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ARNt: ARN de transfert

ATM:Ataxia Telangiectasia Mutated

ATRX: ATP-dependent helicase ATRX

B7H6: Natural Killer Cell Cytotoxicity
Receptor 3 Ligand 1

BAFF : B-cell activating factor
BAFF :B-cell activating factor

BAFF: B-cell activating factor
BCR : B-cell receptor

BER: Base Excision Repair
C-C:carbone-carbone

CCL17, CCL19, CCL21 et CCL22 :
Chemokine (C-C motif) ligand 17, 19, 21 et
22

CD40L : CD40 ligand

CEPBA: CCAAT/Enhancer Binding Protein
Alpha

CGl: llots CpG
Cl- : chlorure

CMH: Complexe Majeur
d’Histocompatibilité

CMV : cytomégalovirus

CMV: cytomégalovirus
CTCF: CCCTC-binding
CUL4: Cullin 4

CXCL13 : chemokine (C-X-C motif) ligand
13

CXCR5:C-X-C chemokine receptor type 5
CXXC: domaine zing finger

DBP: DNA Binding Proteins

DCir : DC immunoreptor

DCs :cellules dendritiques classiques

DDB1: Damage Specific DNA Binding
Protein 1

DMRS : régions différentiellement
méthylés

DNMT : DNA Methyl Transferase
DSBH : Double Stranded B Helix
dsRNA : double stranded RNA

EBV : Virus d’Epstein Barr

EBV : Virus d’Epstein Barr

EGCG : gallate d'épigallocatéchine
ESCs : cellules souches embryonnaires
FasL : Fas Ligand

FISH : Fluorescence In Situ Hybridization
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FLT3: FMS like tyrosine kinase 3
FOXp3 : forkhead box P3

FT : facteurs de transcription
G : Guanine
H+ : proton

H202 : peroxyde d'hydrogene

H3K27ac : acétylation de la lysine 27 de
I"histone 3

H3K9me3 : Histone 3 triméthylé au niveau
de la lysine 9

HDAC : Histone déacétylase

HHV-6,7,8: Herpes Virus Humain

HLA :Human Leukocyte Antigen

hnRNPs : heteronuclear ribonucleoprotein

HOCI : acide hypochloreux
HRV 5 : RhinoVirus Humain 5

HRV 5 :RhinoVirus Humain 5

HSAN1E: neuropathie héréditaire sensitive
et autonomique de type |

HTLV-1 : Virus T Lymphotropique Humain
1

HTLV-1 : Virus T Lymphotropique Humain
1

HUGO: HUman Genome Organization
| : intermediately

ICAM: Intercellular adhesion molecule

ICF: Immunodeficiency Centromeric region
instability, Facial anomalies

ICOS : Inducible T-cell COStimulator
ICR : Imprinting Control Region
ID3: Inhibitor Of DNA Binding 3

IFNa: interféron alpha
IFNy: interféron gamma
IFNYR : IFNy Récepteur

[L-10,21,12,4,17 : Interleukine 10,
21,12,4,17

[L12 : Interleukine 12

[L12A: Interleukine 12
IL12A: Interleukine 12A

IL17 :Interleukinel?

IL23 : interleukine 23

[L-23R: Interleukine-23 recepteur

IL6 : interleukine 6

IMAO : inhibiteurs de monoamine oxydase

iNOS : oxyde nitrique synthase
IRF5: Interferon Regulatory Factor 5

ISRS : Inhibiteur sélectif de la recapture de
la sérotonine

IkBa : nuclear factor of kappa light
polypeptide gene enhancer in B-cells
inhibitor, alpha

JBP1 :J binding protein 1
K : lysine

KO :Knock-Out

KO : Knock Out

LAD : régions du génome associées aux
lamines

LB : lymphocytes B

LI: low intermediately

LMRs : Low Methylation Regions
LSH: Lymphoid Specific Helicase
LT : lymphocytes T

LTh17: Lymphocytes T helperl7
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LTR: Long Terminal Repeat sequence
MAI : maladies autoimmune

MALT : lymphome B des tissus lymphoides
associés aux muqueuses

MBPs : Methyl Binding Proteins

MEC : matrice extracellulaire
MeCP2 : methyl CpG binding protein 2

mMESCs : cellules souches embryonnaires
de souris

MiRNASs : micro ARNs
MMPs : métalloprotéinase

MPO: Myeloperoxidase
MSG : glandes salivaires mineures

Mx1: MX Dynamin Like GTPase 1

NADPH oxydase : Nicotinamide Adénosine
Dinucléotide Phosphate oxydase

NCF1 : Neutrophil Cytosolic Factor 1

NCR3: Natural Cytotoxicity Triggering
Receptor 3

NFkB: nuclear factor-kappa B
NO: monoxyde d’Azote
NQO2- :anion nitrite

NO3- :nitrate

NOD :Nucleotide binding Oligomerization
Domain

NOD : non obese diabetic

02- :ion superoxyde

PAMPs : motifs moléculaires associés aux
pathogenes

PBD : PCNA Binding Domain

PBMCs : cellules mononuclées du sang
périphérique

PCQ :Proline-Cystéine-Glutamate

PD-1: Programmed cell death 1

pDCs : cellules dendritiques
plasmacytoides

PGCs :Primordial Germ Cells

PKCb :Protein Kinase C delta

PRRs : Pattern Recognition Receptors
PSS : primary Sjogren’s Syndrome

PWWP : Proline-tryptophane-tryptophane-
Proline

R : Arginine
RCS : Espece Carbonyl Réactive

RdADM : RNA directed DNA Methylation

RFTS : Replication Foci Targeting Sequence

RNS : especes réactives de |'azote
ROC1: RING of Cullins

ROS : espéces réactives de I'oxygéne

S : Sérine

SAH: S-Adénosyl Homocysteine

SAM (ou AdoME): S-adénosyméthionine
SAP : serum amyloid P component

SGEC: Salivary gland epithelial cell
SGS : syndrome de Gougerot Sjogren

SINE: Long and Small Interspersed Element

SMUG1 : single-strand selective
monofunctional uracil DNA glycosylase 1

SNP : Single Nucleotid Polymorphism.

SRA : SET and RING Associated
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SRSF1: serine and arginine rich splicing
factor 1

sSS : secondary Sjogren’s Syndrome

STAT4: Signal Transducer and Activator of
Transcription 4

T : Thymine
TDG : thymine DNA glycosylase
Tet: ten-eleven-translocation

TFBS : Site de Fixation aux Facteurs de
Transcription

Tth : Lymphocytes T folliculaire helper
Th1 : Lymphocytes T helper
TLR : Toll Like Receptor

TNFAIP3: TNF Alpha Induced Protein 3,
A20

TNFRSF13C : récepteur de BAFF
TNIP1: TNFAIP3-interacting protein 1

Treg : Lymphocytes T régulateurs
TSS : Site d’initiation de la transcription
U : Uracile

UHRF: Ubiquitin like containing PHD and
RING finger domains 1

VCAM: vascular cell adhesion molecule 1

VprBP : Vpr Binding Protein
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Les modifications épigénétiques

I.  Qu’est-ce que I'épigénétique ?
La difficulté a donner une définition précise pour I'épigénétique vient du fait que ce terme

recouvre des phénomenes tres dissemblables et qu’il a été introduit a deux reprises au cours

du 208™me siécle.

Ainsi, le terme épigénétique a été défini pour la premiere fois en 1942 par I’embryologiste et
philosophe anglais Conrad H. Waddington, dont I'objet d’étude était de comprendre le rble
des génes dans le développement. Par son travail il a cherché a comprendre comment s’opérait
le passage du génotype au phénotype au cours de I'évolution. Pour Waddington, ses théories
étaient une maniere de critiquer la génétique qui selon lui ne remplissait pas son objet d’étude.
En effet, dans les années 1940s, la génétique consistait en une cartographie des genes sur les
chromosomes. Sa conception est celle du paysage épigénétique et des processus conduisant

des génes aux caractéres observables. L'image du paysage épigénétique est particuliéerement

révélatrice de ses conceptions: les geénes
dessinent des vallées que les cellules parcourent,
lorsqu’elles se différencient, comme des rivieres
coulent le long d’une vallée. Ici la balle représente
une cellule. Les différents couloirs de la vallée

représentent des destins cellulaires distincts dans

lesquels la petite balle peut s’engager. Ainsi au
Figure 1: Représentation du paysage épigénétique vue

par Conrad H Waddington. début de son parcours, plusieurs choix s’offrent a
elle, mais une fois qu’une voie est choisie, le retour est impossible. Dés sa conception,
I"épigénétique est donc une réaction a « l'insuffisance » de la génétique dans I'explication du

développement des organismes.

Le deuxieme sens du mot épigénétique, dominant aujourd’hui, se forma petit a petit au cours
des années 1970s. Il s’agit ainsi d’expliquer les différents processus moléculaires d’activation
et d’inactivation de I'expression des genes qui sont observés et qui ne sont pas dus a un
changement de la séquence d’ADN (acide désoxyribonucléotidique). Ainsi, de facon

rétrospective, il était possible d’expliquer certaines particularités génétiques telles que le
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modele de I'opéron présenté par Francois Jacob et Jacques Monod dans les années 1960s. En
effet, ce premier modéle moléculaire de la régulation des génes était incomplet pour expliquer

les mécanismes de contréle de I'activité des genes au cours du développement embryonnaire.

En paralléle, la découverte de la structure en double hélice de ’ADN en 1953 et celle du code
génétique ont conduit a imaginer que le séquencage du génome (lecture du génome et
établissement de son écriture, c’est-a-dire la succession des lettres A, T, C et G) était suffisant
pour expliquer le fonctionnement d’un organisme, le génome constituant ainsi un livre ou tout
semblait étre inscrit. C'est dans cette optique qu’a eu lieu en 2003 le séquencage du génome
humain. Le début des années 2000 correspond a |'aboutissement de projets d’envergures
internationales de séquencage du génome humain (HUGO, HUman Genome Organization ; et
lancé plus tardivement par Celera Genomics), parus dans Nature et Science. Mais les grandes
révélations attendues n’étaient pas au rendez-vous puisqu’il était toujours impossible
d’expliquer la complexité et le fonctionnement du vivant. Ainsi, les résultats ne permettaient
pas de répondre notamment a la question posée quelques années auparavant par le généticien
américain Thomas Hunt Morgan : « si les caractéres de l'individu sont déterminés par les

genes, pourquoi toutes les cellules d’un organisme ne sont-elles pas identiques ? »

Notre génome est un long filament d’ADN de 2 métres de long qui renferme 22000 génes, soit
deux fois moins que celui de la paramécie, un organisme « simple » au regard de ’'Homme. Ces
données semblent donc apporter plus de questions que de réponses initialement posées. C'est
dans cette perspective gu’intervient la notion d’épigénétique qui va ainsi sortir de son cadre
classique d’étude a savoir I'étude du développement embryonnaire et de la différenciation des
cellules de I'organisme pour fournir une explication a la complexité du vivant en s’intéressant

aux mécanismes de « modulation » a I'expression des genes.

Une définition non conventionnelle de I'épigénétique donnée par Thomas Jenuwein du Max
Plank, Fribourg, Allemagne, est la suivante : « On peut sans doute comparer la distinction entre
la génétique et I'épigénétique a la différence entre I'écriture d’un livre et sa lecture. Une fois
que le livre est écrit, le texte (les génes ou I'information stockée sous forme d’ADN) sera le
méme dans tous les exemplaires distribués au public. Cependant, chaque lecteur d’un livre
donné aura une interprétation légerement différente de ['histoire... D’une maniere tres

comparable, I'épigénétique permettrait plusieurs lectures d’une matrice fixe (le livre ou le code
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génétique), donnant lieu a diverses interprétations, selon les conditions dans lesquelles on

interroge cette matrice. »

Pour finir, nous retenons la définition actuelle de I'épigénétique qui est la suivante : il s’agit
des modifications chimiques réversibles et héritables de la chromatine et de I'ADN qui
participent a la régulation de I'expression des génes et a la stabilité du génome sans changer
la séquence primaire de ’ADN (Berger et al., 2009; Bird, 2007; Deans and Maggert, 2015; Russo
et al., 1996).

Il.  Les différentes modifications épigénétiques et leurs roles

L’ADN se trouve sous forme compacté dans le noyau, d’un facteur 10000, pour former la
chromatine dont I'unité élémentaire est le nucléosome. Ce dernier comporte 146 paires de
bases enroulées autour d’un octameére d’histones qui est constitué de deux exemplaires de
chacune des histones H2A, H2B, H3 et H4. Le nucléosome est donc un des complexes ADN-
protéines trés stable en condition physiologique dont I'une des fonctions est d’assurer la
compaction de I’ADN. Toutefois son role ne se résume pas en une structure statique dans
laquelle 'ADN serait séquestré (Wolffe and Guschin, 2000). Bien au contraire, il s’agit d’'une
entité dynamique, qui peut étre modifiée dans sa composition, sa structure, ainsi que sa

position sur I’ADN. Ces propriétés sont régulées par de nombreux complexes protéiques.

En conséquence, la dynamique de cette structure mais aussi son agencement le long de la
double hélice d’ADN, joue un rdle dans le degré d’accessibilité de '’ADN, et peut réguler de
nombreux processus biologiques au sein de la cellule eucaryote. Ci-dessous cette image illustre
les différentes étapes de cette compaction de I’ADN (Annunziato, A. (2008) DNA Packaging :

Nucleosomes and Chromatin. Nature Education 1(1) :26)
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Figure 2: les différentes étapes de compaction de I'ADN.

Ainsi, lorsqu’on étudie des mécanismes épigénétiques, on s’intéresse aux mécanismes qui vont

affecter cette compaction et donc I'accessibilité de I’ADN et la transcription des genes. Comme

Figure 3: Les 3 mécanismes épigénétiques principalement étudiés.

cela est illustré dans la Figure

3 (leffries and Sawalha,
2011), trois mécanismes sont
principalement étudiés : il
s’agit en (A) des modifications
post-traductionnelles des

histones chargées de |Ia
compactation de I'ADN, en

(B) de I'état de méthylation
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de I'ADN lui-méme qui affecte la fixation des protéines nucléaires et en (C) des petits ARNs

(Acide RiboNucléique) dont la fonction est de contrdler |a stabilité des ARN messagers.

A. La méthylation de I’ADN

La méthylation de I’ADN est un processus épigénétique clé, qui est impliqué dans de nombreux

processus cellulaires, telle que la différenciation, le silencing des éléments transposables,

I'imprinting et la carcinogenése (Shen and Laird, 2013; Smith and Meissner, 2013). Comme

illustrée sur la Figure 4 ci-dessous la méthylation de ’ADN chez les mammiferes consiste

principalement en I'ajout d’'un groupement méthyl au niveau du carbone 5 des cytosines et

ceci dans un contexte ou la cytosine et suivie par une guanine. Cette action est réalisée par un

groupe d’enzymes que sont les DNMTs pour DNA Methyl Transferase. Ce mécanisme de

NH, NH,

ﬁu NpT— Celation
“transferase egulation
N&O = onvm N’go I'expression
| | - des génes

DNA DNA \
c T

\ NH,
I'INI 0 ffl 0 ITI
NA DNA DNA

o NH; 0 NH,
|
D

5-caC 5-fC 5-hmC

Figure 4: Cycle de méthylation et de déméthylation de I'ADN.

e

0

Source: https://www.diagenode.com/categories/dna-methylation

a)

5mC= 5 méthyl-cytosine, 5ShmC= 5 hydroxy méthyl-cytosine,
5fC=5 formylcytosine, 5caC= 5 carboxylcytosine

1. La mise en place de la méthylation

Les DNA Methyl Transferases

méthylation est réversible, une perte
du groupement méthyl au cours des
différentes divisions cellulaires peut
étre observé si celui-ci n’est pas
maintenu, il s’agit d’un mécanisme
passif. Un mécanisme actif est
également possible : il impliqgue un
groupe d’enzymes décrit pour la
premiere fois en 2009, les protéines
Tet (ten-eleven-translocation)

(Tahiliani et al., 2009).

Classiqguement responsables de la mise en place de la méthylation au niveau de I'’ADN, les

DNMTs sont réparties en deux groupes, les methyltransférases de novo (DNMT3A et 3B) et de

maintenance (DNMT1). Chez I'Homme, on retrouve plusieurs DNMTs : DNMT1, DNMT?2,

DNMT3A, DNMT3B et DNMT3L (décrit ci-dessous Figure 5 issu de Ravichandran et al. 2018).
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Partie N terminale Partie C terminale (domaine catalytigue)
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Figure 5 : Domaines et structures conservés des DNMTS.
La partie N terminale des enzymes contient de nombreux domaines d’interaction avec la chromatine (CXXC (domaine de liaison a des
CpG non méthylés), ADD (ATRX-DNMT3-DNMT3L ; reconnait et lie la lysine(K) 4 de I'histone 3, PWWP (Proline-tryptophane-tryptophane-
Proline) reconnait et lie la lysine(K) 36 de I'histone 3 di ou tri-méthylé ; RFTS qui reconnait et lie les foci de réplication de I’ADN ou des
protéines (PBD (PCNA Binding Domain)). La partie C terminale contient le domaine catalytique.

DNMT1, DNMT3A et DNMT3B sont les DNMTs canoniques chargées de I'ajout du groupement
méthyl en position 5 de la cytosine qui est responsable de la mise en place des méthylations
sur le génome. Par contraste DNMT2 et DNMT3L sont des membres non canoniques de la
famille des DNMTs et ne possédent pas de domaine catalytique fonctionnel. Cependant, ces
protéines possedent des domaines conservés qui permettent de les inclure dans un méme

groupe avec des domaines distincts qui font leur particularité d’action comme cela est décrit

dans le tableau ci-dessous.
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Tableau 1.

Description des différentes DNMTs chez I'Homme.

DNMT2
DNMT1 DNMT3A DNMT3B DNMT3L TRDMT.1 (tR.NA
aspartic acid
methyltransferase)
Cofacteur
Role admis Methylanon de Méthylation de novo Méthylation de novo |mp?rta.n.t . Méthylation des tARN
maintenance pour I'activité
de DNMT3
- UHRF1 (essentiel pour la
Sthylati
me ) ylation de - DNMT3L (formation d’un
. maintenance) s s . .
Interaction hétérotétramere qui augmente
, . - LSH e , - LSH
moléculaire I'affinité pour I’ADN)
- ATRX _LSH
- ncRNA (issu du géne
CEBPA)
Différentes isoformes retrouvées
dont certaines avec le domaine
Epissages catalytique manquant qui aurait
alternatifs pour effet de stimuler la

méthylation de I’ADN, se
substituant ainsi a DNMT3L

Modifications post
traductionnelles

-méthylation des lysines
1094 et 142 qui
conduiraient a la

dégradation de la
protéine.

- phosphorylation de la

sérine 143 qui protege de
la dégradation.

- phosphorylation par la casein kinase
2 des sérines 386-389 (souris)/390-
393 (Homme) du domaine PWWP, qui
facilite le ciblage de
I'hétérochromatine.

- phosphorylation de la
sérine 219 par ATM

Maladie humaine
(liée a une
mutation)

HSAN1E
(neuropathie héréditaire
sensitive et autonomique

de type 1)

Talton-Brown-Rahman syndrome

ICF syndrome
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Toutes les DNMTs utilisent comme substrat la S-adénosyméthionine (SAM ou AdoME) comme
molécule donneuse du groupement méthyl. L’équipe de Klimasauskas décrit le mécanisme de
retournement de base qui est indispensable au niveau du domaine catalytique des enzymes

DNMTs pour la réaction d’ajout du groupement méthyl (Klimasauskas et al., 1994).

La réaction de méthylation est initiée par un résidu cystéine conservé dans le motif PCQ
(Proline-Cystéine-Glutamate ; motif IV du domaine catalytique sur la Figure 5) qui est
responsable d’une attaque nucléophile au niveau du carbone 6 de la cytosine (la chaine
d’acides aminés impliquée dans la réaction est en vert sur la Figure 6 ci-dessous) de DNMT.
Cette étape est suivie par le transfert du groupement méthyl (en orange sur la Figure 6) de
SAM (en violet sur la Figure 6) et la perte d’un proton du carbone 5 de la cytosine pour former

le 5 méthyl cytosine (5mC) (Du et al., 2016).

Motif VI
(ENV)
Glu Glu Glu | |
R__Ad
R_+_Ad )\ B - BH
07 OH i, o o-j T 07 TOH nh, ) NH,
D s e CH
N7 ‘5 — HNT = N7 P —_— N7 g ®
- 2
o)\r;l & )s— B o%rﬂ S—Cys O)\l}l S—Cys o)\w °-s—=cys
dR dR dR
(d) Motif IV (d) () (d)
(pcoy ! w !

intermédiaires

Figure 6: Mécanisme catalytique des DNMTS issu de Lyko 2017.
Le motif IV est un des motifs du domaine catalytique des DNMTs ; ENV est I'acide glutamique conservé présent au niveau du
motif IV qui participe a I'attaque nucléophile lors de la réaction enzymatique ; PCQ est un motif Proline-Cystéine-Glutamate
dont la cystéine est conservée et participe également activement a I'attaque nucléophile sur la cytosine. Est surligné en vert
la chaine d’acides aminés impliquée dans la réaction enzymatique, le cofacteur SAM est en violet et le groupement méthyl est
en rouge. SAM : S Adénosyl Méthionine.

Enfin, I'action de ces enzymes est globalement influencée par des facteurs environnementaux

Meimonine et nutrionnels qui vont
Acide foligue
Vitamines
B6/B12 contrebalancer dans un sens
arsenic ———» SAM/SAH
\ ou l"autre I'ajout ou non d’un
Acide caféicque Facteurs

Acide chlorogénigue hutritionnels

groupement méthyl sur la

Dommages

F}.lmee —¥  ADN
Facteurs Kiearelis ”

environnementaux

EGCG

/ Alcool cytosine (Zampieri et al.,,
4 /Curcumin
O 2015). Ainsi comme cela est

Génistéine

illustré  sur la figure ci-

Figure 7: Impact de facteurs exterieurs sur la méthylation de I'ADN.
dessous, le gallate
Les facteurs environnementaux, I'alimentation peuvent avoir un impact sur la disponibilité en

SAM et ainsi indirectement réguler I'expression, le recrutement et I'activité des DNMTs. d'épigallocatéchine (EGCG)
(issu de Zampieri et al, 2015).

SAM: S Adénosyl Méthionine; SAH: S-Adénosyl Homocysteine; EGCG: gallate C]Ui est un ponphénoI issu du
d'épigallocatéchine.
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thé vert, le curcumin, la génisteine (isoflavone de graine de soja) (Fang et al., 2003, 2005; Lee
etal., 2005; Liu et al., 2009; Xie et al., 2014); et I'éthanol vont avoir un impact sur la disponibilité
en SAM. De méme, des facteurs extérieurs comme la pollution (arsenic, cadmium), les
meédicaments (ioniazide, procainamide) ou en lien avec le style de vie peuvent avoir un impact

sur la disponibilité en SAM (Zampieri et al., 2015).

i DNMT1

DNMT1 est responsable du maintien de la méthylation de 'ADN aprées réplication. Cette
réaction s’appuie sur un « patron » de méthylation qui est déja établi. Elle est mise en place
lors de la phase S du cycle cellulaire qui est la phase de réplication de I’ADN. Ainsi le brin d’ADN
néosynthétisé, sera méthylé sile brin « parent » est méthylé. Cela est possible par son domaine
RFTS (Replication Foci Targeting Sequence) qui lui permet de cibler comme son nom l'indique
les foci de réplication de ’ADN (Fellinger et al., 2009). Et c’est les interactions de DNMT1 avec
des partenaires tels qu'UHRF1 (Ubiquitin-like, containing PHD and RING finger domains, 1)
(Bostick et al. 2007) par son domaine SRA (SET and RING Associated) (Jones et Liang 2009) et
PCNA (Proliferating cell nuclear antigen) (Lida et al. 2002) qui vont conduire I'enzyme au niveau
de la fourche de réplication de I’ADN. Son activité enzymatique est plus importante sur les sites
méthylés que non méthylés (Fatemi et al., 2001; Jeltsch et al., 2016). Cependant, elle est

capable d’avoir une activité de méthylation de novo (Jair et al., 2006).

ii. DNMT2 : TRDMT1 (tRNA (cytosine-5) -methyltransferase)
Décrite en 1998 par Yoder et Bestor, le géne codant DNMT2 est localisée au niveau du
chromosome 10p15.1 (Yoder and Bestor, 1998). Cette enzyme posséde la méme activité
catalytique que les DNMTs 1, 3A, 3B

et 3L. En 2006, le groupe de Bestor

montra qu'” s’agissait d’une ARNt Quand on parle de wobble il faut entendre un mécanisme de "tolérance".
L'ARN de transfert va "lire" des codons de 3 nucléotides en se fixant par
(ARN de transfert) methyl transferase complémentarité sur I'ARN messager grace a I'anticodon. Ainsi, le premier
nucléotide du codon de I'ARNm sera associé au 3°™¢ nucléotide de

|'anticodon, et le 3¢™¢ nucléotide de I'ARNm sera lui associé au 1¢" nucléotide
de I'anticodon.

capable donc de méthyler des ARNt.

Cette meéthylation, dont la réaction Ce qui se passe c'est que I'ARNt va "tolérer" des différences au niveau du
, . R 3éme nucléotide de I'ARNm, c'est a dire que le premier nucléotide de
d ajout est semblable a celle des I'anticodon ne va pas s'assembler obligatoirement selon la "loi" de la

complémentarité.
autres DNMTs, a lieu sur le résidu C38
Ainsi il existe une tolérance de la part des ARNts qui associera un méme

de 3 ARNts : ARNtASp—GUC ARNtGIy— acide amine a des codons différents par leur 3™ base.

GCC et ARNtVal-AAC chez I'Homme et la drosophile. Cette position est proche d’une wobble
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base, ce qui indiquerait que DNMT2 pourrait étre impliquée dans des mécanismes de
« régulation » de la traduction protéique (Jeltsch et al., 2016; Rasmussen and Helin, 2016).

Concernant son activité de méthylation de I’ADN, la question est toujours en discussion.

iii. DNMT3A/B
DNMT3A et 3B sont responsables de la méthylation de novo et cela a la fois en position cis et
trans du brin d’ADN. Elles possedent le méme domaine catalytique que DNMT1, ce qui permet
de souligner que I'activité de novo n’est pas dépendante de ce domaine mais des interactions
avec des partenaires moléculaires et du domaine N terminal. Elles possedent en position N
terminal un domaine PWWP (Pro-Trp-Trp-Pro) qui est essentiel pour le recrutement de ces
enzymes au niveau du centromere (réle dans la mise en place de I'hétérochromatine et de la
stabilité du génome). Elles possédent également un domaine ADD (ATRX-Dnmt3-Dnmt3L) qui
est riche en cystéine et est associé a un doigt de zinc qui permet I'interaction avec I’ADN. Ces
enzymes ont été découvertes a la suite d’'un KO (Knock-Out) de DNMT1 pour lequel une
méthylation de I’ADN continuait a étre observée (Lei et al., 1996). Des expériences de FISH
(Fluorescence In Situ Hybridization) ont permis par la suite de localiser ces enzymes au niveau
des chromosomes humains (2p23 et 20q11). Leurs activités de méthylation de novo ont été

démontrées par |'utilisation de cellules souches mutantes(Chen et al., 2003).

Par ailleurs, depuis 2015, leur réle strict de méthylase de novo semble étre mis a mal. En effet,
des expérimentations in vitro suggereraient également un rble dans la déméthylation active
de I'ADN selon des conditions trés précises. Ainsi, lors d’une restriction de la disponibilité du
cofacteur SAM, DNMT3A et B seraient capables de déaminer un motif 5mC (5 méthylcytosine)
en thymine, cette thymine qui par la suite pourrait étre remplacée par une cytosine non
modifiée en empruntant la voie BER (Base Excision Repair). De plus, dans un environnement
oxydoréducteur et en l'absence de SAM, DNMT3A et B pourraient méme directement
convertir une 5mC ou une 5 hydroxyméthylcytosine (5hmC) en une cytosine non modifiée,
bien que la voie impliquée dans cette réaction reste inconnue (van der Wijst et al., 2015).
Toutefois, ces mécanismes in vitro restent a étre confirmés/infirmés in vivo et leurs

pertinences, intéréts physiologiques a étre étudiés et compris.
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2. Role de la méthylation de ’ADN

a) Implication dans les grands mécanismes
Montrée depuis les années 1980s, la méthylation de I’ADN est impliquée a la fois dans la
régulation de I'expression génique et la différenciation cellulaire. Chez les mammiféres des
motifs de méthylation sont établis tres tot au cours du développement et maintenus tout au
long de la vie de I'individu. Cette méthylation est essentielle pour de nombreux mécanismes

cellulaires, et plus particulierement :

*Le silencing des rétro-éléments et des éléments répétés assurant la stabilité du
génome. Ces éléments représentent plus de la moitié du génome (LTR (Long Terminal Repeat
sequence), LINE et SINE (Long and Small Interspersed Element)), ils sont maintenus inactifs et
la méthylation aide en ce sens, permettant ainsi d’éviter des éventuelles mutations par
insertion (Jones and Takai, 2001; Lander et al., 2001; Robertson and Wolffe, 2000a; Yoder et
al., 1997). Les répétitions en tandem sont retrouvées notamment en région centromérique,
péri-centromérique et sub-télomérique et sont constitutivement méthylées (Jurkowska et al.,
2011; Suzuki and Bird, 2008). La méthylation des régions centromériques permet d’éviter les
recombinaisons centromériques et de controler les longueurs anormales du centromere (Jaco
et al, 2008). La méthylation de I'ADN est également un répresseur important de la
recombinaison de '’ADN au niveau des télomeres et un régulateur négatif de leur longueur

(Blasco, 2007; Gonzalo et al., 2007).

*La régulation de I'expression des geénes exprimés de maniere tissu-spécifique

(mécanisme décrit plus finement dans le prochain paragraphe).

*’empreinte parentale, une des deux copies héritées par la mére ou le pere est
totalement éteinte alors que I'autre est active. C’est un mécanisme qui a été mis en évidence
pour la premiere fois en 1984 par McGrath et Solter, et Surani et al 1984 (McGrath and Solter,
1984; Surani et al., 1984). L’équipe de Surani démontra la nécessité des génomes maternel et
paternel pour le développement normal de I'embryon, ceci a la suite d’expérimentations sur
des embryons murins. Le mécanisme a pu par la suite étre plus finement expliqué et détaillé

par l'identification des premiers geénes soumis a empreinte et important pour le
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développement : Igfll (paternel) et Igfr2 et H19 (maternel) (Barlow et al., 1991; Bartolomei et

al., 1991; DeChiara et al., 1991).

CTCF
oo (UUTIU\’\ Figure 8: Modele d'imprinting au locus IGF2-H19.

Q ICR Enhancers  Sur I'alléle maternel, la région ICR (Imprinting Control Region)
d n’est pas méthylée, ce qui permet au répresseur transcriptionnel

? :l CTCF (CCCTC-binding) de se fixer et ainsi d’empécher la
transcription du géne IGF2. Sur I'allele paternel, la méthylation au
\ niveau de ICR va empécher la fixation de CTCF et dans ce cas, il y

aura une transcription du géne IGF2. (Kameswaran and Kaestner,

2014
Légendes: E Expression == |CR )
paternelle
Expression <|> CpG non méthylé

D géne reéprimé maternelle

® coc méthyis

UUUUY LncRNA

*’inactivation du chromosome X qui participe
) . , La compensation de dosage

au phénomene de compensation de dosage. Une
La compensation de dosage est le processus par lequel

structure appe|ée CoerSCU|e de Barr (Voir Figure les organismes égalisent I'expression de genes entre les
membres de sexes biologiques différents

9) est observée dans le noyau des cellules

femelles, il s’agit de I'un des 2 chromosome X extrémement compacté. Cette structure a été

proposée pour la premiere fois en 1961 par Mary F.

Lyon. En 1995 I’ARN non codant Xist a été identifié, il est

produit uniquement par le chromosome X inactif et est

Figure 9: Corpuscu|e de Barr |nd|que par les é |’Or|g|ne de |a méthylatlon de |’ADN de ce méme

fleches chez I'individu de sexe féminin. . .
chromosome et de sa « compaction » par la suite.

b) Implication dans la régulation de I'expression des génes

i Le promoteur

La région promotrice d’un gene peut étre délimitée en 3 sous parties :

-Le TSS (Site d’initiation de la Les llots CpG (CGl)

Les CGI sont définis comme des séquences de plus de 200pb qui présentent un
enrichissement en GC avec plus de 50% de GC. On les retrouve dans plus de 70% des
promoteurs chez les mammiferes. lls sont fortement conservés entre la souris et
I'Homme ce qui permet d’illustrer leur importance. La méthylation de ces ilots permet
un silencing stable de I'expression des génes, elle est particulierement importante
également au cours du phénomene d’imprinting, et lors de la régulation de I'expression
. : . des génes au cours du développement et de la différenciation. Leur méthylation est
chromatine et la fixation des rarement tissu spécifique.

Les shores sont a plus de 2kb des CGl et leur méthylation est tres fortement corrélée

transcription) : promeut
I'expression des genes en

régulant la structure de la

facteurs de tra nscription. Ils avec une diminution de I'expression des génes et ils présentent un profil de
méthylation qui est conservé et est tissu spécifique.
sont moins riches en Les shelf se trouvent de 2kb a 4kb autour des CGl et enfin les Open Sea qui présentent

les CpG que I'on retrouve de fagon ponctuelle dans le génome.
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nucléosomes que d’autres parties de I'ADN, et les nucléosomes qgu’ils contiennent sont
porteurs de marques d’histones permissives pour la transcription. C’est la présence du variant

d’histone H2A.Z qui va limiter la méthylation des dinucléotides (Zilberman et al., 2008).
-La région promotrice centrale est pauvre en CpG.

Au sein des promoteurs, pour 70% d’entre eux, il est retrouvé une structure appelée llot CpG
(voir bulle) qui est globalement non méthylée, une hyperméthylation est observée au cours du

processus de tumorogenese (Deltour et al., 2005).

Les éléments de régulation a distance du géne qui sont les insulators, enhancers et repressors
sont également soumis a une régulation de leur fonction par la méthylation de I’ADN. Ces
séquences sont porteuses d'une

séquence CCCTC sur laquelle se fixent

Les insulators empéchent les enhancer/silencer d’activer/inhiber la

.. , transcription des génes voisins, et sont retrouvés entre un enhancer et le
des prOtemeS appelees facteurs de promoter. Un enhancer est une région de fixation des facteurs de
transcription pour activer la transcription des génes. A linverse, un

fixation CCCTC C]Ui peuvent étre des repressor est une région de fixation des facteurs de transcription pour
inhiber la transcription des génes cibles.

protéines USF1/USF2 ou CTCF. Ces

protéines fixent 'ADN quand celui-ci n’est pas méthylé. La méthylation des séquences

insulators inhibe 'activité de ceux-ci (exemple de ICR dans la régulation de I'expression du géne

soumis a empreinte IGF2).

Globalement ces régions sont pauvres en CpG et ont tendance a présenter des niveaux de
méthylation assez variable tout en étant particulierement enrichies en 5hmC lorsqu’elles sont

actives.

ii. Le corps du géne
Brenet et son équipe ont montré que la méthylation de I'exon 1 d’un géne est généralement

associée a sa  répression

transcrlptlonne”e (Brenet et aI., Le corps du gene comprend les exons et les introns. Les exons sont des fragments
de séquence primaire d'un gene qui seront recopiés dans la structure primaire de
2011) Une hypomethylatlon I'ARN messager apres épissage. Les introns, parties non codantes des genes des

eucaryotes, sont coupés de la structure primaire des ARN au cours de la maturation
des régions introniques peut des messagers.

conduire a I'exposition d’enhancer et ainsi favoriser des modifications d’expression des genes

concernés (Blattler et al., 2014).
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La méthylation de I’ADN au sein du corps du géne contribuerait a une transcription optimale
en autorisant I'accumulation de la marque activatrice H3K36me3 (triméthylation de la lysine
36 de I'histone 3) et en excluant la marque répressive H3K27me3 (triméthylation de la lysine
27 de I'histone) (Lee et al., 2015). Ce qui empécherait des initiations de la transcription a partir
de site cryptique d’initiation de la transcription qui pourrait ainsi créer de I'interférence avec
le site TSS (Choi et al.,, 2011). De nombreux résultats expérimentaux obtenus suite a un
séquencage apres traitement au bisulfite de sodium ont permis de rapporter que les genes les
plus fortement exprimés présentaient le plus fort niveau de méthylation intragénique (Lee et

al., 2015).

iii. Les régions intergéniques
Les régions intergéniques regroupent tout fragment d'ADN présent entre des séquences
codantes d'ADN, y compris les régions non traduites, les régions 5' et les 3' flanquantes, les
introns, les pseudogénes non fonctionnels, et les séquences répétées non fonctionnelles. Ces
régions représentent 80 a 90% du génome humain, et semblent fortement impliquées dans le
maintien de la stabilité du génome. Pour les séquences répétées non fonctionnelles, il a été
montré que I'expression des SINEs (Short Interspersed Nuclear Elements), des LINEs (Long
Interspersed Nuclear Element), et des rétrovirus endogenes et des transposons de I"’ADN
étaient sources de perturbations de I'expression des genes et de mutation de I’ADN (Kuster et
al., 1997; Michaud et al., 1994, Ukai et al., 2003). Classiquement, ces séguences sont inactivées
par la méthylation de I’ADN ou par la présence de mutations acquises au fil du temps suite a la
déamination des 5 méthyl-cytosines (Walsh et al.,, 1998). Une hypométhylation induit leur

expression, qui sera a l'origine d’une instabilité génomique (Gaudet et al., 2003).

c) Meéthylation de I’ADN et épissage alternatif
Il a été montré récemment que |'organisation de la chromatine, les marqueurs épigénétiques
et la formation des boucles chromosomiques pouvaient avoir un impact sur |'épissage
alternatif. C'est ainsi que la méthylation de I’ADN intervient dans ce processus. Une corrélation
positive est ainsi observée entre la méthylation au niveau du corps du gene et son niveau
d’expression. De plus, la méthylation de I’ADN semblerait aider a la distinction des exons et
des introns. Trois protéines ont été identifiées comme faisant le lien entre la méthylation de

I’ADN et la machinerie impliquée dans I’épissage alternatif.
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*CTCF qui est un facteur
de transcription impliqué dans

La recombinaison V(D)J est un mécanisme de recombinaison de I’ADN. C’est une

de nombreux mécanismes tels réaction de recombinaison site-spécifique qui permet de créer une grande
diversité de récepteurs des cellules t et d’immunoglobulines qui sont nécessaires

a la reconnaissance de I'immense variété des antigénes étrangers.

que la régulation de la
transcription, la recombinaison des séquences V(D)J (variable-diversité-jonction) du récepteur
a I'antigene des lymphocytes T et B et |'architecture de la chromatine. Sa liaison a I’ADN
diminue le taux d’allongement de I’ARNm synthétisé par ARN Polymérase Il (ARN pol II) et
facilite I'inclusion d’exon. Cette liaison est empéchée par la méthylation de I'ADN, qui dans ce

cas aboutit a I'exclusion de I’exon (Lev Maor et al., 2015)

*MeCP2 (methyl CpG binding protein 2), protéine impliquée dans la régulation post
transcriptionnelle des genes. Dans ce cas, MeCP2 se lie a ’ADN méthylé et diminue le taux

d’élongation par I’ARN pol Il pour améliorer I'inclusion d’exon (Lev Maor et al., 2015).

