingly, the FoxP3 transcription factor, which is over-expressed in T cells
infiltrating SS salivary glands (see above), has been shown to induce miR-155
expression. Another source of miR-155 may be salivary gland epithelial cells
since we have observed that cultured salivary epithelial cells from SS express
two fold more miR-155 than controls (Figure 2B). Two other miRNA, were also
tested revealing that miR-181a but not miR-150 was overexpressed in cultured
salivary glands from SS patients. MiR-181a participates in differentiation and
proliferation by targeting, respectively, an homeobox protein (Hox-Al1l) and

oncogenes (Tcl-1). Testing salivary gland biopsies from SS patients, lllei's
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group has observed that three miRNAs within the miR-17-92 cluster, miR-18a,
hsa-miR-19a, and hsa-miR-19b, were upregulated [57]. The miR-17-92 cluster
is crucial for T and B cell development and activation, and its over-expression
Is associated with a lymphoproliferative disease and an SLE-like disease with
antinuclear Abs and glomerulonephritis. Two targets have been characterized
for miR-17-92, the pro-apoptotic protein Bim and the tumor suppressor
(PTEN).

C. MiRNA in RA and SLE

Similar to SS, the expression of miR-146a and miR-155 is increased in
PBMC, and in fibroblast-like synoviocytes isolated from RA patients when
compared to healthy controls [58]. A correlation with RA disease activity was
observed for miR-146a and miR-16. In contrast, miR-146a is under-expressed
in PBMC from SLE patients and this under-expression negatively correlates
with disease activity, thus providing an explanation for the link observed
between interferon over-expression and miR-146a downregulation in SLE [11].
MIRNA analysis in SLE should not be restricted to miR-146a since the analysis
of PBMC from SLE patients has revealed nine up-regulated miRNAs (miR-21,
miR-61, miR-78, miR-142-3p, miR-189, miR-198, miR-298, miR-299-pp, and
miR-342) and seven down-regulated miRNAs (miR-17-5p, miR-112, miR-141,
miR-184, miR-196a, miR-383, and miR-409-3p). In kidney biopsies from SLE

patients, there are 66 miRNAs that are differentially expressed.

VI. post-translational modifications

A dysregulation of apoptosis is suspected to be involved in the early
stage of SS and autoAb production. Supporting this possibility is the presence
of histones, 52 kDa and 60 kDa Ro/SSA, La/SSB, and proteins relocated from
the nucleus to apoptotic blebs on the cell surface of early apoptotic cells.
Muller's group was the first to postulate that specific PTM histone

modifications during cell death may generate neo-epitopes [13]. Indeed,
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apoptosis-associated acetylation of histones H2B and H4 provides important
epitopes for pathogenic autoAbs in SLE, and administration of acetylated
peptides in lupus prone mice accelerated the disease, while non-acetylated
peptides are ineffective and phosphorylated peptides are protective. Similarly,
apoptosis and PTM have been proposed to influence 60 kDa Ro/SSA and
La/SSB autoimmunity [59]. In fact, when using sera from SS patients, the Ab
binding and the relative avidity is increased when La/SSB peptides
phosphorylated at Serine 367 are used instead of crude peptides [60].
Modifications such as phosphorylation, citrullinisation or oxidation influence 60
kDa R0/SSA peptide antigenicity, thus explaining why immunization with lipid
oxidized 60 kDa Ro0/SSA peptides increases the antigenicity and favors
epitope spreading to La/SSB, Ul-snRNP and Sm [61-62]. The preferential
recognition of the post-transcriptional forms of La/SSB by anti-La/SSB Abs in
SS was confirmed when using parotid glands from patients [63]. Then, as
demonstrated with citrullinisation in RA [64], it appears that apoptotic specific
PTM could influence autoimmunity at different levels: initiation of
autoimmunity, autoAb production with epitope spreading, and production of

pathogenic autoAb. Such a hypothesis warrants further investigation.

VII. Conclusion
While our current knowledge is limited of how epigenetic modifications

may influence the course of SS, epigenetic studies will undoubtedly help to
understand SS features: age-related development, female predominance,

geolocalization, cycles of flare and remission, association with lymphoma, and
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so forth. In addition, the reversible nature of epigenetic modifications offers the
opportunity to identify target sites with potential impact on the prevention or
progression of AID (Table 1). However, the revolution of epigenetics in AID
and in SS [65] needs new collaborations between researchers from different
research areas and the creation of the Brest Epigenetic task force during the
Xth International Symposium on Sjogren's syndrome, 1-3 October 2009, Brest,

France, will serve this purpose [66].
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LEGENDS TO THE FIGURES

Figure 1:

Figure 2:

Detection of human endogenous retrovirus transcript s in
salivary glands from primary Sjogren’s syndrome (SS )
patients. A- Using the online basic local alignment search tool

(BLAST) provided by ensemble (http://www.ensembl.org/Multi/

blastview), the HERV-E 4.1 sequence yielded several elements
over the whole genome including a copy from 19p13.1 showing
100% identity to the 4.1 clone. B- Detection of HERV-E transcripts
in salivary glands from SS patients by RT-PCR using HERV 4.1,
HERV-Mid1 and HERV-LTR7 specific primers. Details have been

described previously [42].

MIRNA in epithelial cells isolated from p  rimary Sjogren’s

syndrome (SS) salivary glands. A- A schematic diagram
illustrating how mMIRNAs can potentially modulate mRNA
degradation and translation through interactions with the 3' UTR.
B- A quantitative PCR expression analysis of three miRNAs (miR-
150, miR-155 and miR-181a) in epithelial cells cultured from six
SS patients and six controls reveals that the expression levels of
miR-155 and miR-181a were significantly higher in SS. Results,
normalized to the house keeping miR-RNU48, are expressed
relative to controls and there is no significant difference in the

expression of miR-150.
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Table 1: Epigenetic abnormalities reported in three autoimmune diseases:
Sjogren’'s syndrome (SS), systemic lupus erythematss (SLE), and
rheumatoid arthritis (RA).

Autoimmune diseases

SS SLE RA

DNA hypomethylation

CD4+ T cells Yes [22] Yes [21] Yes [15]

Senescent CD4+ CD28- No [29] No [23] Yes [23]

Pre-Treg CD4+ CD25- (Yes ?) Yes [24] No

Foxp3+

B cells ? Yes [40] ?

MiRNA

miR-146a Upregulated Downregulate  Upregulated [51]
[48] d [51]

miR-155 Upregulated unaffected Upregulated [51]
[48]

miR-17-92 Upregulated unaffected ?
[50]

miR-181a Upregulated Upregulated ?

[Fig 2] [59]

X chromosome

Skewed XCI No [46] No [46] Yes [46]

CDA40L expression on the ? Yes [47] ?

inactive X

MECP2 polymorphism ? Yes [4] No
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Interaction entre les cellules épithéliales et les
lymphocytes dans le syndrome de Gougerot-Sjogren

Article 3: In Sjogren’s syndrome, B lymphocytes induce epithelial cells of
salivary glands into apoptosis through protein kinase C delta activation.

1. Le contexte et les objectifs

Comme décrit dans lintroduction, le SGS se caractérise principalement par une
sécheresse au niveau de la bouche et des yeux. Physiologiquement, cela s’explique
partiellement par linfiltration des glandes exocrines (salivaires et lacrymales) par des
cellules immunitaires, principalement des lymphocytes T (LT) et B (LB). Cela conduit
a la mort programmée des cellules épithéliales (CE) et par conséquent, a la

destruction des glandes et a la perte de la fonction sécrétoire.

L'objectif de cette étude est de mieux comprendre l'effet des interactions entre les

CE et les lymphocytes, grace a un modele in vitro.
2. La démarche expérimentale

Nous avons utilisé comme modele d’étude de CE la lignée HSG (Human Salivary
Gland). Ces cellules sont issues d'un carcinome irradié de la glande sous-
mandibulaire humaine (Shirasuna et al, 1981). Elles présentent des propriétés des
cellules ductales des canaux excréteurs et reproduisent des caractéristiques

observées lors du SGS in vivo (revue par Kulkarni et al, 2006).

Les cellules HSG ont été co-cultivées pendant 24 heures avec des LB et des LT
d’amygdale. Dans un premier temps, Nous Nous sommes intéressés a l'importance
du contact entre ces cellules grace a des cultures en transwell. Puis, nous avons

mesuré l'effet des lymphocytes sur la survie des CE, grace au marquage des cellules

98



par de I'annexine V et de l'iodure de propidium et analyse par cytométrie en flux. Les

cellules négatives pour ces deux marqueurs ont été considérées comme vivantes.

Dans un deuxiéemement temps, nous nous sommes intéressés aux voies de
signalisation et plus particulierement aux voies Fas et protéine kinase C delta
(PKCDd). Les CE ont été pré-incubées avec des inhibiteurs des voies Fas (ZB4) ou
PKCd (rottlerine) avant la co-culture. Leur survie a ensuite été analysée par
cytométrie en flux. Par ailleurs, nous avons étudié I'activation de la PKC9, d’'une part,
en la localisant dans les cellules grace a un anticorps spécifique et analyse par
microscopie confocale et d’autre part, par Western-blot, aprés avoir obtenu les
fractions sub-cellulaires des cellules. L’activation d’autres molécules comme la
caspase 3, la poly (ADP-ribose) polymérase (PARP) et I'histone H2B a également
été analysée par Western-blot.

Dans un troisieme temps, sur des coupes de GS pathologiques, nous avons localisé
in situ la PKC® au niveau des CE infiltrées par des lymphocytes, par microscopie

confocale.
3. Les résultats et discussion

Dans la premiére partie des expériences, nous avons remargqué que les lymphocytes
induisent la mort par apoptose des CE aprés 24 heures de co-culture, et que le
contact entre les cellules est important dans ce phénomene. En effet, il n’y a pas de
variation dans la survie des CE lorsqu’elles sont placées dans le compartiment
inférieur de la chambre de transwell et que des lymphocytes sont placés dans le
compartiment supérieur. Par contre, nous constatons une diminution de la survie des
CE lorsquelles sont en contact direct avec des lymphocytes, diminution
proportionnellement corrélée au ratio lymphocytes/CE. L’effet est plus prononcé avec

les LB par rapport aux LT.

La premiére voie de signalisation étudiée dans les CE en co-culture est celle de Fas.
La pré-incubation des cellules avec des doses croissantes de linhibiteur de la voie

Fas, ZB4, a restauré une partie de la survie des cellules co-cultivées avec les LT, de
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maniére dose-dépendante. Cela suggere donc que la voie Fas intervient dans
'apoptose des CE induite par les LT. Cependant, elle ne semble pas impliquée dans
celle induite par les LB puisque le ZB4 n’a pas inhibé de maniere significative la mort
des CE induite par les LB. Matsumura et al (2000) ont démontré que Fas est
faiblement exprimé constitutivement par la lignée HSG en culture, mais que son
expression est augmentée apres stimulation par I'lFNy ou le TNFa. L'effet de ZB4
sur les cellules co-cultivées avec les LT indique cependant que la voie Fas est
majoritairement induite par ces LT, connus pour exprimer le ligand de Fas (FasL) a
leur surface et sécréter de I'lFNy et du TNFa.