*Les protéines HP1 qui appartiennent a la super famille des protéines a
chromodomaine et possedent un domaine methyl-lysine binding chromodomain. Les
protéines HP1 se lient a la marque d’histone H3K9me3 (triméthylation de la lysine 9 au niveau
de I'histone 3) ainsi qu’a des facteurs d’épissage. Les protéines HP1 s’accumulent au niveau
des exons, et les facteurs d’épissage qui se lient a HP1 exercent de cette fagon leur effet sur
I'inclusion et I'exclusion des exons dans 'ARNm. HP1 est capable de lier SRSF1 (serine and
arginine rich splicing factor 1) qui appartient a la famille des protéines SR (nommées ainsi car
leurs séquences protéiques contiennent des répétions des acides aminés Sérine (S) et Arginine
(R), impliquées dans I'épissage alternatif et se fixant aux séquences dites activatrices, ce qui va
permettre d’inclure un exon ) et vont participer a 'inclusion de I’'exon (Loomis et al., 2009;
Yearim et al., 2015) dans 'ARNm. HP1 peut également se lier a d’autres membres de la famille
SR : SRSB1 et SRSF3 (Yearim et al., 2015). Par ailleurs, HP1 peut lier des hnRNPs (heteronuclear
ribonucleoprotein) qui ont I'effet inverse des protéines SR, elles se lient a des séquences
inhibitrices, et dans ce cas ont un réle de répresseur en masquant le site d’épissage (Ameyar-

Zazoua et al., 2012).

29



(A)

(©

— & (0 Exon constitutif
E 2 3 Exon alternatif
. CpG méthylé
¢
9  H3K9me3

TRENDS in Genetics

Figure 10: La méthylation de I'ADN a un impact sur I'épissage alternatif (issue de Maor et al 2015).

A) lorsque I’ADN n’est pas méthylé, CTCF se lie en aval de I'exon alternatif et crée ainsi un barrage pour I'élongation par I'’ARN pol Il, ce qui
va permettre I'incorporation de I'exon dans ’/ARNm. La méthylation de I’ADN empéche la fixation de CTCF et donc I'inclusion de I'exon. B)
En I'absence de méthylation de ’ADN, MeCP2 ne se lie pas a I'exon alternatif, ce qui permet I’élongation rapide par I’ARN pol Il et donc la
non inclusion de I'exon. La méthylation de I’ADN au niveau de cet exon alternatif permet la liaison de MeCP2 qui va recruter des HDACs
(Histones déactétylases), ce qui va permettre un ralentissement de I’ARN pol Il lors de I'élongation et donc I'inclusion de I'exon. C) La
méthylation de ’ADN stimule la méthylation de la lysine 9 de I'histone 3 (H3K9me3). HP1 se lie a H3K9me3 et recrute des facteurs d’épissage
(SF), ce qui va permettre I'exclusion de I'exon. H3K9me3 : Histone 3 triméthylé au niveau de la lysine 9 ; HDAC : Histone déacétylase ;ARN
pol Il : ARN polymerase Il.

d) Meéthylation de I’ADN en dehors du contexte CpG
Bien que les DNMTs méthylent préférentiellement les cytosines dans un contexte CpG, des
études biochimiques ont permis de mettre en évidence qu’elles pouvaient également méthylés
dans un contexte non CpG avec une apparente préférence dans le sens suivant : CA>>CT>CC

(Aoki et al., 2001; Gowher and Jeltsch, 2001).

Dans les cellules souches embryonnaires murines mais aussi humaines, il a été mis en évidence
une méthylation de I’ADN dans un contexte différent du contexte CpG, principalement dans
un contexte CpA, ceci grace a l'action conjointe de DNMT3A/B de concert avec DNMT3L. Cette
méthylation est asymétrique, elle n’est pas transmissible au cours des divisions cellulaires et
est diluée au cours du temps. Si elle est relativement fréquente dans les cellules souches
embryonnaires (Ramsahoye et al., 2000), on la retrouve également dans certains tissus
somatiques (Pinney, 2014). Cette méthylation asymétrique des cytosines au niveau de
promoteurs jouerait un réle dans la régulation de I'expression de quelques génes au niveau de
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certains tissus (Pinney, 2014). Par ailleurs, des études sur le cerveau, ou la méthylation en
dehors du contexte CpG est la plus forte, souligneraient son implication dans la maturation
neuronale et la spécification des cellules du cerveau, processus cruciaux pour le

développement de celui-ci (Lister et al., 2013).

Cependant, les fonctions moléculaires, ainsi que les mécanismes de mise en place et de

maintien restent largement mal connus (Ravichandran et al., 2018).

e) Lien génome et épigénome
Depuis 1982, on sait que les cytosines méthylées sont plus sujettes a la désamination (c’est
une réaction chimique au cours de laquelle une molécule perd un groupement amine) que les
cytosines non méthylées (Wang et al., 1982). Ainsi le taux de déamination des 5mC serait 2 a
3,2 fois plus important que celui des cytosines non méthylées (C) (Ehrlich et al., 1986). La
déamination des 5mC et C permet respectivement |'obtention d’'une thymine et d’un uracile.
La méme équipe en 1990 montrait une excision moins efficace des résidus thymine lors de
mésappariement G-T (Guanine-Thymine) par rapport au mésappariement G-U (Guanine-
Uracile) (Ehrlich et al.,, 1990). Ceci permet d’expliquer la fréquence du polymorphisme
Cytosine>Thymine (Holliday and Grigg, 1993). Cela est en accord avec |'observation du taux de
transition CpG a TpG qui est de 10 a 50 fois plus importante que les autres transitions (Jiang et
al., 2007; Zhao and Jiang, 2007). Une étude de 2012 souligne que parmi les 5mC, le taux de
mutation de celles-ci semble étre nettement plus important sur les sites dit low intermediately
(LI mCpG sur la Figure 11, c’est-a-dire porteur a 40% de méthylation) et les intermediately (I
mCpG sur la Figure 11, porteur de 40 a 60% de méthylation), cela a différents niveaux, des

régions génomiques, aux chromosomes au génome complet (Xia et al., 2012).
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15 Figure 11: lllustration du taux de mutation pour les sites
= Genome

® Intergenic CpG méthylés dans le génome humain selon la région
W Intronic génomique concerné (issu de Xia et al. 2012).
H Exonic
® Promoter
=Gl L'axe des abscises : les sites CpG avec différents niveau de
méthylation: H_mCpG: highly methylated CpG (> 80%);
10 HI_mCpG: high-intermediately methylated CpG (60-80%);
_ I_mCpG: intermediately methylated CpG (40-60%); LI_mCpG:
& low-intermediately methylated CpG (20-40%); L_mCpG: lowly
% methylated CpG (< 20%)). Sur I'axe des ordonnées est représenté
a le taux de mutation qui est calculé par la densité en SNPs au
% niveau des sites CpG.
. SNP : Single Nucleotid Polymorphism.
0 . ‘
H mCpG HI mCpG | mCpG Ll mCpG L mCpG

f)  Meéthylation de I’ADN et ARN non codants
Il existe un lien entre les ARN non codants et la méthylation de I’ADN. Ils peuvent ainsi étre régulés par
des mécanismes épigénétiques et étre capables d’influer sur le paysage épigénétique (Ferreira and
Esteller, 2018). C’est ainsi que I'on peut observer une diminution de I'expression de certains miRNAs
(micro ARNs) lors de cancer suite a une hyperméthylation des motifs CpG au niveau de leurs
promoteurs (Ferreira and Esteller, 2018), par exemple ce processus est observé pour miR-145 dans le

gliome.

Des études récentes suggerent un mécanisme d’inhibition de la méthylation médiée par les DNMTs via

une intéraction avec de petits ARNs. Ces mécanismes initialement décrits chez la plante, la drosophile

et la levure, sont appelés RADM (RNA directed DNA Methylation) et sont responsable d’un silencing
Site génomique transcriptionnellement inactif ~ transcriptionnel au niveau du géne cible. Chez les
mammiféres, un mécanisme similaire a été décrit en 2013
hmDNA

par Di Ruscio et al. Les auteurs ont décrit une interaction

CH3 possible entre DNMT1 et un ARN au niveau du locus CEBPA

Site génomique transcriptionnellement actif . . , . 3 . ,
qui est critique pour la régulation de la méthylation de I’ADN.
Ainsi, cet ARN se lierait a DNMT1 et empécherait 'ajout de

groupements méthyls au niveau précisément du géne CEPBA

hmDNA
(CCAAT/Enhancer Binding Protein Alpha). Les auteurs ont par
ailleurs réalisé des approches de RNA sequencing des
Figure 12:modele de séquestration de DNMT1
propose par Di Ruscio et al. 2013 transcrits associés avec DNMT1 en combinaison avec I'étude

DNMT1 ne peut accéder aux sites génomiques de la méthylation du génome, leur a permis de généraliser
transcriptionnellement actif lorsque DNMT1 interagit

avec un ARN et donc reproduire le patron de

méthylation. hmDNA : ADN hémiméthylé.
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cette observation a d’autres loci. Ainsi une interaction DNMT1-ARN serait possible (Di Ruscio et al,,

2013) et permettrait un contrdle de la méthylation.

B. La déméthylation de '’ADN

3. La déeméthylation passive de ’ADN

La méthylation de I’ADN, longtemps considérée comme étant une modification stable, de part
la nature chimique de la liaison C-C (carbone-carbone), la seule maniére de perdre ce
groupement méthyl était envisagé de maniere passive. Ainsi, une déméthylation pouvait étre
observée suite a une « dilution » de la marque lors de la réplication de ’ADN ou suite a une

inhibition de la maintenance de celle-ci (Ravichandran et al., 2018).

En effet une déméthylation passive peut-étre le fruit d’une diminution de I'expression des
DNMTs(Oda et al., 2013; Zampieri et al., 2009), d’'une localisation des DNMTs au niveau du
cytosol (Cardoso and Leonhardt, 1999; Jurkowska et al., 2011) d’'un défaut de recrutement sur
I’ADN (Bostick et al., 2007; Oda et al., 2013), d’'une diminution du substrat SAM (Ulrey et al.,
2005) ou encore d’une inhibition de I'activité enzymatique des DNMTs (Caiafa et al., 2009;
Fang et al., 2007).

Par ailleurs, la perte du complexe DNMT1/UHRF1/PCNA va provoquer la perte du maintien du
profil de méthylation de I’ADN au cours des cycles cellulaires suivants. De plus, la présence de
5hmC peut jouer un réle dans la déméthylation de '’ADN. Des expérimentations in vitro ont
ainsi montré une diminution drastique de I'activité de DNMT1 sur un substrat porteur de 5hmC
(Hashimoto et al., 2012; Ji et al., 2014; Valinluck and Sowers, 2007). Enfin, UHRF1 et 2 seraient
capables de lier 5hmC ce qui suggére un détournement de la méthylation de I’ADN. Les dépots
larges de 5hmC sont suggérés comme capables d’induire une déméthylation passive de I’ADN

notamment dans I'embryon pré-implantatoire et les PGCs (Primordial Germ Cells).

4. La déméthylation active de ’ADN
En 2009 Tahiliani et al ont mis en évidence les protéines TETs homologues chez les mammiféres
des protéines JBP1 (J binding protein 1) et JBP2 retrouvées chez les trypanosomes. En effet les
trypanosomes possedent dans leur génome une base J (B-D-glucosylhydroxymethyluracil),
obtenue aprées hydroxylation et glucosylation de la thymine. La biosynthese de cette base J fait

intervenir deux enzymes JBP1 et JBP2, enzymes de la famille des 20G (oxoglutarate) et Fe(ll)
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dependent oxygenase, qui catalysent la premiere étape de la biosynthése J. Comme la 5mC, la

base J est associée avec le silencing génique. C'est cette homologie qui a laissé penser aux

auteurs une méme possibilité d’action de ces enzymes chez les mammiferes et leur a permis

de mettre en évidence la déméthylation active de I’ADN et le lien avec la 5hmC (identifiées

pour la premiere fois sur ’ADN des T-even bacteriophage (phage de Escherichia coli) en 1953

(Wyatt and Cohen, 1953)).

a) Lesenzymes TETs

Les protéines TETs sont des protéines de 180 a 230kDA possédant plusieurs domaines (Figure

Domaine catalytique

région de faible
complexité

site de site de
cxxcc o ': osan uj xaton ) o )
Fe(ll) 2-0G

Figure 13: Structure des TETs (issu de Rasmussen and Helin, 2016).

Le domaine C terminal est partagé par 'ensemble des proteins TETs, il s’agit
du domaine catalytique avec le domaine DSBH, un domaine riche en
cystéines et les sites de fixation aux 2 cofacteurs Fe(ll) et 2-OG. Le domaine
DSBH contient une large région dont la fonction reste inconnue. TET1 et TET3
ont un domaine CXXC en N terminal qui permet la liaison a I’ADN.

Cys : domaine enrichit en cystéine ; DSBH : Double Stranded B Helix ;

2-0G : 2-Oxoglutarate.

13). Toutes les protéines TETs possédent
le domaine DSBH (Double Stranded [
Helix), un domaine riche en cystéines ainsi
gue deux sites de fixation pour les
cofacteurs : Fe(ll) et 2-Oxoglutarate (2-
OG) qui, ensemble, forment le domaine
catalytique principal en C terminal. Des
études ont montré que, par ce domaine,
les protéines TETs liaient
préférentiellement des cytosines dans un
contexte CpG et n’interagissaient pas avec

les bases avoisinantes et presque pas avec

les séquences d’ADN flanquantes (Rasmussen and Helin, 2016). En plus de leur domaine

catalytique TET1 et TET3 possédent un domaine CXXC (domaine zing finger) qui leur permet

de se lier a I’ADN.
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Tableau 2.

Les différentes protéines TETs

directement ou
indirectement

TET1 TET2 TET3
Role supposé Formation de la Seraient impliquées dans la production des
5hmC marques 5fC et 5CaC
-Sin3a
-MLL
Interaction -DKK
moléculaire -Complexe PRC2 IDAX (CXx4)

Epissage alternatif

Non

9 transcrits alternatifs
dont 7 codant pour une

4 transcrits
alternatifs dont 2
donnant une

colorectal, cancer du

pancréas, leucémie
myéloide aigue,
cancer du sein...

cancers : mélanomes,
cancer colorectal, cancer
du sein...

protéine ..
protéine
miR767 ; miR26a ;
Régulation post- miR22 ; . .
o : . R22 R22
transcriptionnelle miR29 ;miR494 ; ml m
miR520b
Protéolysée via IDAX
(CXX4 ; qui pourrait étre Méme régulation
Modification post le résultat d’une scission que TET2 sur son
traductionnelle d’un géne unique domaine CXXC
comprenant TET2 et absent
CXX4)
N +
Localisation Noyau Noyau oyau
cytoplasme
. ssocie a. une Associé a 77 pathologies .
cinquantaine de . Aucun phénotype
, humaines (source .,

pathologies associé avec TET3
i Ensembl.org) : . .
. humaines (recherche o mais SNP retrouveé

Maladies principalement des .
. Ensembl) : cancer , . chez les patients

humaines hémopathies et des

ayant un Lupus
érythémateux
systémique.

Les protéines vont permettre dans un premier temps I'oxydation de la 5mC en 5hmC, qui sera
ensuite oxydée en 5 formylcytosine (5fC) puis en 5 carboxylcytosine (5caC) (He et al., 2011; Ito
et al., 2011). Ces deux dernieres cytosines qui sont les plus oxydées seront par la suite coupées
par la thymine DNA glycosylase (TDG), une DNA mismatch repair enzyme qui se lie et excise les
pyrimidines mal associées dans les paires G :U (Guanine-Uracile) et G :T (Guanine-Thymine)

(Lindahl and Wood, 1999). En effet, la TDG n’est pas recrutée par la 5hmC mais uniquement
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par la 5fC et 5caC ce qui a été démontré in vitro (He et al., 2011; Maiti and Drohat, 2011; Spruijt
et al., 2013). Par ailleurs, des approches de KO et de mutations génétiques sur des cellules
souches embryonnaires (ESCs) murines ont permis d’observer un enrichissement en 5fC et
5caC (He et al., 2011; Shen et al., 2013; Song et al., 2013). La surexpression de TDG dans la
lignée HEK293 conduit a I'inverse a une diminution de 5fC et 5caC avec peu ou pas de

changement pour les marques 5mC et 5hmC (Nabel et al., 2012).

L’obtention de ce site abasique va enclencher le processus de Base Excision Repair (BER), et

pour finir au remplacement par une cytosine non modifiée

NH, OH NH, Cl> NH, CI) NH,
N N SN HO' SN
I | |
. R =S R
l;03| |;o:’ ';0:' o]
TET1/2/3 TET1/2/3 TET1/2/3 |
5mC ) S5hmC ) 5fC 5caC
2-0G Succinate 2-0G Succinate 2-0G Succinate
Fe(ll.O, CO, Fe(l). 0, CO, Fe(l))0, CO,
 SAH TDG TDG
DNMT1
DNMT3A
DNMT3B
N sam NH, | !
SN 11
LA I
NS ’ )
Base-excision repair (BER)
| H H
Cytosine (C) Abasic site

Figure 14: Déméthylation active de I'ADN par la voie TETs/TDG/BER (issu de Rasmussen and Helin, 2016)

Une cytosine peut étre méthylée par DNMT1, 3A ou 3B. pour donner une 5mC. La 5mC peut par la suite subir une série d’oxydation par
I'action des enzymes TETs qui vont ainsi donner 5hmC, 5fC, et 5caC. TDG va reconnaitre 5fC et 5caC, et les exciser. Cela va conduire a
I'obtention d’un site abasique qui sera reconnu par la voie BER et remplacé par une cytosine non modifiée. (SAH) S-adenosyl-homocysteine;
(SAM) S-adenosyl-methionine; 2-0G : 2-oxoglutarate ; 5mC : 5-méthyl-cytosine; 5ShmC: 5-hydroxyméthylcytosine ; 5fC : 5 formylcytosine ;
5caC : 5 carboxylcytosine ; TDG : thymine DNA glycosylase.

Enfin, les TETs peuvent oxyder les thymines pour former la 5hmuU
(5hydroxymethyluracile) qui est présente a faible niveau dans les ESCs (cellules souches
embryonnaires) et est efficacement clivée et réparée par TDG en association ou non avec
SMUG1 (single-strand selective monofunctional uracil DNA glycosylase 1) et la voie BER. La

fonction et le réle de 5ShmU restent a étre expliqués et compris.

Les TETs peuvent lier VprBP (Vpr Binding Protein) qui va permettre par la suite la mono-
ubiquinylation au niveau d’un résidu lysine conservé (K1229 pour Tet2) par un complexe E3
ligase : VprBP-DDB1 (Damage Specific DNA Binding Protein 1) — CUL4 (Cullin 4) — ROC1 (RING
of Cullins) (CLR4P™8P) (Nakagawa et al., 2015; Yu et al., 2013). Cette modification n’affecte pas
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I"activité catalytique in vitro mais a un impact sur la conformation de I’enzyme ce qui faciliterait

et stabiliserait la liaison a I’ADN.

Des expériences sur des lignées cellulaires humaines et des tissus murins (Bachman et
al., 2014; Blaschke et al., 2013; Minor et al., 2013; Yin et al., 2013) ont montré que la vitamine
C stimule les TETs, les auteurs constatant une augmentation des marques 5hmcC, 5fC, 5caC et
une petite réduction de 5mC. La vitamine C se fixerait sur le domaine catalytique des TETs et
contribuerait ainsi a augmenter I'efficacité du recyclage de Fe(ll). Ceci permettrait de mettre

en évidence une régulation, tout comme pour les DNMTs, des TETs par des facteurs extérieurs.

5. Réle de la déméthylation de ’ADN
Contrairement a la marque 5mC, pour laguelle le niveau est relativement constant selon les
différentes cellules somatiques et représente 4% des cytosines totales concernées (Ehrlich et
al., 1982), celui des 5ShmC est plus faible et il varie entre les différents types tissulaires. La 5hmC
est la plus abondante dans le cerveau et les cellules souches embryonnaires, ou elle concerne
entre 0.4 et 0.7% des cytosines totales (Kinney et al., 2011; Kriaucionis and Heintz, 2009; Li and
Liu, 2011; Miinzel et al.,, 2011; Nestor et al., 2012). Les marques 5fC et 5caC sont-elles 10 a 100
fois moins abondantes que la marque 5hmC (0.02-0.002%) (Bachman et al., 2015; Pfaffeneder
et al., 2011). En dépit de leur faible abondance, 5hmC et 5fC sont détectés apres plusieurs
divisions cellulaires ce qui suggérerait qu’il s’agit de marques stables et pouvant avoir une
importance biologique. La majorité de ces produits oxydés est déposée de fagon asymétrique,
suggérant un mécanisme d’hérédité lors de la mitose différent de celui de la marque 5mC

(Jones and Liang, 2009; Wu et al., 2014; Yu et al., 2012).

a) Implication dans les grands mécanismes

i. La reprogrammation épigénétique
Au cours du développement tres précoce chez les mammiferes, un processus d’effacement
total des marques épigénétiques dont la méthylation de I’ADN est observée avant la nidation

de I'ceuf. Par ailleurs, ce mécanisme est bien connu et décrit dans la mise en place des gamétes.
*Les PGCs (Primordial Germ Cells)

Une déméthylation de I’ADN a lieu au stade pré-implantatoire aprés la fécondation pour
permettre de restaurer la totipotence (Feng et al., 2010; Santos et al., 2002). Cette premiere

vague de déméthylation est suivie d’'une seconde vague, et est accompagnée d’une
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augmentation de TET1 et TET2, puis d’une reméthylation de I’ADN quelques jours plus tard
(Hackett et al., 2013; Seisenberger et al., 2013). Ceci va permettre d’obtenir des gametes
totipotents avec des empreintes sexe - spécifique (Ciccarone et al., 2012; Feng et al., 2010;
Hajkova, 2011) . Les gameétes matures présentent finalement un niveau de méthylation qui est
similaire a celui des cellules somatiques. Cette reprogrammation est nécessaire pour enlever
les empreintes et ainsi enlever de facon partielle des modifications épigénétiques acquises

(Guibert et al., 2012; Hackett et al., 2013; Seisenberger et al., 2013).
*Au niveau de I'embryon

Immédiatement aprés la fécondation de I'ovocyte chez la souris, un processus transitoire de
déméthylation dans le pronucleus paternel est observé (Mayer et al., 2000; Oswald et al., 2000)
a la suite de I'action de TET3, cela permet une accumulation de 5hmC et une diminution de
5mC (Gu et al., 2011; Igbal et al., 2011; Ruzov et al,, 2011; Wossidlo et al., 2011). Dans un
premier temps pensé comme soumis uniqguement a une déméthylation passive, il a été montré
gue le génome maternel subissait également une déméthylation active avec la présence
relevée de 5hmC (Nakatani et al., 2015), mais a un niveau qui semble plus faible que pour le
génome paternel (Wang et al.,, 2014). Enfin lors de l'implantation de I'embryon, on a un
rétablissement de la méthylation (Okano et al., 1999).
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Figure 15:Reprogrammation épigénétique (Lopez et al., 2017)

Les changements dans la composition en 5mC et 5hmC des gamétes sont représentés conjointement. Aprés la fécondation, on observe une
perte de 5mC dans les pronuclei jusqu’au stade blastula, ou les patrons de méthylations sont rétablis par une méthylation de novo en
association avec TET1 et 2. Le génome paternel présente une déméthylation active réalisée par TET3. Les loci soumis a empreinte et quelques
séquences répétées ont leur niveau de méthylation qui est maintenu lors de ces étapes. A ce point, les changements en composition en 5hmC
et 5mC dans les PGCs (Primordial Germ Cells) et les cellules somatiques prennent des chemins différents. Les PGCs vont subir une deuxieme
vague de déméthylation de leur ADN dépendante de TET1 et 2. Cela sera suivi d’un rétablissement des patrons de méthylation selon le sexe
de I'individu, qui se fera jusqu’a la naissance (male) et la puberté (femelle). Dans les cellules somatiques, bien que les niveaux de 5mC et de
5hmC semblent stables au cours du développement, des changements se produisent de fagon tissu et locus spécifiques en fonction du style
de vie de I'individu et de son vieillissement.
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ii. Le développement embryonnaire et la différenciation cellulaire

La conversion 5mC en 5hmC se produit lors de la différenciation des cellules somatiques et est
un processus clé lors de I'établissement des différents types cellulaires (Bocker et al., 2012).
C'est ainsi qu’il y a acquisition de la marque 5hmC tout au long du neurodéveloppement chez
la souris (des cellules souches neurales, aux cellules progénitrices, aux neurones matures)
(Hahnetal., 2013; Orretal,, 2012; Song et al., 2011; Tan et al., 2013) avec une localisation plus
spécifique au niveau du corps du géne et des éléments de régulation a distance (Colquitt et al.,
2013; Hahn et al., 2013; Lister et al., 2013; Szulwach et al., 2011a, 2011b). Par ailleurs, TET2
est impliquée dans la différenciation des cellules hématopoiétiques humaines et murines
(Figueroa et al., 2010; Kallin et al., 2012; Ko et al., 2011; Shearstone et al., 2011).Le taux de
5hmC est enrichie dans les enhancers actifs et le corps des génes des lymphocytes T
différenciés, ou la présence de cette marque est davantage corrélée avec I'expression de genes

(Tsagaratou et al., 2014).

Globalement, bien qu’il semble clair que l'un des intermédiaires du processus de
déméthylation actif a savoir, la marque 5hmC semble essentielle pour le controle du devenir
cellulaire au cours de développement. Cela reste a étre étudié plus finement, ainsi que le role
et la fonction des autres intermédiaires (5fC, 5caC) qui restent a étre pris en considération et

compris.

iii. Le vieillissement

Chez I'Homme, il est admis que les patrons épigénétiques changent au cours de la vie de
I'individu de facon tissu et cellules spécifiques (Christensen et al., 2009; Day et al., 2013; Feil
and Fraga, 2012; Heyn et al., 2012) et cela également entre individu du méme génotype (Fraga
etal., 2005; Madrigano et al., 2012; Pirazzini et al., 2012; Talens et al., 2012; Wong et al., 2010).
Cette évolution du méthylome pourrait étre un contributeur au vieillissement (Calvanese et

al., 2009; Fraga, 2009; Issa, 2014).

C'est un phénomene que I'on qualifie d’« epigenetic drift », a savoir le fait que les similarités
épigénétiques entre des individus jeunes sont perdues au cours du temps et conduit en une
divergence des méthylomes chez la population dgée (Boks et al., 2009; Fraga et al., 2005; Heyn
et al.,, 2012). Lorsque le focus est porté sur le méthylome, on parle dans ce cas de DNA

methylation drift. Dans ce cas précis il s’agit de I'ensemble des changements non directionnels
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du méthylome qui implique des évenements d’hyperméthylation et d’hypométhylation. Ils
sont associés avec une accumulation progressive de dommages épigénétiques du fait de
facteurs environnementaux, ou des erreurs spontanées lors du processus de transmission de

I'information épigénétique. (Zampieri et al., 2015).

Globalement, une hypométhylation est observé lors du vieillissement (Hannum et al., 2013;
McClay et al., 2014; Teschendorff et al., 2013), principalement au niveau de séquences
répétées de I’ADN (SINE (ex alu), LTR (ex HERV-K) (Bollati et al., 2009; Christensen et al., 2009;
Jintaridth and Mutirangura, 2010). Ceci permettrait de relier ce phénoméne avec l'instabilité
génomique observé au cours du vieillissement (Vijg and Dollé, 2007). En 2012, Heyn et al, a la
suite d’une approche de séquencage aprés traitement au bisulfite de sodium, ont comparé la
méthylation sur plus de 90% de I'ensemble des CpG du génome chez des nouveau-nés et des
nonagénaires/centenaires. Cela leur a permis d’identifier et de confirmer la perte de
méthylation de I’ADN. De plus, en accord avec les précédentes études, ils ont identifié des
DMRs (régions différentiellement méthylés) au niveau des régions introniques et
intergéniques, avec une colocalisation de ces régions avec des éléments répétés. Ils ont
également mis en évidence une localisation de ces DMRs avec des régions du génome
associées aux lamines (LAD), régions pour lesquelles des altérations du méthylome sont
observées lors de cancer (Berman et al., 2011). Globalement les LAD sont des régions
d’hétérochromatines dans lesquelles on retrouve des génes clés du développement et des
génes type cellulaire spécifique qui sont maintenus réprimés (Guelen et al., 2008; Harr et al.,
2015; Peric-Hupkes and van Steensel, 2010; Reddy et al., 2008). Ainsi une hypométhylation
dans cette région pourrait étre la cause ou refléter la différenciation cellulaire et I'état normal
d’une cellule. Ce qui pourrait faire le lien avec I'apparition de certaines pathologies avec

I’avancé en age de l'individu.

Concernant l'implication d’un phénoméne de déméthylation active du génome, de
nombreuses études ont montré une augmentation générale de la marque 5hmC au niveau du
cerveau chez les souris et les hommes agés (Chen et al., 2012; Chouliaras et al., 2012; Haffner
et al, 2011; Song et al., 2011; Szulwach et al., 2011a). Le niveau le plus fort est décrit dans les
neurones matures chez les 2 especes (Haffner et al., 2011). Chez la souris, on observe une
augmentation de la marque 5hmC au niveau du gene 5-LOX, dont I’expression est connue pour

augmenter chez les souris plus dgées (Chen et al., 2012). De facon intéressante, de nombreuses
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études montrent un enrichissement age dépendant en 5hmC et ceci de maniéere locus

spécifique. Cependant ces mécanismes restent a étre étudiés plus en profondeur.

b) Implication dans la régulation de I'expression des génes

i. Le promoteur

Un enrichissement en 5hmC est retrouvé au niveau des zones TSS présentant un
enrichissement en CpG qualifié d’intermédiaire a trés riche (Williams et al., 2011). De plus au
cours de la différenciation cellulaire, on constate qu’une diminution de I'expression des
enzymes TETs dans les ESCs, est associée avec une diminution de 5hmC dans la région
promotrice des geénes spécifiqguement exprimés dans ces cellules. Cette perte
d’hydroxyméthylation serait associée avec une augmentation de la méthylation et donc d’un
silencing génique (Ficz et al., 2011). Le KO de TET1 aurait pour conséguence une augmentation
ou une diminution de la régulation de la transcription génique, selon le contexte. Ainsi, il a été
montré que TET1 peut lier une proportion significative de génes ciblés par le complexe
polycomb et se lier au complexe co-represseur SIN3A, ce qui illustre un réle répressif de la
transcription. La présence de 5hmC dans les promoteurs et non dans le corps du géne a un

effet répressif sur la transcription in vitro (Robertson and Wolffe, 2000b).

ii. Les éléments de régulation a distance
*Les enhancers

Dans les cellules souches murines et cellules progénitrices neuronales, il a été identifié des
régions génomiques appelées LMRs (Low Methylation Regions), qui ont une méthylation
inférieure d’environ 30% par rapport a la moyenne. Ces régions sont pauvres en CpG, sensibles
a la DNase, porteuses de structures chromatiniennes distinctes, et leur implication dans la
régulation de la transcription a été démontrée par une approche de reporter assays, ce qui
permet de les classer dans la catégorie des enhancers (Stadler et al., 2011). Ces LMRs
présentent un enrichissement en enzyme TET1 et de nombreuses études semblent indiquer
que les enhancers sont enrichis en 5hmC (Feldmann et al., 2013; Ficz et al., 2011; Pastor et al,,
2011; Sérandour et al.,, 2012; Stroud et al., 2011; Sun et al., 2013; Szulwach et al., 2011a,
2011b; Wu et al., 2011), ce qui suggererait que cette hydroxyméthylation serait déposée par
TETs et serait importante pour le maintien d’un faible niveau de méthylation a cette position.
Par ailleurs, des DNA Binding Proteins (DBP) (REST et CTCF) semblent étre nécessaires et

suffisantes pour I'établissement ces LMRs (Stadler et al., 2011). En 2013, Feldmann et collégues
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ont démontré sur des ESCs que la délétion en CTCF était cytotoxique. En revanche, la délétion
de REST conduit en la perte de 5hmC et en une accumulation de 5mC au niveau de ces LMR:s.
Ce qui supporterait un modele ou les DBPs comme REST et CTCF sont capables de recruter des
enzymes TETs pour protéger ces régions de la méthylation. En ce sens, PRDM14 dirigerait les
TETs sur les loci spécifiques pour la régulation de la transcription a travers la déméthylation

des cytosines (Okashita et al., 2014).
*TFBS (Site de Fixation aux Facteurs de Transcription)

Les ESCs de souris présentent un enrichissement en 5hmC au niveau d’enhancer porteurs de
sites de fixation pour des facteurs de transcription (FT) de pluripotence comme Nanog, Sox2
et Oct4 (Costa et al., 2013; Stroud et al., 2011; Wu et al., 2011). Sur des cellules neurales et les
adipocytes en différenciation, il est observé un changement dynamique en 5hmC au niveau de
ces loci. On note la perte de 5hmC au niveau des enhancers avec des sites de fixation (SF) pour
TF (TFBS) associés a la pluripotence alors que les enhancers avec les SF pour TFBS spécifiques
de lignées comme Meisl et PPAR gamma, ceci présentant au contraire un gain en 5hmC. Ce
gain est associé avec d’autres changements chromatiniens favorables a un état encore plus
accessible comme la marque d’histone H3K27ac (acétylation de la lysine 27 de 'histone 3)
(Sérandour et al., 2012). Lors du phénomene d’érythropoiese, les loci qui présentent un gain
en 5hmC sont associés avec des marques histones actives et de nombreux facteurs de
transcription connus pour étre importants dans ce processus comme GATA1,2, KLF1, STAT6 et
STAT1 (Madzo et al., 2014). Chez la souris, TET1 serait recruté par NANOG pour améliorer
I'expression de genes clés impliqués dans la reprogrammation génique (Costa et al., 2013). Cela
permet d’imaginer un modeéle ot de multiples facteurs de transcription sont capables de

recruter TETs sur leur loci cibles.

L'activité des enzymes TETs permettrait de libérer des MBPs (Methyl Binding Proteins), et donc
le recrutement protéines capables de lier 5ShmC et/ou la déméthylation des CpG voisins

(Mariani et al., 2013).

Une approche de mapping de la marque 5fC sur des mESCs (cellules souches embryonnaires
de souris) a permis de montrer un enrichissement au niveau des enhancers poised a ce stade

(Song et al., 2013).
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iii. Le corps du gene
On note I'enrichissement en 5hmC et en TET1 dans les régions intra-géniques et en particulier
en région 3’ des génes activement transcrits (Wu et al., 2011). De facon intéressante, on
constate que les genes avec la plus forte densité en CpG intra-géniques sont enrichis en 5hmC,
et le niveau de 5hmC dans le corps du gene a été montré comme augmenté lors de la
différenciation neuronale, ceci sans affecter le niveau de 5mC (Hahn et al., 2013). Il y aurait
donc un lien entre la présence des motifs 5hmC le long du corps du géne avec son expression

génique (Colquitt et al., 2013; Madzo et al., 2014; Mariani et al., 2014).

Les exons « constitutifs » contiennent un niveau de 5hmC plus important que les exons soumis
a un épissage alternatif (Khare et al., 2012). On observe en effet un enrichissement en 5hmC
en périphérie des exons fortement exprimés dans les ESCs de souris et le KO de TET2 a pour
effet de diminuer de maniere significative de 5hmC dans ces régions (Huang and Rao, 2014).
Un enrichissement en 5hmC au niveau en 5’ des sites d’épissage a la jonction exon-intron, est
noté dans le cerveau, ce qui suggére un lien entre 5hmC et 'épissage alternatif (Wen and Tang,

2014).
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Figure 16: Role possible de la marque 5hmC dans le corps du gene.

Des études récentes semblent indiquer que I’hydroxyméthylation au niveau des enhancers et du corps du génes réguleraient positivement
I'expression des génes. La perte de ces marques notamment lors de cancer serait responsable d’une perte de I'expression du géne.
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Le Syndrome de Gougerot Sjogren

I.  Signes cliniques, diagnostiques et épidémiologie
A. Signes Cliniques

1. Les principales caractéristiques de la pathologie
Le syndrome de Gougerot Sjogren (SGS) est une maladie auto-immune chronique, au cours de
laquelle on observe des dommages progressifs et irréversibles des glandes exocrines, plus
particulierement des glandes salivaires et lacrymales (Jonsson et al., 2011; Ramos-Casals et al.,
2012). Elle se caractérise par une physiopathologie complexe aboutissant a une infiltration
lymphocytaire avec in fine une dégradation de I'épithélium sécrétoire (Tzioufas et al., 2012).

C’est une maladie avec un fort impact sur la qualité de vie. Il existe 2 formes de SGS :

- Le primary Sjogren’s Syndrome (pSS) pour lequel on observe une perte de salivation et du flux
lacrymal ainsi que des manifestations systémiques de la pathologie.

- Le secondary Sjogren’s Syndrome (sSS) qui fait suite/accompagne une premiere maladie
autoimmune (exemples: polyarthrite rhumatoide, lupus erythémateux systémique,
sclérodermie systémique, cirrhose biliaire primitive). Il peut étre suspecté lors d’atteintes

d’organes tels que la thyroide, le tube digestif ou le foie (Liapi et al., 2016).

Le diagnostic est difficile et est souvent retardé en raison de la variabilité des présentations
cliniqgues et de la progression de la maladie. Cependant, les principaux signes cliniques
observés chez les patients sont une sécheresse buccale (xérostomie) ainsi qu’une sécheresse

des yeux (keratoconjunctivis sicca)

Du fait de la sécheresse buccale, on retrouve des infections de type candidose, qui seront a
I'origine d’'une muqueuse fragile et de caries qui conduiront a un renforcement de cette
sécheresse (Fox and Liu, 2006; Jonsson et al., 2011; Soto-Rojas and Kraus, 2002). De plus le
patient ressent une brilure buccale, des difficultés a la mastication des aliments secs ou une
dysphagie ce qui renforcera la nécessité de s’hydrater. Par ailleurs, chez ces patients on
retrouve des difficultés a parler (Fox and Liu, 2006; Soto-Rojas and Kraus, 2002). Chez ces

patients on peut retrouver également des parotidomégalies parfois compliquées de

44



parotidites bactériennes récurrentes (Fox and Liu, 2006; Rousso et al., 2005; Soto-Rojas and

Kraus, 2002).

La sécheresse oculaire va conduire a des dommages au niveau de la cornée et de I'épithélium
conjonctif qui vont créer un sensation d’inconfort, de sable dans les yeux (Tincani et al., 2013),
une photophobie avec un besoin de mettre des gouttes fréguemment. Ce qui peut se
compliquer par la suite par des ulcéres de la cornée et des infections de la paupiere (Tincani et

al., 2013).

2. Les complications au niveau d’autres organes

Pour 30 et 70% des patients, chez qui un pSS a été diagnostiqué, on retrouve des
manifestations systémiques tres variées (Liapi et al., 2016). Ainsi tres fréequemment, une
fatigue est retrouvée, des manifestations musculosquelettiques de type arthralgies et des

myalgies (Garcia-Carrasco et al., 2002; Ramos-Casals et al., 2012).
Des complications peuvent atteindre d’autres organes comme :

- Lapeau=xérosis, phénoméne de Raynaud, purpura et érythéme annulaire (Tincani et al., 2013).

- Les poumons= bronchectasie, maladies obstructives des voies respiratoires (Nannini et al.,
2013). On les retrouve dans 10 a 20% des cas.

- Le tube digestif= douleur épigastrique, dyspepsie, nausée, jéjunite, sigmoidite et maladie
intestinale inflammatoire (Cojocaru et al.,, 2011). On retrouve également des maladies
chroniques du foie de type : hépatomégalie, prurit, érytheme palmaire et ictere chez les
patients (Cojocaru et al., 2011)

- Une sécheresse au niveau des muqueuses: au niveau vaginale (démangeaisons ou une
dyspareunie).

- Des complications neurologiques : pour 2 a 25% des patients avec une prédominance de
neuropathie périphérique principalement sensitive.

- Des atteintes rénales : tubulopathie rénale dans 20% des cas.

- Le SGS est également associé avec un risque augmenté de lymphomes a cellules B (décrit plus

amplement dans la suite de ce chapitre).
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B. Outils pour le diagnostic

En pratique le diagnostic est difficile car les symptomes ne sont pas propres a la pathologie, et
peuvent étre le fruit d’autres traitements ou des effets de vieillissement. C'est pourquoi

plusieurs tentatives de standardisation de celui-ci ont été réalisées.

1. 2002-AECG

Ainsi en 2002, I'’American-European Consensus Group (Vitali et al., 2002) a proposé une
premiere grille permettant le diagnostic de SS selon 6 items clairement définis (décrite Figure

17) et des critéres de rejet.

1 - Sympt6mes oculaires (au moins un des trois critéres suivants)

» Sensation quotidienne, persistante et génante des yeux secs depuis plus de
3 mois

2m

« Sensation fréquente de «sable dans les yeux»

« Utilisation de larmes artificielles plus de 3 fois/jour

1l - Sympt6mes buccaux (au moins un des trois critéres suivants)

« Sensation quotidienne de bouche séche depuis plus de 3 mois
* A dge adulte, glandes salivaires enflées de maniére répétée ou persistante
» Consommation fréquente de liquides pour avaler les aliments secs

Il - Signes cliniques ophtalmologiques (au moins un des deux tests
suivants positif)

» Test de Schirmer <5 mm/5 minutes  » Score de van Bijsterveld 24

IV - Atteintes des glandes salivaires (au moins un des trois tests
suivants positif)

» Scintigraphie salivaire « Flux salivaire sans stimulation
» Sialographie parotidienne <1,5ml/15 minutes

V - Histopathologie

Sialadénite de score >1 sur biopsie(s) de glandes salivaires accessoires (foyer:
>50 cellules mononucléées agglomérées; score = nombre de foyers sur 4 mm?
de tissu glandulaire)

VI - Autoanticorps

+ Anti-Ro (SS-A) - Anti-la (SS-B)

Critéres d’exclusion

» Antécédent d’irradiation cervicale  « Réaction du greffon contre hote

» Infection par le VIH ou le VHC » Utilisation de médicaments
« Lymphome préexistant anticholinergiques (aprés une
» Sarcoidose période dépassant 4 fois la demi-vie)

Figure 17: criteres de diagnostic du syndrome de gougerot sjogren selon I’AECG en
2002 (issue de Liapi et al., 2016).

Ainsi selon ces critéres, un pSS est diagnostiqué si :

- Onretrouve chez le patient 4 items sur 6 et a partir du moment ou les items IV (histopathologie)
ou VI (sérologiques) sont présents.

- Ouonretrouve chez le patient la présence de 3 critéres objectifs sur 4 (items IlI-VI).

Si le patient souffre d’une autre pathologie mais présente les items | ou Il ainsi que 2 des items

[, IV et V alors dans ce cas, il s’agit également d’un sSS.
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Comme le souligne Chen et collegues dans leur publication de 2018 (Chen et al.,, 2018), cette
classification met avant tout 'accent sur la nécessité de retrouver chez le patients une
positivité aux autoanticorps anti-SSA/Ro ou SSB/La au niveau sérique ou au niveau de la biopsie
de glande salivaire. Enfin, ils mettent I'accent sur les patients dont les résultats négatifs a ces

différents examens, peuvent conduire a poser un mauvais diagnostic.

De plus, les auteurs soulignent I’'absence de mention des critéres de pronostic de la maladie et

des éléments de suivis des patients.

2. 2012-ACR (American College of Rheumatology)
Les criteres de ’American College of Rheumatology (ACR)apparaissent en 2012 (Shiboski et al.,
2012) (Figure 18).

1. Une kératoconjonctivite séche avec un score de coloration oculaire 23

(= somme du score cornéen 2 la fluorescéine (0-3) et du score conjonctival 2
la lissamine (0-6)), en I'absence d’usage de gouttes ophtalmologiques pour un
glaucome et en l'absence de chirurgie cornéenne ou de chirurgie esthétique
des paupiéres dans les 5 derniéres années

2. Une biopsie des glandes salivaires accessoires montrant un focus score* 21
pour 4 mm? (Chisholm et Mason grade 3 ou 4)

3. Présence d'anticorps anti-SSA/Ro et/ou anti-SSB/La ou (présence d’un
facteur rhumatoide associé a des anticorps antinucléaires a un titre 21/320)

Critéres d’exclusion

» Antécédent de radiothérapie de la téte ou du cou
» Infection par le virus de 'hépatite C

» Infection par le VIH

* Sarcoidose

* Amyloidose

» Réaction du greffon contre 'hote

» Maladie associée aux IgG4

Figure 18: Criteres de diagnostic du syndrome de gougerot sjogren selon ACR en 2012 (Liapi et al 2016).
Focus score = agrégats de plus de 50 cellules.

Dans ces nouveaux criteres sont ajoutés les facteurs rhumatoides et les anticorps

antinucléaires qui augmentent les critéres de diagnostic sans pour autant réduire la spécificité

(Huo et al., 2010).
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3. 2016-ACR/EULAR

Une nécessité de révision des criteres établis en 2012, s’est faite sentir notamment du fait de
projet d’études sur I'ceil (Rasmussen et al., 2014). Par ailleurs, la comparaison des 2 types de
criteres 2014 ACR et AECG a souligné un taux de concordance de 0.81. A cela s’ajoutait la
nécessité d’un consensus et la volonté d’établir un score avec un jugement en fonction de

celui-ci (Tableau 3).

Tableau 3. Criteres de Classification du syndrome de Gougerot Sjogren 2016

Criteres de classification Nombre de points

Sialadénite lymphocytaire avec focus score>1 sur la biopsie

de glandes salivaires accessoires et focus score=1 foci/4 3 points
mm?Z.

Anticorps anti SSA/Ro positif 3 points
Occular staining score>5 (ou score de van Bijsterveld>4) 1 voint
pour au moins 1 ceil. P
Test de Schirmer<5mm/Smin pour au moins un ceil. 1 point
Flux salivaire sans stimulation <0.1ml/min 1 point

Criteres d’exclusion :

- Antécédent d’irradiation cervicale
- Infection par le VHC

- Infection par le VIH

- Sarcoidose

- Amylose

- Réaction du greffon contre I'héte
- Maladie associée aux IgG4

Ces nouveaux criteres soulignent que la sialadénite lymphocytaire et la présence d’anticorps
anti-SSA/Ro sont les critéres les plus importants dans le diagnostic. La positivité pour
I"anticorps anti-SSB/La n’est plus considérée comme un critere de classification. En effet, Baer
et collegues, ont montré que le profil SSB+/SSA- n’est pas un profil associé avec des
caractéristiques clés de la pathologie (Baer et al., 2015). De plus, I'exclusion du profil SSB+/SSA-
des criteres ne semblent pas affecter de maniere significative la classification des patients.
Enfin, cette nouvelle classification souligne I'importance d’examiner les défauts des fonctions
lacrymales et salivaires. Avec ce critére on a une sensitivité plus importante mais une moins
bonne spécificité en comparaison avec les anciens critéres (Billings et al., 2018). Ainsi, comme

le souligne Chen et collégues d’autres critéres doivent étre examinés, tels que la recherche de

48



nouveaux auto-anticorps et de nouvelles caractéristiques observables en échographie, ceci

dans le but d’affiner les criteres de diagnostic.
C. Epidémiologie

Le Syndrome de Gougerot Sjogren est la deuxieme maladie autoimmune la plus fréquente
apres la polyarthrite rhumatoide. Elle touche principalement les femmes (9 pour 1 homme)

(Jonsson et al., 2011) caucasiennes, entre 40-50 ans (Patel and Shahane, 2014).

La prévalence de la maladie est variable selon la population examinée et les critéres pris en
compte (voir paragraphe sur le diagnostic). L'incidence est estimée a 4 cas pour 1000 patients
et la prévalence du SGS est de 0.1-4.8% en Europe, tandis que la prévalence a Pékin est de

0.77% ceci a partir des criteres

de Copenhague (Patel and La prévalence est un outil de mesure statistique médicale. Elle renseigne sur le
nombre de personnes atteintes par une maladie ou tout autre événement comme
Shahane, 2014) Cependant, un accident, les suicides, au sein d'une population a un moment donné.
Contrairement a la notion d'incidence, qui ne recense que les nouveaux cas sur un
comme un certain nombre des intervalle de temps donné, la prévalence comptabilise a la fois les nouveaux cas et

ceux diagnostiqués plus anciennement a un instant précis. Elle est la plupart du
ca ractéristiq ues de la pathologie temps exprimée en nombre de cas pour 100000 habitants.

n’est pas spécifique au SGS et est partagé par d’autres maladies autoimmunes, la prévalence
pourrait étre sous-estimée (Both et al., 2017). Cette maladie peut également toucher tous les
ages, ainsi quelques cas ont été observés chez les enfants, on dispose cependant de peu de
données épidémiologiques. La maladie pour cette tranche d’age reste souvent méconnue et
le délai de diagnostic long. Ainsi, elle pourrait débuter dans I'enfance pour 5% des cas et
toucherait surtout les filles avec un sex-ratio de 8/1 et un pic de fréquence vers I'dge de 10
ans. Dans ce cas, un sSS est plus fréquent et le SGS débute généralement a I'adolescence et

précéde ou est en simultanée de I'autre maladie autoimmune. (Prieur and Quartier, 2009).

Il.  Focus sur la glande salivaire et son atteinte

Les glandes salivaires jouent un role important et essentiel dans la survie de I'organisme du fait
de son impact sur la prise alimentaire, ainsi par exemple chez les souris un retrait des glandes
salivaires principales entraine leur déces au bout de quelques jours (Emmerson and Knox). Bien
gue cela ne soit pas le cas pour 'Homme, leur dysfonction a la suite d’anomalies génétiques
(Syndrome lacrymo-auriculo-dento-digital ou une aplasie des glandes lacrymales et salivaires),

d’atteintes suite a des chirurgies, des radiations lors de cancers de la téte et du cou ou des
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maladies autoimmunes comme le SGS; peuvent avoir un impact : difficultés a avaler, a
mastiquer, difficultés a parler, altération de la muqueuse et des infections, altération des
dents. Les thérapies actuelles, dans ce cas, sont tres limitées et se résument a l'utilisation de
meédicaments sécrétagogues (dont la bromhexine, I'anétholtrithione, la pilocarpine et la
ciméveline) pour stimuler la production de salive ainsi que de chewing-gum sans sucre (la
mastication stimulant la salivation), et de salive artificielle en cas d’absence total de salivation.
Des solutions a long terme n’étant pas disponibles, il y a une nécessité de développer des

stratégies de régénérations cellulaires (Emmerson and Knox)
A. Structure et fonction de la glande salivaire

Chez les mammiféres, la salive est principalement sécrétée par 3 glandes majeures : la glande
parotide, la glande sous maxillaire et la glande sublinguale qui vont participer a plus de 90% de
la sécrétion de la salive ; Il existe également plus de 1000 glandes mineures qui contribueront

a cette sécrétion (Miletich, 2010)(Figure 19).

A B

\
v, @ Glande sous maxillaire

/ . Glande sublingual
S - / < . ‘ ) () parotide
g 4

B langue

Figure 19:Lo Localisation des 3 glandes salivaires principales chez I'Homme (A) et la souris (B) (Issue de Emmerson et
Knox 2018).

D’un point de vue fonctionnel, ces glandes salivaires sont constituées d’une unité productrice
de la salive. Dans cette unité productrice, on retrouve des cellules acinaires qui sont localisées
a la fin d’un réseau de canaux et sont de 2 types : séreuses ou muqueuses. Chez ’homme, les
cellules acinaires des parotides sont de type séreux, celles de la glande sous maxillaire sont de

type séreux et muqueux et enfin celles de la glande sublinguale sont de type muqueux.
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Les cellules acinaires séreuses sont

— Canal excréteur .
de formes pyramidales, avec un large

noyau central ; les cellules acinaires
Cellules
myoépithéliales

— Cellules striées
mugueuses sont en forme de

colonne avec un noyau aplati vers la
| Cellules

intercalaires membrane basale. Autour des acini,

on retrouve des cellules

[— acinus myoépithéliales qui vont aider a la

sécrétion de la salive en les

contractant en réponse a des stimuli
Figure 20:illustration d'une unite productrice de salive (issue de Holsinger
and Bui 2007) nerveux (Segawa et al., 1995).

Une fois sécrétée la salive passe a travers un réseau de canaux composés de cellules
intercalaires (les plus petit conduits sont composés de cellules épithéliales simples cuboidales),
striées (épithélium colonnaire) et de canaux excréteurs (épithélium colonnaire pseudo-

stratifié) dans la cavité orale (Miletich, 2010) (Figure 20).

En moyenne, la quantité journaliere de salive oscille entre 0.5 et 1L, ce qui nécessite une bonne

vascularisation et innervation de ces glandes (Melvin et al., 2005).

Ainsi concernant les parotides, les capillaires sont dérivés de I'artere carotidienne externe et
enroulent les acini. Quant aux glandes sublinguales et sous maxillaires, la vascularisation se fait
par les artéres sous mentonniéres et sublinguales, qui sont des branches des arteres linguales

et faciales.

La sécrétion de la salive est en premier lieu contrélée par les nerfs parasympathiques, et a un
moindre niveau par les nerfs sympathiques du systeme nerveux autonome (Proctor and

Carpenter, 2007).

La glande parotide regoit des nerfs parasympathiques depuis le nerf X| glosso pharyngien via
le ganglion otique. Alors que pour les 2 autres glandes, l'innervation est faite par la corde du
tympan via le ganglion parasympathique sous maxillaire (Holsinger and Bui, 2007). Les nerfs
parasympathiques activent a la fois des récepteurs cholinergiques et non cholinergiques pour
permettre un flux salivaire, ceci en augmentant le transfert d’eau. Les nerfs sympathiques, qui

proviennent des noyaux cervicaux supérieurs dans le tronc cérébral, régulent la sécrétion de
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protéines et ainsi la viscosité de la salive. L'innervation parasympathique n’est pas uniguement
nécessaire pour la fonction mais aussi pour le maintien de I'organe. En effet, si on enléve les
nerfs parasympathiques on observe une atrophie de la glande, la réintroduction de
I'innervation inverse le phénotype (Carpenter et al.,, 2009; Peronace et al., 1964; Snell and
Garrett, 1958; Wells and Peronace, 1967). L'innervation sympathique est contrairement a
I'innervation parasympathigue non essentielle (Proctor and Asking, 1989). L’activation des
récepteurs beta adrénergiques favoriserait la prolifération cellulaire (Hand and Ho, 1985;
Johnson, 1984) et participerait donc a la régénération des tissus de la glande salivaire (Boshell

and Pennington, 1980).

Ces glandes peuvent avoir leur fonctionnement perturbé (hyposalivation) lors d’un Syndrome

de Gougerot Sjogren ou suite :

- Ala prise de médicaments tels que :
o Les benzodiazépines
o Les antidépresseurs (inhibiteurs de monoamine oxydase (IMAO) tricycliques) >
antidépresseurs (Inhibiteur sélectif de la recapture de la sérotonine (ISRS))
o Lesneuroleptiques
o Les antihistaminiques anciens > antihistaminiques H1
o Les beta et alpha bloguants
o Les antiparkinsoniens
o Les opiacés
o Lesinhibiteurs calciques
o Certains antiviraux
o L'atropine
o Letabac
- Levieillissement
- Etat anxiodépressif
- Le diabéte décompensé
- Sarcoidose
- Infections par le Virus de l'immunodéficience Humaine ou le virus de I'hépatite C

- Réaction du greffon contre I'h6te (Liapi et al., 2016).
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Etiologie
A. 2 théories autours de 'origine de la pathologie

1. Un épithélium au coeur de la pathologie

Cet épithélium particulier participe a la mise en place et au maintien d’'un microenvironnement

inflammatoire (signature interféron, qui sera détaillée plus amplement dans la suite de ce

chapitre), microenvironnement favorable a I'"émergence des clones lymphocytaires

(Gottenberg et al., 2006). Ainsi, les lymphocytes circulants infiltreraient les glandes salivaires

en suivant I'expression de la cytokine BAFF (B-cell activating factor) par les SGECs (cellules

épithéliales issue de la glande salivaire) via une stimulation de celle-ci par I'interféron alpha

(IFNa) (Ding et al., 2016; Ittah et al., 2006).

Selon cette hypothése le processus pathologique se déroulerait selon le schéma suivant

v'Virus

v'Drogues

¥'Stress 4- N salive et
1- activation des SGEC apoptose

SGEC ° .sss
ces A= _‘1___ @@
. (] 'FNV CD28/CD80

IL 1
Lymphotoxin B (CAMIL CMH-I CD40L/CD4U \/
\J -

v

“\,lFNa
(’ ;BAFF 3- Hyperactivation des
p ‘,f

lymphocytes B (Boucle
2- recrutement des d’amplification)
acteurs immunitaires

SGEC: Salivary Gland Epithelial Cells
pDC: Plasmacytoid dendritic cells

T: Lymphocytes T
B: Lymphocytes B

Figure 21:Un épithélium au cceur de l'inflammation et du processus pathologique.

Dans un premier temps, il y aurait une activation des SGECs qui vont sécréter des cytokines
pro-inflammatoires et des chémokines. Ceci aurait pour effet de permettre le recrutement des
lymphocytes T; les SGECs vont également exprimer le systéme de présentation antigénique
HLA (Human Leukocyte Antigen) de classe 1, le ligand CD40 (une protéine de costimulation
impliquée dans la présentation antigénique), le Fas ligand et le Fas récepteur (Manoussakis and

Kapsogeorgou, 2010; Tzioufas et al., 2012).
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2- Ce qui conduirait dans un 2®™ temps a l'activation des lymphocytes T CD4+ et leur
différenciation en cellules T helper folliculaires (Tth), démontrée in vitro, (Gong et al., 2014)).
Ces Tfh vont participer a améliorer ou augmenter la survie des lymphocytes B (LB), qui sont eux
recrutés dans un 3™ temps (Manoussakis and Kapsogeorgou, 2010; Tzioufas et al., 2012;
Youinou et al., 2012).

3- Linteraction des SGECs avec les LB va permettre d’obtenir différentes sous populations et va

participer a leur prolifération (Morva et al., 2013).

Dans ce scénario, les SGECs participent pleinement au recrutement et a I'activation des acteurs
immunitaires et ne se contentent pas d’étre de simples victimes passives. A la suite de leur
infiltration, les lymphocytes contribueraient a 'activation de processus de déméthylation de
I’ADN dans les SGECs et ainsi a la promotion des mécanismes pathogéniques inflammatoires
et autoimmuns qui sont déterminants pour l'intégrité des structures acinaires (Konsta et al.,,
2014). Puis, survient la perte de la fonction salivaire qui fait suite a la déstructuration des
cellules acinaires et la désintégration de la matrice extracellulaire (MEC). On observe une
augmentation de 'activité des MMPs (métalloprotéinase) et plus particulierement de la MMP9
qui peut étre sécrétée par des cellules épithéliales et lymphocytaires (Pérez et al., 2005;

Tandon et al.,, 2017).

2. Implication de mécanismes neuro-endocriniens
Dans un premier temps, une possible implication de I'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien
est soupconnée avec le constat d’un niveau basal d’ACTH (Adréno Cortico Trophic Hormone)
et de cortisol plus bas chez les patients et qui serait associée avec un fonctionnement de
I"hypophyse diminué et une réponse de la surrénale atténuée (test CRH ovin) (Johnson et al.,

2000).

. ) L’ACTH (Adréno Cortico Trophic Hormone) est une hormone synthétisée et
Par ailleurs I'axe hypothalamo— sécrétée par I'hypophyse antérieure, qui active la croissance et le développement
de la glande surrénale et stimule la sécrétion corticale de glucocorticoides,
hypophyso-gonadiq ue serait hormones qui interviennent dans les mécanismes de défense de I'organisme vis-a-
vis du stress.
également impliqué par le

Le cortisol est une hormone stéroidienne sécrétée par la glande surrénale apres

défaut de sécrétion une stimulation par I'ACTH. Ses fonctions principales sont :
- I'augmentation de la glycémie par le biais de la néoglucogenese,
d’oestrogénes observé chez les - I'inhibition de certaines réponses du systeme immunitaire,

- la régulation du métabolisme des lipides, protéines et glucides,

patients (Tzioufas et al., 2008). - régulation du cycle circadien.
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B. Facteurs environnementaux

Plusieurs éléments laissent penser a une possible infection a l'origine de SGS avec une
implication du systéeme immunitaire inné (Kiripolsky et al., 2017). Tout d’abord, comme cela
est suggéré par Emmerson et Knox (Emmerson and Knox), la glande salivaire est un terrain
propice et latent d’infections virales et bactériennes. Ainsi, une signature IFN (voir paragraphe
VI Signature Interféron) est largement retrouvée en périphérie, mais également au niveau des
tissus glandulaires et constitue un indicateur possible d’une infection virale. Sur un modéle
murin lupigue, un traitement avec un agoniste de TLR3 (Toll Like Receptor 3) conduit a
I'activation du systéme immunitaire inné de la souris mais aussi a une inflammation des
glandes salivaires, un des

symptomes clés du SGS, ce qui B , N S ‘
Les protéines TLR (Toll Like Receptor) ont été nommées ainsi en raison de leur

ressemblance avec la protéine Toll découverte chez la drosophile d'abord pour son
implication dans le développement embryonnaire puis pour son réle immunitaire.
Il existe une dizaine de classes de récepteurs TLR différentes qui reconnaissent un
spectre assez large de motifs antigéniques (PAMP pour Pathogen Associated
Molecular Patterns).

Le TLR3 reconnait I'ARN sous forme de double brin de plus de 35 nucléotides
caractéristiques des virus (dsRNA pour "double stranded RNA").

appuie la these d’une infection
virale préalable a la maladie
autoimmune (Nandula et al.,

2013).

Enfin, force est de constater que certaines infections miment le SGS et conduisent a un
phénotype qualifié de SS-like illness (Fox and Fox, 2011). Parmi les infections dont les
symptomes s’approchent de ceux du SGS, on trouve : la tuberculose, la lepre, I'infection a
spirochetes, I'hépatite A, B et C, le parvovirus B19, la dengue, le paludisme, I'endocardite
bactérienne subaigué et le HIV. Certains de ces virus, et plus spécifiguement les virus de la
famille des herpesviridae , présentent un tropisme pour les tissus de la glande salivaire et
lacrymale (Fox and Fox, 2011). De plus, des études semblent souligner également une possible
implication des virus : HTLV-1 (Virus T Lymphotropique Humain 1), CMV (cytomégalovirus) ,
EBV (Virus d’Epstein Barr) et HRV 5 (RhinoVirus Humain 5) (Igoe and Scofield, 2013).

Concernant les herpesviridae, plusieurs constatations semblent les incriminer, ainsi une plus
forte incidence de la réactivation du virus EBV est constatée chez les patients SGS avec une
plus forte expression du HLA-DR (appartenant au Complexe Majeur d'Histocompatibilité de

classe I, molécules retrouvées a la surface des cellules présentatrices d'antigenes dites

« professionnelles » telles que les cellules dendritiques, les LB, les macrophages, et certaines

cellules de tissus particuliers (moelle osseuse rouge ou thymus)). Au niveau des glandes
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salivaires, on observe une augmentation des antigénes pour I'EBV et de son ADN dans les
lymphocytes infiltrant la glande salivaire (Fox et al., 1991; Inoue et al., 2012; Mariette et al.,
1991). Barzilai et collégues constatent augmentation du titre de I"anticorps IgM dirigé contre
le CMV dans leur cohorte de patients SGS par rapport a leur cohorte controle (Barzilai et al,,
2007). Ramos-Casals et collegues ont montré une corrélation positive entre une cytopénie
chez les patients atteints d’un SGS et une infection préalable au parvovirus B-19 humain
(Ramos-Casals et al., 2000). Enfin, une plus forte prévalence du SGS chez les patients ayant une
infection HCV (25.9%), ou une infection HBV (3.4%) est observée (Nagao et al., 2003). Dans les
pays méditerranéens, les patients présentent également une plus forte fréquence (14%)

d’infections de type hépatite C (Garcia-Carrasco et al., 2002).

Ainsi de nombreux éléments soulignent une possible infection en lien avec le développement
de la maladie auto-immune, cependant jusqu’a présent aucune étude ne permet d’établir un

lien direct.
C. Facteurs génétiques

L'implication de facteurs génétiques a été mise en évidence chez les paires de jumeaux. En
effet, si I'un des 2 est atteint de la maladie, le deuxieme aura 662 fois plus de risque de
développer la pathologie par rapport a un individu dont le jumeau n’est pas atteint (Bolstad et

al., 2000a).

C'est I'étude de Lessard et collegues, par une approche de séquencage du génome entier
(GWAS ; Genome-Wide Association Study) qui a permis de mettre en évidence de nombreux

polymorphismes associés a la pathologie (Lessard et al., 2013).

Ainsi ces polymorphismes sont retrouvés au niveau :

Du complexe majeur d"histocompatibilité : HLA

- Desgenes de la voie de signalisation IFN type | et Il : IRF5 (Interferon Regulatory Factor 5), IL12A
(Interleukine 12A) et STAT4 (Signal Transducer and Activator of Transcription 4)

- Des genes de la voie NFkB (nuclear factor-kappa B) (TNIP1 (TNFAIP3-interacting protein 1) et
TNFAIP3 (TNF Alpha Induced Protein 3, régulateur négatif de la voie NFkB)

- Des génes impliqués dans le trafic cellulaire (CXCR5 (C-X-C chemokine receptor type 5))

- Activation et différenciation des cellules productrices d’anticorps (BLK)

- Des génes de la signalisation TLR et du BCR (B-cell receptor). (Voir tableau récapitulatif en Annexe 1)
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IV. Physiopathologie

Précédemment, a été évoquée la possible implication d’une infection notamment virale en
amont de la pathologie. Au cours d’une infection virale ou bactérienne, celles-ci vont solliciter

le systeme immunitaire inné en premiere ligne.
A. Implication du systeme immunitaire inné

Le systeme immunitaire inné est la premiéere ligne de défense et intervient dans la
reconnaissance des PAMPs (motifs moléculaires associés aux pathogenes). Il englobe les
barrieres anatomiques de défenses contre l'infection (a la fois chimique et physique) et les
réponses cellulaires. Il existe de nombreux récepteurs de ces PAMPs appelés PRRs (Pattern
Recognition Receptors) avec les TLRs et les Nucleotide binding Oligomerization Domain (NOD)
like receptors (NLRs). Cette premiere ligne de défense implique les cellules dendritiques, les
natural killers et les macrophages. Or, ces cellules semblent jouer un réle dans la

physiopathologie du SGS.

1. Cellules dendritiques
Les 2 types de cellules dendritiques a savoir les cellules dendritiques classiques (DCs) et les
cellules dendritiques plasmacytoides (pDCs) ont un réle dans la pathogenese du SGS (Sandhya
et al., 2017). Les pDCs sont présentes dans les foci lymphocytaires des glandes salivaires des

patients et plutét dans les Iésions légeres (Christodoulou et al., 2010).

Ces pDCs sont considérées comme étant la principale source de production d’IFNa et en
produiraient 1000 fois plus par rapport aux autres types cellulaires (Ronnblom and Alm, 2001;
Siegal et al., 1999), ce qui est appuyé par la présence a leur surface des récepteurs TLR7 et 9
dont I'activation (motif ARN simple brin pour le TLR 7 et motif ADN non méthylé pour le TLR9)
a pour finalité la production de cytokines pro-inflammatoires et d’IFNa par la cellule. On
retrouve également des DCs dans la glande salivaire (van Blokland et al., 2000). Ces DCs vont
former des clusters autour des cellules épithéliales, alors que les pDCs sont trouvées autour
d’infiltrat lymphocytaire. Par ailleurs, dans le sang périphérique, on constate une diminution
de pDCs et de certaines DC ce qui appuie 'argument de leur migration au niveau de la glande
salivaire (Vogelsang et al.,, 2010). Cette migration serait facilitée par la production de

chémokines comme CXCL13 (chemokine (C-X-C motif) ligand 13), CCL17, CCL19, CCL21 et
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CCL22 (Chemokine (C-C motif) ligand 17, 19, 21 et 22) par les SGECs, dont les récepteurs sont
exprimés par des DCs (Sandhya et al.,, 2017). A leur tour, les DCs stimulent et activent les
Lymphocytes (LT) qui vont produire des cytokines pro-inflammatoires. Il est a noter que des
souris KO (Knock Out) pour ID3 (Inhibitor Of DNA Binding 3, pour lesquelles on aurait
probablement une inhibition du développement des pDCs) et des souris KO pour le DC
immunoreptor (DCir) développent une inflammation de la glande salivaire ce qui met en
lumiere leur role probable dans la pathologie. Enfin, les DCs contribueraient a la formation des

centres germinatifs ectopiques dans les tissus salivaires.

2. Macrophages
Il a été montré dans le modele murin NOD (non obese diabetic, modeéle utilisé pour I'étude du
SGS), que les macrophages pouvaient infiltrer la glande salivaire avant les lymphocytes. Ceciva
dans le sens de la constatation d’une augmentation des macrophages dans les tissus salivaires,
cela en lien avec la progression de la pathologie chez les patients. Leur présence serait plut6t
observée dans les Iésions séveres (Christodoulou et al., 2010). Ces cellules seraient capables
de sécréter de I'lL18 (Interleukine 18, qui permettrait dans un second temps de stimuler la
production d’IFNy (IFN gamma) par le LT et les cellules NK) et CXCL13 (chimioattractant des
LB). Chez la souris, la déplétion de ces cellules permet d’observer une amélioration de la
production de larmes. Par ailleurs, les macrophages, chez la souris, seraient a I'origine de la
production d’IL12 (Interleukine 12, responsable notamment de la différenciation des

lymphocytes T en Thl (Lymphocytes T helper)) (Zhou and McNamara, 2014).

3. Les monocytes

Les monocytes ont des fonctions en lien avec I'immunité innée et sa modulation, la production
de cytokines et la phagocytose (Yang et al., 2014). Chez les patients atteints d’un SGS, il a été
montré que ces cellules sont capables de sécréter des molécules pro-inflammatoires :
interleukine 6, BAFF (Yoshimoto et al., 2011) et des genes régulés par la voie IFN type | (qui
comprend surtout I'interféron alpha et beta, voir plus d’'information dans le paragraphe sur la

signature interféron) (Brkic et al., 2010, 2013; Maria et al., 2014; Wildenberg et al., 2008).

Par ailleurs, les monocytes expriment un niveau plus faible de IkBa (nuclear factor of kappa
light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor, alpha) (Lisi et al., 2012) et démontrent une

activité réduite pour la phagocytose des cellules apoptotiques (Hauk et al., 2014). Ainsi, les
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monocytes par leur présence refletent le niveau d’inflammation chez les patients (Maria et al.,
2014), les monocytes matures étant suggérés comme contributeurs de I'inflammation dans la

glande salivaire (Wildenberg et al., 2009).

4. Cellules NK

Les cellules NK des patients SGS expriment un marqueur d’activation qui est le récepteur NCR3
(Natural Cytotoxicity Triggering Receptor 3 ou NKp30 [Sandhya et al., 2017]). Le ligand de ce
récepteur est B7H6 (Natural Killer Cell Cytotoxicity Receptor 3 Ligand 1), qui est retrouvé a la
surface des DCs et des SGECs ce qui va permettre un dialogue entre ces différents types
cellulaires et contribuer a I'activation des cellules NK. Ainsi, les cellules NK activées vont
sécréter de I'lFNy, cytokine qui joue un rdle dans le dysfonctionnement de la glande salivaire
(Moutsopoulos et al., 1986) et qui contribue a la maturation des DCs et la différenciation des

Lymphocytes T.
B. Implication du systeme immunitaire adaptatif

Au cours du SGS, on constate une infiltration massive de lymphocytes T et B dans la glande
salivaire, qui sont tous deux des acteurs immunitaires du systéme immunitaire adaptatif. Si le
systeme immunitaire inné n’est pas assez efficace, le systéeme adaptatif est celui qui prend le
relais et va permettre de combattre I'infection de facon plus précise, en développant une
réponse sur mesure vis-a-vis de I'agent infectieux. C'est dans ce cadre que les lymphocytes T

et B sont sollicités.
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1. Lymphocytes T
Les LT sont majoritairement présents dans les formes modérées de la maladie (Christodoulou
et al.,, 2010). Dans les infiltrats des glandes salivaires, on retrouve principalement des
lymphocytes T CD4+. Le ratio CD4/CD8 est de 3-5 pour 1. Par ailleurs on retrouve différentes
catégories de LT (Figure 22) :
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Figure 22: Différenciation des Lymphocytes T CD4+ (Essakalli et al., 2010)

Les Lymphocytes T helperl (LTh1)

Du fait de la présence d’IL12 (interleukine 12, sécrétée par les CDs et les macrophages) et
d’IFNy (sécrété par les cellules NK), les LT CD4+ se différencient en Thl. Le développement du
SGS avec une augmentation de l'apoptose des cellules acinaires, |'hyposalivation et
I'expression anormale des protéines salivaires observée dans les souris NOD sont abolis chez
les souris NOD IFNy-/- et NOD IFNyR (IFNy Récepteur)-/-, soulignant le réle joué par ces

cytokines dans la phase pré-immune du SGS (Cha et al., 2004).

Les Lymphocytes T helper17 (LTh17)

Les Th17 (capables de produire notamment de I'lL17) sont importants quant a la formation des
centres germinatifs dans la glande salivaire au cours d’un SGS. On retrouve une augmentation

de I'expression d’IL17 (Interleukine17) dans le sang, ainsi qu’une augmentation de son transcrit
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et de la protéine dans les biopsies de glandes salivaires mineures (MSG) des patients, ce qui
est corrélé avec le focus score retrouvé en histopathologie (Katsifis et al., 2009). On retrouve
par ailleurs une augmentation d’IL6 (interleukine 6) et d’IL23 (interleukine 23) dans le plasma
et les MSG de patients (Nguyen et al., 2008), ce qui permet d’expliquer la présence des Th17.
On note également une augmentation de I'lL22 (qui va induire la production dans un second
temps d’IL23 et d’IL17 dans la voie Th17) au niveaux des glandes salivaires des patients (Ciccia
et al., 2012). Or IL22 promeut une réponse inflammatoire intense dans le SGS (Sonnenberg et
al., 2010). Une corrélation entre le niveau d’IL22, le faible flux salivaire et la sérologie des

patients (anti-Ro, anti-La, RF) a également été établie (Lavoie et al., 2011).

Enfin, une plus forte expression de I'lL21 dans le sérum et dans les glandes salivaires des
patients est corrélée avec le taux d’immunoglobulines et d’infiltration lymphocytaire. L'IL21
est produite, entre autre, par les Tfh qui jouent un réle dans I'activation des lymphocytes B et

la formation des centres germinatifs (Sandhya et al., 2017).

Les Lymphocytes T régulateurs (Treg)

Les lymphocytes Treg s’accumulent dans les MSG mais en cas d’inflammation renforcée ils
seront accompagnés par les lymphocytes Th17. A noter qu’une faible expression du facteur de
croissance FOXp3 (forkhead box P3) dans les lymphocytes Treg présents dans les glandes
salivaires ont été montrés comme facteur prédictif de I'apparition de lymphome en plus du

SGS (Sandhya et al., 2017).