La deuxieme voie de signalisation étudiée est celle de la PKCS. L’'analyse par
cytométrie en flux des CE apres pré-incubation par la rottlerine, indique que la mort
induite par les LB est inhibée. La rottlerine inhibe l'activation de la PKCd en
'empéchant d'étre transloquée dans le noyau. En effet, la PKCd est impliquée dans
'apoptose, apres son clivage par les caspases et sa translocation dans le noyau de
la cellule (DeVries et al, 2002, DeVries-Seimon et al, 2007). Par ailleurs, la détection
intracellulaire de la kinase par microscopie confocale confirme ces résultats. D’une
localisation cytoplasmique a I'état basal, elle devient nucléaire lorsque les CE sont au

contact des LB. Cette translocation est inhibée par la rottlerine.

Une analyse plus précise des voies de signalisation a été réalisée par Western-blot,
a partir des fractions sub-cellulaires des CE (membranes et organites, cytoplasme et
noyau). A I'état basal, sans co-culture, la PKC® se trouve entiére dans le cytoplasme
des CE. Au contact des LB, deux fragments de la protéine sont détectés, dont le plus
petit (le fragment catalytique actif) s’accumule dans le noyau. Cela s’accompagne
par I'activation de la caspase 3, aussi retrouvée clivée dans la fraction nucléaire et
qui va a son tour activer la PARP en la clivant. Ce résultat est confirmé par Datta et
al (1996) et Jimenez et al (2002) qui démontrent respectivement que la caspase 3,
responsable du clivage de la PKC9, est activée ainsi que la PARP, dans les CE des
GS au cours du SGS. Par allleurs, la translocation nucléaire de la PKCd est corrélée
avec la phosphorylation de I'histone H2B sur la sérine 14 dans le noyau. Cela est

aussi confirmé par I'étude de Mecklenbrauker et al en 2004.

100



Finalement, la détection de la PKC® sur des coupes de GS pathologique indique une
localisation variant selon I'environnement des CE. En effet, au niveau des CE
ductales entourées de LB, le marquage ponctué de la PKC® fait penser a une
localisation nucléaire de celle-ci. Par contre, lorsque les CE sont entourées par des
LT, ou en absence d’infiltrat lymphocytaire, le marquage est plus diffus, indiquant une
localisation cytoplasmique de la PKCd. Ainsi, au cours du SGS, la mort des CE

induite par les LB pourrait privilégier cette voie de signalisation.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Available online 7 October 2011 Sjogren's syndrome (SS) is a chronic autoimmune epithelitis associated with diffuse lymphocytic infiltration
that varies in composition and differs according to lesion severity. T lymphocytes have been viewed as com-

KeyWDTdSI petent in their own right in the destruction of epithelial cells, whereas B lymphocytes that predominate in

Sjogren's syndrome severe lesions have never been implicated in direct tissue damage. Using co-culture experiments with

B lymphocyte
Apoptosis
Epithelial cells

human salivary gland (HSG) cell line cells and tonsilar B lymphocytes, we observed that direct HSG cell-B
lymphocyte contacts were able to induce apoptosis in epithelial cells. This B lymphocyte-mediated cell
death could not be ascribed to Fas-Fas ligand interactions but required translocation of protein kinase C
delta (PKC ) into the nucleus of epithelial cells. Ultimately, activation of PKC resulted in histone H2B phos-
phorylation on serine 14 and poly (ADP-ribose) polymerase cleavage. Our results suggest that B lymphocytes
infiltrating the SGs of patients with SS could evoke epithelial cell apoptosis.

© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.
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parenchymal tissue. This disorder may develop alone, as primary SS,
or against a background of connective tissue disease, as secondary
SS. Damage of the exocrine cells accompany lymphocyte infiltrates
of the ductal epithelial cells (ECs), and results in oral and ocular dry-
ness [2]. However, these aggregates evolve from wild to focal, and
from focal to diffuse, and vary in composition according to the sever-
ity of the disease.

In the SGs, activation of ECs [3] promotes lymphocyte settle-
ment and infiltration. Here, T lymphocytes, of which the majority
are CD4*, predominate over B lymphocytes. On the other hand, anti-
gen-presenting cells (APCs), such as macrophages and dendritic cells
consist of a minority of infiltrating cells. Of note is, however, that
they are detectable even in wild lesions. Furthermore, the number
of T lymphocytes correlates inversely with the infiltration grade and
focus score, whereas those of B lymphocytes and macrophages in-
crease in proportion [4]. Consequently, total T-CD4" lymphocytes
predominate in wild lesions, whereas B lymphocytes substitute for
them along with the severity. This view confines their role to the pro-
duction of antibody (Ab) and, following proliferation of one clone [5],
restricted to the secretion of a monoclonal Ab (mAb).

Most of the studies have hitherto been concentrated on the
role of CD4™ T lymphocytes in tissue destruction [6], neglecting po-
tential damage accounted for by the B lymphocytes [7]. Thus, T lym-
phocytes induce ECs into apoptotic death through the release of
proteases, or via the insertion of the Fas ligand (Fas L) of activated
CD4* T lymphocytes into the Fas receptor harbored by the target
ECs [8]. Accordingly, agonistic anti-Fas Ab promotes apoptosis of
cultured ECs. The unstimulated human SG (HSG) duct cell line
cells that we used in the present study express low levels of Fas,
this is upregulated by interferon (IFN)-y and tumor necrosis factor
(TNF)-o.. Apoptosis induced by the CH11 anti-Fas mAb is subse-
quently exaggerated [9].

The delta isoform of protein kinase C (PKC6) has also been impli-
cated in regulation of apoptotic cell death in ECs [10]. Its activation
is triggered by tyrosine phosphorylation, and followed by trans-
location from the cytoplasm to the nucleus [11]. Pre-treatment
with rottlerin prevents nuclear accumulation of PKC5, suggesting
that, for its nuclear translocation to occur [12], some degree of kinase
activity is required. In the nucleus, PKC6 encourages apoptosis by
phosphorylating multiple proteins, such as lamin B which is degrad-
ed [13] or histone H2B which is phosphorylated at serine 14. These
events condense the chromatin [14] and fragment the nucleosomal
DNA [15].

Thus, T lymphocytes have long been viewed as competent in their
own right by destroying ECs by cell-mediated mechanisms. A wealth
of evidence support now that B lymphocytes solicit their help from T
lymphocytes, release a number of cytokines [7], and serve as APCs.
However, there are no studies on the direct effect of B lymphocytes
on EC apoptosis within the SGS of patients with SS.

2. Material and methods
2.1. Cell preparations

HSG cell line cells were incubated in Dulbecco's modified Eagle's
medium (Lonza, Verviers, Belgium) supplemented with 10% fetal
calf serum (FCS), 2 mM L-glutamine (Invitrogen, Carlbad, CA),
100 p/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin (Panpharma, Fougeres,
France) and 1% non-essential amino acids (Sigma-Aldrich, Saint-
Louis, MO).

Tonsils were collected from five children undergoing routine ton-
sillectomy, and their mononuclear cells isolated by a 30-minute
1800-rpm centrifugation on Ficoll Hypaque (PAA, Pasching, Austria).
These were then incubated with neuraminidase-treated sheep red
blood cells for 90 min at 4 °C, layered onto Ficoll-Hypaque and cen-
trifuged for another 30 min at 1800 rpm. B and T lymphocytes were

isolated from sheep red blood cells using ACK solution, and T lympho-
cytes further-purified using the Easy-Sep human T lymphocyte en-
richment kit (StemCell Technologies, Grenoble, France).

Biopsy specimens of SGs were obtained from patients who ful-
filled the American-European Consensus Group criteria for primary
SS [16] and displayed a focus score>3 [17]. All patients and donors'
parents gave informed consent, and the study was approved by our
Ethics Committee.

2.2. Co-culture of B- and T-lymphocytes with HSG cells

HSG cells were seeded into 96-well flat-bottomed culture plates.
Once they were grown to confluence, 1.5x10° B or T lymphocytes
were added in 1 ml RPMI-1640 medium (Lonza) supplemented
with 10% FCS, 2 mM L-glutamine, and antibiotics. To avoid allogenic
response and long-term culture artifacts, cells were collected 24 h
later. Viability of HSG cells was assessed by using fluorescein isothio-
cyanate (FITC)-labeled annexin V and propidium iodide (PI). To con-
struct the dose-effects curves, HSG cells were distributed into two
series of three aliquots. In the first three aliquots, there were one,
five and 10 B lymphocytes, respectively, for one HSG cell, and in
the three aliquots one, five and 10 T lymphocytes, respectively, for
one HSG cell. Transwells (Corning, Corning, NY) enabled to verify
whether cell-cell contacts were discernable or not. To address this
issue, confluent HSG cells were placed in the lower chamber and B-
or T-lymphocytes in the upper.

2.3. Stimulation of HSG cells

In order to determine the implication of Fas in the signaling path-
way, HSG cells were incubated with 0 to 10 pug/ml of the ZB4 anti-Fas
mAb (Beckman Coulter, Villepinte, France) for 1 h at 37 °C. The entry
of PKC5 into the nucleus was blocked by treatment with 50 pM rottle-
rin (Sigma-Aldrich) for 30 min at 37 °C before being added to the
lymphocyte in culture.

2.4. Immunofluorescence staining for PKC6 location

Co-cultured HSG cells and B lymphocytes were stained with an
anti-PKCd mADb from BD Biosciences (Franklin Lakes, NJ) and a rabbit
anti-CD20 polyclonal Ab (pAb) from Thermo Scientific (Waltham,
MA). The former Ab was revealed by an FITC-conjugated donkey
anti-mouse pAb, and the latter by a rhodamine Red-X-conjugated
donkey anti-rabbit pAb (both from Jackson ImmunoResearch, West
Grove, PA).

2.5. Subcellular proteome extraction

HSG cells in culture were separated from B cells using the Biomag
goat anti-mouse IgG kit, according to the Qiagen's instructions
(Hilden, Germany). Briefly, co-cultured HSG cells and B lymphocytes
were incubated with mouse anti-CD19 mAb (Beckman-Coulter) for
30 min at 4 °C. Then, magnetic beads coated with goat anti-mouse
IgG pAb were added, and HSG cells eluted, whereas the B lympho-
cytes were retained in the magnetic separator.

After isolation, non-denaturated cytoplasmic, membrane, and
nuclear extracts were prepared from HSG cells, cultivated alone or
with B lymphocytes using the ProteoExtract Subcellular Proteome
Extraction kit according to the Calbiochem's instructions (Darmstadt,
Germany). The cell fractions were harvested separately. The protein
concentrations were measured with the Quanti-Assays kit (Invi-
trogen). The fractions were then resolved by 10% sodium dodecyl
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis, and transferred to a
polyvinylidene difluoride membrane (GE Healthcare, Buckingham,
England). After blocking of unbound sites with 5% non-fat milk in
10 mM Tris 0.1% Tween-20, the membrane was probed with one
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of the following nine Abs: mouse anti-B-actin mAb (Abcam,
Cambridge, United Kingdom), mouse anti-PKC6 mAb (BD Biosci-
ences, Grenoble, France), mouse anti-PKCd mAb (Santa Cruz Biotech-
nology, Santa Cruz, CA), rabbit anti-P-cadherin pAb (BD Biosciences),
rabbit anti-CD20 pAb (Thermo Scientific, Philadephia, PA), rabbit
anti-histone H3 pAb (Abcam), mouse anti-phosphorylated serine
14 of histone H2B mAb (Millipore, Billerica, MA), mouse anti-caspase
3 mAb (Cell Signaling, Danvers, MA), or mouse anti-poly (ADP-
ribose) polymerase (PARP) mAb (Roche, Mannheim, Germany).
The membranes were washed with buffer, incubated with secondary
horseradish peroxidase (HRP)-conjugated goat anti-mouse IgG pAb
(Beckman-Coulter), or HRP-conjugated donkey anti-rabbit IgG pAb
(Jackson ImmunoResearch), and analyzed using the enhanced
chemiluminescence system Kkit.

2.6. Immunofluorescence staining of SGs

OCT-embedded (Miles, Naperville, IC) SG biopsy specimens were
snap-frozen in isopentane. From the blocks, 4 um-thick cryostat sec-
tions were cut and mounted onto poly-L-lysine-coated slides. The
slides were incubated for 40 min at room temperature with mouse
anti-PKC6 mAb, along with either goat anti-CD20 rabbit pAb or
with rabbit anti-CD3 pAb (Neomarker, Fremont, CA). After three
washes in phosphate buffered saline (PBS), they were incubated for
another 40 min with tetramethyl rhodamine isothiocyanate
(TRITC)-conjugated donkey anti-mouse IgG pAb (Jackson ImmunoR-
esearch), followed by FITC-conjugated donkey anti-rabbit IgG pAb in
PBS supplemented with 2% donkey serum (Sigma-Aldrich). After five
rinses, the sections were fixed with 4% cold paraformaldehyde and
analyzed with the TCS-NT Leica confocal imaging system (Leica
Microsystems, Wetzlar, Germany). TRITC-conjugated donkey anti-
mouse IgG pAb FITC-conjugated donkey anti-rabbit IgG alone
(Rockland, Gilbertsville, PA) served as negative controls, and did
not show any background fluorescence.

2.7. Statistical analysis

All results were expressed as the mean 4+ standard deviation.
Comparisons were made using the Mann-Whitney U test for un-
paired data.

3. Results
3.1. Apoptosis of HSG cells in the presence of B and T lymphocytes

After a 24-hour co-culture with lymphocytes, apoptosis of HSG
cells was FACS analyzed using the FITC-annexin V/PI double-staining
technology. There appeared to have been upregulation in the pres-
ence of B or T lymphocytes. However B lymphocytes were two-fold
more potent inducers of HSG cell apoptosis than T lymphocytes
(Fig. 1A). Interestingly, cell-cell contacts were necessary for B-, as
well as T-lymphocyte-induced HSG cell apoptosis, since no apoptosis
was observed when normal B or T lymphocytes were placed in the
upper chamber with HSG cells in the lower chamber of the transwell
(Fig. 1A).

3.2. B lymphocyte-induced apoptosis of HSG cells is not mediated by
Fas/FasL

Since HSG cells express low levels of Fas at baseline [9], an
approach to Fas-FasL interactions was to pre-incubate them with
the antagonistic ZB4 anti-Fas mAb. ZB4 T lymphocyte-induced apo-
ptosis of the HSG cells was slightly diminished, and yet it exerted
no effects on B lymphocyte-induced apoptosis (Fig. 1B). This data
indicates that, unlike T lymphocytes, B lymphocytes do not pro-
mote the Fas/FasL interactions.

3.3. B lymphocyte-induced apoptosis of HSG cells implies translocation of
PKCo location into the nucleus

Apoptotic program in ECs of SGs has also been claimed to involve
PKC5 [10]. We thus wanted to verify if kinase translocates into the
nucleus after co-culture of HSG cells with normal B lymphocytes
(Fig. 2A). PKC6 was seen outside the nucleus in the absence of B lym-
phocytes, but it moved inside the nucleus (in green) in their pres-
ence. Pre-treatment of HSG cells with rottlerin (which prevents
location of PKC6 in the nucleus), retained PKCS in the cytoplasm. As
a result, B lymphocyte-induced apoptosis of HSG cells was inhibited
when epithelial cells were pre-treated with rottlerin (Fig. 2B). In
order to explore the molecular mechanisms underlying apoptosis
promoted by B lymphocytes, HSG cells were isolated by negative
cell-sorting and subjected to subcellular fractionation. The 78-kDa
PKCd was cleaved in the presence of B lymphocytes and its 45-kDa
fragment transported into the nucleus (Fig. 3). Since PKCS cleavage
has been ascribed to caspase 3 [18], the activation of this enzyme
was determined, and indeed the 35-kDa caspase 3 activation into
17-kDa fragments took place within the nuclear fraction in the pres-
ence of B lymphocytes, along with the cleavage product of PARP
(Fig. 3A).

3.4. Nucleus translocation of PKC6 induces H2B phosphorylation

Association of PKCS translocation to the nucleus and cell death
raises the issue of the apoptosis-generating nuclear targets for PKCS.
The most readily accessible substrates for PKCS in the nucleus are
the histones. These are all the more credible as, when phosphorylated
on their serine 14, histones H2B are known to be associated with
apoptosis [19]. We therefore reasoned that B cell-induced apoptosis
might reflect the ability of PKCS to phosphorylate histones H2B. It
appeared that serine 14 of histones H2B was indeed phosphorylated
in the nucleus of HSG cells in the presence of B lymphocytes (Fig. 3).

3.5. PKC6 in the nucleus of those ECs which are surrounded by B
lymphocytes

Interestingly, distinct profiles of lymphocyte infiltrates have been
described within the SGs of SS patients. Do B lymphocyte infiltrates
govern PKCS location in the nucleus of ductal ECs? As a attempt to
clarify this point, SG tissue sections were examined by immunofluo-
rescence for the presence of lymphocytes (Fig. 4). When ductal ECS
were surrounded by B lymphocytes (Fig. 4, box 1), PKC5 was seen
as a punctuate staining within the nucleus. In contrast, when ductal
ECs were surrounded by T lymphocytes (Fig. 4, box 3), or when
there was no lymphocyte infiltrate (Fig. 4, box 2), PKC5 remained
in the cytoplasm. Consequently, in primary SS, ductal ECs apoptosis
might be directly caused by B lymphocyte infiltrates through the
activation of PKCd.

4. Discussion

Apoptotic death of ECs has been described as mediated by three
different mechanisms [8]. Firstly, ECs may be intrinsically activated
and kill themselves by membrane folding through autocrine Fas/FasL
interactions. Secondly, ECs may interact with neighboring T lympho-
cytes and undergo apoptosis, again through Fas/ FasL interactions.
Thirdly, activated cytotoxic CD4" and CD8™ T lymphocytes may re-
lease perforine and granzyme B from granules, with the ensuing
activation of the caspase cascade [20-22]. AutoAbs to muscarinic re-
ceptors [23] may further alter the function of exocrine glands. Addi-
tionally, an altered balance between matrix metalloproteinases and
their inhibitors are associated with acinar damage [24,25]. Our data
reinforces the implication of T lymphocytes on EC apoptosis, but
this is the first time that a role for Fas-independent B lymphocyte-
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mediated apoptotic pathway is established. This process requires B
lymphocytes to HSG cells interaction, induces caspase 3 activation,
translocates PKCS into the nucleus, promotes the phosphorylation of
histone H2B, and results in apoptosis of ECs.

Such a pathway, associating caspase 3 activation and PKCS cleav-
age, has previously been described in primary rat acinar cells from
the parotid and submandibular glands after treatment with etoposive,
a DNA-damaging agent, or with brefeldin A, a Golgi toxin. Jimenez
et al. also detected the presence of activated caspase 3 and the cleav-
age product of PARP in the SGs from 15 SS patients and five normal
controls [26]. They found that, compared with controls, the degree of
activated caspase 3 was stronger and the amount of cleaved PARP
higher in the acinar and ductal ECs of 13 of their 15 SS patients. How-
ever, this apoptosis was unrelated with the predominant type of infil-
trating T or B lymphocytes.

T lymphocytes have long occupied the central stage of the debate
on the type of lymphocytes involved in the pathophysiology of SS.
The relevance of B lymphocytes has however been emphasized
and new insights into their functions revealed. B-lymphocyte de-
rived cytokines, including IFN-y and IL-6 are likely to serve as effec-
tors [24]. Given the kinetics of B-lymphocyte generation and their
cytokine profile, T helper 1 phenotype may even be imprinted by
effectors 1 cells through their expression of interleukin (IL)-2 and
IFN-v by B lymphocytes [27].

Furthermore, B lymphocytes act as APCs [28], behave as autopha-
gic cells to bridge the gap between innate and adaptive responses
[29] and regulate the formation of germinal centers (GCs) via the

production of lymphotoxins [30]. In the SGs of patients with SS,
they settle as aggregates and conventional GCs that do not exclude
autoreactive B lymphocytes [31]. As a consequence, these cells hold
promise as the therapeutic targets.

Several trials with anti-CD20 mAb [32] and others [33] have been
launched in primary SS. Clinical benefits were reported, although
the underlying mechanisms were incompletely understood. They cor-
related with a decline in the number of B lymphocytes, including
those infiltrating the SGs [34], but not with a reduction in the levels
of most autoAbs [35-37]. Our results suggest that B lymphocyte de-
pletion within the SGs could favor a decrease in ECs apoptosis and
hence improve exocrine gland destruction.

Mechanisms involved in EC death induced by interaction with B
lymphocytes through PKCS activation require further investigation.
The role of PKCs in apoptosis is controversial with data supporting
both pro- and anti-apoptotic functions. For example, PKCa seems to
be essential for the survival of ECs and in the absence of PKCa activity
apoptosis is initiated [10]. Such apoptosis can be prevented by an in-
hibitory form of PKC$, indicating that, under these precise conditions,
apoptosis requires also PKC9. In fact, PKCo and PKCS display recipro-
cal functions in ECs, with PKCa functioning as a survival factor, while
PKCS acts rather as a trigger for apoptosis. It is interesting in this
regard that Mecklenbrduker et al. showed that treatment of B lym-
phocytes with the potent survival agent for B-cell activating factor
belonging to the TNF family (BAFF) prevents nuclear accumulation
of PKC6 [38]. BAFF appears to be implicated in pathophysiological
mechanisms that occur in the exocrine glands [39]. Constitutive



256 M.-M. Varin et al. / Autoimmunity Reviews 11 (2012) 252-258

HSG cells +
B lymphocytes -
Rottlerin -

B

100 ~

80

60

40

Survival of HSG cells | (%)

20 A

0_

HSG cells + +
B lymphocytes - -
Rottlerin - +

+ +
+ +
- +

+ +

+ +

- +

Fig. 2. B lymphocytes-initiate apoptosis of HSG cells through the translocation of PKC-6 into the nucleus. A — These cells were stained in green by FITC-anti-PKC& mAb and B lym-
phocytes in red by TRITC-anti-CD20 pAb. To block translocation of PKCb into the nucleus, HSG cells were pretreated with 50 uM rottlerin before co-culture with B lymphocytes.

B — HSG cell survival was quantitated by FACS using FITC-annexin V and PI as above.

synthesis of BAFF by ECs does not distinguish the SGs from patients
with SS, inasmuch as BAFF was also detected in those from normal
controls [40]. However, levels of BAFF were higher on the plasma
membrane of patients' ECs and also in their culture supernatants,
compared with healthy individuals. The increased expression of
BAFF by ECs might then activate self-reactive B lymphocytes in SS
which need BAFF for their survival. In return, the decrease of BAFF
on ECs, due to its capture by infiltration B lymphocytes, could favor
PKCS activation and EC apoptosis. Consequently, links between B
lymphocytes and ECs would be crucial in sustaining the autoimmune
process in SS.

Take-home messages

* The epithelial cells of exocrine glands from patients with Sjogren's
syndrome are induced into apoptosis by B lymphocytes.

* The results of transwell experiments indicate that cell-cell contacts
are absolutely necessary to reproduce this damage.