Les Lymphocytes T folliculaire helper (Tfh) (Figure 23)

Au cours du SGS, les SGECs sont capable d’induire une différenciation des lymphocytes T en
Tth par la sécrétion de I'lL6 et du ligand ICOS (Inducible T-cell COStimulator). Il s’agit de la sous
population de lymphocytes T spécialisée dans I'aide et le soutien des LB. Les cellules Tfh
positives pour le récepteur CXCR5 sécrete I'lL21, cytokines qui participe a la maturation, la
prolifération des LB et la formation des centres germinatifs dans les glandes salivaires de

patients (Sandhya et al., 2017).
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Figure 23: Les Lymphocytes T folliculaire helper.(Mesquita Jr et al.,
2016)

Les Tfh sont cruciaux pour la formation de centres germinatifs et le
développement des réponses cellulaires dépendantes des
lymphocytes B dans les organes lymphoides secondaires. La figure ci-
dessus représente un Tfh avec a sa membrane les molécules les plus
importantes, les facteurs de transcription et les molécules effectrices
solubles

CD40L : CD40 ligand ; CXCR5 : C-X-C chemokine receptor type 5; IL-
23R: Interleukine-23 recepteur; PD-1: Programmed cell death 1;
ICOS: Inducible T-cell COStimulator; SAP: serum amyloid P
component; [L-10,21,12,4,17 : Interleukine 10, 21,12,4,17; IFNy:
Interféron y.

IL-12 (humans)

2. Lymphocytes B
Les LB sont attirés dans les glandes salivaires via des chémokines sécrétées par les cellules
épithéliales et en particulier par la chémokine CXCL13 (Salomonsson et al., 2002). L’activation
des LB permet ensuite d’induire la sécrétion d’autoanticorps dirigés contre certains
composants cellulaires et en particulier les ribonucléoprotéines SSA/Ro et SSB/La. On les
retrouve majoritairement présents dans les formes séveres de la maladie (Christodoulou et al.,
2010) et dans les centres germinatifs ectopiques. Ces centres sont des sites de production

d’anticorps et leur présence est prédictive de lymphome (Sandhya et al., 2017).

En plus de produire des anticorps et des autoanticorps, les LB présentent une anomalie de
distribution de leur sous population. Ainsi, on retrouve des LB transitionnels de type 2 et les LB
like marginal zone dans ces centres germinatifs avec un réle dans la production d’autoanticorps
(Daridon et al., 2006). La distribution des sous populations de LB dans le sang périphérique
pourrait aider a distinguer le SGS des autres maladies rhumatismales. En effet, les activated
naive et CD27- memory B cells sont sur représentées alors que les CD27+ memory B cells sont

diminuées dans le sang périphérique des patients (Binard et al., 2009).

Comme déja évoqué dans ce paragraphe, c’est la sécrétion de la chimiokine CXCL13 qui est a
I'origine du homing des LB vers les glandes salivaires. CXCL13 est sécrétée par les DC
folliculaires, les cellules stromales et certains LT comme les Tfh. Son récepteur CXCR5 est
localisé sur les LB et les Tfh et va permettre de guider notamment les LB jusqu’au follicule. Une
expérimentation sur souris a permis de démontrer, que le niveau de CXCL13 refléterait le stade

de la maladie (Kramer et al.,, 2013). Par ailleurs le « blocage » de CXCL13 permettrait de
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diminuer/abroger I'inflammation dans les glandes salivaires. Enfin, on observe un niveau plus

élevé dans la salive et le sérum des patients souffrant d’un SGS (Sandhya et al., 2017).

Une cytokine est également fortement impliquée dans le processus pathologique, c’est la
cytokine BAFF (B-cell activating factor). Elle intervient dans I'hyperactivation des LB, et est
induite apres une stimulation par IFN (produit par les pDCs). BAFF joue un réle dans le
changement de classe des LB, la survie, la prolifération et spécialement dans les stades
avancés, des LB. Cette cytokine est produite par les SGECs, les DCs, les macrophages, les
lymphocytes T et B (Ittah et al., 2006). Les souris transgéniques pour |'expression de BAFF
présenteraient un phénotype SGS-/ike (Mackay et al., 1999). Enfin, I'augmentation du taux de
BAFF est corrélée avec les taux sériques de I'autoanticorps anti-SSA/Ro (Pers et al., 2005). La
surproduction de BAFF au cours du SGS conduit donc a une hyperactivation des LB qui seront
responsables du relargage des autoanticorps anti-ribonucléoprotéines (anti SSA /Ro et anti
SSB/La). Les lymphocytes circulants pourraient infiltrer les glandes salivaires en suivant en plus

de CXCL13, I'expression de BAFF par les SGECs (Ding et al., 2016; Ittah et al., 2006).
C. Cellules épithéliales de la glande salivaire

Les cellules épithéliales ne sont pas des acteurs passifs et semblent jouer un réle pivot entre
I'immunité innée et adaptative et sont impliquées au cours de cette pathologie (Manoussakis

and Kapsogeorgou, 2010). Et dans cette fonction plusieurs mécanismes sont en jeu (Figure 25) :

1) Expression de molécules pro-inflammatoires
On constate aux zones d’infiltration des lymphocytes T une augmentation de I’'expression du
CMH de classe 2 par les SGECs, ce qui participerait a leur role de cellules présentatrices
d’antigenes. Elles expriment par ailleurs les molécules de costimulation CD80, CD86 et CD40
qui vont renforcer l'interaction avec les acteurs immunitaires (Takeda et al., 2003), ce qui va
notamment contribuer a stimuler la sécrétion de cytokines par les Thl qui en retour vont
entrainer I'augmentation de I'expression des antigénes HLA et des molécules de costimulation

et d’adhésion a la surface des SGECs.

A cela s’ajoute une production de chémokines par les SGECs : CXCL13, CCL17, CCL19, CCL21 et
CCL22. Ce qui va contribuer a I'infiltration des DCs, qui seront a I'origine d’une sécrétion d’IFNy

qui va a son tour stimuler la production de CXCL10 et de CXCL9 par les cellules épithéliales. Ce
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qui aura pour effet de participer au homing des LT dans les glandes salivaires et a la formation

de centres germinatifs ectopiques.

Les SGECs sécrétent également des interleukines dont I'lL7, IL18 et IL 22. Ces interleukines sont
cruciales pour 'immunité adaptative et I'activation des LT. Plus particulierement IL18 et IL7 qui
régulent la réponse Th1l. L'IL22 est retrouvée trés fortement sécrétée chez les patients atteints
de SGS (Ciccia et al., 2012). L'un de ces récepteurs I1L22-R1 est seulement exprimé par les
cellules épithéliales (Sonnenberg et al., 2010). Enfin les SGECs produisent la cytokine BAFF (rdle

sur les LB décrit précédemment).
2) Signalisation TLR dans le SGECs

Les TLRs (voir encart), et notamment le TLR 3 sont exprimés par les SGECs. Dans ce cadre sa
stimulation va intervenir dans I’hypofonction des glandes exocrines, I'apoptose des cellules et
la surexpression a la surface des corps apoptotiques des autoantigenes SSA/Ro et SSB/La. Bien
qgue TLR3 soit généralement un récepteur intracellulaire, des expériences portant sur des
SGECs et sur le modele murin NZB/WF1 (souris femelle), ont permis de démontrer son
expression a la membrane (Deshmukh et al., 2009; Spachidou et al., 2007). La suite de 'étude
sur le modeéle murin a permis de relier 'engagement du TLR3 avec la production de cytokines
pro-inflammatoires et d’IFN de type | dans la glande salivaire (Deshmukh et al., 2009). Enfin
une étude sur le modele murin NOD a permis de mettre en évidence dans un premier temps
une expression élevée des transcrits pour TLR1, 2, 3, 4, et 9 dans les sialadénites. Puis, ces
souris ont été traitées a la chloroquine (un inhibiteur des TLRs), ce qui a permis d’observer une
diminution de la progression des sialadénites par rapport aux souris non traitées (Shimizu et

al.).
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3) Dérégulation de la voie inflammatoire NFkB (Nuclear Factor-kappa B) dans les SGECs

Les SGECs pourraient présenter une altération au niveau de la voie NFkB avec des défauts de
fonctionnement de deux régulateurs négatifs :IkB et TNFAIP3 (TNF Alpha Induced Protein 3,
A20). La voie NFKB est la principale voie de production des cytokines pro-inflammatoire (Figure

24).
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Figure 24: détails de la voie NFkB (https://www.sinobiological.com/nf-kb-(nfkb)-
pathway_reagents-for_growth-factor---receptor_signal.html)
Il a été montré sur un modele murin présentant une mutation homozygote Kl (Knock In) que
le site KB enhancer présent dans le promoteur du gene IkBa était un régulateur essentiel de la
transcription du facteur de transcription NFkB, de I'une infiltration lymphocytaire des glandes
exocrines, d’un taux sérique des cytokines IL1a, IL17, TNFa plus important, et de la présence
des autoanticorps anti-SSA/Ro et anti-SSB/La, mimant ainsi un phénotype SGS (Peng et al,,

2010).
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Chez les patients on retrouve un niveau d’expression faible de TNFAIP3 et un niveau élevé de
NFkB dans les SGECs (Sisto et al., 2011). Par ailleurs les analyses de type GWAS ont permis de
mettre en évidence des polymorphismes au niveau d’acteurs de cette voie (voir paragraphe
sur les facteurs génétiques) (Lessard et al., 2013). L'ensemble de ces observations concordent

pour une dérégulation de la voie NFkB et de son activation au cours du SGS.
4) Apoptose des SGECs

L’apoptose exagérée des SGEC au cours du SGS implique, d’une part, un mécanisme autocrine
Fas-FasL (Fas Ligand) dans les SGECs (Matsumura et al., 1998). En effet, les cellules Thl
infiltrantes sécrétent de I'lIFNy et TNFa qui vont favoriser I'induction de I'expression de Fas par
les cellules épithéliales. D’autre part, I'infiltration des lymphocytes et notamment des LB va
pouvoir induire I"apoptose via la voie PKCS (Protein Kinase C delta) (Varin et al., 2012).
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Figure 25: Synthese du réle des SGECs et des acteurs immunitaires dans la pathogeneése du SGS
(issue de (Sandhya et al., 2017)).

Les SGECs expriment :

a) le CMH de classe Il et des molécules de costimulations (CD40 et CD80/86) qui vont permettre I'interaction avec les lymphocytes T,
I’expression de B7-H6 permet la liaison avec les cellules NK par I'interaction avec NCR30.

b) des chémokines (CCL17, CCL19, CCL21, CCL22) qui permettent le recrutement de lymphocytes T, de cellules dendritiques, et CXCL13, ce
qui permet le homing des lymphocytes B.

c) des cytokines comme TNFaq, IL1, IL6, IL7, IL18, IL22, IFNa, BAFF

d) IL33R

e) des molécules d’adhésion : ICAM, VCAM et sélectine ; etTLR3

f) FAS-FASL qui auront pour effet de causer la mort par apoptose des cellules.

g) les SGECs relarguent aprés apoptose des exosomes contenant les autoantigénes Ro et La.

SGEC - Salivary gland epithelial cell, CMH-Complexe Majeur d’Histocompatibilité, NK-Natural killer, NCR-Natural-cytotoxicity-triggering

receptor 3, IFN-Interféron, BAFF- B-cell activating factor, ICAM-Intercellular adhesion molecule, VCAM- vascular cell adhesion molecule 1, DC-
Dendritic cell, pDC-plasmacytoid dendritic cell.
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V. Un micro-environnement pro-inflammatoire au sein de la glande

salivaire

Comme cela a pu étre décrit précédemment, au sein de la glande salivaire du malade, on
retrouve un environnement pro-inflammatoire qui participe a la pathogenése du SGS. Celui-ci
se caractérise par une signature IFN, une production de cytokines pro-inflammatoires et une

probable dérégulation de la voie NFkB ainsi que de la voie TGFp.
A. Une signature interféron

Au cours du SGS on observe une altération de la production des IFNs. Ils vont jouer un role
important dans la pathogenese car ils régulent la transcription de nombreuses cytokines (Bave
et al.; Gottenberg et al., 2006). Une augmentation du niveau d’IFN a (type |) dans la glande
salivaire, le plasma (Mavragani et al., 2007) et dans le sang périphérique est constatée (Zheng
et al., 2009). A cela s’ajoute une

surexpression des genes induit

Les interférons sont des petites protéines d’environ 150 acides aminés, glycosylés
ou non. On distingue surtout deux types d’apres leurs propriétés biologiques et
I'origine cellulaire :

. . De Type | :interférons a, B, A, w.

tissus chez les patlentS- Pratiquement, toutes les cellules de I'organisme synthétisent les interférons a et 3,
notamment les leucocytes (IFN-a), les fibroblastes (IFN-B) et les cellules épithéliales.

par IFN de type | dans ces mémes

Les genes codant les interférons de type | sont tous situés sur le bras court du
De plUS des analyses de types chromosome 9. Les IFN a, B, w se fixent a un récepteur commun. Les IFN A ont un
récepteur particulier.

e inducteurs principaux : virus et microbes intracellulaires.

« fonction principale : antiviraux et antibactériens

microarray sur des glandes

salivaires mineures (Hjelmervik - DeType ll: interféron y.
C'est I'interféron immun, car il est sécrété principalement par les cellules Natural
et al,, 2005), des PBMCs (ceIIuIes Killer, les lymphocytes T helper-1 et les lymphocytes T-cytoxiques. C'est un
interféron glycosylé, dont le géne est situé sur le bras long du chromosome 12.
mononuclées du sang L'IFN-y a un récepteur particulier.
e inducteur principal : les antigenes.
périphél’ique)/sang tota| e fonction principale : I'activation des cellules Natural Killer, des macrophages et des
lymphocytes T- cytotoxiques.
(Emamian et a|_, 2009)’ et des - De Type Ill : trés récent avec interféron-A1, A2 et A3 (également nommé
respectivement 1129, IL28A et IL28B)
monocytes CD14+ pénphér'q ues JC Lemahieu et A. Decoster, Antiviraux, FLM, p. 1

(Brkic et al., 2013) ont permis de mettre en évidence cette signature prédominante chez les

patients. On la retrouve chez 60% des patients.

La sollicitation de I'lFN Type 1 dans la pathologie permettrait d’établir un lien entre 'immunité

innée et immunité adaptative (Sandhya et al., 2017) décrit précédemment.

Chez ces patients on retrouve une corrélation positive entre ces genes induits par la

signalisation IFN de type 1 avec la présence des autoanticorps anti-SSA/Ro et anti-SSB/La (Brkic
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et al.,, 2013; Emamian et al., 2009) et cela serait en association avec une maladie dite active

(Borden et al., 2007; Emamian et al., 2009; Rénnblom and Alm, 2001).

Finalement la présence de pDCs fortement réduite en périphérie et préférentiellement
recrutées dans les MSG est notée chez les patients (Gottenberg et al., 2006; Wildenberg et al.,

2008).

Par ailleurs, ces mémes patients présentent une forte prévalence de leucopénie,
d’hyperglobulinémie, plus d’anticorps anti-nucléaires, et des anticorps anti-SSA/Ro, et un plus

fort focus scores dans les tissus salivaires.

Ce qui pourrait permettre |'établissement de sous-groupes de patients, ceci en lien avec le
polymorphisme génétique observé (Lessard et al.,, 2013). En effet Il y a plus de 15 loci
concernés dont une grande partie est commune avec le lupus érythémateux systémique. Ainsi
on retrouve des SNP (Single Nucleotid Polymorphism) dans plusieurs génes comme : HLA
(human leukocyte antigen), STAT4 (Signal transducer and activator of transcription 4), IRF5

(Interferon regulatory factor 5), IL12A (Interleukine 12) et TNPIP1.

En ce sens I'expression de Mx1 (MX Dynamin Like GTPase 1) dans les monocytes et dans le
sang total des patients a été montrée comme un bon marqueur pour stratifier les patients sur

la base de I'activité IFN type 1. Ceci afin de répondre aux interrogations suivantes :

- Est-ce que l'activité interféron peut étre utilisée comme un prédicateur de la réponse aux
traitements de patients ?
- Ou est-ce que cette voie IFN type | doit étre ciblée par les traitements ? (Muskardin and

Niewold, 2018)

En parallele d’autres données semblent appuyer un role de IFN de Type Il comme I'IFN y
dans la pathogenése du SGS (Hall et al., 2012; Hertzog et al., 2011; Hjelmervik et al., 2005).
Cela a été montré notamment chez ’lhomme et la souris (Cha et al., 2004; Gottenberg et al.,
2006; Hall et al., 2012; Nguyen and Peck, 2013; Ogawa et al., 2002; Rénnblom and Eloranta,
2013). On sait que I'lFN y est majoritairement produit par les LT, cellules NK et en moindre
guantité par les DCs, macrophages et les LB (Pollard et al., 2013). Suite a la liaison de IFN y a
son récepteur et I'induction des genes cibles, la ou les voies activées vont promouvoir une
action défense de I’'h6te, en favorisant des mécanismes d’apoptose, d’inflammation et les

dommages tissulaires (Billiau and Matthys, 2009; Hu and Ivashkiv, 2009). Par ailleurs Hall et

68



collegues avaient montré une signature de Type Il en lien avec un focus score plus important
chez les patients (Hall et al., 2012), suggérant un marqueur pour le développement d’un

lymphome (Carubbi et al., 2015) .

En ce sens les cytokines Thl, dont IFN y fait partie, avaient été précédemment associées a une
forme plus sévére du SGS, forme sévére qui se caractérise par une infiltration lymphocytaire,
la présence des macrophages et des DCs (Manoussakis et al., 2007; Mitsias et al., 2002). Par
ailleurs ces mémes cytokines ont été retrouvé chez des patients ayant développés un
lymphome non hodgkinien suite a une infection par helicobacter pilori (Hauer et al., 1997;

Riedel et al., 2001).

En 2015 Nezos et collégues, ont proposé un diagnostic chez les patients en s’appuyant sur le
ratio d’ARNm IFN y/IFN a a partir de biopsies de glandes salivaires de patients comme nouveau
biomarqueur de prédiction du développement d’un lymphome chez des patients SGS (Nezos
et al., 2015).

Figure 26: lllustration du ratio IFN y/IFN

: a proposeé par Nezos et al 2015
e Sicca controls (n=17)

vy S84 homa (n=10
e ( ) Un ratio significativement plus élevé est

observé chez les patients SGS avec un
lymphome par rapport aux patients sans
lymphome et présentant une
sécheresse buccale sans étre atteint
d’'un SGS (p-values:0.004 et 0.007,
respectivement).

IFNy/a ratio

B. Production de cytokines pro-inflammatoire

Décrite amplement dans les parties précédentes de ce chapitre, les chémokines sécrétées
notamment par les cellules épithéliales vont participer au recrutement des acteurs
immunitaires, puis la sécrétion de cytokines par ces mémes cellules ainsi que les cellules
immunitaires vont contribuer a la création d’un environnement inflammatoire (Tableau 4). Les
cytokines ayant leur expression régulée par des cytokines, on observe une boucle

d’amplification de leur production lors du processus pathologique.
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Tableau 4.

Liste des différentes cytokines et chémokines pro-inflammatoires.

Molécules Cellule(s) sécrétrice(s) Role
Interféron a pDCs Réle antiviral et anti bactérien
Participe a la différenciation des LT
Interférony NK et LT P

CD4+enThl

Macrophage, cellules stromales et

Chimiotactisme des DCs, LB

CXCL13 >
certains LT (Tfh) SGECs
CXCcL10 SGECs Chimiotactisme des LT
CCL17 SGECs Chimiotactisme des DCs, LT
CCL19 SGECs Chimiotactisme des DCs, LT et des LB
Chimiotactisme des DCs, LT et
CCL21 SGECs . N .
participerait a leur homing
CCL22 SGECs Chimiotactisme des DCs, LT
Changement de classe des LB, la
BAFF Monocytes, SGECs, DCs, LTs et LBs survie, la prolifération, la maturation
et le développement des LB
TNF a Thl Apoptose des SGECs
IL1a Macrophages et SGECs Inflammation
Pro-inflammatoire, participe a la
IL6 Monocytes, SGECs
yies, différenciation des LT en Tfh
IL7 SGECs Activation des LTs
IL12 Macrophages et DC Différenciation des LTs en Th1
IL17 Th17
Stimulation dans un second temps de
| duction d’'IFN les LTs et |
IL18 SGECs et macrophages a pro u_c lo,n Y par ?S seties
NKs, Activation des LTs, régule la
réponse Thl
Role dans I'activation, la maturation
IL21 Tfh des LB et la formation de centre
germinatif
A l'origine de la production d”IL23 et
1L22 SGECs, NK L
> TS d’IL17, activation des LTs
Module la différenciation des LT en
23 Thi7 Th17, favorisant la libération de

plusieurs cytokines comme I'lL17 et
I'IL6
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C. Stress oxydatif

Un élément commun a toutes les

maladies autoimmunes (MAl) est Les ROS et les RNS décrivent plusieurs espéeces, pouvant étre radicalaires, chargées

ou non. On peut citer par exemple les radicaux hydroxyle (OHe), I'anion-radical
|laugmentation de la production superoxyde (02¢7), le monoxyde d’azote (NOe), le dioxyde d'azote (NO2s), les

peroxydes (ROOe) et les lipides peroxydés (LOOe). En outre, le peroxyde
de ROS (espéces réactives de d'hydrogene (H202), I'ozone (03), I'oxygene singulet (02), I'acide hypochloreux
(HOCI), I'acide nitreux (HNO2), le peroxynitrite (ONOQ7), le trioxyde d‘azote (N203),
et le peroxyde lipidique (LOOH), sont des dérivés non radicalaires. Toutes ces
especes peuvent conduire a des réactions radicalaires ou globalement oxydantes
dans les organismes vivants. Dans la famille des radicaux mentionnés plus haut, on

I'oxygene) et de RNS (especes

. . ,
reactives de | aZOte) en distinguera les radicaux primaires qui ont un role physiologique particulier et les

radicaux secondaires, produits par réactions (non contrdlées, généralement) des
association avec la réponse radicaux primaires avec plusieurs matériaux biologiques présents dans une cellule

soumise a un stress oxydant (lipides, protéines, glucides...).
inflammatoire. En temps normal

Issu de la these de Cong Lu, Analyse microélectrochimique du stress oxydant a
la génération de ROS est un outil I’échelle de la cellule unique : application aux cellules cancéreuses du sein, 2012

de défense physiologique contre les infections microbiennes, mais dans le cas d'une
production non appropriée des ROS comme c’est le cas dans les MAI, cela va conduire a une
dégradation des tissus. Ces dommages sont le résultat de la réactivité des ROS avec des
molécules environnantes telles que I’ADN, les lipides, les carbohydrates et les protéines. Les
ROS, RNS et RCS (Espece Carbonyl Réactive) que I'on retrouve dans les articulations sont I'ion
superoxyde, le peroxyde d’hydrogene, le radical hydroxyle, I'acide hypochloreux, le monoxyde
d'azote, le peroxynitrite, les peroxides lipidiques et le sulfure d’hydrogene qui sont impliqués
dans l'inflammation chronique et aigue (Smallwood et al., 2018; Winrow et al., 1993; Winyard

et al., 2005).

L’hydroxychloroquine, une drogue utilisée notamment dans le traitement du SGS est capable
d’inhiber 'action de NOX2 (Mdller-Calleja et al., 2017). Il s’agit d’un variant de la NADPH
oxydase (Nicotinamide Adénosine Dinucléotide Phosphate oxydase). Cette enzyme catalyse la
réaction d’oxydation du NADPH par le dioxygéne, ce qui produit du NADP+, du H+ et de I'O;-
(I'ion superoxyde). Ces deux derniers réagiront pour former le peroxyde d'hydrogene (H203).
L'H,O, réagira avec un H+ (proton) et un Cl- (chlorure) pour donner du HOCI (acide
hypochloreux) et une molécule d'eau. Ce complexe enzymatique permet donc la synthése de
ROS mais conduit également a une activité des protéases augmentée. Les souris déficientes
pour cette protéine présentent un phénotype proche du lupus (Campbell et al., 2012). De plus,
la NADPH oxydase est indispensable au phénomene de NETose (Fuchs et al., 2007) (voir Figure

27 pour le fonctionnement issu de (Berthelot et al., 2017)).
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1: Flux de Calcium, activation de ligands membranaires (comme les PAMPs de divers pathogénes)
- production de radicaux oxygénés (ROS) = activation d’enzymes cytoplasmiques, dont PAD4

Enzymes des granules

Germes captés

Histones Citrullinées

3-Rupture de la membrane cytoplasmique et extrusion des
NETs, composés de composants nucléaires (ADN et histones
citrullinées), et d’enzymes des granules (MPO, PR3, NE,
lactoferrine, MMP9), qui capturent des pathogénes par les
‘bras’ d’ADN reldchés.

2-Hypercitrullination des histones
aboutissant au débobinage de la chromatine

La membrane nucléaire devient poreuse, ce qui
permet aux protéines de gagner le noyau et de
se mélanger avec [a chromatine déroulée

Figure 27:principe de la nétose

Par ailleurs un SNP pour le gene NCF1 (Neutrophil Cytosolic Factor 1 ; composant du complexe
de la NADPH oxydase ; associé avec une déficience de Ncfl (Neutrophil Cytosolic Factor 1)) a
été montré comme augmentant la sévérité des arthrites et prédispose les humains et les

rongeurs a des maladies autoimmunes (Smallwood et al., 2018).

Par ailleurs, la MPO (Myeloperoxidase) joue un rdle central dans I’élimination des pathogenes
intracellulaires, elle catalyse la formation de l'acide hypochloreux (HOCI). Cependant,
lorsqu’elle est relarguée a I'extérieur de la cellule apres I'activation des neutrophiles, elle cause
des dommages au niveau des sites inflammatoires, ce qui a été retrouvé notamment chez les
patients atteints de SGS (Cay et al.,, 2012). A contrario, la MPO inhibe la génération de la
réponse immunitaire adaptative en atténuant I'inflammation conduite par les LT et en limitant
I'inflammation pathologique des tissus (Odobasic et al., 2013). Ainsi son réle dans les MAI et

dans le SGS reste ambigu.

Parmi les ROS, le NO (monoxyde d’Azote) n’est pas important uniquement lors des

phénomeénes tels que |'apoptose, l'inflammation, la biogenese des mitochondries et la
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régulation du tonus des vaisseaux sanguins, mais il est également impliqué dans des maladies

inflammatoires telles que le SGS (Cejkova et al., 2007).

Cependant, il existe tres peu d’éléments quant a I'implication des ROS dans le processus
pathologique du SGS. Une étude montre une diminution de la concentration de NO2- (anion
nitrite) et de NO3- (nitrate) dans la salive, mais en méme temps montre une augmentation de
NO3- dans les urines (Xia et al., 2003). Cependant une autre étude montre une augmentation
de NO2- dans glande salivaire labiale (Konttinen et al., 1997). L’hypofonction de la glande
salivaire a probablement un impact sur le métabolisme des nitrates mais le processus reste

jusgu’a présent peu clair.

Enfin NFkB, un facteur de transcription qui régule la transcription de nombreux genes
impligués dans les réponses inflammatoires et immunitaires, est activé par des cytokines pro-
inflammatoires comme IL1 et TNF alpha (Barnes and Karin, 1997). Cette activation de NFkB a
été montrée également suite a une augmentation de I'expression de iNOS (oxyde nitrique
synthase) (Xie et al., 1994). NFkB est élevé dans de nombreuses maladies inflammatoires
chroniques, cela est inhibé par les glucocorticoides (Auphan et al.,, 1995) De nombreuses
évidences suggerent que les ROS servent de messager secondaire (Schulze-Osthoff et al.,
1995). Par ailleurs la N acétyl L cystéine, un antioxydant, empécherait I'activation de la voie

NFkB par H,0; (Schreck et al., 1991).
D. Dérégulation de la voie NFkB

On retrouve un polymorphisme génétique sur des acteurs de la voie NFkB (voir paragraphe sur
les facteurs génétiques), ce qui laisse supposer sa possible implication a la création d’un
environnement inflammatoire du fait de son réle dans la régulation de I'expression de
cytokines telles qu’IL6, IL8, TNFa, IL1B et IL8. De plus cette voie est sollicitée dans la synthese
de nombreuses cytokines pro-inflammatoires qui vont contribuer a l'inflammation par la

présence des lymphocytes Th17 dans le microenvironnement de la glande notamment.
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E. Implication de la voie TGFB

L’étude de Williams et collegues en 2016 a permis de mettre en évidence une signature de
miRNA dans les monocytes CD14+ de patients SGS, dont I'expression est augmentée et qui

serait capable de cibler de fagon spécifique la voie de signalisation TGFB (Williams et al., 2016)

(Figure 28).
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Figure 28: miRNAs prédit lors de I'étude de Williams et al 2016, qui ciblent la voie TGFB

Il a été montré que TGFB joue un role immunosuppresseur (Wahl et al.,, 1988) et anti-
inflammatoire. Cette cytokine contribue notamment a la résolution de I'inflammation et au
retour a I’homéostasie (Khalil, 1999; Massagué, 2012). Cette action est possible par une
favorisation de la survie des Treg suite a une stimulation par TGFf (Letterio and Roberts, 1998).
Or les lymmphocytes Treg sont impliqués dans la tolérance immunitaire et leur diminution est

associée au développement d’une maladie autoimmune.

Ainsi la voie TGFB contrebalance I'action de la voie NFkB, sa dérégulation ayant pour effet de

favoriser I’état inflammatoire observé dans le SGS.
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VI. Transformation d’un SGS en lymphome du MALT

On observe chez les patients atteints d’'un SGS un risque accru (une augmentation de 40 fois
par rapport a la population générale) de développer un lymphome. Le ratio d’incidence est de
9-44 dans les études avant 2000 et est de 5 a 15 dans les études post 2000 par rapport a la

population générale.

Parmi ces lymphomes, le lymphome B des tissus lymphoides associés aux muqueuses (MALT)
est celui qui est le plus représenté chez ces patients. Il se développe notamment dans les

structures tissulaires telles que les glandes salivaires (Royer et al., 1997)

Un des facteurs prédictifs de I'apparition/développement d’un lymphome B est la présence
d’une structure germinale « center like » a I'intérieur des muqueuses des glandes exocrines. Le
niveau de CXCL13 dans le sérum des patients est également plus élevé chez les patients avec
un lymphome, il en est de méme pour BAFF. De méme que pour FLT3 (FMS like tyrosine kinase
3), cytokine liée a la différenciation et a la prolifération des progéniteurs des LB précoces, est

plus élevée dans le sérum de patients avec un lymphome.

A cela s’ajoute la présence de polymorphismes qui rendraient le patient atteint d’un SGS plus
susceptible de développer un lymphome tel que les mutations sur le géene TNFAIP3. On

retrouve également un polymorphisme de BAFF et TNFRSF13C (récepteur de BAFF).
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and allows to a better understanding of this complex and still incurable disease.
© 2017 Société Nationale Frangaise de Médecine Interne (SNFMI). Published by Elsevier Masson SAS.
All rights reserved.
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une fatigue intense et des douleurs étendues qui entrainent une
altération profonde de la qualité de vie des patients [2]. Pour un

1. Introduction

Le syndrome de Gougerot-Sjogren (SGS) est une maladie sys-
témique auto-immune qui se caractérise par une infiltration
lymphocytaire des glandes exocrines avec un tropisme au niveau
des glandes salivaires, lacrymales, vaginales pour les femmes, et
des voies respiratoires supérieures [1]. Le tableau clinique qui
en découle, comporte le plus souvent une xérostomie et une
xérophtalmie, qui définissent le syndrome sec, en association avec

* Auteur correspondant. Laboratory of Immunology and Immunotherapy, Brest
University Medical School Hospital, BP824, 29609 Brest, France.
Adresse e-mail : yves.renaudineau@univ-brest.fr (Y. Renaudineau).

https://doi.org/10.1016/j.revmed.2017.09.003

tiers des patients, se surajoutent des manifestations systémiques,
C’est-a-dire extra-glandulaires, pouvant toucher le rein, le foie
et les poumons. La gravité de la maladie est généralement liée,
d’'une part, aux anomalies viscérales, et, d’autre part, au déve-
loppement d'un lymphome B pour 5 % des patients [3]. Le SGS
touche préférentiellement les femmes (9:1) dont 'dge moyen se
situe autour de 50 ans [4]. Dans la forme primaire, la prévalence
du SGS est comprise entre 0,01 % et 0,72 % [5,6]. Les formes secon-
daires (50 %), généralement d’intensité moindre, coexistent avec
un lupus érythémateux systémique (LES), une polyarthrite rhu-
matoide (PR), une thyroidite, voir une cirrhose biliaire primitive
(CBP).

0248-8663/© 2017 Société Nationale Francaise de Médecine Interne (SNFMI). Publié par Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.
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Fig. 1. Modéle pathophysiologique du syndrome de Gougerot-Sjogren. CD : cellule dendritique ; DNMT1 : DNA méthyltransférase 1 ; HLA : human leucocyte antigen ; IFN :

interféron ; LB : lymphocyte B ; LT : lymphocyte T.

Outre le fait que le SGS se caractérise par une épithélite
auto-immune, sa physiopathologie souléve de nombreuses inter-
rogations [7]. En effet, en se basant sur des données acquises a
partir des glandes exocrines, et en particulier des glandes salivaires,
plusieurs phases ont été mises en évidence (Fig. 1). Tout d’abord,
une activation de I'épithélium est observée entrainant une infil-
tration lymphocytaire majoritairement constituée de lymphocytes
T (LT) et plus particuliérement de LT activés CD4 et CD8 [8-10].
Ensuite, et de facon concomitante avec la progression de la mala-
die, de nouvelles populations cellulaires apparaissent telles que les
cellules dendritiques (productrices d’interféron [IFN]), et les lym-
phocytes B (LB). Ces derniers peuvent devenir prédominants et
s’organiser en centres germinatifs ectopiques avec I'aide des LT fol-
liculaires et en présence de la cytokine B cell activating factor (BAFF)
[11]. L’hyperactivation lymphocytaire B entraine I'émergence de
plasmablastes ce qui s’accompagne d’une production locale d’auto-
anticorps (auto-Ac) dont les auto-Ac anti-syndrome sec de type
A (SSA/Ro) et de type B (SSB/La). Au niveau périphérique, la
mise en évidence d’auto-Ac anti-SSA/SSB associés avec la détec-
tion de facteurs rhumatoides, d’'une hypergammaglobulinémie,
et d'une hypocomplémentémie traduit un profil immunologique
actif [12]. Cette hyperactivation s’accompagne, au niveau périphé-
rique, d’anomalies des sous-populations lymphocytaires B, reflet
de I'attraction des LB mémaoires dans les tissus [13-15]. Au niveau
des glandes salivaires et du fait de cette hyperactivation, une aug-
mentation de la taille des glandes et d’importantes modifications
ultra-sonographiques sont observées [16]. Dans ce processus, les
cellules épithéliales ne sont pas seulement les cibles mais éga-
lement les acteurs puisqu’elles sont capables de conserver leurs
propriétés activatrices vis-a-vis du systéme immunitaire inné et
acquis apres plusieurs semaines de cultures [17].

2. Les facteurs environnementaux, génétiques et
épigénétiques

2.1. Facteurs environnementaux

Du fait de la présence d'une grande fatigue et d’arthralgies
au diagnostic, une cause virale a été incriminée et avec comme

accusés les membres de la famille Herpés tels que le virus d’Epstein
Barr (EBV) et le virus de I'herpés humain 6 (HHV6) [18]. Plusieurs
arguments indirects plaident en ce sens tels que la mise en évi-
dence d'une plus forte prévalence d’immunoglobulines de type
G spécifiques de I'EBV et d’HHV6 [19]. Une réactivité croisée est
également décrite pour ces deux virus avec la protéine SSB/La du
fait d’épitopes communs [20]. Toutefois, aucune preuve directe
n’a été rapportée sur le role direct de ces virus qui sont largement
répandus dans la population générale, et plusieurs études ne
retrouvent pas cette association. En conséquence, d’autres virus
ont été suspectés, mais sans preuve directe également pour le virus
human T-cell lymphotropic virus 1 (HTLV1) et le virus de I'hépatite
C(HCV) [21,22]. Parmi les autres facteurs associés au SGS, le tabac,
les ultraviolets et des agents chimiques sont incriminés [23].

La composante géographique du SGS vient renforcer
I'implication de facteurs environnementaux avec une plus
forte prévalence rapportée dans les pays nordiques [24]. De plus,
d'importantes variations cliniques sont également retrouvées
selon la localisation géographique [25]. Un autre argument com-
pléte cette hypothése environnementale et repose sur I'étude
des jumeaux homozygotes pour lesquels le taux de concordance
vis-a-vis du SGS, qui définit la part génétique d’'une maladie, est
de seulement 15 a 25 %, ce qui suggéere donc une contribution de
I'environnement a hauteur de 75 a 85 % [26].

2.2. Facteurs génétiques

Avec le développement des projets genome-wide association
study (GWAS), c’est plus de 40 facteurs de risques qui ont été asso-
ciés avec le SGS avec pour la grande majorité d’entre eux un faible
effet surle risque de la maladie [27]. En premier lieu, ce sont des fac-
teurs impliqués dans la présentation antigénique soit directement
au niveau des régions du systéme human leucocyte antigen (HLA) de
classeletll, soit en amont avec des facteurs engagés dans la régula-
tion et I'expression des molécules HLA. Il est a noter que la présence
des auto-Ac anti-SSA/SSB est associée avec un phénotype particu-
lier, HLA-DR2 et DR3 [28]. Pour les autres facteurs de risque associés
au SGS, on retrouve des facteurs impliqués dans I'immunité innée
et acquise tels que des génes codant pour des molécules de la voie
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interféron (IFN) de type I et II (IRF5, IL12A et STAT4), la voie NF-
kB (TNIP1 et TNFAIP3), le recrutement lymphocytaire T (CXCR5),
ainsi que l'activation et la différentiation lymphocytaire B (BLK)
[29-31]. Le mode d’action des facteurs de risque est complexe car
peu d’entre eux jouent un role sur 'expression ou la fonction de
la protéine associée. Cependant, une étude récente a révélé qu’ils
n’étaient pas localisés au hasard mais qu’ils étaient présents dans
des zones de régulations particuliéres (épigénétiques) et que ces
zones étaient spécifiques pour un type cellulaire donné [30]. En
conséquence, mieux comprendre ces nouvelles zones de régula-
tion peut permettre de mieux comprendre la pathophysiologie de
la maladie.