* Intra-glandular apoptosis is not accounted for by Fas-Fas ligand
interactions.

* Once translocated into the nucleus, the pyruvate kinase C delta in-
duces phosphorylation on histones H2B.
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The efficacy and safety of Belimumab in the treatment of active systemic lupus erythematosus. Results from the BLISS-76 study

Belimumab is a human IgG1\ monoclonal antibody that binds soluble human B lymphocyte stimulator (BLyS, also known as BAFF). Overex-
pression of BLyS has been observed in systemic lupus erythematosus (SLE) and correlates with increased SLE disease activity and elevated
anti-double straned DNA (anti-dsDNA) antibodies concentrations.

The BLISS-76 study group (Arthiritis Rheum 2011; 63:3918-30) performed a phase III, multicenter, randomized, double-blind, placebo con-
trolled trial in order to assess the efficacy/safety of Belimumab plus standard therapy in patients with active SLE.

In this study 819 SLE patients with score >6 on the safety of Estrogens in Lupus Erythematosus National Assessment (SELENA) version of the
SLE Disease Activity Index (SLEDAI) were randomized in a 1:1:1 ratio to receive 1 mg/Kg, 10 mg/kg Belimumab or placebo plus the standard
therapy every 28 day for 72 weeks. Patients with severe nephritis and severe central nervous system involvement were excluded.

The primary efficacy end point was the SLE Responder Index (SRI) response rate at week 52 defined as a >4-points reduction in SELENA-SLE-
DAI score, no new British Isles Lupus Assessment Group (BILAG) A organ domain score and no more than 1 new BILAG B score, and no wors-
ening in physician’s global assessment score vs baseline. The major secondary end point was the SRI response rate at 76 weeks.
Belimumab 10 mg/kg plus standard therapy met the primary efficacy end point, the SRI response at week 52 compared to placebo was 43,2%
vs 33,5% (p=0.017). The risk of severe flares over 76 weeks (based on modified SLE flare Index) was reduced with 1 mg/kg Belimumab (34%,
p=0.023). The incidence of adverse events (AE), including severe and serious AE was comparable across groups. Infusion reactions were mo-
re common with Belimumab than placebo (16% vs 10%) with no apparent dose relation. Non anaphylaxis was reported.

In conclusion, Belimumab plus standard therapy improved SRI response rate, reduced SLE disease activity and severe flares and was well tol-
erated in patients with SLE.

Luca Iaccarino
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RESUME

Obijectifs

Bien que BAFF et BR3 soient produits et exprimés par de nombreuses
cellules, leur réle n'a été démontré que sur la lignée lymphocytaire. Ayant
démontré I'expression de BR3 a la surface de cellules épithéliales (CE) des

GS nous avons essayé de comprendre son role fonctionnel.

Matériel — Méthodes

La présence de BR3 a été confirmée par différentes techniques (RT-
PCR, immunofluorescence indirecte, FACS) sur la lignée épithéliale HSG, des
biopsies de GS de témoins et de patients atteints d’'un syndrome de Gougerot-
Sjogren ainsi que sur leurs CE en culture. BR3 a été neutralisé en culture par
incubation avec un anticorps (Ac) bloguant ou par transfection avec un ARN
inhibiteur spécifique (SiBR3), puis la survie des CE a été évaluée. Enfin, I'effet

de difféerents Ac anti-BAFF a été analysé.

Résultats

Les CE expriment BR3 et produisent BAFF. Le blocage de BRS3
favorise l'apoptose des CE "in vitro". Cette apoptose se traduit par la
translocation nucléaire de la PCKd. La neutralisation de BAFF par des Ac anti-
BAFF aboutit & des effets différents selon I'Ac utilisé suggérant que seules

certaines formes de BAFF permettent la survie des CE en se fixant a BR3.

Conclusion

Notre étude démontre pour la premiéere fois le réle de BR3 dans la
survie des CE en culture. Elle suggére également que seules certaines formes

de BAFF sont impliquées dans les effets fonctionnels observés.

103



INTRODUCTION

La cytokine BAFF a été identifite comme indispensable au
développement et a la différenciation des lymphocytes B (LB) (Schneider et al,
1999; Moore et al. 1999). Elle agit par interaction avec trois récepteurs
différents, BR3 (ou BAFF-R) (Thompson et al, 2001), TACI (von Bilow et al.,
1997) et BCMA (Laabi, 1992).

BAFF est exprimé dans les organes lymphoides par différents types
cellulaires (Schneider et al, 1999). L'ARNmM de BAFF est mis en évidence dans
les monocytes, les macrophages, les cellules dendritiques, les lymphocytes T
(LT) et les polynucléaires neutrophiles (Huard et al., 2004; Nardelli et al.,
2000). De plus, la synthese de BAFF peut étre induite dans les monocytes, les
macrophages et les cellules dendritiques aprés activation par des cytokines
comme linterferon (IFN)-a, I'lEN-y, I'lL-10 et le CD40L (Litinskiy et al, 2002).
Les cellules dendritiques folliculaires ont également été identifieces comme
source possible de BAFF (Hase et al., 2004) et une faible production a été
observée dans les LT activés (Huard et al., 2004). De plus, les cellules
stromales de la moelle osseuse produisent massivement du BAFF afin de

maintenir 'homéostasie des LB (Gorelik et al., 2003).

Enfin, BAFF est décrit dans différentes pathologies. En effet, les LB de
leucémie lymphoide chronique produisent BAFF (Kern et al., 2004) et des
quantités élevées de BAFF soluble sont trouvées dans le sérum des patients
souffrant de myélome (Mareaux et al., 2004). De méme, des niveaux élevés
de BAFF sont observés dans le sérum de patient atteints de maladies
autoimmunes comme le lupus eérythémateux disséminé, la polyarthrite
rhumatoide et le syndrome de Gougerot-Sjogren (SGS) (Pers et al., 2005).
Dans le SGS, les LB et LT présents dans l'infiltrat produisent BAFF (Daridon et
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al., 2007) et de facon plus surprenante, les astrocytes au cours de la sclérose

en plaque se révelent sécréteur de BAFF (Krumbholz et al., 2005).

Parmi les récepteurs de BAFF, BR3 est le plus spécifique. Bien que
majoritairement exprimé par les LB matures, des expériences de Northern-Blot
ont détecté 'ARNm de BR3 dans la rate, les ganglions, le thymus, les
poumons et les testicules (Thompson et al, 2001; Yan et al, 2001). BR3 est
également présent a la surface des LT CD4" et CD8" (Yan et al., 2001) et
différentes lignées de lymphome I'expriment (Kern et al., 2004). Enfin au cours
du SGS, nous avons observé que les LB de l'infiltrat expriment BR3 alors qu'il
est absent de la surface des LT (Daridon et al., 2007). De facon étrange, nous
avons également démontré la présence de BR3 sur les CE sans pouvoir

expliquer les raisons de son expression.

Moutsopoulos définit le SGS comme une épithélite auto-immune
(Skopouli, 1994). En effet, l'activation des cellules épithéliales (CE) est
considérée comme le processus immunopathologique principal du
développement du SGS. Ces cellules expriment I'HLA de classe IlI, constituant
un pool de cellules présentatrices d’antigene (Germain et al., 1994) capable
de présenter des auto-antigenes aux LT. L'expression des molécules HLA de
classe Il est souvent associée a la présence d'IFN-y (Giroux et al., 2002), et
les CE produisent de I'lFN-y au cours du SGS (Hayashi et al., 2009) ce qui
favorise également la production de BAFF (Litinsky et al., 2002).

La liaison de BAFF au récepteur BR3 conduit a la survie du LB. BR3
est en effet le récepteur de BAFF le plus important pour la survie des LB
matures (Thompson et al.,, 2001). Bien que la cascade de signalisation
transmise par BR3 dans le LB favorise préférentiellement I'activation de la voie
NFkB2 (Claudio et al., 2002), une autre voie de survie favorise la localisation
cytoplasmique de la PKCd au détriment de sa localisation nucléaire

(Mecklenbrauker et al., 2002). Or la voie de la PKCd (Reyland, 2002) et la voie
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Fas (Manoussakis et al, 2007) sont les plus impliquées dans I'apoptose des
CE.

L'objectif de ce travail a été de comprendre le réle de BAFF et de

I'expression de BR3 a la surface des CE.
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MATERIEL ET METHODES

Culture cellulaire

Les cellules de la lignée HSG ont été cultivées dans un incubateur, a
37C et 5% de CO,, dans du milieu DMEM (Dulbecco’'s Modified Eagle
Medium, Lonza, Verviers, Belgique) contenant 10% de sérum de veau feetal
décomplémenté (SVF, Eurobio, Courtaboeuf, France), 2mM de L-glutamine
(Gibco, Invitrogen, Auckland, Nouvelle-Zélande), 1% d’'acides aminés non
essentiels (Sigma-Aldrich, St Louis, MO), 1001U/ml de pénicilline (Panpharma,

Fougeres, France) et 100ug/ml de streptomycine (Panpharma).

Les biopsies de glande salivaire ont été obtenues a partir de patients
remplissant les criteres du Groupe Consensus Américano-Européen pour le
SGS primaire (Vitali et al, 2002) et ayant un focus score = 3. Tous les patients
ont donné leur consentement, et I'étude a été approuvée par le Comité
d’Ethique du CHRU de Brest. Brievement, les biopsies ont été coupées en
petits fragments et incubés dans du milieu BEM (Basal Epithelial Medium)
supplémenté (SBEM). Le milieu SBEM est composé de trois volumes de
milieu Ham’s F12 (Invitrogen) et un volume de milieu DMEM, 2,5% de SVF
décomplémente, 2mM de L-glutamine, 10ng/ml d’'EGF (Promega, Madison,
WI), 0,5ug/ml  d’insuline (Novo-Nordisk, Kusnacht, Suisse), 0,4ug/mi
d’hydrocortisone (Sigma-Aldrich). Les cellules ont été incubées a 37T et 5%
de CO..

Stimulation des cellules

Aprés détachement des cellules HSG par de la trypsine (PAN-biotech
GmbH, Aidenbach, Allemagne) et lavage dans du Phosphate Buffered Saline,
Cryo Bio System, L'Aigle, France (PBS) a 1200 rpm pendant 10 minutes, elles
ont été mises a adhérer sur des lames a 10 puits (Thermo Scientific, Pittsburg,

PA) la veille de I'expérience. Elles ont ensuite été stimulées pendant 24
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heures par un anticorps polyclonal de lapin anti-BR3 (ProSci, Poway, CA) ou
par du BAFF recombinant humain (BAFFrh, Immunotools, Friesoythe,
Allemagne). Les concentrations de l'anticorps anti-BR3 varient de 1 a 20
pug/ml, celles de BAFFrh, de 25 ng/ml a 3 pg/ml. En contrdle positif de
I'apoptose, les cellules ont été stimulées par 200uM d’étoposide (Teva, Paris

la Défense, France).

Les cellules épithéliales primaires issues de biopsie de glande salivaire
ont été trypsinées et lavées par centrifugation a 1200 rpm pendant 10 minutes.
Puis, elles ont été mises a adhérer dans des puits d'une plaque de 96 puits
(Nunc, Roskilde, Danemark) la veille de I'expérience. Le lendemain, elles ont
été incubées avec 20 pg/ml d’anticorps monoclonal de souris anti-BAFF (R&D
Systems, Minneapolis, MN) ou d’anticorps polyclonal de lapin anti-BAFF
(Upstate, Lake Placid, NY), pendant 24 heures. En contrble négatif, elles ont
été incubées avec un itosype d’lgG de souris (Immunotech, Marseille, France)

ou un isotype d’lgG de lapin (SouthernBiotech, Birmingham, AL).