2.3. Facteurs épigénétiques

Les mécanismes épigénétiques jouent un réle essentiel en agis-
sant au niveau des étapes clés de la différentiation et de I'activation
du systéme immunitaire. Ces mécanismes se définissent par leurs
capacités a modifier I'expression des génes sans faire appel a des
mutations de I’ADN et cela de maniére réversible et transmissible
au fil des divisions cellulaires et des générations. Il existe donc
plusieurs mécanismes épigénétiques tels que la méthylation de
I’ADN (qui régulent la fixation des facteurs de transcription), les
modifications post-traductionnelles des histones (qui favorisent la
compaction de ’ADN), et les ARNs non codants dont les micro-ARN
(qui interagissent avec les transcrits). Ces modifications sont spéci-
fiques pour un type cellulaire donné. D’importantes modifications
de ces processus ont été observées en pathologie et en particu-
lier lors des cancers et des pathologies auto-immunes [26]. Pour
preuve, I'utilisation de médicaments capables d'interférer avec les
processus de méthylation de I'’ADN, tels que I’hydralazine et la pro-
cainamide, peuvent générer I'induction d'un SGS associé avec un
LES et cela, chez 'homme mais également chez la souris.

3. Analyse globale de la méthylation de ’TADN

Démeéthylation de ’ADN dans le SGS: comme tout processus épi-
génétique, la méthylation de I’ADN est une marque transmissible
lors des générations cellulaires successives. Elle se fait par le trans-
fert d’'un groupement méthyl au niveau du 5€ carbone de la cytosine
des dinucléotides CpG de I'’ADN sous I'action des DNA méthyltrans-
férases (DNMTs) [32,33]. Al'inverse, le processus de déméthylation
de I’ADN est soit passif lors des divisions cellulaires, soit actif et
initié par les enzymes d’oxydation ten eleven translocation (TET).
Globalement, la méthylation de ’ADN agit sur la transcription des
geénes soit de facon directe en empéchant les facteurs de transcrip-
tion de se fixer, soit de facon indirecte en permettant le recrutement
des enzymes en charge de la compaction de la chromatine telles
que les histones déacétylases (HDAC) et les histones méthyltransfé-
rases (HMT). Chez les mammiféres, la chromatine est normalement
méthylée et compactée et ce sont les zones régulatrices et trans-
criptionellement actives de ’ADN qui sont ouvertes et déméthylées.
La détermination du taux de méthylation global de '’ADN peut se
réaliser par chromatographie liquide haute performance (HPLC) et
par technique histologique ou enzyme-linked immunosorbent assay
(Elisa) en utilisant des anticorps monoclonaux anti-5mCyt (anti-
5 méthylcytosine), I'Ac le plus utilisé étant le clone murin 33D3.
Le taux global de méthylation retrouvé chez les mammiféres varie
selon le type cellulaire de 70 a 80 %, avec des taux plus faibles
rapportés pour les cellules du systéme immunitaire.

Effectuée a partir des coupes histologiques issues de glandes
salivaires mineures (GSM), a partir de cultures de cellules épi-
théliales issues des GSM, ainsi qu'a partir des populations
lymphocytaires B et T périphériques [34], I'étude de la méthyla-
tion globale de 'ADN a permis de mettre en évidence au cours

du SGS : (1) une réduction importante de la méthylation globale
de I’ADN dans les GSM au niveau des cellules épithéliales ; (2)
que ce défaut est conservé en culture et qu'il est associé avec une
répression de I'expression de I'enzyme de méthylation DNMT1 ;
(3) a I'inverse, aucune différence de méthylation globale de 'ADN
n’a pu étre observée entre les LB et LT du sang périphérique des
patients et des témoins ce qui souligne le fait que les modifications
épigénétiques touchent préférentiellement la cellule épithéliale.

4. Implication des lymphocytes dans la déméthylation de
I’ADN des cellules épithéliales de glandes mineures
salivaires

La présence d’'une importante infiltration lymphocytaire appa-
rait associée avec le défaut de méthylation de I'’ADN dans les GSM
puisque le niveau global de méthylation de 'TADN y est inversement
proportionnel au score de Tarpley qui refléte cette infiltration [35].
Dans ce processus, le role des LB est fortement suspecté puisqu’il
est possible de reproduire I'anomalie de méthylation de I'’ADN
dans la lignée cellulaire human salivary gland (HSG) lorsque cette
derniére est co-cultivée en présence de LB. De plus, le contrdle
épigénétique exercé par les LB sur les cellules épithéliales est
réversible comme observé chez les patients traités par immu-
nothérapie anti-lymphocytaire B de I'étude TEARS [34,36]. Cette
observation permet d’envisager d'importantes perspectives théra-
peutiques.

5. Analyse compléte du méthylome
5.1. Technologie Infinium

Différentes stratégies technologiques ont été testées afin de
déterminer le profil de méthylation de 'ADN génomique et dans
le cas du SGS, c’est la technologie par « beadchip » qui utilise des
microbilles développées par la société lllumina® qui est la plus
utilisée. Cette technique présente comme avantage d'étre repro-
ductible et de nécessiter peu de matériel biologique. En pratique,
I’ADN génomique est traité par le bisulfite de sodium qui convertit
les bases cytosines non méthylées en uracile, puis I'’ADN est hybridé
avec les microbilles qui comprennent pour chaque région a ana-
lyser deux sondes de 50 paires de bases, I'une reconnaissant les
loci CpG non méthylés et I'autre les loci CpG méthylés. Ensuite,
I'utilisation de sondes fluorescentes permet de calculer des ratios
entre les signaux générés par la fixation des deux sondes et donc de
quantifier le taux de méthylation de I'’ADN. Cette technique appelée
HM450k (human methylation 450K) couvre 2 % des 28 millions de
sites CpG du génome humain, 96 % des ilots CpG et 99 % des génes
avec en moyenne une couverture de 17 CpG par géne.

5.2. Analyse de la méthylation des motifs CpG de I’ADN des
cellules du sang périphérique

Trois équipes ont utilisé la technologie HM450K pour étudier la
méthylation de I'’ADN sur I’ensemble du génome a partir des cel-
lules mononucléés du sang périphérique (PBMC qui comprennent
un mélange de lymphocytes T, B et monocytes), des LT (totaux et
naifs) ainsi que des LB de patients souffrant de SGS [37-39]. En
ne tenant pas compte des différentes méthodes d’analyses entre
ces 3 équipes, nous pouvons souligner différents points. Premiére-
ment, des régions hyperméthylées de ’ADN sont retrouvées sur
les génes de présentation antigénique HLA de type I et II mais
également sur certains genes régulés par I'IFN de type I (IF144L,
IFITMI, STAT1). Deuxiémement, des voies de signalisation spéci-
fiques sont retrouvées dans les LT (protéines de transduction du
signal et facteurs de transcription) et pour les LB (récepteur des
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cellules B et génes de développement). Troisiémement, I'effet pré-
domine chez les patients qui possédent des auto-Ac anti-SSA/SSB et
dans les LB puisque les modifications de méthylation y sont 50 fois
plus importantes que pour les LT [38].

5.3. Analyse de la méthylation des motifs CpG de I'’ADN des
glandes salivaires mineures

Deux équipes ont analysé la méthylation de 'ADN a l'aide des
puces HM450K dans les GSM de patients atteints de SGS. Cepen-
dant, la limite de cette approche est liée a I'hétérogénéité des
prélévements puisque les GSM sont constituées a la fois de cel-
lules épithéliales acinaires et ductales qui sont retrouvées chez les
patients et les controles, mais également de plusieurs types de cel-
lules immunitaires pour les patients. Malgré cette limitation, on
retrouve comme pour les études GWAS I'importance de la voie IFN
avec en particulier la mise en évidence d'un géne inductible par
I'lFN, oas2, qui est déméthylé. Les autres régions différentiellement
méthylées concernent des micro-ARNs ainsi qu'une grande variété
de génes impliqués dans I'activation cellulaire, la présentation anti-
génique, et la production d’auto-antigénes (auto-Ag) [40]. Il est a
souligner que les altérations de la méthylation de ’ADN observées
semblent étre associées avec la gravité de la maladie [40,41].

Comme indiqué précédemment, I'étude des motifs CpG sur GSM
est réalisée sur un mélange cellulaire, et ne refléte donc pas com-
plétement I'impact des modifications de I’ADN sur les cellules
épithéliales des GSM. Cette limitation peut étre levée en utilisant
comme source biologique des cellules épithéliales issues de GSM
aprés 3 semaines de culture [42]. A partir de ces cellules épithé-
liales qui sont pures, d’'importantes différences sont observées si
I'on compare a I'aide des puces HM450K des patients SGS et des
témoins. Ces différences concernent un grand nombre de génes
régulés par I'lFN (61 % des génes), ainsi que la voie calcique (impli-
quée dans le contrdle du flux salivaire) et la voie Wnt (impliquée
dans la survie et la différenciation des cellules épithéliales).

6. Reprogrammation épigénétique et conséquences

En paralléle des études basées sur I'utilisation des puces
HM450K, d’autres approches technologiques ont été utilisées afin
de tester I'impact d’'un défaut du processus de méthylation de 'ADN
sur différentes anomalies retrouvées au cours du SGS.

6.1. Rétrotransposons

Plus de 50 % de notre génome est composé de rétrotranspo-
sons qui correspondent a des séquences d’ADN capables de se
multiplier au cours des générations pour donner naissance a des
séquences répétées qui sont capables de s’intégrer de facon aléa-
toire surI'ensemble du génome. Les rétrotransposons comprennent
différentes familles dont les séquences Alu (13 %), LINE-1 (21 %)
ainsi que les rétrovirus endogénes humains (8 %). Afin de se pré-
munir de I'action de ces éléments, ces derniers sont régulés par la
méthylation de 'ADN comme démontré pour human T-cell leuke-
mia related endogenous retrovirus (HRES-1), qui est inséré au niveau
du bras long du chromosome 1 en position 1q42 [43]. Sous I'action
de drogues ou dans certaines conditions pathologiques, ce controle
peut étre défectueux permettant a I'auto-Ag Gag p38 d’étre exprimé
et d’activer le systéme immunitaire pour produire des auto-Ac anti-
Gag p38 [44]. Ce phénoméne est observé chez 10 % des patients
atteints de SGS versus 1,5 % chez les témoins sains. Dans les GSM,
en plus de I'expression de HRES-1, d’autres rétrovirus sont anor-
malement surexprimés tels qu'HERV-K113, HERV-5 et plusieurs
membres du groupe HERV-E [45]. De méme, un défaut de méthy-
lation de I’ADN permet d’expliquer I'augmentation des séquences
LINE-1 ce qui est également observé dans les GSM au cours du

SGS [46]. Pour les séquences Alu, ces derniéres sont inductibles par
I'IFN de type I (augmenté dans le SGS), ce qui entraine la produc-
tion des cytokines pro-inflammatoires en réponse a la formation
d’'un complexe avec 'auto-Ag SSA/Ro60 (TROVE2) voire d’'un com-
plexe immun en cas de présence d’auto-Ac anti-SSA/Ro60 comme
retrouvé dans le LES et SGS [47].

6.2. Auto-antigénes

En plus de 'auto-Ag Gag p38, deux autres auto-Ag (SSB/LA et
ICA1) sont décrits comme étant sensibles a I'action de la méthyla-
tion de I’ADN dans le SGS [35,42]. Une déméthylation est observée
chez les patients atteints de SGS pour le promoteur de SSB/LA,
défaut qui s’accompagne d’une surexpression de I'auto-Ag. En
conséquence, il n'est pas étonnant d’observer que ce défaut de
contrdle prédomine chez les patients qui expriment des auto-Ac
anti-SSB/La. En traitant les cellules de la lignée HSG avec le 5-Aza,
il est possible de confirmer I'impact de la déméthylation de ’ADN
sur I'expression de ces deux auto-Ag.

6.3. Autres génes

Le traitement par 5-Aza provoque l'augmentation de
I'expression de la cytokératine 19 dans la lignée HSG [48] mais
également du géne de I'aquaporine 5 (AQP5) avec une augmenta-
tion du flux salivaire dans une lignée humaine de glande salivaire
ductale [49]. L’analyse du promoteur de I'AQP5 par séquencage
aprés conversion de I'ADN au bisulfite de sodium a permis de
montrer qu'une hyperméthylation des ilots CpG au niveau des
sites de fixation du facteur de transcription Sp1, empéchait la
fixation de ce dernier et que la déméthylation des sites CpG par
le 5-Aza permettait au contraire sa fixation et la transcription
de ce géne. D’autres promoteurs de génes ont été analysés et en
particulier le géne de la dystonine (DST). Pour ce dernier, une
hyperméthylation du promoteur est observée aboutissant a la sur-
expression d’un variant d’épissage alternatif épithélial, I'antigéne
1 de la pemphigoide bulleuse [50] décrit comme pouvant étre
un auto-Ag dans d’autres maladies auto-immunes telles que les
scléroses multiples [51].

7. Micro-ARNs
7.1. Description

Les micro-ARNs sont des ARNs simple brins et non codants de
19 a 22 nucléotides. Ces derniers sont impliqués dans de nom-
breux processus physiologiques et pathologiques en régulant la
transcription au niveau post-transcriptionnel. Au niveau du noyau,
la premiére étape de la voie de synthése des micro-ARNs est
constituée par la production d’un transcrit primaire généré par la
polymérase Il et dont le repliement forme une structure en épingle a
cheveux. Ensuite et sous I'action de I'enzyme Drosha, le pré-micro-
ARN est libéré et exporté dans le cytoplasme a I'aide de I'exportine
5.Unsecond clivage, catalysé par I’enzyme DICER entraine la forma-
tion d'un duplex et un seul des brins sera chargé dans le complexe
RNA-induced silencing complex (RISC) en présence des protéines
argonautes. Enfin, le complexe RISC va se fixer de facon préféren-
tielle au niveau de la région terminale et non codante (3’ UTR) des
ARNs messagers ce qui conduit a une dégradation du messager
et/ou au blocage de sa traduction. Dans de nombreux processus
auto-immuns, la dérégulation de I'expression des micro-ARNs est la
conséquence d’autres défauts épigénétiques tels que la méthylation
de ’ADN et la modification des histones.
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Tableau 1
Dérégulation de I'expression des micro-ARNs au cours du syndrome de Gougerot-Sjogren.
Fonction microRNA Type cellulaire mRNA cible Auteurs
Voies NF-kB et TLR/IFN miR-146a GSM, PBMC IRAK1, TRAF6, NF-kB1, TLR2/4 [55,56]
Flux salivaire miR-BART13-3p, miR-768-3p, miR-574-3p GSM, salive STIM1 [57,58]
miR-16 PBMC TRIM21 [52,54]
Régulation des auto-antigénes miR-223 miR-200b Let-7b miR-1207-5p miR-1695-3p GSM, PBMC TROVE2, TRIM21 [52,53]
miR-200b-3p SGEC TROVE2 TRIM21 [54]
Développement lymphocytes B miR-155, miR-181a PBMC, GSM SOCS1, TAB2, cMAF [52,55,59]
Inconnue miR-203, miR-17-92, miR-4524, miR-5571, miR-5100, miR-5572 GSM, salive Inconnue [60-62]

GSM : glandes salivaires mineures ; PBMC : cellules mononucléées du sang périphérique (peripheral blood mononuclear cells) ; SGEC : cellules épithéliales de glande salivaire

(salivary gland epithelial cell) ; TRIM21 : SSA/Ro 52 kDa ; TROVE 2 : SSA/Ro 60 kDa.

7.2. Analyse des micro-ARNs dans les glandes salivaires mineures

D’importantes variations concernant les micro-ARNs sont rap-
portées au niveau des GSM au cours du SGS, et I'analyse des voies
biologiques concernées a permis de mettre en évidence plusieurs
voies controlées par ces micro-ARNs (Tableau 1). Tout d’abord, le
controle de la salivation via une action directe sur les flux cal-
ciques, ou via une action, en amont, sur les voies neurologiques
[57]. Ensuite, le controle des auto-Ag avec la mise en évidence
d’une réduction de I'expression des micro-ARNs chargés de contro-
ler les auto-Ag TRIM21 (SSA/Ro 52 kDA) et TROVE2 (SSA/Ro 60kDA)
[52-54].

7.3. Analyse des micro-ARNs dans la salive

L’analyse des exosomes présents dans la salive a permis de
retrouver plusieurs micro-ARNs et en particulier miR-146a, dont
I'expression est augmentée et ceci dés les premiers stades du
SGS [55,56]. La surexpression de miR-146a perturbe la voie
Toll-like receptors (TLR)/IFN ainsi que le facteur de transcription
NF-kB1. Parmi les cellules capables de secréter des microvésicules
contenant miR-146a on retrouve les cellules épithéliales, les lym-
phocytes ainsi que les monocytes.

8. Intégration de I’épigénome dans le modéle
pathophysiologique

Les résultats issus de I'étude de I'épigénome dans le SGS nous
ameénent a compléter la modéle pathophysiologique de cette mala-
die (Fig. 1). Dans un premier temps, on retrouve des facteurs
environnementaux capables d’entrainer d’importantes modifica-
tions épigénétiques ; facteurs tels que les virus, les UV, les
médicaments, le stress qui agressent les cellules épithéliales et
en particulier celles des acini. Des cytokines, des chémokines, des
molécules d’adhésion ainsi que des molécules de co-stimulation
sont alors induites par les cellules épithéliales transformées. Cela va
favoriser, en plus du recrutement et de I'activation des LT, le recru-
tement des cellules dendritiques et des LB avec la formation des
pseudo-centres germinatifs ectopiques. Pour les LB, on note qu’ils
sont capables d’amplifier I'épithélite auto-immune en amplifiant le
processus de déméthylation de I’ADN des cellules épithéliales des
GSM. Du fait de cette hyperactivation, on note I'apparition d’auto-
Ac voire la transformation maligne des LB.

9. Conclusion

Les observations relatées précédemment indiquent que les
modifications de I'épigénome au cours du SGS sont déterminantes
dans la pathophysiologie du SGS et que ce processus est amplifié
chez des individus génétiquement prédisposés. Ces phénoménes
épigénétiques sont réversibles et il est important de noter qu’ils
concernent principalement les LB et les cellules épithéliales.
L'utilisation de médicaments agissant sur la correction des

modifications de I'épigénome devrait donc permettre de restaurer
le fonctionnement normal des glandes exocrines lacrymales et
salivaires des patients.
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Comme décrit précédemment au cours de cette introduction, la physiopathologie du
SGS reste mal connue. Toutefois plusieurs éléments suggerent I'implication des facteurs
épigénétiques dont la méthylation de '’ADN dans cette pathologie. Ainsi, un lien a été établi
entre des drogues (hydralazine et procainamide) interférant avec la méthylation de 'ADN, en
agissant sur les DNA methyl-transferases (DNMTs), et I'induction d’un syndrome sec associé a
un lupus a la fois chez ’'Homme et chez la souris (Cannat and Seligmann, 1968; Darwaza et al.,
1988). Par la suite, il a été démontré que la production anormale des éléments HERVs (Human
Endogenous RetroViruses) au niveau des cellules épithéliales de la glande salivaires des
patients souffrant d’un SGS, traduisait un défaut du controle de la méthylation de I’ADN et
favorisait 'expression d’autoantigénes cibles des autoanticorps (Dantec et al., 2012; Tugnet et
al., 2013). Au laboratoire, Y. Thabet au cours de sa thése s’est intéressée a I'état de méthylation
des principaux partenaires cellulaires incriminés, a savoir les cellules épithéliales, les
lymphocytes T et les lymphocytes B. Par ses travaux, elle a pu montrer que le processus de
méthylation global de ’ADN dans les cellules épithéliales de glandes salivaires (SGECs) était
déficient au cours du SGS et que ce défaut était en partie lié a la présence anormale des

lymphocytes B dans la glande salivaire (Thabet et al., 2013).

Il semblait donc intéressant d'analyser plus finement cette déméthylation notamment
grace a I'analyse comparative du méthylome des SGECs entre des patients contréles et des
patients atteints d'un SGS. Cette étude réalisée a partir de la puce HM450K d’lllumina est
I'objet du premier papier de cette theése. Elle nous a permis de relier des voies

physiopathologiques importantes du SGS avec le processus de méthylation de I’ADN.

Par la suite les conséquences de cette altération de la méthylation de I'ADN sont
présentées dans les articles 2 a 4, les deux premiers s’intéressent a la régulation de I'expression
de deux génes sensibles a la méthylation de I'ADN a savoir I'autoantigene SSB/La (article 2) et
la cytokératine 19 (article 3) et le dernier explore le lien qui existe entre les processus

épigénétiques et les facteurs de risques du SGS.

Enfin la derniére partie de ce travail s’intéresse a décortiquer les mécanismes impliqués
dans l'altération de la méthylation de I’ADN, la probable implication d'un mécanisme actif de
déméthylation et le réle du microenvironnement inflammatoire dans ces mécanismes

(résultats 5).

83



RESULTATS

84



Article 1

Cell-specific epigenome-wide DNA
methylation profile in long-term cultured
minor salivary gland epithelial cells from

patients with Sjogren's syndrome

Amandine Charras, Orsia D Konsta, Christelle Le Dantec, Cristina Bagacean, Efstathia K
Kapsogeorgou, Athanasios G Tzioufas, Jacques-Olivier Pers, Anne Bordron, Yves Renaudineau

Ann Rheum Dis. 2017 Mar;76(3):625-628.

|. Introduction et objectifs

Le syndrome de Gougerot Sjogren (SGS) est une maladie auto-immune chronique qui se
caractérise par des dommages progressifs et irréversibles des glandes exocrines, plus
particulierement des glandes salivaires et lacrymales. Cette pathologie affecte 0.1 a 3% de la
population générale et est plus fréquente chez les femmes avec un ratio de 9 femmes touchées
pour 1 homme. La physiopathologie est complexe aboutissant a une infiltration lymphocytaire
qui est a 'origine de la destruction de I'épithélium sécrétoire et qui joue un rble central dans
Iinitiation et I'amplification du SGS. Cette infiltration se caractérise également par une
activation permanente des lymphocytes B, qui serait a 'origine d’une augmentation par 40 du
risque de développer un lymphome de type B. Des études suggerent I'implication de facteurs
multiples dans la genese de la pathologie a savoir des facteurs génétiques, environnementaux
et épigénétiques. Concernant les facteurs épigénétiques plusieurs éléments suggerent leur
implication notamment via la méthylation de I’ADN. Ainsi, un lien a été fait entre des drogues
(hydralazine et procainamide) interférant avec la méthylation de '’ADN et en agissant sur les
DNMTSs et I'induction d’un syndrome sec associé a un lupus a la fois chez 'Homme et chez la
souris. Par la suite, il a été démontré que la production anormale des éléments HERVs (Human
Endogenous RetroViruses) au niveau des cellules épithéliales de la glande salivaires des
patients souffrant d’un SGS traduisait un défaut du contréle de la méthylation de '’ADN qui

favorisait I'expression d’autoantigénes cibles des autoanticorps (Le Dantec et al., 2012). Enfin
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un défaut de méthylation de I’ADN dans les cellules épithéliales de glandes salivaires (SGECs)
a été montré au cours du SGS et ce défaut serait en partie lié a la présence anormale des

lymphocytes B dans la glande salivaire (Thabet et al., 2013).

L'objectif de ce travail était de mieux comprendre les altérations épigénétiques au cours du
SGS et en particulier les défauts de méthylation de I’ADN observés dans les SGECs ceci en

utilisant une approche sans a priori.

II.  Démarche expérimentale

Une étude globale de la méthylation de ’ADN a été réalisée sur 12 patients comportant 4

contréles, 4 patients présentant un SGS et 4 patients présentant un SGS + MALT.

Pour cette analyse la puce HM450k d’lllumina a été utilisée ; elle permet de couvrir plus de 485
000 sites CpG sur I'ensemble du génome L’analyse des données obtenues par la puce 450KHM
a été réalisée via R qui est un logiciel libre d’acceés de traitement des données et d’analyses
statistiques et qui met en ceuvre un langage de programmation. Cela a pu étre réalisé via
I"utilisation de packages (des extensions libres d’accés dans lesquels sont regroupés des
fonctionnalités utiles pour un type d’analyses de données) spécialement créés pour I'analyse
de cette puce (Minfi, ChAMP). Ainsi les analyses ont été conduites de plusieurs maniéeres en
réalisant différentes comparaisons selon les sous-groupes. Ces différentes comparaisons
avaient comme objectif d’identifier sans a priori des genes présentant plusieurs sites

différentiellement méthylés.

Par ailleurs, a ces analyses, a été ajoutée |'utilisation de bases de données accessibles en ligne
plutdt généralistes telles que Ensembl et UCSC Genome Browser, ainsi que des bases de

données plus ciblantes telles que DAVID et Interferome.

En parallele ces analyses ont enfin été suivies par des sous analyses en fonction du traitement,
de l'infiltration lymphocytaire et également en fonction du développement d’'un lymphome

suite a un syndrome de Gougerot Sjogren par le patient.

[Il.  Résultats - Conclusions

Les différentes analyses bioinformatiques réalisées a partir des données obtenues sur les puces

HM450K d’illumina nous ont permis d’obtenir différents panels de génes qui seraient
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différentiellement méthylés lors de ce phénomeéne pathologique. De fagon intéressante nous
avons identifié I'implication potentielle de la voie calcique et de la voie WNT dans nos
différentes analyses. Par ailleurs nous avons pu retrouver par nos analyses une signature
interféron, c’est-a-dire une implication des voies IFN dans la régulation des génes identifiés
comme différentiellement méthylés lors de la pathologie. Cela corrobore certaines études, ou
les patients ayant ce type de signature présentent une activité de la maladie plus importante.
Ainsi on retrouverait une signature interféron plutot de type 1 (induit principalement par les
virus et microbes intracellulaire et dont la fonction principale est la production d’antiviraux et
d’antibactériens) pour le SGS, et plutot de type 2 (induit principalement par les antigenes et
dont les fonctions principales sont I'activation des cellules NK, des macrophages et des

lymphocytes T cytotoxiques) pour les SGS+MALT.

Enfin, une mise en paralléle avec les données accessibles en ligne pour les autres acteurs de la
pathologie a savoir les lymphocytes B et T suggerent des mécanismes qui seraient propres a

chaque type cellulaire.
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CONCISE REPORT

Cell-specific epigenome-wide DNA methylation
profile in long-term cultured minor salivary gland
epithelial cells from patients with Sjogren’s

syndrome

Amandine Charras,’ Orsia D Konsta, " Christelle Le Dantec, Cristina Bagacean, '3
Ffstathia K Kapsogeorgou,? Athanasios G Tzioufas, Jacques-Olivier Pers,’
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ABSTRACT

Objectives The aetiology of primary Sjégren’s
syndrome (pSS), also referred to as autoimmune
epithelitis, is incompletely understood but includes an
epigenetic contribution. Accordingly, the aim of this
study was to investigate DNA methylation in salivary
gland epithelial cells (SGEC), and to compare results
with those publicly available from pSS B and T cells.
Methods Long-term cultured SGEC were selected to
conduct an epigenome-wide association study (EWAS) in
patients with pSS with comparison to controls using the
HumanMethylation 450 K array from Illumina.

Results The analysis of differentially methylated CpG
(DMC) uncovered 4662 positions corresponding to 2560
genes, and 575 genes with two or more DMC sites
(DMCs), in SGEC as compared with controls. Further
analysis highlighted an important proportion of
interferon-regulated genes (61%), the calcium pathway
(hypomethylated) and the Wnt pathway
(hypermethylated). When comparing SGEC with pSS T
and/or B cell results, an important overlap was observed
with respect to differentially methylated genes (38.8%)
and pSS risk factors (71.4%), although such assertion
was not true when comparing DMCs.

Conclusions This study conducted in SGEC emphasises
the role of DNA methylation in pSS pathogenesis and
supports the necessity to conduct pure cell analysis for
future EWAS studies when analysing salivary glands from
patients with pSS.

INTRODUCTION

In primary Sjogren’s syndrome (pSS), several lines
of evidence suggest a role for DNA methylation in
the disease’s pathophysiology, and this is reinforced
by recent epigenome-wide association studies
(EWAS).! With this in mind, quantitative analysis of
485 577 CpG sites in pSS peripheral blood naive
CD4* T cells and CD19* B cells was conducted
using the Illumina HumanMethylation (HM)
450 K array, leading to the characterisation of new
pathways.>™ In contrast, the EWAS study per-
formed in minor salivary glands (MSG) showed
modest variations in DNA methylation,” * while we
have recently observed global DNA methylation
alterations in salivary gland epithelial cells (SGEC)
from patients with pSS leading to, among other

perturbations, sicca syndrome (SS) B/La autoanti-
gen deregulation.® 7 As the cellular heterogeneity in
the MSG biopsies may explain this paradox, long-
term cultured SGEC were selected to conduct an
EWAS study.

METHODS

Study participants

Samples were obtained from 16 individuals who
met the revised American-European SS classification
criteria,® and for which clinical characteristics are
summarised in table 1. The non-pSS control group
patients (n=4) did not meet the aforementioned SS
criteria. The institutional review board at the
University of Athens approved this study, and partici-
pants signed an informed consent form. Non-
neoplastic long-term cultured SGEC were established
by standard technique as previously described.’

DNA methylation analysis

DNA was extracted from cells (Qiagen, Valencia,
California, USA); 500ng of DNA from each
sample was bisulfite-converted (Zymo Research,
Irvine, California, USA), and DNA methylation was
evaluated by hybridising bisulfite-converted DNA
to the HM 450 K BeadChip (lllumina, San Diego,
USA). These steps were performed by NXT-DX
Company (Gent, Belgium) according to manufac-
turer’s directions. Validation of the array data was
performed using bisulfite DNA sequencing in a rep-
licative pSS cohort (n=8) and in the human saliv-
ary gland (HSG) cell line cultured for 48 hours
with increasing amounts of the DNA demethylating
drug 5-azacytidine (5-aza).”

Methylation data processing and analysis

DNA methylation data analysis was performed in the
R environment (v3.2.3) using the Minfi (v1.16.1)
statistical analysis package. This included correction
for background signal and normalisation of each
channel to control probes included in each array.
Signal intensity was parsed into the Minfi R package
quality control and Subset-quantile Within Array
Normalization. The methylated and unmethylated
probe values were used to calculate both M and B
value ratios, and the following formulae were used:

BM)
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?

Mvalue — log( Methylated )

Unmethylated
Methylated

B value = Methylated + Unmethylated + 100

The phenotype (pSS vs control) was defined as categorical, and
the dmpFinder function was used (F-test). Based on the recom-
mendations of Du et al,'® M values for each position with a
p<0.01 were considered statistically significant. Next, another

Table 1 Clinical characteristics of the patients with primary SS and
non-SS control groups

Controls ~ pSS HM 450 K pSS bisulfite
(n=4) (n=8) sequencing (n=8)
Age, years, mean (range) 49 (38-66) 54 (24-74) 59 (39-76)
Dry mouth, n (%) 3/4 (75) 6/8 (75) 8/8 (100)
ESSDAI (>5) — 5/8 (62.5%)
Autoantibodies
ANA (HEp-2 cells), n (%) 0 8/8 (100) 7/8 (87.5)
Anti-SSA/Ro, n (%) 0 5/8 (62.5) 4/8 (50
Anti-SSB/La, n (%) 0 3/8 (37.5) 2/8 (25)
RF, n (%) 0 8/8 (100) 3/8 (37.5)
Biopsies
Focus score*, mean <1 5.2 (1-9) 4.1 (1-8)
(range)
Chisholm-Mason <1 5/8 (62.5) 3/8 (37.5)
grade>lll, n (%)
Treatment
Hydroxychloroquine, 0 4/8 (50) 3/8 (37.5)
n (%)

*The focus score is the number of mononuclear cell infiltrates containing at least 50
inflammatory cells (lymphocytic foci) in a 4 mm? of glandular tissue section.

ANA, antinuclear antibodies; ESSDAI, EULAR Sjogren’s syndrome disease activity index;
HEp-2, Human Epithelioma 2 cell line; HM, HumanMethylation; no., number; pSS,
primary Sjégren’s syndrome; RF, rheumatoid factor; SS, Sjogren’s syndrome; SSA, sicca
syndrome A; SSB, sicca syndrome B.

Figure 1 Whole methylome analysis A
in long-term cultured salivary gland
epithelial cells (SGEC) from patients
with primary Sjogren’s syndrome (pSS)
and controls. (A) Supervised
hierarchical clustering of DNA
methylation in patients with pSS.
Orange and yellow represent 0 and 1
methylation according to the f values,
respectively. Patients with elevated
disease activity (ESSDAI score >5),
elevated lymphocyte infiltration
(Chisholm score >3) and those treated
with hydoxychloroquine are reported in
black. (B) Methylation status of
long-term cultured SGEC, CD4* naive T
cells and CD19" B cells from two

ESSDAI 25

cut-off was applied, and only probes with a median difference
using B value up to 7% were kept for analysis.> The p value was
selected due to its more intuitive biological interpretation. To
visualise results, a heatmap was drawn.

Pathway analysis

For pathway analysis, only genes with at least two differentially
methylated CpG (DMC) were considered. Pathway identifica-
tion was performed considering, respectively, hypomethylated
and hypermethylated probes and using the Database for
Annotation, Visualization and Integrated Discovery (DAVID
V6.7, https:/david.ncifcrf.gov)."! Parameters used in DAVID
were a minimum gene group membership of two, a modified
Fisher’s exact p value (EASE score) maximum of 0.1 and the
human genome as background. Moreover, the Interferome data-
base V2.01 (http:/www.interferome.org) was used for the ana-
lysis of the possible involvement of significantly differentially
methylated interferon-regulated genes.'*

RESULTS
To search for epigenetic modifications in SGEC from eight
patients with pSS as compared with four controls, we per-
formed an epigenome-wide DNA methylation analysis. CpG
sites were selected, as previously done by Miceli-Richard et al.®
Thereby, 4662 DMC sites (DMCs) were characterised (21%
hypomethylated and 79% hypermethylated), corresponding to
2560 unique and annotated genes in SGEC from patients with
pSS (figure 1A and online supplementary table S1). Among
them, the majority of DMCs were present in genomic areas far
from promoters (29.5% vs 41% of total probes; p<107*, »?
test) and CpG islands (12.4% vs 30.9% of total probes;
p<107%), and within open sea regions (48.8% vs 36% of total
probes; p<10~*) and/or intergenic regions (29.1% vs 25% of
total probes; p<10~%). Almost identical results were reported in
peripheral blood CD19" B cells from two studies (S1/52),> *
while differences were observed with CD4* T cells from
patients with pSS (figure 1B).*

Next, genes and DMCs obtained in SGEC from patients with
pSS were compared with publicly available data from peripheral

SGEC
CD19-S1
CD19-S2

naive CD4

0 25 50 75 100 %

CpG islands
SGEC

& CpG shores
CD19-S1
M CpG shelf
CD19-S2
. M open sea
naive CD4

0 25 50 75 100 %

Promoter
SGEC

studies (51 and S2).2™* Upper panel,
hypermethylation (HyperMe) and
hypomethylation status (HypoMe);
middle panel, probe distribution based
on proximity to CpG islands; lower
panel, probe distribution according to
the transcription start site (TSS)/
promoter region proximity.

i :

DNA methylation

Chisolm >3 & Gene body
Chloroquine CD19-S1
E3'UTR
controls  Sjégren’s syndrome CD19-S2 mIGR
naive CD4

626 Charras A, et al. Ann Rheum Dis 2017;76:625-628. doi:10.1136/annrheumdis-2016-210167



Basic and translational research

A B
SGEC SGEC
NRLP3,
64 genes and 1 DMC SLC25A40 \ 5 genes and 1 DMC
(ADTRP, cg09152866) 1663 ) (CXCRS5, cg04537602)
769 ‘ /
206 9 2819 0 2 10
T cells B cells Tcells Bcells
C GTF2l cg12024236 ICA1 cg05958816
1.1' * %k *%x ** 1-2' * *% *
(O] vee (O]
5 . . 5 * . . .
= 0.9 . = 0.8 o ®
;; = = . % o wv
3 0.8- . - 3 0.6- o .
= . . =
0.7 L T T T T 0-“' L T | ; T T
0 10pM 25uM 50uM pSS 0 10pM 25uM 50uM pSS
SGEC SGEC
HSG +/- 5-aza HSG +/- 5-aza
SLC25A40 cg26365742 NRLP3 cg06190616
1.5 *% 1.2q * *%
o ‘ . o
. 2114 L
g e . - . g . 9 a® »
= ° L] . = 1 e -~ + = = 2.
;;0 5 L el ;; . 200 Byt
-l teer Z09{ ° e
= =
0.0 : 08

T
0

10uM 25uM 50uM pSS

HSG +/- 5-aza

SGEC

0  10uM 25uM 50uM pSS

HSG +/- 5-aza

SGEC

Figure 2 Cell-specific DNA methylation profile in long-term cultured salivary gland epithelial cells (SGEC) from patients with primary Sjogren’s

syndrome (pSS). (A) Venn diagram showing overlapped genes found in SGEC, CD4* naive T cells and CD19* B cells from two studies (S1 and S2)

2-4

(B) Venn diagram showing overlapped genes in pSS gene risk factors in SGEC, CD4* naive T cells and CD19" B cells. (C) GTF2l, ICA1, SLC25A40 and
NRLP3 DNA methylation status in SGEC from eight patients with pSS, and human salivary gland (HSG) cell line cultured 48 hours with increasing

amount of the DNA demethylating agent 5-azacytidine (5-aza at 0, 10 uM, 25 uM and 50 uM). Bisulfite DNA sequencing primers were designated to
include the CpG of interest, as reported in online supplementary table S5. DNA methylation levels were normalised to that observed in the untreated

HSG cell line (mean value of six experiments). p Values were calculated using the Mann-Whitney non-parametric test (*0.05<p<0.01;
**0.01<p<0.001). ADTRP, androgen-dependent TFPI-regulating protein; DMC, differentially methylated CpG.

blood CD19" B cells (S1/S2 lists pooled) and from CD4* T
cells isolated from patients with pSS.>™ As represented in
figure 2A and online supplementary table S2, 64 genes including
16 annotated to calcium ion binding (GO:0005509;
p=8.9x107") and only one DMC (cg09152866, androgen-
dependent tissue factor pathway inhibitor (TFPI)-regulating
protein, ADTRP) were common to the three cell types. With
regard to genes found in two cell types, they were 993/2560
(38.8%), and only 209/12 244 (1.7%) when regarding DMCs.
Thereafter, to identify the common functional characteristics
of genes with aberrant DNA methylation, genes with a
minimum of two DMCs per gene were considered in SGEC and
lymphocytes to perform a pathway analysis (see online

supplementary table S3). In SGEC, the calcium (hsa04020,
p=0.02) and the Wnt (hsa04310, p=0.004) pathways were
identified as enriched gene pathways for hypomethylated and
hypermethylated DMCs, respectively. In contrast and when con-
sidering lymphocytes, methylated genes were enriched for the T
cell receptor (TCR), B cell receptor (BCR) and T1 diabetes
pathways in peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) and B
cells, while for hypomethylated genes, the allograft rejection,
tight junction and T1 diabetes pathways were associated within
PBMC, B cells and T cells, respectively.

Subsequently, as an interferon signature was found to be an
important upstream regulator of genes in pSS, we submitted
gene lists, with a minimum of two DMCs per gene, to the
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Interferome database. Compared with the results obtained with
lymphocytes from patients with pSS, SGEC from patients with
pSS showed a similar and important proportion of differentially
methylated interferon-regulated genes (61%) that were related
to the Wnt pathway (5/11) but not the calcium pathway.

Since single nucleotide polymorphisms in patients suffering
from autoimmune diseases are strongly associated with epigen-
etic markers in long-range regulatory sequences,'® the overlap
between the 43 gene risk factors associated with pSS'* and
genes differentially methylated was tested in patients with pSS.
In SGEC, 7/43 (16.3%) gene risk factors showed at least one
DMC: CXCRS, GTF2I, ICA1, NRLP3, SLC25A40, tumour
necrosis factor and MBL2. Among them, five gene risk factors
and one DMC (cg04537602, CXCRS) were shared between
SGEC and B cells (figure 2B). To validate HM450 K results, we
quantitatively analysed DNA methylation patterns of the CpG
of interest. Relative to the HSG cell line used as reference, a
dose-dependent effect of 5-aza in HSG and variations in SGEC
from patients with pSS were statistically confirmed for GTF2I,
ICA1, SLC25A40 and NRLP3 (figure 2C).

Finally, patients with pSS were subdivided according to disease
activity (ESSDAI >5 vs <3§), lymphocyte infiltration (Chisholm
>3 vs <3) and hydroxychloroquine intake. Variations were not
found when comparing patient subgroups with the controls
(figure 1A), while variations were observed when comparing pSS
subgroups (see online supplementary table S4).

DISCUSSION

Our study revealed major epigenetic changes when analysing
pure cell populations and long-term cultured SGEC from
patients with pSS. We also provide arguments to consider the
importance of DNA methylation on interferon-regulated genes
in SGEC, which is in accordance with other EWAS studies con-
ducted in lymphocytes. Moreover, the calcium pathway, not pre-
viously reported in pSS, was highlighted, and it is known that
this pathway induces changes in DNA methylation."” In add-
ition, an important proportion of genes previously shown to be
differentially methylated in T and/or B cells (41.3%) was also
found when analysing SGEC, thus suggesting similar pathways
between cellular subsets. However, such associations fall below
2% when comparing DMCs with only one DMC detected in
the three cell subsets, and present in the 3’ untranslated part of
the ADTRP

When considering genes sensitive to the strong DNA hypo-
methylating drug 5-aza-2'-deoxycytidine (5-Aza) in the salivary
gland cell lines such as HRM3, AQPS, E-cadherin, SSB/La and
KRT19,” '*'° we found no statistical difference in the differen-
tial methylation in SGEC between patients with pSS and con-
trols. In fact, important individual variations exist between
DMCs as addressed for the KRT19 locus in SGEC between
patients with pSS,'? and during lifetime development in mono-
zygotic twins®® leading to a negative result when performing
EWAS analysis. As a consequence, both individual and cell-type
variations may explain the paradoxical overlap observed
between the three cell types when testing genes, while such an
overlap was not confirmed with regard to DMCs. As a conse-
quence, for MSG methylome analysis in pSS, we recommend
using pure cell populations.

Last but not least, the simultaneous genomic—epigenomic ana-
lysis  also  revealed significant  associations  between
pSS-associated genetic risk factors and DMCs in SGEC, suggest-
ing that pSS risk factors have the potential to affect DNA
methylation-sensitive pathways in lymphocytes and in SGEC.
Now, future studies are necessary in order to characterise

precisely the pathways, the cellular specificity, and to determine
the functional consequences and the interactions between
DMC s and genetic risk factors.
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Supplementary table 3: Differentially methylated CpG (DMCs) using HM450k BeadChip (Illumina, CA) in long-term cultured minor

epithelial cells (EC), whole MSG biopsies, peripheral blood mononuclear cells (PBMC), and lymphocyte subsets.

salivary gland (MSG)

SGEC MSG biopsies PBMC CD19* B cells CD19* B cells CD4* naive T cells
Patients (controls) 8(4) 15 (13) 100 (400) 24 (47) 26 (22) 11(11)
references 2] [2] [2] [3] [4]
DMCs (n) 4,662 45 11,785 453 6,707 753
and selection criteria median >7%, p<0.01 P<1.3x107 P<1.3x107 P<1.3x107 median >7%, p<0.01 mean >1.2, p<0.01
Hypermethylated 3,673 (79%) 12 (26.7%) 5,614 (47.6%) 355 (78%) 3,754 (56%) 200 (26.6%)
hypomethylated 989 (21%) 33 (73.3%) 6,171 (52.4%) 98 (22%) 2,953 (44%) 553 (73.4%)
Genes concerned (n) 2,569 22 5,021 304 3,603 440
Hypermethylated 1,921 (74.8%) 6 (27.3%) 2,238 (39.8%) 244 (80.3%) 1,968 (54.6%) 109 (25.1%)
hypomethylated 544 (21.2%) 16 (72.7%) 2,654 (47.2%) 58 (19.1%) 1,379 (38.3%) 323 (74.4%)
With DMCs 104 (4%) - 729 (13%) 2(0.6%) 256 (7.1%) 8 (1.8%)
hyper/hypomethylated
Genome location
CpG islands (30.9%) 12.4% 22.2% 9.4% 15% 14,6% 28.4%
CpG shores (23%) 27.6 % 11.1% 21.1% 30.9% 26.4% 24.8%
CpG shelf (9.7%) 112% 4.4% 13.8% 15.2% 11.2% 10.1%
Open sea (36%) 48.8 % 62.2% 55.7% 38.9% 47,7% 36.7%




Gene position

Promoter (41%) 29.5% 35.6% 31.6% 30.9% 36.1% 34.5%
Gene body (31%) 36.7 % 17.8% 38.3% 45.7% 30.4% 33.9%
3’UTR (3%) 4.8 % 0% 5.5% 6.2% 3.9% 3.5%
IGR (25%) 29.1% 46.7% 24.6% 17.2% 29.6% 28.2%
Pathways (criteria) >2 DMCs/gene >2 DMCs/gene >2 DMCs/gene >2 DMCs/gene >2 DMCs/gene >2 DMCs/gene
IFN-regulated genes 351/575 (61%) - 1270/1863 (68.2%) 26/35 (74.3%) 511/898 (56.9%) 62/94 (66%)
Hypermethylated Wnt pathway - TCR pathway - BCR pathway -
T1 diabetes pathway T1 diabetes pathway
hypomethylated Ca®" pathway - Allograft rejection - Tight junction T1 diabetes pathway
Association with pSS 7/43 (16.3%) 0/43 17/43 (39.5%) 3/43 (7%) 21/43 (48.8 %) 2/43 (4.7 %)

gene risk-factors

CXCRS, GTF2L, ICAL,
NRLP3, SLC25A40, TNF,
MBL2

BCL2, CCL2, CHRM3,
EBF1, HLA-II, ICA1, IL10,
IL12A, IRFS, LTA,
NLRP3, PKNI1, PTPN22,
SLC25A40, STATI,
STAT4, TNFSF13B,
TNFSF4, TNIP1

CXCRS, STAT1, TNFSF4

BCL2, CD40LG, CXCRS,

EBF1, BLK, GTF2I, HLA,

ICAL, IKBKE, IL21, IRFS,
LTA, MBL2, NFKBI,
STATI1, TNF, TNFSF4

LTA, STATI1




Supplementary table 4 : Differentially methylated CpG (DMCs) using HM450k BeadChip (Illumina, CA) in long-term cultured minor salivary gland (MSG) epithelial
cells (EC) from 8 patients with primary Sjogren’s syndrome, sub-study analysis.

Active disease (ESSDAI 25)

lymphocytes infiltration (Chisolm

Hydroxychlroquine intake

23)
Patients 4 versus 4 5versus 3 4 versus 4
DMCs (n) without controls 1087 2145 1683
Hypermethylated 720 (66,2%) 1305 (60,8%) 658 (39,1%)
Hypomethylated 367 (33,8%) 840 (39,2%) 1025 (60,9%)
Genes concerned (n) (21 DMC) 743 1469 1129
Hypermethylated 476 (64,1%) 896 (61%) 415 (36,8%)
Hypomethylated 255 (34,3%) 527 (35,9%) 670 (59,3%)
Hyper/Hypomethylated 12 (1,6%) 46 (3,1%) 44 (3,9%)
Genes concerned (n) (22 DMCs) 47 95 100
Hypermethylated 34 (72,3%) 58 (61,1%) 19 (19%)
Hypomethylated 13 (27,7%) 36 (37,9%) 69 (69%)
Hyper/Hypomethylated 0 (0%) 1(1%) 12 (12%)
hsa04070:Phosphatidylinositol signaling
Pathways (=2 DMCs) 0 0 system (P=0,005)

IFN-regulated genes

249/743 (33,5%)

498/1469 (33,9%)

348/1129 (30,8%)

gene list (22 DMCs)

PCDHGA1, PCDHGA3, PCDHGA2,

PCDHGA1, PCDHGA2, PCDHGA4,

GBP4, PTPRN2, HLA-DQB1, PCDHGAS,




PTPRN2, EBF3, PCDHGAS, PCDHGB2,
PCDHGB1, PCDHGA4, PLOD2, PRR16,
TAP1, TMEM132D, PRDM16, DDAH2,
CCDC33, TNXB, SEPT9, ANKRD11,
PPP1R2P1, ACAP3, AGER, ATP11A,
CACNA2D4, CELSR1, CHFR, CNTNAP4,
CRB2, ERRFI1, FAM38A, IGSF9B,
LOC146336, MUC21, NARG2, NRXN2,
NSUN7, PARD3, PCDHA6, RBMXL2, RCC2,
SAMD11, SLC6AS8, STAP2, STK24,
TMEMS51, TP63, ZNF556

PCDHGB1, PCDHGA3, PCDHGAS,
PCDHGB2, PCDHGA6, PCDHGBS3,
PCDHGA7, MECOM, PCDHGB4,
PCDHGAS, PTPRN2, SLC6A5, TLX1,
ADCYAP1, BCOR, MIR548H3, DNAJC24,
DCDC1, ELAVL4, FAM19AS5, FCRL3,
HMGA?2, ICA1, NAA10O, BCYRN1, NR3C1,
OPCML, DOM3Z, STK19, TNXB, TTLLS,
TUSC3, WFDC13, WFDC10B, ZIM2,
PEG3, SEPT9, Clorf70, CELSR1, FAT1,
FLI22536, KIAA1522, KIAA1949, MSR1,
NXN, TBCD, ABCA3, ABLIM2, AGRN,
ATXN7L1, GNPTG, C4orfd3, CAMTAL,
CCDC42, DCAF12L2, DLGAP2, ESYT2,
FAF1, GALNTS, GPR135,
LOC100302652, GPR75, HCCA2,
HDAC4, HRNBP3, IGBP1, IGSF11, ITFG1,
JAK1, KIAA1715, SPON2,
LOC100130872, LOC285830, LRIG1,
LYRM4, MITF, MYT1L, NLGN1, PON1,
PRDM16, PTPRU, PWWP2B, RBM33,
RBMS1, RERE, SHANK2, SLC7A11, SVIL,
TDRD3, UBE2E3, XIAP, MIMT1

PCDHGA1, PCDHGAS, PCDHGB1, PCDHGA2,
PCDHGB2, PCDHGA3, PCDHGA4, PCDHA1,
PCDHGB3, TM4SF19, TNXB, C120rf56,
C60rf227, C60rf25, HLA-DQB2, HMGA?,
GRID1, MIR346, MSH4, PCDHA3, PCDHA?,
PCDHA6, PCDHB6, PCDHGA7, PCDHGAS,
RIMBP2, SDK1, C150rf56, PAK6, CMIP,
GNAS, NFIX, AFAP1, BEX1, DGKD,
LOC100302652, GPR75, MUC5B, NCOR2,
PCDHGA9, PCDHGB6, PCDHGB4, PCDHGBS,
PRDMS, RARA, YJEFN3, ALOX12P2, C80rf73,
CACNA2D4, CD6, CELSR1, DHRS3, DNAJC15,
ECE1, EPHB1, FAM120C, GJB6, GMIP, GPC1,
GRK6, HAND2, HDAC4, HTATSF1, KALRN,
KIAA1804, KNDC1, LANCL3, LDLRAD3,
MAGED2, MESTIT1, MOCS1, NBEAL2,
NUMA1, OSBPL7, PAK4, PCDHGA11,
PCDHGB7, PCDHGA10, PDXK, PIK3R1,
PLCB3, PPP1R16A, PROCR, SBNO2,
SLC38A10, SOX30, SYN1, SYNJ2, TAOK3,
TNRC18, TPSD1, TSPAN6, UNKL, ZIC3,
TUBGCP2, ZNF511
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Defective DNA methylation in salivary
gland epithelial acini from patients with
Sjogren's syndrome is associated with SSB
gene expression, anti-SSB/LA detection,
and lymphocyte infiltration.
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Kapsogeorgou, Athanasios G Tzioufas, Jacques-Olivier Pers, Yves Renaudineau

J Autoimmun. 2016 Apr;68:30-8.

|. Introduction et objectifs

La pathophysiologie du Syndrome de Gougerot Sjogren reste encore trés largement
méconnue, son étiologie semble multifactorielle et de nombreux facteurs sont suspectés dont
les facteurs épigénétiques. Ainsi au laboratoire, I'étude de Y. Thabet a permis de montrer
précédemment un défaut de méthylation de I'ADN des cellules épithéliales de glandes
salivaires (SGECs). Par son travail elle a pu relier ce défaut de méthylation a la présence
anormale des lymphocytes B dans la glande salivaire, elle a permis également d’identifier une
voie qui serait la voie PKCS-MAPK/ERK-DNMT1 avec un défaut de DNMT1 chez les patients
(Thabet et al., 2013).

L'objectif de ce travail initié par Orsia D Konsta était de confirmer I'importance de l'infiltration
lymphocytaire sur le niveau de méthylation de 'ADN des SGECs issus non pas de patients
Francais comme dans la premiere étude, mais de patients grecs et d’établir un lien avec la

pathogenese.
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Il.  Démarche expérimentale

Pour cette étude une cohorte de patients grecs a été constituée avec 22 patients souffrant
d’un SGS est correspondant au critéres établis par I'’AECG (Vitali et al., 2002) et 10 patients
contréle. A partir des prélevements de glandes salivaires mineures, une culture cellulaire a été
réalisée afin d’obtenir des SGECs selon le protocole établi par (Dimitriou et al., 2002). En
paralléle des marquages par immunohistochimie ont été réalisés sur des sections de glandes
salivaires. Enfin en parallele le modele in vitro, la lignée HSG, a été utilisé afin de tester les

différentes hypotheses de travail.

[Il.  Résultats - Conclusions

Par ce travail, un défaut de méthylation dans les SGECs de patients associé avec une infiltration
lymphocytaire a été confirmé sur une cohorte différente de I’étude princeps (Thabet et al,,
2013). Par ailleurs une association a pu étre faite entre ce défaut de méthylation de ’ADN et

la positivité des patients a I'auto-antigéne SSB.

Par la suite il a été montré dans un premier temps sur le modeéle in vitro par I'utilisation d’un
inhibiteur de DNMTs (le 5 Azacytidine), une régulation de I'expression de SSB/La par la

méthylation de I’ADN. Cela a été par la suite retrouvé et confirmé chez les patients.

Cette étude permet ainsi de souligner I'importance de la méthylation de 'ADN dans la
pathogeneése et notamment dans la surproduction de l'autoantigéne SSB/La et ainsi la

production auto anticorps anti-SSB/LA.
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The pathogenesis of primary Sjogren's syndrome (pSS) is complex, in part due to DNA methylation
abnormalities. This study was undertaken to evaluate the importance of global DNA methylation (°™C) as
determined in minor salivary glands (MSG) from well characterized pSS patients. Twenty-two pSS pa-
tients and ten controls were selected, and MSG were stained with anti->™C, anti—s"‘C/anti—cytokeratin
(KRT)19, or with anti-SSB/La antibodies (Ab). The DNA methylation status at the SSB gene promoter P1
and P1’ was evaluated by methylation-sensitive restriction enzymes (MSRE) coupled with PCR. The effect
of the DNA demethylating drug 5 azacytidine (5-Aza) was tested in the human salivary gland (HSG) cell
line. In pSS, the reduction of global DNA methylation (°™C) was associated with lymphocyte infiltration,
the emergence of ™C'®" and KRT19"#" acini, and the detection of circulating anti-SSB/La Ab, but not
with disease activity (ESSDAI). Next, treating HSG cells with 5-Aza was effective in inducing SSB
expression. Finally in pSS patients positive for anti-SSB/La Ab, we further observed DNA demethylation at
the SSB gene promoter P1 with consequent SSB overexpression at both the transcriptional and protein
levels in salivary gland epithelial cells. In conclusion, our results highlight the importance of DNA
methylation in the pathophysiology of pSS and to the emergence of anti-SSB/La Ab.

© 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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1. Introduction anti-SSB/La Ab are more specific (94%) but less sensitive (40%) for

pSS compared to anti-SSA/Ro (87% and 60—70%, respectively) that

Primary Sjogren's syndrome (pSS) is a chronic systemic auto-
immune epithelitis, which involves exocrine glands such as salivary
and lacrimal glands as well as other parenchymal organs like kid-
ney, lung, and liver [1]. It affects predominantly females during
their fourth and fifth decades, with a female to male ratio of 9:1.
Patients with pSS have a 20—40 fold increased risk of developing
lymphoma [2]. Salivary gland analysis reveals acinar cell malfunc-
tions, peri-epithelial mononuclear cell infiltration, and local
detection of autoantibodies (Ab) directed against sicca syndrome
autoantigens (SS)A/Ro and SSB/La. When detected in the serum,

* Corresponding author. Laboratory of Immunology and Immunotherapy, Brest
University Medical School Hospital, BP824, F29609, Brest, France.
E-mail address: yves.renaudineau@univ-brest.fr (Y. Renaudineau).

http://dx.doi.org/10.1016/j.jaut.2015.12.002
0896-8411/© 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.

could be found in other autoimmune diseases such as systemic
lupus erythematosus (SLE). Anti-SSA/SSB Ab positivity is associated
with disease activity in pSS [3].

Over the last few years, epigenetic alterations including changes
in DNA methylation, histone modifications, and microRNA
expression have been described in pSS and suggest a key role for
the pathogenesis of the disease [4,5]. When comparing pSS patients
and controls, recent studies, including ours, have reported differ-
ential methylation profiles in interferon (IFN) regulated genes
when testing CD4™ T cells [6], DNA methylation deregulation pat-
terns in B cells [7], and important global DNA methylation changes
in minor salivary gland (MSG) epithelial cells [8]. Interestingly,
epigenetic mechanisms are interconnected with pSS genetic risk
factors [9] and reversible, thus opening new therapeutic perspec-
tives in pSS and other autoimmune diseases [8,10,11].
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Given that the global DNA methylation status has shown an
association with disease activity in autoimmune diseases [12], we
were curious to further explore the contribution of MSG 5-methyl
cytosine (°™C) staining in well characterized pSS patients. Such
analysis further provides new insights into the pathogenesis of
salivary gland epithelial cells (SGEC) and SSB gene regulation.

2. Patients and methods
2.1. Patients and minor salivary gland biopsies

MSG biopsies were obtained from 22 individuals who met the
revised American-European SS classification criteria [13]. Accord-
ing to the MSG biopsy score established by Tarpley and colleagues
[14], which evaluates MSG lymphocyte infiltration, pSS patients
were categorized in three groups. The non-pSS control group pa-
tients (n = 10) did not meet the aforementioned SS criteria and had
negative biopsies (<1 lymphocytic foci/4 mm? of glandular tissue).
The cases were extensively characterized by our team at the Uni-
versity of Athens and the data are reported on Table 1. The insti-
tutional review board at the University of Athens approved this
study, and participants signed an informed consent form.

2.2. Indirect immunofluorescence staining of tissue sections

Biopsy specimens were embedded in optimal cutting tempera-
ture (OCT)-compound snap frozen in isopentane, cut into thick
tissue sections, and mounted into poly-L-lysine coated slides. For
single staining of global DNA methylation (anti->™C), serial sections
were fixed in 4% cold paraformaldehyde for 10 min. After extensive
washing, sections were treated with HCI 2 N for 30 min, washed
and incubated with a mouse anti->™C monoclonal (m)Ab (clone

Table 1
Characteristics of the individuals included in the study.

33D3; Abcam, Cambridge, UK) diluted at 1:50 in PBS-BSA 2% Triton
0.3%. After 16 h at 4 °C, the slides were washed and incubated with
a rhodamine red-X (RRX)-goat anti-mouse IgG Ab (Jackson
Immunoresearch, West Grove, PA) diluted at 1:200 for 40 min. The
images were acquired by a Zeiss Axioplan confocal laser scanning
microscopy (Zeiss, Oberkochen, Germany). For the anti-SSB mAb
single staining protocol and >™C/cytokeratine (KRT)19 double
staining protocol, sections were fixed in 4% cold paraformaldehyde
for 10 min. After extensive washing, the sections were incubated
with 5% donkey serum (Sigma—Aldrich, St Louis, MO) to reduce
background, and then incubated with the primary polyclonal rabbit
anti-SSB Ab (Abcam) diluted at 1:20 in PBS for 16 h at 4 °C or with
the monoclonal rabbit anti-KRT19 Ab (Clone EP1580Y, Abcam)
diluted at 1:100 in PBS for 4 h at room temperature. After 3 washes,
a fluorescein isothiocyanate (FITC)-goat anti-rabbit IgG (Jackson
Immunoresearch) diluted at 1:200 was applied to the sections.
When the staining with the primary anti-KRT19 Ab and its sec-
ondary Ab finished, continued with the protocol of anti->™C
staining, as described above. The images were acquired by an
Olympus confocal laser scanning microscopy (Hamburg, Germany).
The intensity of ®™C staining was quantified by Image ] software
(NIH image, Bethesda, MD) and results expressed as arbitrary units
(AU).

2.3. Cell culture

In order to obtain non-neoplastic long term cultured SG
epithelial cell lines (SGEC) from biopsies, SGEC were established by
standard technique [15]. Cells were incubated at 37 °C and 5% CO,.
The Human Salivary Gland (HSG) cell line established from irradi-
ated neoplastic epithelial duct cells was suspended in Dulbecco's
Modified Eagle's Medium (DMEM; Lonza Inc., Allendale, NJ)

Features SS patients Sicca-controls
Total (n = 22) Mild (n =9) Intermediate Severe (n = 6) (n=10)
(n=7)
General Age (years), median (range) 58 (24—84) 52 (24-71) 55(33-76) 66 (54—84) 50.5 (38—65)
No of SS criteria fulfilled, median (range) 4 (3-5) 4 (3-4) 4 (3-5) 5(3-5) 1(0-2)
Mean duration (years) of sicca symptoms, median (range) 3 (0.5—10) 3(0.5-9) 3(0.5-6) 3(1-10) NA
Histological (MSG Tarpley score 2 1 2 3 0
biopsy) Biopsy focus score (number of lymphocytic foci/4 mm?), 2(0.9-74) 1.3 (0.92—-2.5) 1.9 (1.75-3.5) 3.9 (2.75—7.4) 0 (0—-0.36)
median (range)
Clinical ESSDAI score, median (range) 1(0-8) 1(0-5) 0(0—4) 4 (0-8) NA
Arthralgias/Arthritis (%) 31.8 55.6 143 16.7 20
SG enlargement (SGE) (%) 136 0 28.6 16.7 10
Raynaud's phenomenon (%) 22.7 22.2 28.6 16.7 30
Parenchymal organ involvement (%) 0 0 0 0 0
Lung involvement (%) 0 0 0 0 0
Renal involvement (%) 0 0 0 0 0
Liver involvement (%) 0 0 0 0 0
Indicative of vasculitic involvement (%) 136 111 0 333 0
Palpable purpura (%) 13.6 111 0 333 0
Vasculitis (%) 0 0 0 0 0
Peripheral neuropathy (%) 4.5 0 0 16.7 0
Lymphoma (%) 0 0 0 0 0
Laboratory Anti-Ro/SSA and/or La/SSB positive (%) 72.7 66.7 57.2 100 0
Anti-Ro/SSA positive (%) 72.7 66.7 572 100 0
Anti-La/SSB positive (%) 50 55.6 28.6 66.7 0
Rheumatoid Factor positive (%) 18.2 22.2 14.3 16.7 10
C3-levels (g/L), median (range) 1.01 (0.60 1.13 (0.60 1.02 (0.82—1.16) 0.78 (0.71 1.07 (0.82—1.33)
—1.45) —1.45) -1.21)
C4-levels (g/L), median (range) 0.24 (0.04 0.25(0.13 0.25 (0.19—-0.36) 0.19 (0.04 0.29 (0.22—0.39)
—0.54) —0.54) —0.29)
Cryoglobulinemia (%) 0 0 0 0 0
Hyper-gamma-globulinemia (%) 273 222 28.6 333 10
Leukopenia (%) 9 111 0 16.7 0
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supplemented with 10% heat-inactivated fetal calf sera (FCS;
Eurobio, Les Ulis, France), 2 mM L-glutamine (Gibco BRL, France),
non-essential amino acids 1% (Sigma—Aldrich) and antibiotics
(Panpharma SA, Fougeres, France). HSG cells were seeded at
7 x 10° cells per well in a 6 well/plate (Nunc, Kamstrup, DK), and at
80% confluence the cells were treated (or not) with 10 uM, 25 pM,
and 50 uM 5-Azacytidine (5-Aza) (Sigma—Aldrich), a selective in-
hibitor of DNMTs, for 48 h at 37 °C and 5% CO,. After treatment, cell
viability was estimated by flow cytometry using FITC-conjugated
annexin-V (AV) and propidium iodide (IP) (Beckman Coulter),
showing cell viability of over 97%.

2.4. Western blot analysis

Whole cell extracts were isolated using lysis buffer containing
5 M NaCl, 1 M Tris—HCl, 100 mM NaF, 0.1 M EDTA and supple-
mented with protease inhibitors. The concentrations of the isolated
proteins were determined using the micro BCA Protein Assay Re-
agent (Pierce, Rockford, ILL). The lysates were separated in 10% SDS-
PAGE, transferred onto PVDF membrane, and probed with rabbit
specific Abs from Abcam: anti-SSB, anti-TRIM21 (SSA/Ro52), anti-
KRT19, and mouse anti-p-actin (ACTB, clone 8226); and mouse
anti-TROVE2 (SSA/Ro60, clone 1F2) from AbD-serotec in 1% skim
milk in TBS/0.1% Tween-20, overnight at 4 °C, followed with the
appropriate  HRP-conjugated IgG antibodies (GE Health Care
Limited, UK). Signals were visualized by Luminata Forte Western
HRP Substrate (Millipore, Billerica, USA), a premixed, ready-to use
reagent for chemiluminescent detection in Western blotting ap-
plications that employ horseradish peroxidase (HRP)-conjugated
Ab. The results were expressed as ratios of optical density (OD)
bands to those of ACTB bands used as loading controls.

2.5. mRNA extraction and quantitative RT-PCR

Total mRNA was extracted using the RNAble method (Eurobio,
Les-Ullis, France), and cDNA synthesized by reverse transcription in
20 pl volume with Superscript™Il RNase reverse transcriptase
(Invitrogen Life Sciences, Carlsbad, CA). Quantitative RT-PCR was
carried out in 20 pl mixtures containing 50 ng template cDNA, 1X
Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster
City, CA), and 250 nM of each primer (Table 2). All assays included a
negative control, which consisted of the reaction mixture with no
template. The PCR conditions were the same for all genes. Com-
parison of cycle thresholds was completed with the 278Ct method
using GAPDH as an endogenous control.

Table 2
Primer sets used in the study.
Gene Primer name  Sequence (5’ to 3') Methods
SSB-P1 SSB-P1-F ACAGTTTCACAGCAGGAGGA MSRE-PCR1
SSB-P1-R CGGTCCCTGTGCTCTGAG
SSB-P1/ SSB-P1'-F CAGTTCCGCGGTTGCTTAGAG MSRE-PCR1’
SSB-P1’-R CATAGGAAGCACTTGCAACGGG
Global SSB SSB Exon 3-F  GATGAAGGCTGGGTACCTTT RT-qPCR
SSB-Exon 4-R  TGCTCAATGCTTCCACAATTAC
SSB-EXON1  SSB Exon 1-F  CGTTGCTGTTGCTGTTTGTG RT-qPCR
SSB Exon 3-R  TCTGTTCCTTTAGAAACTTGTCCC
SSB-EXON1’  SSB Exon 1'-F  CAGATGTACACCAGCGTCAC RT-qPCR
SSB Exon 3-R  TCTGTTCCTTTAGAAACTTGTCCC
GAPDH GAPDH-F TGCCCTCAACGACCACTTT RT-qPCR
GAPDH-R GGTCCAGGGGTCTTACTCCTT

Abbreviations: F: forward; R: reverse.

2.6. Methylation-sensitive restriction enzyme and PCR (MSRE-PCR)

Genomic DNA was purified using QIAmp DNA blood kit (Qiagen
Inc., Valencia, CA) and 200 ng DNA was distributed into five ali-
quots. The DNA concentration and the 260:280 nm absorbance
ratios were calculated using a Nanodrop 2000c spectrophotometer
(Thermoscientific Nanodrop Technologies, Wilmington, DE). The
first aliquot was undigested and used as a positive control. The
second to the fifth aliquots were digested with 20 U of either the
methylation-insensitive restriction enzyme Mspl, or with the
methylation-sensitive restriction enzymes (MSRE) Hpall, Hgal, or
BstUI for 16 h at 37 °C. Enzymes were from New England Biolabs
(Beverly, MA), except BstUl, which was from Thermoscientific
Technologies (Wilmington, DE). The MSRE-PCR assay is based on
the inability of MSRE to digest a methylated CpG site. Next, PCR is
conducted using primers positioned downstream and upstream of
the Hpal/Mspl CCGG site, the Hgal GACGC site and the BstUl CGCG
site present within the SSB promoter P1, and the Hpal/Mspl site
present within SSB promoter P1’. The PCR protocol included an
initial denaturation at 94 °C for 5 min, followed by 36 cycles of
denaturation at 94 °C for 30sec, annealing at 56 °C for 1 min, and
primer extension at 72 °C for 1 min, PCR cycles were followed by
final extension at 72 °C for 10 min. The PCR products were sepa-
rated on an agarose gel and visualized with 0.5 pg/ml Gel Red
(Interchim, Montlugon France).

2.7. Statistical analysis

The results are expressed as arithmetic means with standard
error of the mean (SEM). Data were compared using the non-
parametric Mann—Whitney U-test for unpaired data, using the
GraphPad-Prism 6.0 software. Significance was assessed as P < 0.05.

3. Results

3.1. In patients with pSS, DNA demethylation is associated with
lymphocyte infiltration

In order to confirm and extend our previous study that has
established a defective global DNA methylation process in MSG
epithelial cells from French pSS patients [8], a Greek replicative
cohort was selected. Table 1 describes its characteristics. The
replicative cohort was composed of 10 controls and 22 well-
characterized pSS patients subdivided according to the Tarpley's
scoring system as: patients with mild (Tarpley I, n = 9), interme-
diate (Tarpley II, n = 7), and severe lymphocyte infiltration (Tarpley
I, n = 6). Next, in order to test the global DNA methylation status,
MSG biopsy sections were stained with an anti->™C mAb (Fig. 1A
and B), revealing an inverse association between °™C staining and
lymphocyte infiltration in pSS patients (°*™C (AU): 4.6 + 0.7 in se-
vere pSS, 8.7 + 0.7 in intermediate pSS, 9.0 + 1.6 in mild pSS, and
14.3 + 1.6 in controls).

To rule out the possibility that the global DNA methylation
reduction would reflect lymphocyte infiltration rather than
epithelial MSG DNA demethylation, in pSS patients, we next
selected KRT19 as an epithelial cell and acini marker in order to
perform double indirect immunofluorescence staining for >™C and
KRT19. Performed in MSG sections from 5 controls and 15 pSS
patients, ®™C and KRT19 double staining effectively revealed two
distinct groups of acini, one methylated with low levels of KTR19
(>™chigh and KRT19'°%) and another one demethylated expressing
high amounts of KTR19 (°™C'®" and KRT19"8"; arrows in Fig. 1C). As
both groups of acini co-exist in the same MSG, their proportion was
calculated revealing that demethylated acini were predominantly
found in pSS and that their proportion increased with lymphocyte
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Fig. 1. Global DNA methylation analysis (*™C) in minor salivary glands (MSG) from patients with primary Sjégren's syndrome (pSS). A, Photomicrographs of MSG biopsy sections
stained with an anti->™C antibody (Ab) in a representative control (CtrL) and pSS patients. The pSS patients were classified according to the grade of the inflammatory Tarpley's
score in mild (Mild), intermediate (Inter), and severe (Sev). B, The intensities of >™C staining from 10 CTRL, who did not meet SS criteria, and 22 pSS patients subdivided according to
the Tarpley's score were quantified by Image] software and results expressed as arbitrary units (AU). C, Photomicrographs showing global DNA methylation analysis (°*™C) and
epithelial cell staining (KRT19) in MSG from a representative control and pSS patients. Double staining revealed two distinct groups of acini. Pointed by arrows, the demethylated
acini expressed high levels of KRT19 (*™C'*" and KRT19"8"), while regular acini were methylated and expressed low levels of KRT19 (°™C'°" and KRT19"€"). D, Repartition of the two
groups of acini (*™C'®" KRT19"&": demethylated; >™C"&" KRT19'°": methylated) in CtrL (n = 5) and pSS patients (n = 15) subdivided according to the Tarpley's score. Differences

were considered positive and indicated when P < 0.05.

infiltration (Fig. 1D; 0.04 < P < 0.0008).

3.2. DNA methylation is reduced in pSS patients with anti-SSB Ab
detection

We further explored the association between >™C staining in
MSG with general (age, SS criteria, and disease duration), clinical
(ESSDAI score, arthralgias/arthritis, SG enlargement, Raynaud's
phenomenon, parenchymal organ involvement, and vasculitic
involvement), and immunological parameters (anti-SSA/Ro Ab,
anti-SSB/La Ab, rheumatoid factors, C3 and C4 complement frac-
tions, cryoglobulinemia, hypergammaglobulinemia, and leuko-
penia) (Fig. 2 and data not shown). No difference was observed with
the notable exception of anti-SSB/La Ab positive patients, which
present a significant global °™C staining reduction (°™C (AU):
6.0 + 0.7 in pSS with anti-SSB/La Ab versus 9.7 + 1.3 in pSS without
anti-SSB/La Ab, P = 0.01). As a consequence, this result raises the
question of epigenetic deregulation of the SSB gene in pSS patients.

3.3. The DNA methyl transferase inhibitor 5-azacytidine (5-aza)
controls SSB expression

Located at chromosome 2 in the cytogenetic band 2q31.1, the
SSB gene consists of 11 exons and possesses two alternative

promoters 1 (P1) and 1’ (P1’) that both encode the same protein
[16,17]. Sequence analysis of CpG islands DNA methylation status
and active H3K27Ac histone mark in 7 cell lines from the Ency-
clopedia of DNA elements (ENCODE) program, available from the
UCSC genome browser data base (https://genome.ucsc.edu), are
consistent with possible regulation by DNA methylation at P1 and/
or P1’ (Fig. 3A). Accordingly and to test whether SSB expression at
promoter P1 and/or P1’ was regulated by DNA methylation in
epithelial cells, the HSG cell line was selected and cultured 48 h
using the selective DNA methyl transferase inhibitor 5-Aza at
10 uM, 25 uM and 50 pM.

First, the P1 SSB gene methylation status was assessed by MSRE-
PCR using specific primers flanking CpG motifs containing Mspl/
Hpall, Bstul and Hgal restriction sites. As indicated in Fig. 3B (left),
the MSRE-PCR1 was conducted in HSG cells using undigested DNA
(lane 1, referred to as 100% methylation), DNA digested with the
methylation-insensitive enzyme Mspl (lane 2, 0% methylation), or
DNA digested with the methylation-sensitive enzymes (lanes 3 to 5,
Hpall, Bstul, and Hgal, respectively). In contrast to Hpall and Bstul
activities that were unaffected by 5-Aza, treating HSG cells with
increasing doses of 5-Aza was effective in demethylating the Hgal
CpG site (position chr2:170, 655, 136; GRCh37/hg19 assembly). As a
consequence of this modification and in order to determine the
functional consequences of DNA methylation changes, we
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Fig. 2. Comparison between minor salivary gland (MSG) >™C staining level and clinico-biological features reveals that patients with primary Sjogren's syndrome (SS) and anti-SSB/
La antibodies (Ab) have a reduced >™C Ab staining. A, European League Against rheumatism SS disease activity index (ESSDAI); B, Anti-SSB/La Ab; C, anti-SSA/Ro Ab; D, Rheumatoid

factor (RF). Differences are indicated when P < 0.05.
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Fig. 3. DNA methylation controls SSB expression in the human salivary gland (HSG) cell line treated with increasing amounts of 5-azacytidine (5-Aza). A, Sequence analysis of the
SSB gene locus using the UCSC genome browser data base (https://genome.ucsc.edu). The analysis of the DNA methylation map and the H3K27Ac active histone marks suggests that
SSB gene promoters (P)1 and (P)1’ are regulated by DNA methylation. B—C, Methylation sensitive restriction enzyme (MSRE)-PCR experiments using specific primers flanking CpG
motifs containing Mspl/Hpall, Bstul and Hpal restriction sites in SSB P1 (B) and Mspl/Hpall in SSB P1’ (C), two out of three experiments are indicated. B’-C’, Real time quantitative PCR
testing SSB-1 and SSB-1’ gene expression, eight experiments. Differences are indicated when P < 0.05.
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performed gene expression analysis using a specific primer located
in exon 1 and another one in exon 4. Inhibition of DNMTs by 5-Aza
at 25 puM increased the level of SSB-Exon 1 mRNA from 4.1 + 1.6 to
13.6 + 2.3 (P=0.005), indicating that DNA methylation controls SSB
production (Fig. 3B, right).