Détection de BAFF et de ses récepteurs par immunofl uorescence

Des biopsies de glande salivaire ont été incorporées dans une résine
spéciale Shandon Cryomatrix® (Thermo Scientific) et congelées dans de
I'isopentane froid (Sigma-Aldrich) placé en bain-marie dans de l'azote liquide.
A partir des blocs, des coupes de 4um ont été obtenues par cryotome et
montées sur des lamelles coatées a la poly-L-lysine (Thermo Scientific). Les
coupes ont été incubées pendant 40 minutes a température ambiante avec un
anticorps polyclonal de lapin anti-BAFF (Upstate, Lake Placid, NY), un
anticorps monoclonal de souris anti-cytokeratine 18 couplé a l'isiothiocyanate
fluorescéine (FITC) (Sigma Aldrich), un anticorps polyclonal de lapin anti-BR3
(ProSci) ou un anticorps polyclonal de lapin anti-CD20 (Thermo Scientific).
Apres trois lavages avec du PBS, elles ont été incubées pendant 40 minutes

avec un anticorps secondaire polyclonal d’ane anti-lgG de lapin couplé a de
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I'isothiocyanate fluorescéine (FITC) (Jackson ImmunoResearch, West Grove,
PA) ou un anticorps polyclonal d’ane anti-IgG de lapin couplé a la Rhodamine
Red-X (RRX, Jackson ImmunoResearch), dans du PBS complémenté avec
2% de sérum d’ane (Sigma-Aldrich). Aprés cinq lavages en PBS, les coupes
ont été fixées avec du paraformaldéhyde 4% froid (Sigma-Aldrich), montées
entre lame et lamelle avec du Vectashield (Vector, Berhinger, CA) et
analysées par microscopie confocale (TCS-NT Leica). L'anticorps secondaire

couplé au FITC a servi de contrdle négatif.

Les cellules HSG ont été fixées sur la lame a 10 puits par incubation
avec du PBS contenant 4% de pendant 15 minutes, a 4C. Elles ont ensuite
été permeabilisées avec du PBS contenant 0,5% de Tween 20 (Sigma-
Aldrich) et 0,2% de sérum albumine bovine (BSA, Sigma-Aldrich), pendant 20
minutes a température ambiante. Aprés rincage, les cellules ont été incubées
en présence d'un anticorps monoclonal de souris anti-BAFF, un anticorps
polyclonal de lapin anti-BR3, un anticorps polyclonal de chévre anti-TACI
(Peprotech, Rocky Hill, NJ) ou un anticorps polyclonal de chevre anti-BCMA
(R&D Systems) pendant 40 minutes, a température ambiante. Aprés lavage
au PBS, elles ont été incubées en présence d'un anticorps secondaire
polyclonal d’ane anti-lgG de souris couplé au FITC, un anticorps polyclonal
d’ane anti-IgG de lapin couplé au RRX ou d’'un anticorps polyclonal d’ane anti-
IgG de cheéevre couplé au RRX (Jackson ImmunoResearch) pendant 30
minutes, a température ambiante et a I'obscurité. Aprés lavage au PBS, les
cellules ont été montées entre lame et lamelle avec du Vectashield et

observées par microscopie confocale.

Etude de la prolifération des cellules par immunofl uorescence

Pour visualiser les cellules en prolifération, celles-ci ont été incubées
avec l'anticorps monoclonal de souris anti-Ki-67 couplé au FITC (Dako,

Glostrup, Danemark) et observées au microscope confocal.
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Localisation de la PKC delta par immunofluorescence

La PKC delta a été localisée sur les cellules HSG en les incubant avec

un anticorps monoclonal de souris anti-PKC delta (BD Biosciences, Franklin

Lakes, NJ), révélé par un anticorps secondaire polyclonal d’ane anti-lgG de

souris couplé au FITC (Jackson ImmunoResearch). Le noyau des cellules a

été marqué en incubant les cellules avec de l'iodure de propidium pendant 20

minutes a 4C. Apres lavage en PBS, les cellules ont été montées entre lame

et lamelle avec du Vectashield et observées par microscopie confocale.

Les anticorps utilisés en immunofluorescence sont présentés en tableau 1.

Tableau 1 :

Antigéne Anticorps Fluorochrome Fournisseur

BAFF Lapin anti-humain / Upstate

BR3 Lapin anti-humain / ProSci

TACI Chévre anti-humain / Peprotech

BCMA Chévre anti-humain / R&D Systems

Cytokeratine 18 | Souris anti-humain FITC Sigma-Aldrich

PKC& Souris anti-humain / BD Biosciences

Ki-67 Souris anti-humain FITC Dako

CD20 Lapin anti-humain / Thermo Scientific
Ane anti-lgG de lapin FITC Jackson ImmunoResearch
Ane anti-IgG de souris FITC Jackson ImmunoResearch
Ane anti-lgG de lapin RRX Jackson ImmunoResearch
Ane anti-IgG de chévre | RRX Jackson ImmunoResearch
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Détection de BAFF et de ses récepteurs par cytométr ie en flux

Apres trypsination et lavage des cellules HSG a 1200 rpm pendant 10
minutes, celles-ci ont été incubées avec un anticorps monoclonal de souris
anti-BAFF (R&D systems), un anticorps polyclonal de lapin anti-BR3, un
anticorps polyclonal de chevre anti-TACI ou un anticorps polyclonal de chévre
anti-BCMA pendant 30 minutes a 4<C. Apres lavage dans 1 ml de PBS par
centrifugation a 1500rpm pendant 5 minutes a 4T, les cellules ont été
incubées avec un anticorps secondaire polyclonal d’ane anti-IgG de souris
couplé au FITC, un anticorps polyclonal d’ane anti-lgG de lapin couplé au
FITC ou un anticorps polyclonal d’ane anti-lgG de chevre couplé au FITC
(tous les trois de chez Jackson ImmunoResearch) pendant 30 minutes a 4C
et a I'obscurité. En contrble, les cellules ont été incubées avec I'anticorps
secondaire seul couplé au FITC. Aprés lavage en PBS, les cellules ont été

analysées par cytométrie en flux sur I'appareil EPICS® XL-MCL (Coulter).

Les cellules épithéliales primaires obtenues a partir des biopsies de
glande salivaire ont été marquées avec les anticorps anti-BR3, soit I'anticorps
monoclonal de souris anti-BR3 (eBioscience, San Diego, CA) ou l'anticorps
polyclonal de lapin révélés par des anticorps secondaires polyclonaux : un
anticoprs d’ane anti-lgG de souris couplé a la FITC ou un anticoprs d’ane anti-
IgG de lapin couplé a la FITC. Comme contrbles négatifs, les isotypes d’lgG
de souris (Immunotech) et de lapin (SouthernBiotech) ont été utilisés, révélés

par les anticorps secondaires spécifiques décrits précedemment.

Etude de la survie des cellules par cytométrie en f lux

Les cellules ont été trypsinées et lavées en PBS par centrifugation a
1500 rpm, pendant 5 minutes et a 4C. Puis, elles ont été incubées par de
'annexine V et de l'iodure de propidium du kit AnnexinV-FITC (Immunotech,

hY

Beckman-Coulter, Marseille, France) pendant 15 minutes, a 4T et a
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I'obscurité. Les cellules ont été analysées par cytométrie en flux. Les cellules
négatives pour le marquage annexine V et l'iodure de propidium ont été

considérées comme vivantes.

Les anticorps utilisés en cytométrie en flux sont présentés dans le

tableau 2.

Tableau 2 :

Antigéne Anticorps Fluorochrome Fournisseur

BAFF Souris anti-humain / R&D Systems

BR3 Souris anti-humain / eBiosciences

BR3 Lapin anti-humain / ProSci

TACI Chévre anti-humain / Peprotech

BCMA Chévre anti-humain / R&D Systems

isotype Souris anti-lgG / Immunotech

isotype Lapin anti-IgG / SouthernBiotech
Ane anti-IgG de souris FITC Jackson ImmunoResearch
Ane anti-IgG de lapin FITC Jackson ImmunoResearch
Ane anti-IgG de chevre FITC Jackson ImmunoResearch

Etude de I'apoptose des cellules par technigue TUNE L (TdT-
mediated dUTP-biotin nick end labelling)

Aprés 24 heures de stimulation, les cellules ont été cytospinées
(Cytospin 3, Shandon) et séchées pendant 1 heure. Puis, elles ont été
marquées par le kit TUNEL (MEBSTAIN Apoptosis kit I, Immunotech,

Marseille, France) suivant les instructions du fournisseur. Brievement, les
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cellules ont été fixées pendant 15 minutes a 4C avec une solution de
NaH,PO, (0,1 M, pH 7,4) contenant 4% de PFA. Puis, elles ont été
permeéabilisées pendant 15 minutes a température ambiante avec du PBS
contenant 0,5% de Tween 20 et 0,2% de BSA. Aprés trois lavages a l'eau
distillée, les cellules ont été incubées avec la solution TdT pendant 1 heure a
37<C. Puis, apreés trois autres lavages avec de I'ea u distillée, elles ont d’abord
été incubées 10 minutes a température ambiante avec la solution de blocage,
puis avec la solution d'avidine-FITC pendant 30 minutes a température
ambiante et a I'obscurité. Apres trois ringages au PBS et marquage du noyau
des cellules avec de I'iodure de propidium pendant 20 minutes, a 4C, celles-ci
ont été lavées pendant 3 minutes avec du PBS, puis montées entre lame et

lamelle avec du Vectashield, et observées par microscopie confocale.

RT-PCR (reverse transcriptase-polymerase chain reac tion)

Les ARN totaux ont été extraits a I'aide du kit RNAble® (Eurobio) selon
les instructions du fournisseur. Les ADNc correspondants ont été synthétisés
par la technique de « random priming » grace au kit SuperScript Il reverse
transcriptase (Invitrogen), selon les instructions du fournisseur. L’amplication
de la GAPDH (géne de ménage) et des trois récepteurs de BAFF (BR3, TACI
et BCMA) consiste en une dénaturation initiale a 94C pendant 5 minutes,
suivie de 5 cycles avec 30 secondes a 94C, 1 minute & 61T et 1 minute a
72<C, puis 40 cycles avec 30 secondes a 94<C, 40 se condes a 56T et 1
minute a 72<C, et une étape d’extension finale & 72 C pendant 10 minutes.
Les produits de PCR ont été séparés sur un gel dagarose (Interchim,
Montlucon, France) a 2%, puis visualisés sous UV au moyen de Gel Red
Nucleic Acid Stain (Interchim) grace a une caméra pilotée par le logiciel

Quantity One® Software version 4.6.3 (Biorad, Marnes-la-Coquette, France).

Les amorces utilisées pour la PCR sont présentées dans le tableau 3.
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Tableau 3 :

Gene Amorce sens Amorce antisens

GAPDH 5'CTTAGCACCCCTGGCCAAGG 3’ 5’ CTTACTCCTTGGAGGCCATG 3’

BR3 5 CTGGTCCTGGTGGGTCTG 3’ 5’ TCTTGGTGGTCACCAGTTCA 3’

TACI 5 AGTGGCCTGGGCCGGAG 3’ 5’ CTCCTTGCGGCAGCTGAGTGAC 3’
BCMA 5’ CCTCCTCTAACATGTCAGCGTTATTGTAATG 3’ 5’ GTCAATGTTAGCCATGCCCAGGGA 3’

Marguage immunofluorescent des siRNA

Les petits ARN interférence (siRNA) de BR3 et des contrdles positif et
négatif (Applied Biosystem, Ambion, Austin, TX) ont été couplés a la
fluoresceine  FAM grace au kit Silencer siRNA labeling kit (Applied
Biosystems). 5ug de siRNA a 20uM ont été incubés en présence de tampon
de marquage, de l'agent de marquage FAM et d’eau (nuclease-free) pendant
1 heure a 37C a l'obscurité. Puis, le mélange a été précipité avec 0,1
volumes de NaCl (5M) du kit et 2,5 volumes d’éthanol absolu (Carlo Erba
Reagents, Rodano, Italie) pendant 1 heure, a -20C. Apres centrifugation a
14000g pendant 20 minutes a 4<C, le surnageant a été éliminé, puis le culot
de siRNA a été lavé avec de I'éthanol 70% par centrifugation a 14000g
pendant 5 minutes, a 4C. Aprés élimination du surnageant, le culot a été
séché a température ambiante pendant 10 minutes, puis resuspendu dans de

I'eau (nuclease-free), pour avoir une concentration finale de 20uM.

Transfection des cellules avec le siRNA de BR3

Les cellules ont été mises en culture la veille de la transfection a une
concentration de 2.10* cellules dans des plaques de 96 puits. Le lendemain,
les siRNAs de BR3 et des contrbles ont été incubés pendant 15 minutes avec
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'agent de transfection FUGENE HD (Promega, Madison, WI) et du milieu
OptiMEM (Gibco), au ratio 3:1 (3ul de FUGENE HD pour 1ug de siRNA). Le
mélange FUGENE HD/siRNA a été ensuite ajouté aux cellules qui ont été
incubées pendant 24 heures a 37C et 5% de CO,. La survie des cellules a
ensuite été éetudiée par cytométrie en flux, aprés marquage par l'iodure de

propidium.

Les séguences reconnues par les siRNA de BR3 sont représentees

dans le tableau 4.

Tableau 4 :
Gene Identification du siRNA Séguence reconnue
Sens : GGAAAUCAAAUUCAGCUCULtt
BR3 «1» s225507
Antisens : AGAGCUGAAUUUGAUUUCCaa
Sens : GCAUGCACAUGCCCUCUUULtt
BR3 « 2 » s41837
Antisens : AAAGAGGGCAUGUGCAUGCtg
Sens : CAUCUUUGACAGCCCUUGALtt
BR3 « 3 » s41838

Antisens : UCAAGGGCUGUCAAAGAUGgt

Afin de renforcer I'effet de la transfection sur I'extinction du gene de

BRS3, les trois siRNA ont été transfectés en méme temps aux cellules HSG.

Analyse des formes de BAFF par immunoblot

Le surnageant des cellules HSG et primaires a été concentré avec le
kit Microcon® Centrifugal Filter Device (Millipore, Billerica, MA), selon les
instructions du fournisseur. Aprés une électrophorese sur un gel de
polyacrylamide 10% SDS et transféré sur une membrane de polyvinylidéne
difluoride (GE Healthware, Buckingham, Angleterre). Les sites non spécifiques

sont bloqués avec du Tris 10mM contenant 0,1% de Tween-20 (Sigma-
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Aldrich) et 5% de lait (Régilait), la membrane a été marquée avec I'anticorps
monoclonal de souris anti-BAFF (R&D Systems) ou l'anticorps polyclonal de
lapin anti-BAFF (Upstate). Les membranes ont été lavées avec du tampon
Tween-TBS et incubées avec un anticorps secondaire polyclonal de chevre
anti-lgG de souris couplé a la péroxydase (HRP, Beckman Coulter) ou un
anticorps polyclonal d’ane anti-lgG de lapin couplé a I'HRP (Jackson
ImmunoResearch). Elles ont été analysées avec le kit Amersham ECL™
Advance Western Blotting Detection kit (GE Healthcare, Buckinghamshire,
Royaume Uni), grace au logiciel Quantity One® Software version 4.6.3
(Biorad).

Statistiques

Tous les résultats sont exprimés en fonction de la moyenne * écart
type. Les tests de comparaison ont été réalisés en utilisant le test de Mann-

Whitney pour variables non appariées.
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RESULTATS

Les cellules épithéliales expriment BAFF et BR3

Par IFI, nous observons l'expression de BAFF sur les cellules
épithéliales des témoins et des patients atteints du SGS (Figure 1A). Les
transcrits des récepteurs de BAFF ont également été analysés dans des
cultures de CE de témoins et de malades et seul les transcrits du récepteur
BR3 sont observés par RT-PCR (Figure 1B). La présence de la protéine BR3
est également démontrée par IFI sur des biopsies de GS et I'expression de

BR3 sur les LB infiltrant les GS au cours du SGS est confirmée (Figure 1C).

La lignée épithéliale HSG présente les mémes caractéristiques a
savoir |I'expression de BAFF et de BR3 et I'absence d'expression de TACI et
BCMA (Figure 1D).

Le blocage du BR3 favorise I'apoptose des cellules épithéliales "in
vitro".

Afin d'identifier le réle de BR3 a la surface des CE, les cellules de la
lignée HSG sont incubées en présence de BAFF recombinant et d'un

anticorps anti-BR3 bloquant.

L'effet de ces deux stimulations sur la prolifération (marquage Ki-67) et
I'apoptose des CE (technique TUNEL) est évalué (Figure 2). La présence de
doses croissantes de BAFF recombinant n'a pas d'effet sur la prolifération et
I'apoptose des CE. Par contre, le blocage de BR3 par l'anticorps anti-BR3
entraine une baisse de la prolifération cellulaire (Figure 2A) et une
augmentation de I'apoptose des CE (Figure 2B). Ce blocage de BR3 se traduit
par la translocation de la PKC® du cytoplasme vers le noyau (Figure 3) en

accord avec le role de la PKCd dans l'apoptose des CE.
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Pour confirmer l'importance du récepteur BR3 dans la survie des CE,
nous avons transfecté un ARN inhibiteur spécifique de BR3 (siBR3) aux CE de
la lignée HSG (Figure 4A). La survie des CE transfectées par le siBR3 au
cours du temps est diminuée par rapport aux CE transfectées par le siARN
contrbéle (32,0+4,3% vs 68,1+7,2 a 72 heures, p<0,05). Tous ces résultats

démontrent lI'importance de BR3 dans la survie des CE.

Effet de la neutralisation de BAFF sur la survie de s cellules
épithéliales

Afin d'observer I'importance de l'interaction BAFF/BR3 dans la survie
des CE, nous avons neutralisé BAFF en incubant les CE issues de témoins
avec une concentration saturante de différents anticorps anti-BAFF (Figure
4B). L'anticorps polyclonal de lapin anti-BAFF induit l'apoptose des CE
(31,9+14,0% de survie) alors que I'anticorps monoclonal de souris anti-BAFF
(Clone 137314) n'a pas d'effet (75,4+9,2 de survie, p<0.05).

Certaines formes de BAFF participent a la survie de s cellules
épithéliales

Nous avons donc envisagé qu'il existait différentes formes de BAFF
produites par les CE et que l'une de ces formes favorisait la survie. Ainsi, nous
avons analysé par Western-blot le surnageant des CE en le révélant par les
différents anticorps anti-BAFF utilisés précédemment (Figure 4C).
Contrairement a l'anticorps monoclonal anti-BAFF de souris qui ne reconnait
que la forme de BAFF a 21kDa, l'anticorps polyclonal anti-BAFF de lapin
reconnait, en plus une forme de BAFF a 32 kDa et une forme a 17kDa.
L'ensemble de ces résultats suggere que seules certaines formes de BAFF

participent & la survie des CE en se fixant sur le récepteur BR3.
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DISCUSSION

Notre étude démontre pour la premiéere fois le r6le de BR3 dans la
survie des CE en culture in vitro. Elle démontre en outre l'importance de
certaines formes de BAFF dans les effets fonctionnels observés. De plus,
I'expression de BR3 n’est pas liee au SGS car nous le détectons également

chez les témoins.

Nous avions déja observé que la majorité des kits ELISA, disponibles
sur le marché, n'étaient pas en mesure de reconnaitre I'ensemble des formes
de BAFF présentes dans le sérum (Le Pottier et al., 2009). Nous avions
observé gque seuls certains anticorps polyclonaux pouvaient reconnaitre les 2
formes a 28 et 21 kDa alors que l'anticorps monoclonal de souris ne
reconnaissait que la forme glycosylée a 28kDa. L'importance de I'état de
glycosylation a également été décrite par Shu et al. (1999) et Tribouley et al.
(1999) qui observent différentes isoformes de BAFF ayant divers degrés de
glycosylation. Ces auteurs envisageaient déja des conséguences en termes
d’oligomérisation et d'affinité de liaison aux récepteurs. Cependant, c'est la
premiere fois qu'un réle fonctionnel différent est décrit pour I'une des formes
de BAFF. Une analyse plus fine des formes de BAFF fonctionnelles sera
nécessaire pour mieux comprendre l'importance des modifications post-

traductionnelles dans I'effet de survie que nous avons observé.

Il semble que la survie induite par BAFF via BR3 sur les CE permette
de maintenir la PKCd en dehors du noyau (Figure 3). Cette voie avait déja été
décrite dans les lymphocytes B (Mecklenbrauker et al., 2004) ou le traitement
des LB par BAFF empéchait la localisation nucléaire de la PKCS. Cette PKCd
était déja connue comme un agent intermédiaire commun a l'apoptose induite
par difféerentes drogues dans la CE (Matassa et al.,, 2001). En effet, le

transport de la PKCd vers le noyau est nécessaire a l'induction de l'apoptose
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des CE et, dans les conditions normales, une régulation active de la présence

nucléaire de la PKCd est indispensable a la survie (Reyland, 2007.)

Nos résultats permettent également de mieux comprendre nos
précédentes observations sur I'apoptose induite par les lymphocytes B sur les
CE en co-culture (Varin et al., 2010). Nous observions également une
apoptose des CE associée a la translocation de la PKC & dans le noyau des
CE. Cette activation de la PKC® était associee a la phosphorylation de
I'nistone H2B et au clivage de PARP. Il est donc probable que linfiltrat des
lymphocytes B qui exprime le récepteur BR3 entre en compétition avec la CE
pour capter BAFF. Par conséquent I'apoptose induite par la présence des LB
serait liée a un défaut de signalisation percu par le récepteur BR3 présent au

niveau de la CE entrainant I'activation de la PKC® et sa localisation nucléaire.

Il est intéressant de noter que BR3 avait déja été observé sur le CE
des glandes mammaires lors du processus d’involution de ces glandes a la fin
de la lactation (Jung et al., 2004). Cette phase est caractérisée par une
apoptose massive des CE et un remodelage tissulaire (Strange et al., 1992).
Cette régression post-lactéale est également accompagnée d'une réponse
inflammatoire aiglie et les auteurs deécrivent une augmentation de la
production d’IFN-y et de BAFF lors de ce phénomene. Cependant le réle de
BAFF et de BR3 n’a pas pu étre démontré mais il est probable a la vue de nos
résultats que I'expression transitoire de BAFF soit un moyen de régulation de
'apoptose massive subie par les CE lors de [linvolution des glandes

mammaires.