Second, the methylation status at genomic SSB P1’ and SSB-Exon
1" mRNA levels were also studied by MSRE-PCR and real-time PCR,
respectively (Fig. 3C/C'). Inhibition of DNA methylation with 5-Aza
reduced the P1’ SSB gene DNA methylation status when using Hpall
in the MSRE-PCR1/, and increased the level of SSB-Exon 1’ mRNA
from 0.03 + 0.01 to 0.14 + 0.05 (25 uM 5-Aza, P = 0.02). As previ-
ously reported in non-lymphoid cells [18], the SSB-Exon 1’ mRNA
was found to be the minor isoform in SGC.

3.4. Protein analysis confirmed that expression of SSB is controlled
by DNA methylation

The 5-Aza capacity to induce SSB expression at 46 kDa in MSG
cells was confirmed at the protein level by Western blot and the
higher effect was observed at 25 uM (SSB/ACTB OD: 0.6 + 0.3 at
25 uM 5-Aza versus 0.06 + 0.02 without 5-Aza, P = 0.03; Fig. 4A/B).
As anti-SSB/La Ab detection is associated with anti-SSA Ab posi-
tivity in pSS patients, we further tested the effects of 5-Aza on the
autoantigens TROVE2 (SSA/Ro 60 kDa) and TRIM21 (SSA/Ro 52 kDa)
but failed to observe any variation (Fig. 4C/D).

3.5. Anti-SSB/La antibody detection characterizes those patients
with defective DNA methylation

Finally, we used long term cultured SGEC from anti-SSB/La
positive and anti-SSB/La negative pSS patients to test the genomic
SSB P1 and SSB P1’ methylation status (Fig. 5A). As suspected, the
MSRE-PCR analysis revealed that genomic SSB P1 was hypo-
methylated in anti-SSB pSS patients in contrast to anti-SSB/La
negative pSS patients. No conclusion could be made regarding
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SSB P1’. Moreover, global SSB mRNA expression analysis by real
time PCR revealed that two out of four patients positive for anti-
SSB/La Ab were those with elevated SSB transcripts (Fig. 5B). Last
but not least and to close the full circle, we further observed higher
staining for anti-SSB/La Ab in those pSS patients with severe dis-
ease and positive when using an anti-SSB/La Ab in MSG in contrast
to those patients negative for anti-SSB/La Ab (Fig. 5C).

4. Discussion

In this study, global DNA methylation was characterized in MSG
tissue from 22 well-defined pSS patients with varying levels of
lymphocyte infiltration in order to extend our previous observa-
tions showing an abnormal DNA methylation process resulting
from a defective PKC-delta/ERK/DNMT1 pathway in SGEC from pSS
patients, a process which is reversible in those patients treated
with the anti-B cell mAD rituximab [8]. Results generated from the
present study indicated that DNA demethylation in pSS is associ-
ated with lymphocyte infiltration, anti-SSB/La Ab detection, and the
emergence of particular acini that are ™C'°% and KRT19"h,
Interestingly such effect was independent from the ESSDAI disease
activity score, thus suggesting that DNA demethylation is a primary
event.

Several findings point toward a role for global DNA demethy-
lation in autoimmune diseases as demonstrated in SLE [19,20],
rheumatoid arthritis [21], and pSS in the present report. Compa-
rable conclusions were made in SLE when using, instead of global
analysis, DNA methylation profiles generated by arrays and next
generation sequencing (NGS) [22,23], or when testing in SLE and
pSS changes in repetitive sequences such as LINE-1, Alu and HERV
elements [24,25]. An array-based DNA methylation analysis iden-
tified 553 CpG sites demethylated and 200 CpG sites methylated in
CD4™" T cells in contrast to healthy controls [6]. Hypomethylation
was reported in a number of suspected pSS promoting genes
including lymphotoxin alpha (LTA), death-associated protein kinase
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Fig. 4. Western blot results revealed that SSB expression was sensitive to the action of 5-azacytidine (5-Aza). The human salivary gland (HSG) cell line was treated 48 h with
increasing amounts (0.10, 25 and 50 uM) of the DNA demethylating drug 5-Aza. Western-blot analysis testing the effects of 5-Aza in HSG on SSB (A), TRIM21 (B), and TROVE2 (C)
protein expression. Molecular weights are indicated. Results from 8 experiments, results are expressed as arbitrary units (AU) after normalization to f—actin (ACTB, AU = 1).

Differences are indicated when P < 0.05.
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Fig. 5. Patients with anti-SSB/La autoantibodies (Ab) have increased SSB expression that would result from a defective DNA methylation process within SSB gene regulatory se-
quences. A, MSRE-PCR1 and MSRE-PCR1’ testing DNA methylation status in SSB gene promoter P1 and P71/, respectively, in long term cultured salivary gland epithelial cells (SGEC)
extracted from a control (CtrL), a patient without anti-SSB/La Ab, and two patients with anti-SSB/La Ab. In case of Hgal, the specific band is indicated with an arrow. B, Real time PCR
was carried out to compare SSB gene expression in SGEC from 7 pSS patients and 4 controls revealing that two patients with elevated SSB transcripts were those with anti-SSB/La
Ab. C, Photomicrographs of MSG biopsy sections stained with an anti-SSB Ab revealed higher expression of SSB in those pSS patients with severe disease and positive for anti-SSB/La
Ab (A) in contrast to those patients negative for anti-SSB/La Ab (O) and Ctrl (O). Differences are indicated when P < 0.05.

1 (DAP-kinase), and TNFSF7/CD70 [26,27], while hypermethylation
was reported in pSS preventing genes including aquaporin 5, FoxP3,
and dystonin [28—30]. The mechanisms that control cell-type
specific balance between methylation and demethylation activ-
ities need further exploration in pSS.

The origin and mechanisms leading to production of anti-SSB/La
Ab in pSS, although incompletely understood, involve a multistep
process including (i) SSB overexpression in SGEC [31], (ii) SSB
protein post-translational phosphorylation leading to its associa-
tion with the HLA molecules in SGEC [32], an association between
anti-SSB/La Ab and HLA-DR3 has been reported [33], (iii) presen-
tation to the immune system, (iv) B cell activation, proliferation,
local production of the anti-SSB/La Ab, (v) SGEC apoptosis leading
to cell surface and apoptotic blebs redistribution of the auto-
antigens SSA/Ro and SSB/La [34,35] and finally (vi), in response to
this autoamplification loop, anti-SSB/La Ab detection together with
anti-SSA/Ro Ab in peripheral blood of pSS patients [36]. In agree-
ment with this general scenario, SSB mRNA and protein upregula-
tion were observed in MSG from pSS patients who were positive for
anti-SSB/La Ab. Further, we provide new arguments supporting the
possibility that SSB expression is tightly regulated by DNA
methylation, and this control is impaired in pSS. Such assertion was
based on several observations including differential DNA methyl-
ation status at SSB gene promoters P1 and P1’ between anti-SSB/La
Ab positive and negative pSS patients and the action of the DNMT
inhibitor 5-Aza in SSB gene promoters P1 and P1’ and, as a result,
SSB-Exon 1 and SSB-Exon 1" mRNA expression. DNA demethylation
is also known to promote reactive oxygen species (ROS) accumu-
lation and apoptosis [37], suggesting that DNA demethylation could
also act in this way in pSS. The next step to further our under-
standing of the pathophysiology of pSS will be to determine the
mechanisms that control DNA methylation and demethylation in
SGEC and the interrelationship with lymphocyte infiltration as well

as with external factors (e.g. virus, drugs) and immune factors [38].
Moreover as anti-SSB/La Ab detection in pSS is classically associated
with anti-SSA/Ro Ab, we further evaluated TROVE2 and TRIM21
auto-antigens and observed that SSA/Ro (Ro60 and Ro52) expres-
sion was unaffected by 5-Aza suggesting distinct mechanisms be-
tween SSB/La and SSA/Ro to control their expression and
recognition as autoantigen in pSS. Several recent reports support a
role for the type 1 interferon (IFN) pathway to promote TRIM21
expression, nuclear translocation and epitope presentation [39].

Two transcript variants, La (SSB-Exon 1) and La’ (SSB-Exon 1'),
resulting from alternate promoter usage are described with the
particularly that both transcripts encode the same protein [40].
While La transcripts are ubiquitously expressed, La’ transcripts
present a tissue-specific expression profile, ratio 5(La):1(La’) in
MSG, which is compatible with our observation [16]. Moreover, a
frameshift mutated La cDNA, within exon 7, and coding for mutated
La cytoplasmic peptide results in a lupus-like disease when over-
expressed in mice [41]. The protein encoded by the SSB/La gene is
involved in diverse aspect of the RNA metabolism including RNA
polymerase III protection from exonuclease digestion, processing of
specific cellular and viral RNA precursors, acting as an RNA chap-
erone, influencing telomere homeostasis, and promoting microRNA
expression [42—44]. Moreover, several post-translational modifi-
cations are described including multiple ubiquitination sites
implicated in protein degradation, and a regulatory and autor-
eactive phosphorylation site (§366) present in the C-terminal part
of the protein [45].

Double staining of serial sections of MSG biopsies using >™C and
KRT19 mAbs was effective in highlighting a novel group of acini,
which is demethylated and expressed high amounts of KRT19.
Within MSG, KRT19 expression varies according to the nature of
acini as weak staining is reported in serous acinar cells in contrast
to ductal, ductal-like structures and tumor cells that express high
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amounts of KRT19 [46,47]. We can consider the proposal of Poduval
et al. [48], supported by the animal model NOD/ShILt] [49], which
suggests that pSS is characterized by a loss of acinar cells and
progenitor hyperplasia that have been blocked in their develop-
ment because of the presence of B and/or T cell infiltrates.
Accordingly, we can postulate that *™Cl°% and KRT19"#" acini
correspond to the progenitors blocked in their development. Such
hypothesis is further supported by the observation that MSG KRT19
expression is elevated at an early stage of epithelial differentiation
and decreases with differentiation [50]. Moreover such hypothesis
is also attractive to explain why depleting B cells from MSG with
rituximab has important consequences on SGEC by restoring the
global DNA methylation status [8], salivary gland tissue
morphology [51], and salivary gland functions [52]. Several genes
expressed by SGEC have been shown to be sensitive to the action of
rituximab such as aquaporin-1/5 [53], BAFF [54], and genes
belonging to the IFN pathway [55]. Extrapolating this data to the
clinic, we could postulate that restoring DNA methylation in SGEC
indirectly with anti-B cell therapies, or directly with epigenetic-
targeted drugs would restore MSG functions opening new thera-
peutic perspectives in pSS.

In summary, we identified and confirmed DNA methylation
changes in epithelial cells from pSS patients. These data indicate
that abnormal DNA methylation is associated with lymphocyte
infiltration, raising the possibility of using >™C staining in MSG as a
novel biomarker in pSS. Therefore, our findings emphasize the
potential role of DNA methylation changes in the pathogenesis of
pSS through SSB gene overexpression with consequences regarding
microRNA expression [43], and anti-SSB/La Ab production [8].
Future studies are mandatory to characterize the cellular pathways
involved in DNA methylation/demethylation, to establish the links
with lymphocyte infiltration, and to better understand the cross-
talk with pSS risk factors thus permitting better understanding of
the different steps necessary to develop autoimmune diseases and
subsequently lymphoma in genetically predisposed individuals
exposed to particular environmental factors [56].
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Article 3

Epigenetic modifications in salivary glands
from patients with Sjogren's syndrome
affect cytokeratin 19 expression.

Orsia D Konsta, Amandine Charras, Christelle Le Dantec, Efstathia K Kapsogeorgou, Anne
Bordron, Athanasios G Tzioufas, Jacques-Olivier Pers, Yves Renaudineau

Bull Group Int Rech Sci Stomatol Odontol. 2016 Jun 28;53(1):e01.

|. Introduction et objectifs

La méthylation de I’ADN et son altération sont trés fortement suspectées dans |'étiologie du
Syndrome de Gougerot Sjogren, et cela notamment au niveau des cellules épithéliales de la
glande salivaire. Un défaut de méthylation a été mise en évidence (Thabet et al., 2013) et le
lien avec la pathogeneése a pu étre fait avec l'infiltration lymphocytaire et la production d’un
auto-anticorps SSB (Konsta et al., 2016). Dans cette étude une surexpression de la cytokératine
19 a été observée chez les patients présentant un défaut de méthylation majeur. Ces éléments
semblent suggérer un contrdle de I'expression de la cytokératine 19 par la méthylation de
I’ADN. L'objectif de ce travail initié par Orsia D Konsta était de répondre plus précisément a

cette question.

Il.  Démarche expérimentale

Pour cette étude, une cohorte de patients grecs a été constituée avec 13 patients souffrant
d’un SGS est correspondant au critéres établis par I'’AECG (Vitali et al., 2002) et 4 patients
contréle souffrant d’un syndrome sec. A partir des prélevements de glandes salivaires
mineures, une culture cellulaire a été réalisée afin d’obtenir des SGECs (Dimitriou et al., 2002).
En paralléle des marquages par immunohistochimie ont été réalisés sur des sections de
glandes salivaires. Enfin en paralléle le modele in vitro, utilisant la lignée HSG, a été utilisé afin

de tester les différentes hypotheses de travail.
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[Il.  Résultats - Conclusions

Par ce travail, dans un premier temps il a été montré une association entre le défaut de
méthylation de I'’ADN constaté chez les patients et la surexpression de la cytokératine 19

(KRT19) observée par immunohistochimie sur biopsies de glandes salivaires.

Par la suite il a été montré dans un premier temps sur le modele in vitro (lignée HSG) par
I'utilisation d’un inhibiteur de DNMTs (le 5 Azacytidine), une régulation de |'expression de

KRT19 par la méthylation de I’ADN (transcrits et protéine).

Enfin ces résultats ont été appuyés par les données de méthylome issu de la puce 450k réalisée
sur de ’ADN extrait de SGECs, qui confirment un défaut de méthylation au locus KRT19 chez

les patients.
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Abstract

Primary Sjégren’s syndrome (pSS) is a chro-
nic autoimmune epithelitis. Several lines of
experiments indicate that multiple factors con-
tribute to salivary gland epithelial cell (SGEC)
dysfunctions in SS including a combination of
environmental factors, lymphocytic infiltrations,
genetic predispositions as well as epigenetic
defects. The epigenetic origin is reinforced by
the observation that global DNA methylation
(®™C) is altered in minor salivary glands from
pSS patients and that such defect is associated
with cytokeratin 19 (KRT19) overexpression. An
epigenetic deregulation of the KRT19 gene was
further tested by treating the human salivary
gland (HSG) cell line with the DNA demethyla-
ting agent 5-azacytidine, and with the histone
acetylase inhibitor trichostatin A. Blocking DNA
methylation, but not histone acetylation, with
5-azacytidine was associated with KRT19 ove-
rexpression at both the transcriptional and pro-
tein level. Next, analysis of the CpG genome-
wide methylome array in the KTR19 locus from
long-term cultured SGEC obtained from 8 pSS
patients revealed more reduced DNA methyla-
tion levels in those patients with defective global
DNA methylation. Altogether, our data suggest
that alteration of DNA methylation and, in turn,
altered KRT19 expression in SGEC may contri-
bute to pathophysiology thus opening new pers-
pectives in pSS.

el

Key words
Sjogren’s syndrome, DNA methylation, cytoke-
ratin 19, epithelial cells

Introduction

Primary Sjégren’s syndrome (pSS) is a chro-
nic and systemic autoimmune epithelitis,
affecting exocrine glands, such as salivary
and lacrimal glands, plus parenchymal organs
(1). As a consequence, the clinical manifes-
tations include dry mouth (xerostomia), dry
eyes (keratoconjunctivitis sicca) and systemic
features. Patients with pSS have a 20-40 fold
increased risk of developing lymphoma (2,
3). Furthermore, SS is characterized by ab-
normal salivary glands, altered blood B cell
distribution, and the presence of circulating
autoantibodies (Ab) against the sicca syndro-
me (SS)A/Ro and SSB/La ribonucleoprotein
particles (4-8).

The mechanisms leading to the systemic
autoimmune epithelitis are multifactorial and
include a combination of genetic predisposi-
tions, environmental factors, and epigenetic
factors (9-11). Epigenetics can be defined
as inheritable modifications in gene expres-
sion that do not entail changes in the DNA
sequence (12). Epigenetics can also explain
how cells can differentiate into alternative cell
types and how a phenotype can be passed
from one cell to its daughter cells. Epigenetic



Bull Group Int Rech Sci Stomatol Odontol. 53(1): 1-10 (2016)

mechanisms are important controlling the pat-
tern of gene expression during development,
the cell cycle, and in response to biological
or environmental changes. Epigenetic dysre-
gulations have been linked with a long list of
autoimmune diseases (AID) including SS (13,
14). A close association has been further es-
tablished between epigenetic and genetic risk
factors in AID in specific cellular subsets as
observed in SS (15, 16).

Recently, we have observed that global DNA
methylation was reduced in minor labial sali-
vary glands (MSG) from pSS patients when
comparing 5 methylcytosine (°*"C) staining to
controls (17). The defective DNA methylation
process was related to an abnormal PKC-del-
ta/Erk/DNMT1 pathway, which was conser-
ved after long-term growth of a primary cul-
ture of salivary gland epithelial cells (SGEC)
(18). The contribution of DNA demethylation
in SSB overexpression and in turn to the pro-
duction of anti-SSB Ab was further tested and
confirmed by comparing MSG from anti-SSB
positive to anti-SSB negative pSS patients, on
the one hand, and by treating with 5-aza-2’-
deoxycytidine (5-Aza) the human salivary
gland (HSG) cell line to overexpress SSB, on
the other hand (19). As part of this latter study,
it was observed that cytokeratin (KRT)19 was
overexpressed in those patients with major
DNA methylation defects, suggesting control
by DNA methylation. Further investigation of
this control is the aim of the present work.

Material and methods

Patients and controls

MSG biopsies were obtained from 13 indivi-
duals fulfilling the criteria for pSS according
to the revised American-European SS classifi-
cation criteria (7, 20) including a biopsy focus
score =1 (lymphocytic foci/4 mm? of glandular
tissue). SG specimens were collected from 4
patients who did not meet the criteria for SS,
although they had described sicca symptoms
and, as such, had undergone an SG biopsy.
The institutional review boards at the Univer-
sity of Athens approved this study, and partici-
pants signed an informed consent statement.

Immunofluoresence staining of tissue sec-
tions

Biopsy specimens were embedded in optimal
cutting temperature (OCT)-compound, shap
frozen in isopentane, cut into thick tissue sec-
tions, and mounted into poly-L-lysine coated

e2

slides. For global DNA methylation (anti-"C),
serial sections were fixed in 4% cold parafor-
maldehyde for 10 min. After extensive was-
hing, sections were treated with HCI 2N for
30 min, washed and incubated with a mouse
anti-*"C monoclonal (m)Ab (clone 33D3; Ab-
cam, Cambridge, UK) diluted at 1:50 in PBS-
BSA 2% Triton 0.3%. After 16h at 4°C, the
slides were washed and incubated with a rho-
damine red-X (RRX)-goat anti-mouse IgG Ab
(Jackson Immunoresearch, West Grove, PA)
diluted at 1:200 for 40 min. The images were
acquired by a Zeiss Axioplan confocal laser
scanning microscopy (Zeiss, Oberkochen,
Germany). For the anti-KRT19 protocol, sec-
tions were fixed in 4% cold paraformaldehyde
for 10 min. After extensive washing, the sec-
tions were incubated with 5% donkey serum
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO) to reduce bac-
kground, and then incubated with the mono-
clonal rabbit anti-KRT19 Ab (Clone EP1580Y,
Abcam) diluted at 1:100 in PBS for 4h at room
temperature. After 3 washes, a fluorescein
isothiocyanate (FITC)-goat anti-rabbit 1gG
(Jackson Immunoresearch) diluted at 1:200
was applied to the sections. The images were
acquired by an Olympus confocal laser scan-
ning microscopy (Hamburg, Germany). The
intensity of *"C and KRT19 staining were
quantified by Image J software (NIH image,
Bethesda, MD) and results expressed as arbi-
trary units (AU).

Epithelial cell cultures

In order to obtain non-neoplastic long-term
cultured SG epithelial cell lines (SGEC) from
biopsies, SGEC were established by standard
technique (21). Cells were incubated at 37°C
and 5% CO,. The Human Salivary Gland
(HSG) cell line established from irradiated
neoplastic epithelial duct cells was suspen-
ded in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM; Lonza Inc., Allendale, NJ) supple-
mented with 10% heat-inactivated fetal calf
sera (FCS; Eurobio, Les Ulis, France), 2mM
L-glutamine (Gibco BRL, France), non-essen-
tial amino acids 1% (Sigma-Aldrich) and an-
tibiotics (Panpharma SA, Fougeéres, France).
HSG cells were seeded at 7x105 cells per well
in a 6 well/plate (Nunc, Kamstrup, DK), and at
80% confluence the cells were treated (or not)
with 10 uM, 25 uM, and 50 pM 5-Aza (Sigma-
Aldrich), a selective inhibitor of DNMTs, or
with 5uM, 10uM, and 25uM of trichostatin A,
a histone deacetylase inhibitor, for 48h at 37
°C and 5% CO,. Atfter treatment, cellular via-
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bility was estimated by flow cytometry using
FITC-conjugated annexin-V (AV) and propi-
dium iodide (IP) (Beckman Coulter), and was
over 97%.

RNA isolation and real time quantitative
PCR

Total mMRBNA was extracted using the RNA-
ble method (Eurobio, Les-Ullis, France), and
cDNA synthetized by reverse transcription
in 20ul volume with Superscript™I1l RNase
reverse transcriptase (Invitrogen Life Scien-
ces, Carlsbad, CA). Quantitative RT-PCR
was carried out in 20ul mixtures containing
50ng template cDNA, 1X Power SYBR®
Green PCR Master Mix (Applied Biosystems,
Foster City, CA), and 250nM of each primer.
The following primers were used for real time
quantitative PCR: KRT19 forward (Fw) 5’-CC-
CGCGACTACAGCCACTA-3’ and reverse (R)
5-GCTCATGCGCAGAG-CCT-3’; and GA-
PDH Fw 5-TGCCCTCAACGA-CCACTTT-&
and R 5-GGTCCAGGGGTCTTACTCCTTS.
All assays included a negative control, which
consisted of the reaction mixture with no tem-
plate. Comparison of cycle thresholds was
completed with the 22 method using GA-
PDH as an endogenous control.

Western blot analysis

Whole cell extracts were isolated using ly-
sis buffer containing 5M NaCl, 1M Tris-HCI,
100mM NaF, 0.1M EDTA and supplemen-
ted with protease inhibitors. The concentra-
tion of the isolated proteins was determined
using the micro BCA Protein Assay Reagent
(Pierce, Rockford, ILL). The lysates were se-
parated in 10% SDS-PAGE, transferred onto
PVDF membrane, and probed with rabbit spe-
cific Abs from Abcam: anti-KRT19, and mouse
anti-glyceraldehyde-3-phosphate dehydroge-
nase (GAPDH) in 1% skim milk in TBS/0.1%
Tween-20, overnight at 4°C, followed with the
appropriate HRP-conjugated IgG antibodies
(GE Health Care Limited, UK). Signals were
visualized by Luminata Forte Western HRP
Substrate (Millipore, Billerica, USA), a premi-
xed, ready-to use reagent for chemilumines-
cent detection in Western blotting applications
that employ horseradish peroxidase (HRP)-
conjugated Ab. The results were expressed
as ratios of optical density (OD) bands to tho-
se of GAPDH bands used as loading controls.

DNA methylome analysis for KRT19
DNA samples (500 ng) from long-term cultured

e3

SGEC were submitted to the NXT-Dx service
facility (Belgium) for bisulphite conversion (EZ-
96 DNA methylation kit, Zymo Research) and
DNA methylation profiling using the Illlumina
Human Methylation 450k platform to analyze
the methylation status of 485,577 single CpG
sites. The SWAN normalization method was
used to normalize the data (22), and results
were expressed in beta value and compared
to the beta reference values. The beta value is
the ratio of the methylated probe intensity and
the overall intensity (sum of methylated and
unmethylated probe intensity). A value of 0 in-
dicates that all copies of the CpG site in the
sample are unmethylated, while a value of 1
indicates that all copies are methylated which
can be interpreted as the approximation of the
percentage of methylation for the population
of a given CpG site in the sample.

Statistical analysis

The results are expressed as arithme-
tic means with standard error of the mean
(SEM). Data were compared using the non-
parametric Mann-Whitney U-test for unpaired
data, using the GraphPad-Prism 6.0 software.
Significance was assessed as P<0.05.

Results

In patients with pSS, DNA methylation is
associated with cytokeratin 19 overex-
pression

In order to extend our previous studies that
have established a defective global DNA
methylation (°*™C) in MSG epithelial cells from
pSS (17, 19), samples from thirteen pSS pa-
tients were stained with an anti-S"C mAb and
with an anti-KRT19 mAb (Figure 1A), revea-
ling for patient with low levels of *™C high
amounts of KRT19 (AU: 3.0+0.4 in "C low
pSS patients versus 1.8+0.3 in%C high pSS
patients, P=0.04) (Figure 1B). As a conse-
quence, this result raises the question of an
epigenetic deregulation of the KRT19 gene in
pSS patients.

DNA methylation controls KRT19 expres-
sion in human salivary glands

Next, and to test whether KRT19 expression
is regulated at the epigenetic level, the HSG
cell line was selected and cultured 48h using
either the DNA methyl transferase (DNMT)
inhibitor 5-Aza, or the histone acetylase inhi-
bitor trichostatine A. Inhibition of DNMTs by
5-Aza was effective, in a dose-effect relations-
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Figure 1. Global DNA methylation (5mC) and cytokera-
tin (KRT)19 analysis in minor salivary glands (MSG) from
patients with primary Sjégren’s syndrome (pSS). A- Photo-
micrographs showing global DNA methylation and KRT19
staining in MSG from a representative control and two pSS
patients. The intensities of 5mC and KRT19 staining from
13 pSS patients were quantified by image J software and
patients were subdivided according to the level of 5mC in
two groups (5mC high n=6, and 5mC low n=7). B- Patients
with reduced 5mC Ab staining have high levels of KRT19
staining. Differences were considered positive and indicated
when P<0.05.

hip, to increase the level of KTR19 at the pro-
tein level (Figure 2A) as observed by Western
blot (KRT19/GAPDH protein (OD): 7.6+10.3
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Figure 2. DNA methylation but not histone deacetylation
controls KRT19 expression in the human salivary gland
(HSG) cell line. The HSG cell line was treated 48h with incre-
asing amounts of the DNA demethylating drug 5-azacytidine
(5-Aza) or with the histone acetylase inhibitor Trichostatin A.
A- Western blot analysis testing the effects of 5-Aza in HSG
on KRT19. Results, from 8 experiments, are expressed as
arbitrary units (AU) after normalization to GAPDH (AU=1).
Left panel a representative experiment is presented. B- Real
time quantitative PCR testing KRT19 gene expression, eight
experiments. C- Representative Western blot analysis tes-
ting the effects of Trichostatin A. Differences are indicated
when P<0.05.

with 25uM 5-Aza versus 0.24+0.09 without
5-Aza, P=0.002), and at the transcriptional le-
vel (Figure 2B) as seen by RT-qPCR (KRT19/
GAPDH transcript: 2+3.2 with 25uM 5-Aza
versus 0.1+0.05 without 5-Aza, P=0.002). In
contrast, when using trichostatin A, no effect
on KRT19 expression was observed at the
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transcriptional level (data not shown), and at
the protein level (Figure 2C). Altogether, the-
se results indicate that DNA methylation, but
not histone acetylation, controls KRT19 gene
expression in HSG.

Methylome analysis confirmed KRT19
DNA demethylation in those patients with
reduced global DNA methylation

In addition, as KRT19 expression was increa-
sed at transcriptional level in long-term cultu-
red SGEC from psSS patients (KRT19/GA-
PDH transcript: 2.6+0.6 in pSS patient versus
0.6+0.2 in controls, P=0.004; data not shown),
DNA methylation at the KRT19 locus was as-
sessed in long-term cultured SGEC from 8
pSS patients using the human methylation
450K array from lllumina. As reported in Ta-
ble 1, 14 probes spanning the KRT19 locus
were selected and annotation was performed

using a combination of two tools based on in-
formation from the encyclopedia of DNA ele-
ments and the Roadmap Epigenome projects
(http://Ensembl.org and http://RegulomDB.
org) to determine whether CpG probes are
likely to be within enhancers (probes 1-3 and
13-14), promoters (5-6), insulators (7-8), and/
or repressors (9-12). The recruitment of RNA
polymerase 2 (Pol2) was used to define pro-
moters, enrichment of the histone H3k27Ac in
the absence of Pol2 for enhancers, the DNA
regulatory element CTCF for insulators, and
enrichment of silencing histone marks (H3K-
27me3 and H3K36me3) for repressors.

Using the lllumina’s reference 3 value as cut-
off to discriminate probes with low methylation
levels (B value < reference 3 value), it was
observed that probes located within promoter
area (probes 3-6) and probes located within
distal regulatory area (probes 11-14) were di-

Beta
Num- Genomic probe location Gene . value
ber CpG probe (hg19) location ENCODE analysis (cut-
off)
. ) Enhancer
1 cg12491114  chr 17:39685524-39685573 5'UTR (rs138464215) 0.09
. , Enhancer (TP53,
2 €g03550233  chr17:39685434-39685483 5'UTR rs4616333) 0.28
. ) Enhancer
3 cg16585619  chr 17:39685250-39685299 5'UTR (rS28464674) 0.52
. , Promoter (SP1, TAF,
4 cg02416424  chr17:39684825-39684874 5'UTR rs143519434) 0.11
. Promoter (SP1, TAF,
5 €g02893823  chr17:39684496-39684545 Exon 1 ($372117019) 0.14
Promoter
6 €g22379915  chr 17:39684239-39684288 Exon1 (TAF, EZH2, 0.05
rs145569885)
) i Exon 1/ Insulator (CTCF,
7 cg11462865  chr 17:39684076-39684125 Intron 1-2 rs200315408) 0.09
) Insulator (CTCF,
8 cg17231690  chr 17:39684038-39684087 Intron 1-2 rs569080949) 0.04
. Repressor (H3K-
9 €cg13002493  chr 17:39683800-39683849 Intron 1-2 0.1
27me3)
. Repressor (H3K-
10 €g05396212  chr17:39683705-39683754  Intron 1-2 27me3) 0.07
Repressor
11 €cg12871463  chr 17:39680662-39680711 Exon4 (H3K36me3, 0.49
rs148803515)
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Beta
Num- Genomic probe location Gene . value
ber CpG probe (hg19) location ENCODE analysis (cut-
off)
12 ¢g27608102  chr 17:39680504-39680553  Exon 5 gggfgfor (H3K-— 509
Enhancer (STATS,
13 cg19051042  chr 17:39680271-39680320 Intron 5-6 AP1, GATA, E2F, 0.13
rs145636969)
Enhancer (STATS,
14 909692449 chr17:39680217-39680266 Exon 6 AP1, GATA, E2F, 0.09

rs145232704)

Table 1.Characteristics of the 14 CpG probes used in the 450k bead chip from illumina spanning the human cytokeratin (KRT)19
gene. CpG probe annotation was performed using the two ENCODE web tools available at ensembl.org and RegulomeDb.org.
Collected information included KRT19 genes location, regulatory function, transcription factor or CTCF binding and the presence

of single nucleotide polymorphisms.

fferentially methylated. As expected and pre-
sented in Figure 3, those patients with redu-
ced global DNA methylation were those with
higher demethylated probes, confirming the
link between global DNA demethylation, as
determined by confocal microscopy in MSG,
and KRT19 promoter demethylation in long-
term cultured SGEC from pSS patients.

| (I

1 1213 14

Chr17g21.2 — -
1

12 34 567 8 910

low

high

Figure 3. KRT19 gene DNA methylation in long term cul-
tured salivary gland epithelial cells (SGEC) from primary
Sjogren’s syndrome (pSS) patients. KRT19 locus (chr 17:
39,679,869-39,684,560; GRCh 37/hg19) is shown depicting
the location of the 14 CpG probes evaluated in this study.
We identified two main hypomethylated CpG clusters that
are present in the promoter area of KRT19 (3-5) and one
present in the distal part of KRT19 (11-14). White boxes indi-
cate CpG sites with a B value below the reference (see table

1).

Discussion

Several arguments, including our own studies,
support a role for DNA methylation in pSS.
Indeed, hydralazine and procainamide, two
drugs known to act as DNA methylation inhi-
bitors, induce SS with immunological features
of systemic lupus erythematosus (SLE) both

e6

in humans and rodents (23, 24). Interestingly,
such effect disappeared after discontinuation
of the drug and variations were observed de-
pending on animal age, sex, and strain. In
addition, an overexpression of DNA methyla-
tion sensors, such as human endogenous re-
trovirus genes, are reported in MSG from pSS
patients (25). HERVs are believed to play a
role in the pathophysiology of AID such as SS,
SLE and rheumatoid arthritis (RA) through the
production of anti-HERV autoantibodies or by
interfering with neighboring genes like CD5 in
SLE B cells (26-29). Similarly, DNA methyla-
tion changes in pSS are associated with the
expression of micro-RNAs and non-coding
regulatory RNAs (30). Moreover epigenetic
histone mark modifications are immunogenic
leading to autoantibody production (31).

In normal salivary glands, KRT19 is consis-
tently expressed in epithelial cells with higher
expression reported in ductal than in acinar
cells (32). KRT19 is also described as an
epigenetically regulated tumor and metasta-
sis suppressor gene (33). As a consequence
KRT19 promoter demethylation is reported in
renal cell carcinoma (34), while KRT19 pro-
moter hypermethylation was associated with
transcriptional repression in a wide variety of
tumor cells such as neuroblastomas, squa-
mous cell carcinomas and uterine leiomyoma
(35). In addition, treating tumor cells with the
DNA demethylating inhibitor 5-Aza is effecti-
ve for increasing KRT19 expression (36). Our
study confirms the link between epigenetic
DNA modifications and KRT19 gene expres-
sion in SG by testing the KRT19 DNA methyla-
tion status, and by demonstrating the effects



Bull Group Int Rech Sci Stomatol Odontol. 53(1): 1-10 (2016)

of 5-Aza on mRNA and protein expression.
The Microarray-based lllumina Infinium 450K
methylation array is characterized by its high
resolution, quantitative measurements, accu-
racy, small sample requirement and a relati-
vely low cost (37). In addition, the methylation
status at the interrogated CpG sites could be
investigated by comparing the measured in-
tensities (38). Applied to SGEC from pSS pa-
tients and among the 14 KRT19 CpG probes
tested, there were 12 methylation sites below
the cut-off B value and in agreement with pre-
vious reports, variations occurred predomi-
nantly within the promoter region of KRT19.
Interestingly, our results also suggested that
a distal repressor/enhancer is present in the
distal part of KRT19. Such hypothesis needs
further exploration in order to test whether,
or not, this element is effective in modulating
KRT19 expression.

Genome-wide analysis of DNA methylation
was reported in naive CD4+ CD45RA+ T cells,
and B cells purified from patients with pSS,
highlighting DNA methylation changes with
the interferon pathway, disease activity, and
anti-SSA/SSB Ab production, and an overlap
was observed between DNA methylation pro-
bes and genetic risk-factors (39, 40). In line
with these observations we have recently re-
ported a link between defective global DNA
methylation in SGEC and anti-SSB Ab pro-
duction in pSS patients, and cross-talk bet-
ween epigenetic factors and pSS-associated
risk factors in B cells (9, 16). Genome analysis
of the gene promoter DNA methylation status
in CD4+ T cells has further revealed a DNA
promoter demethylation at lymphotoxin alpha
(LTA) and CD70 (TNSF7) genes (39, 41), and
a DNA hypermethylation profile at the Treg
marker forkhead box P3 (FoxP3) promoter
coupled with a significant decrease in FoxP3
expression (42). In contrast, authors failed to
demonstrate an epigenetic regulation for in-
terferon regulatory factors (IRF5) and CD40L
in pSS (43, 44). In SGEC, DNA methylation is
suspected of controlling important functions,
such as salivary flux, based on the observa-
tions that 5-Aza is effective in inducing the ex-
pression of the aquaporin 5 (AQP5) gene in
the human salivary gland ductal cell line NS-
SV-DC (45), on one hand, and to the increa-
sed fluid secretion in the murine aging model
C57BI/6CrSkc on the other hand (46). Simi-
larly, changes in the expression of the type |
hemidesmosome BP230 protein in labial SG
from pSS patients resulted from BP320 gene
hypermethylation (47)

e’/

In conclusion, the increase in KRT19 mRNA
levels in SGEC from pSS patients may be
explained by DNA methylation changes. The-
refore, future studies are mandatory to cha-
racterize and determine the functional con-
sequences of DNA methylation and KRT19
changes observed in SGEC from pSS patients
and will undoubtedly provide a better compre-
hensive understanding of the pSS pathogene-
sis with clinical and therapeutical applications
in this disease (48).
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|. Introduction et objectifs

Au cours du Syndrome de Gougerot Sjogren (SGS), I'implication de mécanismes multiples a

savoir des facteurs génétiques, environnementaux et épigénétiques est soupgonnée.

L'implication d’un polymorphisme génétique a pu étre souligné notamment par I'étude de type
GWAS (Genome Wide Association Study) de (Lessard et al., 2013) , les résultats permettent
d’identifier 29 régions potentiellement associées a |'étiologie du SGS et soulignent également

I'importance des systémes immunitaires innés et adaptatifs.

Concernant les mécanismes épigénétiques, un lien a été établi entre des drogues (hydralazine
et procainamide) interférant avec la méthylation de I'ADN et agissant sur les DNMTs et
I'induction d’un Lupus Erytemateux Systémique (LES) ou d’un SGS chez 'Homme et la souris.
Par la suite, il a été démontré la production anormale de HERV (Human Endogenous
RetroViruses), dont I’expression est régulée par la méthylation de I’ADN, au niveau des cellules
épithéliales de la glande salivaires de patients qui va dans ce sens. Et plus récemment une
déméthylation de I’ADN sur les cellules épithéliales de la glande salivaire (SGECs), qui serait le

fait de la présence des lymphocytes B.
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Le but de ce travail visait a mieux comprendre les inter-relations qui existent entre les

processus épigénétiques et génétiques au cours du SGS.