Enfin, nos résultats laissent présager des effets inattendus quant a
I'utilisation, d’'une immunothérapie anti-BAFF pour le traitement du SGS. En
effet, outre le fait de priver les LB de ce facteur de survie, le traitement par un

Ac anti-BAFF va également priver les CE en BAFF et ainsi favoriser leur
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apoptose. Il sera donc indispensable d’évaluer les formes de BAFF reconnues

par les Ac susceptibles d’étre utilisés lors d’'une immunothérapie anti-BAFF.
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LEGENDE DES FIGURES

Figure 1 - BAFF et BR3 sont exprimés par les cellu les épithéliales (CE)
"in vivo" et "in vitro".  A- L’expression de BAFF a été évaluée par
immunofluorescence indirecte (IFI) en microscopie confocale a
I'aide d’'un anticorps anti-BAFF de lapin sur des coupes issues de
biopsies de patients atteints d'un syndrome de Gougerot-Sjogren
(SGS) et de témoins. B- Par RT-PCR, I'expression des récepteurs
de BAFF, BR3, TACI et BCMA a été évaluée sur des CE en culture
provenant de biopsies de GS de malades (SGS) et de témoins. C-
L'expression de BR3 (anticorps anti-BR3 couplé au RRX) est
évalué par IFl dans les CE (marquage anti-CK18-FITC) et les LB
(marquage anti-CD20-RRX) dans des biopsies de GS de SGS et
de témoins. D- L’expression de BAFF et de ses récepteurs BR3,
TACI et BCMA est évaluée par FACS et par IFI sur les cellules de
la lignée épithéliale HSG.

Figure 2 - Le blocage de BR3 favorise Iapoptose d es cellules
épithéliales (CE) en culture. Les CE de la lignée HSG sont
incubées avec différentes doses de BAFF recombinant (rhBAFF)
ou d’anticorps anti-BR3 bloquant (anti-BR3). La prolifération est
analysée par immunofluorescence indirecte a I'aide du marquage
Ki-67. A- L’apoptose est mesurée par la technique Tunel
(marquage vert) et liodure de propidium (marquage rouge).
L'étoposide est utilisé comme inducteur de [l'apoptose. Les
résultats sont exprimés en moyenne + écart type de 6 expériences

différentes.
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Figure 3 - Le blocage de BR3 induit la translocati  on nucléaire de la PKC &
dans la cellule épithéliale (CE). Les CE de la lignée HSG sont
incubées avec des doses croissantes d’anticorps anti-BR3
bloquant (anti-BR3) et la localisation de la PKCd est observée par
immunofluorescence indirecte en cytométrie confocale a l'aide d’'un
marquage par un anticorps anti- PKCd couplé a la FITC. Les

noyaux sont marqués en rouge par I'iodure de propidium (IP).

Figure 4 - Seules certaines formes de BAFF partici pent a la survie des
cellules épithéliales (CE) en culture.  A- Limportance de la
présence de BR3 pour la survie des CE est confirmée par
I'inhibition de BR3 a l'aide d’'un ARN inhibiteur spécifigue de BR3
(siBR3). La survie des CE est évaluée a 24h, 48h et 72h apreés la
transfection par siBR3. Les CE non transfectées ou transfectées
par un siARN contréle sont utilisées comme témoins (moyenne +
écart-type de 6 expériences différentes). B- Les CE de témoins
sont incubées 24 heures en présence de différents anticorps (Ac)
anti-BAFF (Ac anti-BAFF de lapin et Ac anti-BAFF de souris, clone
137314) et la survie évaluée par FACS apres marquage a I'annexin
V FITC et a liodure de propidium. Des immunoglobulines de lapin
et de souris sont utilisées comme contréle (moyenne + écart-type
correspondants a 6 témoins différents). C- Le surnageant des CE
est analysé par Western-Blot aprés migration sur SDS-PAGE et

réevélé par les différents Ac anti-BAFF.
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Notre étude s’est intéressée a différents phénomenes initiant ou amplifiant le SGS,
aboutissant a la destruction de I'épithélium glandulaire et a la perte de fonction
sécrétoire caractéristigue du SGS. Cette étude s’est donc portée sur des
mécanismes épigenétiques et sur le réle des lymphocytes sur la destruction des CE

constituant I'épithélium glandulaire.

Nous avons dans un premier temps montré que dans les GS des patients, les
éléments retroviraux et les miARN ont un profil d’expression distinct de celui des
personnes saines, montrant ainsi l'implication de I'épigénétique dans la pathologie
(Article 2) .

Dans un deuxieme temps, nous avons montré que les CE entrent en apoptose suite
a linteraction des lymphocytes B et T, mais que deux voies de signalisation
différentes sont impliquées (Article 3). La voie Fas semble privilégiée par les LT,
tandis que la voie de la PKCd semble privilégiée par les LB. Nous nous sommes
intéresseés plus particulierement aux LB car ils semblent plus efficaces pour induire la

mort des CE dans notre modéle d’étude.

Le mode d’induction de la signalisation apoptotique par les LB n'‘a pas été
formellement identifié, mais dans une troisieme partie, nous avons tout de méme
porté notre attention sur la molécule BAFF puisqu’elle est produite par les LB mais
aussi par les CE qui expriment également I'un de ses récepteurs, BR3 (Article 4).
Nous avons étudié I'effet de BAFF sur les CE. Nous avons démontré que BAFF est
impliqué dans la survie de ces cellules, et que le blocage de sa signalisation ou la

sous-expression de son récepteur conduit a la mort des cellules.

Nous avons émis comme hypothése que linteraction des LB et des CE conduit a
I'apoptose de ces dernieres par privation de la signalisation de survie par BAFF. En
effet, les LB exprimant aussi BR3 a leur surface, nous pouvons penser qu’ils peuvent

capter BAFF en co-culture, le rendant moins disponible pour les CE, qui meurent.
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Finalement, nous avons montré que plusieurs formes de BAFF sont exprimées par
les cellules et reconnues de maniere différentielle par les anticorps. Il pourrait s’agir
d’isoformes plus ou moins glycosylés ou de variants. Cependant d’autres études sont

nécessaires afin de pouvoir les identifier.

De part leur réle important dans la régulation de I'expression des genes, les miARN
contrblent étroitement le développement des cellules immunitaires et les fonctions
immunes normales. lls pourraient également jouer un rdle important dans le
développement de l'auto-immunité. Dans notre étude, miR155 et miR181a sont
surexprimés chez les patients atteints de SGS. MiR155 est connu pour réguler les
réponses immunes innées et adaptatives, la réponse du centre germinatif, le switch
de classe des IgG en tant normal, tandis que miR18la joue un rble dans le

développement des LB et la signalisation du TCR (revue par Pauley et al, 2009).

La dérégulation de ces miARN peut avoir des incidences sur le développement et la
fonction des cellules immunitaires ainsi que sur les réponses immunes. Cela peut

donc conduire a I'auto-immunité.

Plusieurs études se sont portées sur la relation existante entre les miARN et les MAI,
comme le SGS. L'équipe d’Alevizos a démontré en 2009 que I'analyse du profil des
MIARN permettait de distinguer des personnes saines des personnes souffrant de
SGS, et pouvait méme permettre de distinguer des patients entre eux, selon

'importance de linfiltration des GS.

Méme si des études complémentaires sont nécessaires, les miARN pourraient donc
servir de biomarqueurs dans le SGS, dans le but peut-étre de remplacer la BGS par
des méthodes moins invasives pour poser le diagnostic de la maladie. Dans ce sens
I'équipe de Michael (2010) a montré qu’il est possible d’étudier des miARN isolés a
partir des exosomes présents dans la salive et que la aussi, le profil d’expression est
différent entre les patients et les personnes saines. Malgré les cibles multiples de
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chaque miARN et la complexité des voies de signalisation impliquées, des études
complémentaires sur les effets de la dérégulation des miARN et I'étude des facteurs
modulant leur expression pourraient permettre de mieux comprendre leur réle dans

la régulation des mécanismes inflammatoires conduisant a la pathologie du SGS.

Par ailleurs, du fait qu'un méme mIARN peut étre impligué dans différentes MAI,
comme le SGS et la PR pour miR155 (revue Furer et al, 2010), I'étude de ces
MIARN pourrait permettre de s’intéresser a d’autres MAI dont ils peuvent étre les

biomarqueurs.

Les HERV peuvent s’intégrer n'importe ou dans le génome et peuvent ainsi altérer
I'expression et la fonction d’autres genes. En réponse a différents signaux externes

et internes, ils sont induits de maniere tissu-spécifique et temps-dépendant.

Comme certains de ces facteurs sont associés au développement de MAI, cela
suggere que les HERV peuvent étre directement impliqués dans le développement
de ces maladies, ou étre activés au cours de ces maladies induite par ces signaux.
Parmi ces facteurs se trouvent les agents mitogenes, les microorganismes,
I'environnement (irradiation X et UV, hypoxie), certaines cytokines (TNFa, IFN(, 1l-1),
les hormones stéroides, les agents cytotoxiques, certaines vitamines (revue par
Balada et al, 2009).

Plusieurs auteurs ont mis en évidence la relation entre les HERV et les MAI.

Parmi les HERV étudiés dans l'article 2, HERV 4.1 a fait I'objet de plusieurs études,
surtout dans le LED. Ainsi, Piotrowski et al (2005) montrent que dans le LED, les
HERV agissent par mécanisme de chimérisme moléculaire et que I'expression de
HERV 4.1 est associée avec la production d’auto-anticorps anti-Sm et anti-
ribonucléoprotéine U1l (RNP U1l). Par ailleurs Hishikawa et al (1997) montrent que

48% des patients atteints de LED et 35% des patients souffrant de SGS possedent
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des anticorps reconnaissant la protéine p30 Gag dérivée du clone 4.1 de 'HERV.
Les HERV sont donc activés dans la pathologie du SGS.

Dans d’autres MAI, comme le LED, la PR ou la sclérose en plaque (SEP), I'activation
des HERV peut étre déclenchée par I'infection virale par I'EBV (revue par Dreyfus,
2011). Les lymphocytes, les CE et probablement les macrophages peuvent étre le
site de la persistance virale. Le virus se réplique et peut entrainer une transformation
maligne (Epstein MA, 2001).

Dans la SEP, la plupart des LB infiltrant le cerveau sont infectés par 'EBV. Serafini
et al (2010) montrent que ce virus pourrait jouer un réle dans l'activation de ces
cellules, au méme titre que BAFF, retrouvé produit par les LB au niveau des lésions
et des follicules ectopiques. Cette activation pourrait favoriser la persistance virale et

probablement participer a la rupture de la tolérance B dans le cerveau.

Comme les CE et les lymphocytes infiltrant les GS des patients atteints de SGS
peuvent également héberger 'EBV (Wen et al, 1996), on peut émettre comme
hypothése que ce virus pourrait étre impliqué dans I'activation des HERV dans cette
pathologie, et pourrait de plus activer les LB et les LT dans la glande et participer a

sa destruction.

Nous avons démontré que les LB induisent la mort des CE en culture par contact
direct. Sachant que ces CE possedent BR3 et que les LB expriment BAFF, on peut
penser que l'interaction entre ces deux cellules passe par l'interaction entre BAFF et

son récepteur.

La mort des CE co-cultivées avec les LB peut ainsi s’expliquer par le fait que le
BAFF produit par les CE ou les LB n’est plus assez disponible pour les CE car il est
aussi capté par les LB. Cette privation de signal de survie pourrait déclencher

I'apoptose au niveau des CE. Ce résultat est confirmé par I'utilisation d’'un anticorps
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anti-BR3 bloquant et par transfection des CE par un siRNA spécifique de BR3. Le
blocage ou la délétion de ce récepteur diminuent la prolifération et induisent
I'apoptose PKCd-dépendante des cellules. Ainsi, malgré la présence prédominante
des LT parmi les cellules infiltrant la GS, les LB pourraient contribuer de maniere
directe a la mort de CE et la destruction de I'épithélium glandulaire au cours du SGS,
notamment en activant la voie PKCd dans ces CE.

Actuellement, des thérapies ciblant les LB, comme le Rituximab (anti-CD20), sont
utilisées dans le traitement du SGS pour dépléter ces cellules et ainsi réduire I'auto-
immunité. Des essais cliniques avec des anticorps anti-BAFF sont envisagés, du fait
de l'importance de BAFF dans la dérégulation des LB dans cette pathologie.

On peut néanmoins se demander si ces thérapies n’atteindront pas aussi les CE
puisque celles-ci sont dépendantes de BAFF pour leur survie. Ce défaut de
signalisation par BAFF pourrait fragiliser I'épithélium et de ce fait diminuer la fonction
sécrétoire de la glande.

Par ailleurs, nous avons trouvé que différentes formes de BAFF sont produites par
les cellules et sont retrouvées également dans le surnageant de culture. Nous avons
démontré que toutes les formes sériques de BAFF ne sont pas reconnues par les
kits ELISA existant sur le marché (Le Pottier et al, 2009a). En effet, nous avons mis
en évidence l'existence de formes plus ou moins glycosylées de BAFF, reconnues
de maniére différentielle par plusieurs anticorps. La glycosylation semble altérer la
reconnaissance de I'épitope par les anticorps anti-BAFF. Cela pourrait expliquer
pourquoi les concentrations sériques de BAFF varient selon les études, pour une
population donnée de patients. Par ailleurs, nous avons essayé de rétablir la survie
des CE en co-culture avec les LB, en abolissant la compétition supposée pour BAFF
entre les deux types cellulaires. Pour cela, nous avons incubé les CE en co-culture,
en présence de quantités croissantes de BAFF recombinant humain. Cependant,

méme avec de grandes concentrations de BAFF recombinant humain, cela n’a pas
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permis de rétablir la survie des CE. Ce résultat pourrait s’expliquer par la forme du

BAFF recombinant ou par un autre mécanisme (data not shown).

Toutes les formes de BAFF n’ont pas encore éte identifiées. Le fait que les anticorps
utilisés dans notre étude ne reconnaissant pas les mémes formes de BAFF et
n’'induisent pas tous la mort des CE en culture, nous pouvons penser que seules
certaines formes de BAFF interagissent de maniere efficace avec BR3 exprimé a la
surface des CE et sont impliquées dans la signalisation de survie. Par ailleurs, un
nouveau variant de BAFF, A4ABAFF a été identifié (Le Pottier et al, manuscrit
soumis). Ce variant, qui agit comme facteur de transcription de la forme classique de
BAFF pourrait également étre exprimé par les cellules en culture, et modifier

I'expression du BAFF classique, modulant par la son expression et/ou sa fonction.

Passant de I'échelle biologique a celle de la population, nous pouvons supposer
gu'au niveau qualitatif, les profils d’expression de BAFF sont différents entre les
individus. Cela pourrait expliquer la divergence des réponses aux traitements ciblant
BAFF dans les MAI.

Trois antagonistes de BAFF sont en cours de développement clinique, a différents
stades. lls empéchent l'interaction entre BAFF et ses récepteurs. On trouve parmi
eux un anticorps monoclonal anti-BAFF (Belimumab ou Lymphostat B, Baker et al,
2003) et une protéine de fusion consistant en la partie Fc d’'une Ig humaine et la
partie extracellulaire de BR3 (Briobacept, ou BR3-Ig). Enfin, une protéine de fusion
entre la partie extracellulaire de TACI et la partie Fc d’'une Ig humaine (Atacicept,
TACI-Ig) permet de neutraliser BAFF et APRIL (Seshasayee et al, 2003).

Le taux sérique BAFF étant augmenté dans la PR, et BAFF et APRIL étant retrouves
dans la synoviale de polyarthrite, les premiers essais cliniques pour inhiber BAFF ont
éte reéalisés dans la PR (Seyler et al, 2005). Des patients ont été traités avec
I'Atacicept. Les résultats se sont montrés modestes (Tak et al, 2008) en comparaison
avec ceux obtenus chez la souris. En effet, chez la souris modéle de I'arthrite induite

par le collagene, le ciblage local de BAFF inhibe I'expression de cytokines pro-
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inflammatoires, altére la fonction des cellules dendritiques, supprime la génération
des cellules plasmatiques et des LT Thl7 et améliore de maniere significative la
pathologie articulaire (Lai Kwan Lam et al, 2008). Le traitement n’améliore par la
maladie de maniére significative chez ’lhomme. Atacicept a aussi été testé chez des
patients atteints de LED (Dall'Era, 2007).

Des essais cliniques ont été réalisés sur des patients atteints de PR ou de LED
(Furie et al, 2008) avec Belimumab. Dans le LED, ce traitement sOr et bien toléré
induit la diminution de la production d’auto-anticorps, mais les études n’ont pas
montré d’efficacité clinique significative aprés plusieurs semaines de traitement
(Navarra et al, 2011). Des différences dans la distribution des formes de BAFF
pourrait expliquer I’hnétérogénéité des reponses des thérapies anti-BAFF des patients
dans le LED.

Ainsi, il serait intéressant d’effectuer des études complémentaires pour mieux
analyser les formes structurales de BAFF et leurs fonctions, dans le but d’identifier
les formes les plus susceptibles d’étres ciblées par immunothérapie anti-BAFF dans

le traitement des MAI et d’améliorer I'efficacité du traitement.

En conclusion, cette étude a montré que BAFF interagit avec son récepteur BR3
pour induire une signalisation de survie aux CE. Différentes formes de BAFF
pourraient étre impliquées dans cette signalisation. Par ailleurs, I'épigénétique et
I'interaction directe des LB sont impliqués dans la mort des CE et par extension,
dans la destruction de I'épithélium glandulaire au cours du SGS. L'interaction des LB

induit 'apoptose des CE, principalement en activant la voie PKCd dans ces cellules.

Figure 19 : Schéma général : Principaux mécanismes aboutissa  nt a I'apoptose

des CE et a la destruction de I'épithélium dans le SGS.
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et LB auto-réactifs. Cela va conduire a la production d’auto-Ac, a la surexpression de
BAFF, au homing aberrant des lymphocytes, a la rupture de la tolérance et a
I'expansion des réponses immunitaires. (C) L'interaction entre les LT et les CE
conduit a I'apoptose des CE via la voie Fas. Les LB et les CE expriment BAFF et
BR3. Il peut y avoir interaction entre BAFF soluble, BAFF membranaire et BRS3.

L’interaction entre les CE et les LB conduit a I'apoptose des CE via la voie PKC¥.
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Annexe 1 : Henri Gougerot et Henrik Sjogren, deux
hommes pour une pathologie

Henri Gougerot (1881-1955)

Dermatologiste francais diplémé d’un doctorat de médecine de l'université de Paris
en 1908, il devient professeur agrégé de la faculté de médecine deux ans plus tard. Il
est connu pour son travail sur les désordres immunologiques et particuliérement les
mycoses. En 1909, il est le premier a décrire I'hnémisporose avec De Beurmann. En
1925, il décrit trois cas particuliers d’atrophie des GS accompagnée de sécheresse
oculaire, buccale et vaginale. La pathologie prend alors le nom de « syndrome de
Gougerot ». En 1928, il devient chef de service a I'hdpital Saint-Louis, titulaire de la
chaire de dermatologie et de clinique des maladies syphilitiques. Directeur des
« Annales des maladies vénériennes », co-fondateur de la « Prophylaxie sanitaire et
morale », il est 'un des directeurs de la Nouvelle Pratigue Dermatologique, un
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ouvrage collectif de huit volumes de I'école francaise de dermatologie, publié en
1936. Gougerot est surtout connu a travers ses travaux de recherche sur les
maladies fongiques, dont les études fondamentales sur les sporotrichoses. |l
possede a son actif plus de 2500 publications.

Henrik Sjogren (1899-1986)

Ophtalmologiste suédois diplomé en 1927 a Stockholm, il rencontre un patient se
plaignant de sécheresse buccale et oculaire et de douleurs articulaires en 1929.
Chacun de ces symptdomes sont déja bien connus, mais c’est leur association qui
I'interpelle. En 1933, il défend sa thése doctorale intitulée « Zur Kentniss der
Keratoconjunctivitis sicca » (A la rencontre de la kératoconjonctivite seche), dans
laguelle il présente 19 cas de kératoconjonctive seche. Malgré I'enthousiasme de ses
pairs, il ne recoit qu’'une note médiocre pour son travail, lui fermant les portes d’'une
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carriere académique. En 1943, sa these est traduite de I'allemand & I'anglais par un
ophtalmologiste australien. Sjogren reprend ses travaux et présente ses résultats
lors de plusieurs colloques internationaux. La maladie prend le nom de « maladie de
Gougerot-Sjogren », souvent réduit a « maladie de Sjogren ». Il devient professeur
honorifigue a l'université de Goéteborg en 1961, membre de la Société
Rhumatologique Suédoise en 1976 et participe au premier colloque international sur

le syndrome de Gougerot-Sjogren.
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Annexe 2 : Critéres de classification du groupe
consensus americano-européen pour le syndrome
de Gougerot-Sjogren (Vitali et al, 2002)

1. Symptébmes oculaires

Au moins un des criteres suivants :

- Sensation quotidienne, persistante et génante d'yeux secs depuis plus de 3

mois
- Sensation fréquente de sable dans les yeux

- Utilisation de larmes artificielles plus de 3 fois par jour
2. Symptdmes buccaux

Au moins un des critéres suivants :

- Sensation quotidienne de bouche seche depuis plus de 3 mois

- A I'dge adulte, épisodes récidivants ou permanents de gonflement

parotidien

- Consommation fréquente de liquides pour avaler les aliments secs
3. Signes objectifs d’atteinte oculaire

Révélés par le test de Shirmer (une bandelette buvard dont I'imprégnation par les

larmes est inférieure a 5 mm en 5 minutes)
4. Signes histologiques
Une biopsie des GS GS accessoires montrant une infiltration lymphoplasmocytaire

des glandes exocrines. L’étendue de cet infiltrat est déterminée par la classification
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de Chisholm et Mason. Les GS des patients atteints d’'un SGS présentent un ou
plusieurs foyers, ce qui correspond aux grades 3 et 4 d’aprés cette classification.

5. Signes objectifs d’atteinte salivaire

Au moins un des tests ci-dessous positif :

- Scintigraphie salivaire
- Sialographie parotienne

- Flux salivaire sans stimulation < 1,5 ml/15 min (0,1 ml/min)

6. Auto-anticorps

Présence d’auto-anticorps anti-Ro/SSA et/ou anti-La/SSB.

Le diagnostic du SGS primaire est posé si au moins quatre des six criteres sont
remplis avec la présence obligatoire de I'item 4 (infiltrat dans les GS) ou de litem 6
(présence d’auto-anticorps). Le diagnostic de SGS secondaire est posé devant la

présence de l'item 1 ou 2, associé a deux des items 3, 4 ou 5.

Il existe des critéres d’exclusion :

Antécédents d’irradiation cervivale
- Infection par le VHC ou le VIH

- Lymphome pré-existant

- Sarcoidose

- Réaction du greffon contre I'héte

- Utilisation de médicaments anticholinergiques
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