II.  Démarche expérimentale

L'approche abordée dans cet article est essentiellement une analyse bio-informatique. Pour
celle-ci, la liste des mutations associées au SGS a été obtenue par analyse de la littérature, puis
I'interdépendance de ces mutations avec des zones sous-contréle épigénétiques a été testée
en se basant sur différents outils accessibles sur le web et développés par les programmes

ENCODE et Roadmap epigenomics.

[Il.  Résultats - Conclusions

Ainsi dans un premier temps un panel de variants génétique associée au SGS a été localisé
principalement au niveau d’éléments régulateur du génome. Dans un second temps
I’association de ces éléments avec une spécificité cellulaire a été établie. Ce qui a permis
d’identifier environ 72 SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) qui sont retrouvés associés a 43

genes identifiés comme facteurs de risques.
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Recent advances in genetics have highlighted several regions and candidate genes
associated with primary Sjégren’s syndrome (SS), a systemic autoimmune epithelitis that
combines exocrine gland dysfunctions, and focal lymphocytic infiltrations. In addition to
genetic factors, it is now clear that epigenetic deregulations are present during SS and
restricted to specific cell type subsets, such as lymphocytes and salivary gland epithelial
cells. In this study, 72 single nucleotide polymorphisms (SNPs) associated with 43 SS
gene risk factors were selected from publicly available and peer reviewed literature for
further in silico analysis. SS risk variant location was tested revealing a broad distribution
in coding sequences (5.6%), intronic sequences (55.6%), upstream/downstream genic
regions (30.5%), and intergenic regions (8.3%). Moreover, a significant enrichment of
regulatory motifs (promoter, enhancer, insulator, DNAse peak, and expression quanti-
tative trait loci) characterizes SS risk variants (94.4%). Next, screening SNPs in high
linkage disequilibrium (-2 > 0.8 in Caucasians) revealed 645 new variants including 5 SNPs
with missense mutations, and indicated an enrichment of transcriptionally active motifs
according to the cell type (B cells > monocytes > T cells > A549). Finally, we looked
at SS risk variants for histone markers in B cells (GM12878), monocytes (CD14T) and
epithelial cells (A548). Active histone markers were associated with SS risk variants
at both promoters and enhancers in B cells, and within enhancers in monocytes. In
conclusion and based on the obtained in silico results that need further confirmation,
associations were observed between SS genetic risk factors and epigenetic factors and
these associations predominate in B cells, such as those observed at the FAM167A-BLK
locus.

Keywords: Sjogren’s syndrome, genetics, epigenetics, polymorphism, in silico, histone modifications, B cells
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Association between genetics and epigenetics in Sjogren’s

Introduction

Primary Sjogrens syndrome (SS) is a systemic autoimmune
epithelitis affecting exocrine glands, such as salivary and lacrimal
glands (1). The clinical manifestations of SS include dry mouth
(xerostomia), dry eyes (keratoconjunctivitis sicca), systemic fea-
tures, and patients have a 20- to 40-fold increased risk of devel-
oping lymphoma (2-4). Histological examination shows focal
and peri-epithelial T and B cell infiltration plus macrophages in
exocrine glands and parenchymal organs, such as kidney, lung,
and liver (5). SS is characterized by the presence of circulating
autoantibodies (Ab) against the sicca syndrome (SS)A/Ro and
SSB/La ribonucleoprotein particles (6).

It is estimated that there are over 120 million single nucleotide
polymorphisms (SNPs) in the human genome (NCBI dbSNP
database, Build 143) and, among them, hundreds are disease
risk variants for autoimmune diseases (AID) with the particu-
larity that they are for the vast majority excluded from protein-
coding regions (exon) and present within regulatory areas (7,
8). Regulatory SNPs control genes through an effect on (i) the
transcriptional machinery when present within a gene regulatory
region [promoter, enhancer, insulator (a gene regulatory element
that blocks interaction between enhancers and promoters), and
expression quantitative trait loci (eQTL)], (ii) the spliceosomal
complex formation that controls intron excision, (iii) the activa-
tion of mRNA non-sense-mediated decay (NMD), and (iv) the
control of messenger RNA stability through microRNA (3'-UTR).
In SS, the list of genetic variations is growing with the particularity
that the odds ratio (OR) is usually modest (OR < 1.5) with the
exception of the HLA genes that have a significant OR (usually >2)
(9). The associated risk genes analysis supports immunopatho-
logical pathways in SS, such as antigen presentation, cytokine
signaling, and the NF-kB pathway (10). The characterization of
regulatory SNPs in SS remains to be established.

In SS, several arguments support a role for epigenetic deregu-
lation in disease initiation and progression (11, 12). The first clue
was that two drugs, procainamide and hydralazine, induced SS in
humans by blocking DNA methylation (13). Moreover, defects in
DNA methylation characterize T cells, B cells, and salivary gland
epithelial cells from SS patients (14-16), and such defects were
associated with the expression of genes usually repressed by DNA
methylation, such as transposons and miRNAs in salivary glands
from SS patients (17, 18). Last, but not least, histone epigenetic
markers and ribonucleoprotein post-translational modifications
are immunogenic leading to autoAb production (14).

Accordingly, the aim of this work was to test the association
between genetic and epigenetic determinants in SS. In the fol-
lowing, we pursue a two-staged analysis. First, we characterized a
large panel of SS risk variants to reveal that they are predominantly
present within regulatory elements. Second, we further explored
the striking associations of those regulatory elements with cellular
specificity and particularly in immune cells.

Materials and Methods
SS Genetic Risk Factors

Data mining based on peer reviewed literature information
(PubMed) and publicly available databases (centralgwas.org)

served in the compilation of a list of 43 gene risk factors and
their reported variants (n = 72) in SS (Table S1 in Supplementary
Material) (19-49). The number of SS patients and controls were
also reported as well as the OR average (95%), when available.
The gene list used in this study was manually updated further
to include gene function, SNP number (dbSNP database), and
genomic location according to the human genome reference
GRCh38. Genetic variants and their observed associations with
clinical and functional phenotype were submitted to The National
Center for Biotechnology Information (NCBI) ClinVar database!.
The gene list was tested with the FatiGO web interface AmiGO2?
for functional enrichment.

Functional/Regulatory Genome Annotation Data
The variant effect predictor (VEP) tool®> was used to deter-
mine the location of the variants (exon, intron, 5/3'-UTR,
Up/Downstream genic sequence, and intergenic section) and their
consequences [missense, non-coding transcript, splice donor vari-
ant, and target of non-sense-mediated mRNA decay (NMD)].

Assessment of the SNPs functional relevance was further
completed by requesting Regulome DB V1.1%, and HaploRegV?2®,
data bases (50, 51) for promoter [RNA polymerase II (Pol II)
binding], enhancer (H3K27Ac, H3K36me3, and/or H3K27me3
binding in the absence of Pol II binding), insulator [CCCCTC-
binding factor (CTCEF)], transcription factor (TF) binding, DNase
peak, and eQTL.

Linkage Disequilibrium

Following SNP selection, the HaploRegV2 web portal was used
to identify SNPs in linkage disequilibrium (LD, R?>0.80) in
Europeans from the 1000 genome project using a maximum
distance between variants of 200 kb in order to cover the enhancer
elements (51).

Statistical Analysis

Pearson’s Chi-squared test with Yate’s continuity correction, when
appropriate, was used to evaluate the significance of differ-
ences between the regulatory motifs and the histone chromatin
immunoprecipitation (ChIP) experiments. A probability (P) of
<0.05 was considered significant.

Results

Autoimmune-Related Genes Associated with SS

A list of 43 SS-associated gene risk factors corresponding to 72
SNPs, referred to as SS risk variants, was extracted from the
scientific literature (Figure 1). Among the risk factors, half (36/72)
were associated with another AID (systemic lupus erythemato-
sus, rheumatoid arthritis, systemic sclerosis, inflammatory bowel
disease, autoimmune thyroiditis disease, insulin-dependent dia-
betes, primary biliary cirrhosis, autoimmune hepatitis), allergy,
infections, and cancer, including B/T cell lymphomas. This partial

'http://www.ncbinlm.nih.gov/clinvar
Zhttp://amigo2.geneontology.org
*http://www.ensembl.org
*http://regulome.stanford.edu
>http://www.broadinstitute.org
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FIGURE 1 | Schematic diagram representing the analysis strategy.
SS-associated risk variants were obtained from peer reviewed scientific
literature, and their location determined. Next, they were tested for the

enrichment of binding factors and cellular specificity. Presence of single
nucleotide polymorphisms (SNP) in high linkage disequiliorium (LD) was also
assessed.

overlap suggests that both common and distinct genetic traits are
present in SS and equally distributed.

Variant Location

Next, we used the VEP predictor tool in order to test the
location of the different variants (Figure 2). Applied to the
72 SS risk variants, the VEP tools identified 4/72 (5.6%)
exonic variants with missense mutations (IL17F rs763780; MBL2,
rs1800450; PTPN22, rs2476601; and TNFA1P3, rs2230926), and
40/72 (55.6%) intronic variants including an alternative splice
donor variant (IRF5, rs2004640) and 4 variants that were pre-
dicted as targets of non-sense-mediated mRNA decay (NMD:
ICA1l, rs17143355; SLC25A40, rs10276819; STAT1, rs13005843;
and TNIP1, rs6579837). Moreover, two 5 -UTR variants (CD14,
1rs2569190; and NCR3, rs11575837), one 3’-UTR variant (IL10,
rs3024498), 12/72 (16.7%) upstream genic variants, 7/72 (9.7%)
downstream genic variants, and 6/72 (8.3%) intergenic variants
(>10kb) were also observed.

Regulatory Regions and DNA Binding Molecules
We then used a combination of three tools based on information
from the ENCODE program (VEP) and from both the ENCODE

and the Roadmap Epigenome programs (RegulomDB and Hap-
loReg v2) to determine whether SS risk variants are likely to
be within promoters, enhancers, or insulators. These regula-
tory motifs were defined according to the available ChIP results
from multi-cell analysis showing 21/72 (29.2%) promoters, 41/72
(56.9%) enhancers, and 5/72 (6.9%) insulators. Of particular note,
within the four SNPs with missense mutations, one promoter
and two insulators were detected (Figure 3). Moreover, 34/72
(47.2%) DNase hypersensitive regions (DNase peak) and 12/72
(16.7%) eQTL were recovered. Looking specifically at promoters
and enhancers, data from ChIP experiments revealed that NF-
KB (n=5), STATs (n=3), and EGR-1 (n = 3) were predominant
in promoters, and NF-xB (n=3) in enhancers. For the remain-
ing 5/72 (6.9%) SNPs, no regulatory functions were assigned
which is significantly lower than the expected rate of 56.2%
(P<1079) (50).

Genes in High Linkage Disequilibrium

In order to improve the analysis, we used the HaploReg v2 tool
to include 645 new SNPs that were identified to be in high LD
with the 72 annotated SNPs (Table 1). This tool identifies 34
new genes, including one microRNA (Mir4752), five SNPs with
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Regulatory SS risk variants were further located according to the protein-coding
gene, and the predominant transcription factor associated with each SS risk
variant is indicated (NF-xB, STATs, and Egr1).

missense mutations (rs1041981 in LTA; rs78957773 in MCCD1,
rs2230539 in PKN1, and rs52817781 plus rs2233290 in TNIP1),
and indicated an overall 15.8-fold enrichment of enhancers in
human embryonic cells (H1; P = 0.0001) and 4.9-fold enrichment
of enhancers in the GM 12878 EBV-transformed lymphoblastoid B
cell line (P=0.0014). A significant enrichment of transcription-
ally active sites, identified by DNAse enrichment analysis, was
observed in the SNP set with a 21-fold increase in GM12878

lymphoblastoid B cells (P < 107°), 10.8-fold increase in CD14™"
monocytes (P=0.00002), 9.2-fold increase in CD20" B cells
(P=0.001), 8.2- to 8.5-fold increase in T cells (P < 0.005), and
5.7-fold increase in the A549 epithelial cell line (P=0.005).
Moreover, gene ontology biological process analysis (AmiGO2)
identified “regulation of immune response” (P=2.16 x 10™'8
and 9.2 x 10~"7), “positive regulation of cytokine production”
(P=1.56 x 10~ and 1.22 x 107!?), “response to molecule of
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TABLE 1 | Gene risk factors associated with primary Sjégren’s syndrome
(SS).

SS gene risk factors extracted from the literature

BAK1, BCL2, BLK, C4A, CCL2, CD14, CD40, CD40LG, CHRM3, CXCRS5, EBF1,
FAM167A, GTF2l, HLA DPB1, HLA-DQAT1, HLA-DQB1, HLA-DRA, ICA1, IKBKE,
IL10, IL12A, IL17F, IL21, IRF5, LILRAS, LTA*, MBL2, NCR3, NFKB1, OR2B11,
PKN1*, PTPN22, SLC25A40, STAT1, STAT4, TNF, TNFA1P3, TNFSF13B,
TNIP1*, TNPO3, TNFSF4, Trim21

New genes in high linkage disequilibrium

ABCB1, AC053545.3, ADAD1, AF213884.2, APBB3, ATP6V1G2,
ATPBV1G2-DDX39B, BTNL2, C6orf10, CCL11, CCL7, CTD-2049J23.2, DBF4,
GGNBP1, HCG23, HLA-DPA1, IL2, KIAA1109, MCCD1*, Metazoa_SRP,
MIR4752, NDUFA2, NFKBIL1, PTGER1, RP11-10J5.1, RP11-35612.2,
RP11-35612.4, RP3-527F8.2, RP5-998H6.2, RSBN1, RUNDC3B, SLC25A40,
snoU13, XXbac-BPG254F23.7

Bold missense mutations.
*Missense mutations detected by linkage disequilibrium.

bacterial origin” (P=4.9 x 1077 and 6.2 x 10~°), and “cellular
response to interferon” (P=1.82 x 10”7 and 1.86 x 1077) as the
most significant functions associated with the SS gene risk factors
tested alone or associated with the genes revealed by the LD
analysis, respectively.

Cell Type-Specific Analysis Revealed Activated
Enhancer and Promoter Histone Markers at SS
Risk Variants in B Cells

To further explore cell type specific activation in promoters
and enhancers at SS risk variants and according to the critical
role played in the disease by epithelial cells, lymphocytes, and
macrophages, we selected from the 18 ENCODE available cells:
the human lung adenocarcinoma cell line A549 for epithelial
cells, the GM12878 lymphoblastoid cells for B cells, and the
peripheral blood CD14" monocytes for macrophages. For these
three cell types, we mapped SS risk variants to markers of active
promoters (H3K4me2, H3K4me3, and H3K9Ac), and to markers
of active enhancers (H3K36me3 and H3K4mel) (52). In addition,
H3K27Ac was selected as a marker of activity, and H3K27me3 as
an inactive marker of enhancers.

As shown in Figure 4A and with regards to the 21 promoter
SS risk variants, the three active promoter markers (H3K4me2,
H3K4me3, and H3K9Ac) were significantly enriched in B cells
(GM12878) in contrast to the epithelial cells (A549) and mono-
cytes (0.01 < P < 0.0006, Chi square with Yate’s correction). The
active marker H3K27Ac was enriched in B cells and monocytes in
contrast to epithelial cells (P=0.0001 and P = 0.02, respectively).

The same analysis was performed with the 41 enhancer SS risk
variants (Figure 4B) revealing an enrichment of the enhancer
active marker H3K36me3 in both B cells and monocytes in con-
trast to A459 cells (P=0.02 and P=0.005, respectively). The
active marker H3K27Ac was enriched in B cells (P = 0.0001), and,
although not significant, there is a trend for a monocyte enrich-
ment in contrast to epithelial cells. In summary, these findings
highlight the critical role of epigenetic factors in B cells to control
both promoter and enhancer SS risk variants, and in monocytes
to control enhancer SS risk variants.

FAM167A-BLK Locus

In order to validate our observations, and based on three reports,
including the genome wide association study (GWAS) per-
formed by Lessard et al., in 395 patients with SS and 1975 con-
trols from European origins (31, 35, 41), the FAM167A-BLK
locus (Chr 8:11421463-11564604) was selected to position the 8
FAM167A-BLK SS risk variants plus two 5’-UTR variants selected
from the LD analysis and previously identified as lupus risk vari-
ants (53). These two SNPs are in high LD with 4/8 SS risk variants
(rs922483 is in high LD with rs2736340 (r* = 0.81), rs13277113
(r* =0.83), and 152736345 (r* = 0.96); and rs2250788 is in high
LD with rs2254546 (1> =0.98)]. As shown in Figure 4C, the
10 selected SNPs were positioned in the FAM167A-BLK locus
revealing three groups. The first group contains an isolated SNP
(rs12549796) that was present in an intronic part of the FAM167A
gene. A second group (n = 7) was present in the vicinity of the BLK
promoter and exon 1, and a third group (n = 2) was present ~35 kb
downstream BLK promoter.

Next, as revealed by querying the Ensembl database using
H3K27Ac to mark active promoters and enhancers, SNPs were
positioned within 9/10 H3K27Ac active motifs in B cells
(GM12878), which is in contrast to 2/10 H3K27Ac active motifs in
monocytes, and none in epithelial cells. Such associations between
genetic and epigenetic factors within regulatory elements in B cells
for the FAM167A-BLK locus were further reinforced by using
the RegulomeDB tool that summarizes results from the ENCODE
and Epigenetic Roadmap programs. As indicated Table 2, the
RegulomeDB tool supports that SS risk factors at FAM167A-BLK
locus would predominantly affect B cells (lymphoblastoid and
naive B cells) and, to a lesser extent, monocytes, T cells (naive,
TH?2, and Treg), mesenchymal stem cells, and fibroblasts.

Discussion

Primary SS is an autoimmune disease with a genetic basis in
which at least 40 gene risk factors may be involved, including
BLK, IRF5, STAT4, and the HLA locus. However, these genetic
risk factors alone cannot explain all of the disease risk factors
and, in particular, environmental risk factors (e.g., viruses, hor-
mones . . .) that are likely to play a critical role in the process of the
disease. Given the complexity of the disease, epigenetic analyses
are conducted to provide new insights into the disease as DNA
methylation patterns, chromatin structures, and microRNA are
influenced both by the genetic machinery and by environmen-
tal factors (13, 54, 55). The primary role of the epigenome is
to regulate, in a cell-specific manner, cellular development, and
differentiation and such effects vary between individuals with age
as revealed by testing identical twins (56), or between smokers
and non-smokers (57). Furthermore, genetic variants and, in par-
ticular, non-coding and regulatory SNPs can influence cell type
specific regions marked by accessible regions, thus opening new
perspectives to better characterize disease risk factors and cell
types contributing to the diseases which was the aim of the present
in silico analysis.

Applied to SS, such strategy was fruitful in suggesting the exis-
tence of associations between genetic and epigenetic alterations
in the setting of the disease. Indeed, a cell-specific overlap
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TABLE 2 | Summary of the cell type enrichment markers for FAM167-BLK variants according to the RegulomeDB prediction web tool.

SNP Promoter (histone markers) Enhancer (histone markers) Open chromatin (DNase) eQTL Pol Il (ChIP-Seq)
rs12549796 No Mesenchymal stem cells Fibroblast No No
rs7812879 No B lymphoblastoid, B cells, No B lymphoblastoid No
monocytes
rs2254546 No B cells No B lymphoblastoid No
rs2736340 No B cells No B lymphoblastoid, No
monocytes
rs13277113 B lymphoblastoid B cells, monocytes B lymphoblastoid, B lymphoblastoid No
B cells
rs922483 B lymphoblastoid, B cells, Fibroblast B lymphoblastoid, B lymphoblastoid B lymphoblastoid
T cells, monocytes B cells, TH2, Treg
rs2250788 B lymphoblastoid, B cells, Fibroblast B lymphoblastoid, No B lymphoblastoid
T cells, monocytes B cells
rs2736345 B lymphoblastoid, B cells, Fibroblast, Mesanchymal B lymphoblastoid, B lymphoblastoid B lymphoblastoid
T cells stem cells B cells, TH2
rs12677843 No No No No No
rs2729935 No B lymphoblastoid, B cells No No No

exists between identified SS risk variants and the regulatory
switches found by the ENCODE program, thus suggesting that
DNA-protein binding and gene transcription are affected by the
SNPs. Remarkably, almost all SS risk variants tested (94.4%) had
in silico evidence of regulatory functions including the 3/4 mis-
sense SNPs and the 37/40 intronic SNPs. In addition and accord-
ing to our in silico observations that need further confirmation,
it could be postulated that SS risk variants control DNA-protein
binding leading to the regulation of cell-specific promoters (Pol
II, NF-kB, STATs), enhancers (NF-kB), and insulators (CTCEF).
These results also suggest that there is an effect on some common
pathways (NF-xB, STATs) previously described to be affected
in SS (10).

The genetic and epigenetic fine mapping of autoimmune risk
factors was recently performed in 21 AID with the notable excep-
tion of SS (7). In line with our observations, it was observed
that autoimmune risk variants were mostly non-coding (90%) and
map predominantly to H3K27Ac positive immune-cell enhancers
(60%) and promoters (8%). Next, a T cell signature was observed
in nearly all of the AID tested except in lupus and primary billiary
cirrhosis (two AID frequently associated with SS) that present a B
cell signature, and type I diabetes with pancreatic islets. Finally, it
was reported that autoimmune risk factors were enriched within
binding sites for immune-related TFs, such as Pu-1 and NF-kB. As
a consequence, the physiopathology of AID needs to be updated
according to the recent progress in epigenetics (54).
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Some limitations are inherent in this type of study. First,
cells used in the ENCODE program are predominantly cell lines
that are different from primary cells, such as the lymphoblas-
toid GM12878 B cell line, that results from EBV transforma-
tion of peripheral blood mononuclear cell using phytohemag-
glutinin as a mitogen. New results using primary cells, which
are available from the Epigenome Roadmap program further
supports similarities between lymphoblastoid GM12878 B cells
and purified human CD20" B cells as we observed for the
FAM167A-BLK locus when using the RegulomeDB tool. Sec-
ond, although the ENCODE program is an extensive resource;
the program is limited to certain cell types and DNA bind-
ing elements that limit the interpretation. Third, many SNPs
are in tight genetic linkage and, as a consequence, genetic risk
variants may not be causal, but rather reveal the presence of
a linked SNP that is functionally relevant to the pathogenesis.
Such a situation may be suspected for different SNPs tested
from our selection since the LD analysis has revealed new mis-
sense mutations as well as new gene risk factors that need to be
tested, such as chemokines (CCL7 and CCL11), cytokines (IL2)
and the miRNA4752. Two SNPs in CCL11 have been associ-
ated with germinal center-like structure formation in SS patients
(47), and CCL11 (Eotaxin) circulating levels were reduced in SS
patients (58).

While the function of the protein encoded by FAMI67A
is unknown, the tyrosine kinase BLK controls B cell develop-
ment and is activated after B cell receptor engagement. The
FAM167A-BLK locus is associated with several AID, such as SS,
lupus, rheumatoid arthritis, scleroderma, and vasculitis. Among
them, two risk alleles (rs132771113 and rs9222483) are known
to control BLK transcription during B cell development (53,
59). Moreover, by integrating epigenetic fine mapping, we fur-
ther observed that all BLK-associated SS risk variants, including
the two previously described, were all present within epigenetic
marks in B cells. Altogether, this example illustrates the value
of integrating epigenetic resources for investigating the complex
mechanisms by which non-coding risk variants could modulate
gene expression.

Last but not least, the B cell subset identified from our in silico
study deserves several comments. First, B cell qualitative abnor-
malities have been reported in SS with important perturbations
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Supplementary table 1: Genetic risk factors associated with Sjogren’s syndrome (see material and methods section for more details).

Gene Function Locus SNP Genomic Annotation Functional ENCODE & Average Patients / Disease Reference
location (VEP tool) relevance Roadmap OR (95% CI) controls specificity
(GRCh38) projects tested
BAKI1 Bel2 6p21.31 rs513349 6:33573942 Intron Enhancer +  TF + DNase peak  0.51 (0.36-0.72) 99/252 SLE (Delgado-Vega et al., 2010)
antagonist Insulator + Histone
(CTCF) markers
BAK1 Bcel2 6p21.31 1s5745582 6:33578721 Intron Promoter eQTL + TF 1.56 (1.09-2.25) 99/252 - (Delgado-Vega et al., 2010)
antagonist (Pol2) + binding
Insulator
(CTCF)
BCL2 Apoptosis 18q21.33 rs7230970 18:63153843 Intron Promoter TF + Tbp motif  0.78 (0.65-0.93)  540/532 - (Nordmark ez al., 2011)
regulator (Pol2)
C4A Complement 6p21.33 rs396458 6:32037872 Downstream Enhancer Histone markers  0.58 (0.39-0.86) 540 - (Bolstad et al., 2012)
CCL2 Chemokine 17q12 151024611 17:34252769 Upstream Promoter (Pol2, TF + DNase 0.48 (0.23-1.00) 52/164 RA,IBD, (Iwamoto et al.,2010)
NFKBI, PUL)  peak/footprint + DID,
IRF2 infection,
cancer
CD14 Monocyte 5q31.3 152569190 5:140633331 5’ UTR Promoter eQTL + TF + 1.32 (1.11-1.57) 540/532 IBD, Allergy (Nordmark et al., 2011)
differentiation (STAT3, Jun) DNase
peak/footprint
CD40 TNF receptor ~ 20q13.12  rs1883833 20:46136819 Intergenic Unknown No 0.75 (0.63-0.89) 540/532 - (Nordmark et al., 2011)
5
CD40LG CDA40 ligand Xq26.3 1rs3092949 X:136645176 Upstream Enhancer Histone markers ~ 0.77 (0.64-0.93)  540/532 - (Nordmark et al., 2011)
CHRM3 Muscarinic 1q41 157548522 1:239835325 Intron Enhancer Histone markers  1.93 (1.24-3.01 530/532 - (Appel et al., 2011)
receptor
CXCRS5S Chemokine 11q23.3 rs7119038 11:118867572 Intergenic Enhancer Histone mark 0.74 (0.64-0.86)  395/1975 - (Lessard et al., 2013)
(H3K27me3)
EBF1 EarLyB B- 5q33.3 rs3843489 5:158753215 Intron Enhancer TF 1.68 (1.29-2.18) 540/532 - (Nordmark et al., 2011)
cell factor (Pax5)
EBF1 EarLyB B- 5q33.3 rs869593 5:159003867 Intron Enhancer (Fos, TF + DNase peak - 540/532 - (Nordmark et al., 2011)
cell factor Myc)
FAMI167A- B cell kinase 8p23.1 rs12549796 8:11432188 Intron Insulator DNase peak 1.37 (1.15-1.63) 540/532 - (Nordmark et al., 2011)
BLK (CTCF)
FAMI167A- B cell kinase 8p23.1 rs7812879 8:11482672 Intergenic Enhancer eQTL 0.86 (0.71-1.06) 555/597 SLE (Sun et al., 2013a)
BLK
FAMI167A- B cell kinase 8p23.1 152254546 8:11486171 Intergenic Enhancer eQTL+NFAT 0.85 (0.69-1.04) 555/597 SLE, (Sun et al., 2013a)
BLK binding Kawasaki
FAMI167A- B cell kinase 8p23.1 1s2736340 8:11486464 Upstream Enhancer eQTL + TF + - 540/577 SLE, PR, SSc, (Sunetal.,2013b)
BLK Histone markers Kawasaki
FAMI167A- B cell kinase 8p23.1 rs13277113 8:11491677 Upstream Promoter (Pol2, eQTL + TF 540/577 SLE, RA,SSc  (Sun et al., 2013b)
BLK MEF2A) binding + DNase
peak
FAMI167A- B cell kinase 8p23.1 1s2736345 8:11494976 Intron Promoter (Pol2, eQTL + TF + 1.30 (1.16-1.47)  395/1975 - (Lessard et al., 2013)
BLK NFKBI1) DNase peak
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Transcription
factor
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rs12677843
152729935
1511702632
6
154282438

1s9271588

rs11623285
7
rs2187668

rs3129716
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4:122588266
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7:128954129

Intron Enhancer
Intron Enhancer
Intron Enhancer
Intron Enhancer
Intron Promoter (Pol2,
NFKBI,
OCT2, PUI,
MEF2A)
Intron Enhancer
Intron Promoter
(Pol2)
Intron Promoter (Pol2,
NFKBI,
PAXS, OCT2)
Intron Promoter (Pol2,
STATS)
Intergenic Unknown
(insertion)
Intron target of NMD
Intron Enhancer
Intron Enhancer
3> UTR Enhancer
(NFKB1)
Intron Enhancer
Exon missense
Downstream Enhancer
Upstream Enhancer
Intron Promoter (Pol2,
E2F, EGR1) +
Splice donor
variant
Downstream Enhancer

(GATA2)

Histone markers
Histone markers
histone markers,
MECP2 motif
Histone markers
eQTL + TF +
DNase
peak/footprint

Histone mark

eQTL + TF +
DNase peak

eQTL + TF

TF

No
TF + DNase peak
DNase peak +
Histone mark

TF + DNase peak

DNase peak
No

Histone markers
WRNIP1 binding

TF + DNase peak

TF + DNase peak

1.30 (1.16-1.46)
2.20 (1.99-2.43)
1.70 (1.01-2.88)
1.58 (1.45-1.72)
0.57 (0.53-0.63)
0.41 (0.36-0.46)
3.53 (3.03-4.11)

2.47

3.45 (2.97-4.00)

3.52 (3.02-4.10)
2.89 (2.43-3.44)

0.66 (0.51-0.85)

0.63 (0.47-0.84)
0.76 (0.62-0.94)

1.29 (1.16-1.46)

0.46 (0.23-0.95)
1.44 (1.29-1.62)

1.93 (1.15-3.42)

1.57 (1.23-1.99)

540/532
395/1975
542/1050

72/196
542/1050
542/1050
395/1975
395/1975

574/451

395/1975

395/1975

395/1975

540/532

76/244*

540/532

540/532

395/1975
22

94/368

395/1975

212/162

368/711

cancer

SLE, CD,
AIH, DID,
RA, SSc, IBD

cancer,
infections,
lymphoma B
RA, SSc, IBD,
GD, AITD,
ITP, VKH,
allergy,
infections,
cancer
SLE, RA,
DID, CD

SSc, RA, SLE

(Nordmark et al., 2011)
(Lessard et al., 2013)
(Lietal.,2013)

(Zheng et al., 2015)
(Lietal.,2013)
(Lietal,2013)
(Lessard et al., 2013)
(Lessard et al., 2013)

(Rusakiewicz et al., 2013)

(Lessard et al., 2013)

(Lessard et al., 2013)
(Lessard et al., 2013)
(Nordmark et al., 2011)
(Reksten et al., 2014)
(Nordmark et al., 2011)
(Nordmark et al., 2011)

(Lessard et al., 2013)
(Paradowska-Gorycka et al., 2014)

(Maiti et al., 2010)
(Lessard et al., 2013)

(Miceli-Richard et al., 2007)

(Nordmark et al., 2009)



LILRA3 Receptor 19q13.4 rs103294 19:54293995 Downstream Enhancer eQTL + Histone  2.32(1.38-3.88)  403/2169  SLE,RA,MS, (Duetal,2014)
markers cancer
LTA Cytokine 6p21.33 rs909253 6:31572536 Intron Promoter (Pol2, TF + DNase peak 1.59 (1.34-1.89) 527/532 Myocardial  (Bolstad et al., 2012)
NFKBI, infarction,
STATSA) psoriatic
arthritis
MBL2 Complement 10q21.1 rs1800450 10:52771475 Exon Enhancer TF + Histone 0.69 (0.54-0.92) 280/515 RA, infection (Song et al., 2014)
(p300) + markers
Misense
NCR3 Receptor 6p21.32 rs11575837  6:31592893 5’ UTR Promoter (Pol2, TF + DNase peak 0.38 574/451 Infection (Rusakiewicz et al., 2013)
Egrl)
NCR3 Receptor 6p21.32 rs2736191  6:31593133 Upstream Promoter (Pol2, TF + DNase peak 0.43 574/451 infection (Rusakiewicz et al., 2013)
Egrl)
NFKBI1 Transcription 4q24 154648022 4:102575280 Intron Enhancer TF + Histone 0.64 (0.47-0.88) 540/532 lymphoma  (Nordmark ez al., 2011)
factor (USF1) markers 0.81(0.67-0.99) 1105/4460 (Nordmark et al., 2013)
OR2BI11 cryopyrin 1q44 rs10732302 1:247458926 Intergenic Unknown DNase peak 1.43 (1.11-1.83) 391 (Nordmark et al., 2011)
(NLRP3)
PKN1 Protein kinase ~ 19p13.12 rs3786654 19:14447009 Intron Promoter Histone markers 1.3 (1.0-1.7) 193/376 (Norheim et al., 2014)
C
PKN1 Protein kinase ~ 19p13.12 1510416904 19:14468001 Intron Enhancer +  TF + DNase peak 1.6 (1.1-2.5) 193/376 (Norheim et al., 2014)
C Insulator + histone markers
(CTCF) +
target of NMD
PKN1 Protein kinase ~ 19p13.12  rs2241362 19:14472960 Downstream  Promoter (Pol2, TF + DNase peak 0.9 (0.7-1.3) 193/376 (Norheim et al., 2014)
C Tafl)
PTPN22 1p13.2 152476601 1:113834846 Exon Enhancer TF + DNase 2.42 (1.24-4.75) 70/308 RA,DID, (Gomez et al., 2005)
(STAT3) + peak/footprint SLE, AITD,
Misense Addison
SLC25A40 Mitochondrial 7q21.12 rs10276819 7:87852190 Intron Enhancer + No 0.5 (0.2-0.8) 193/376 (Norheim et al., 2014)
Carrier target of NMD
STATI Transcription 2q32.2 rs13005843 2:190989900 Intron Promoter TF 0.55(0.37-0.82) 391 (Nordmark et al., 2011)
factor (Pol2) + target
of NMD
STAT4 Transcription 2q32.2 rs10168266 2:191071078 Intron Enhancer Histone markers  1.44 (1.32-1.57)  542/1050 SLE, PBC, (Lietal,2013)
factor IBD, SSc
STAT4 Transcription 2q32.2 rs7574865 2:191099907 Intron Unknown No 1.46 (1.09-1.97)  124/1143 SLE, PBC, (Korman et al., 2008)
factor 1.40 (1.21-1.62) SSc, IBD  (Palomino-Morales ef al., 2010)
1.32 (1.01-1.73) (Zheng et al., 2013)
STAT4 Transcription 2q32.2 rs10181656 2:191105153 Intron Insulator TF + DNase peak 368/711 CBP,IBD  (Nordmark et al., 2009)
factor (CTCF)
STAT4 Transcription 2q32.2 157582694 2:191105394 Intron Enhancer (Fos, TF + DNase peak 1.41 (1.14-1.73) 368/711 SLE, RA, SSc (Nordmark et al., 2009)
factor Esrl) 1.40 (1.15-1.70) 540/532 (Nordmark et al., 2011)
1.57 (1.27-1.93) 186/152
TNF Cytokine 6p21.33 rs1799964 6:31574531 Downstream Promoteur TF + DNase peak  2.83 (0.27-7.8) 65/58 CD (Gestermann et al., 2010; Cay et al.,
(Pol2) + 2012)
Insulator
(CTCF)
TNF Cytokine 6p21.33 rs1800629 6:31575254 Upstream Enhancer eQTL + TF + 2.00 (1.61-2.49) 527/532 SLE,RA, (Bolstad et al., 2012)
(Egrl, cMyc) DNase peak + 2.9 67/430 AITD, IBD, (Correa et al., 2005)



SP1 motif AIH, DID,
cancer,
allergy,
lymphoma B,
infection,
TNFA1P3 Nf Kappa B 6923 rs5029939 6:137874586 Intron Promoter (Pol2, TF + DNase peak 1.67 (1.40-1.99)  542/1050 Polymyosite, (Lietal.,2013)
signalling IKZF1) 1.28 (0.99-1.65) 1105/4460 SLE, SSc  (Nordmark et al., 2013)
TNFA1P3 Nf Kappa B 6923 1s2230926 6:137874929 Exon Promoter TF + DNase peak 3.36 574/451 SLE,RA, (Li, Zhang et al. 2013) (Nocturne ef al.,
signalling (Pol2) + 1.30 1.01-1.68)  1105/4460 Lymphoma B 2013)
Misense (Nordmark et al., 2013)
TNFSF13B B cell 13g33.3 1s9514828 13:108269025 Upstream Enhancer TF + DNase peak  0.23 (0.08-0.71) 111/137 Lymphoma B (Nezos et al., 2014)
(BAFF) activating (IRF4)
factor
TNFSF13B B cell 13¢33.3 rs12583006  13:108285104 Intron Enhancer Histone markers ~ 0.52 (0.2-1.31) 111/137 Lymphoma B (Nezos et al., 2014)
(BAFF) activating
factor
TNFSF4 0X40 ligand 1q25.1 rs1234313 1:173197108 Intron Enhancer Histone markers 250/393 SLE, allergy, (Kongetal, 2013)
(CD252) cancer
TNFSF4 0X40 ligand 1g25.1 152205960 1:173222336 Upstream Enhancer TF + DNase peak 250/393 SLE, SSc,  (Kong et al., 2013)
(CD252) (NFKBI, PBC
MEF2A)
TNFSF4 0X40 ligand 1q25.1 rs1234314 1:173208253 Upstream Enhancer DNase peak 540/532 SLE, SSc,  (Nordmark et al., 2011)
(CD252)
TNFSF4 0X40 ligand 1q25.1 rs1234315 1:173209324 Upstream Enhancer DNase peak 1.34 (1.14-1.64) 540/532 SLE, SSc,  (Nordmark et al., 2011)
(CD252) allergy, caner
TNFSF4 0X40 ligand 1q25.1 1s2205960 1:173222336 Upstream Enhancer Histone markers  1.11 (0.93-1.34) 555/597 SLE, Breast (Sun et al., 2013a)
(CD252) (NFKBI, cancer
BATF)
TNIP1 NF kappa B 5q33.1 156579837 5:151055333 Intron Enhancer + DNase peak 1.43 (1.20-1.71)  395/1975 - (Lessard et al., 2013)
signaling target of NMD 2.1 540/532 (Nordmark et al., 2011)
TNIP1 NF kappa B 5q33.1 rs12109187 5:151069300 Intron Enhancer TF + Histone 1.43 (1.10-1.87)  1105/4460 (Nordmark et al., 2013)
signaling markers
TNIP1 NF kappa B 5g33.1 rs3792783 5:151076171 Intron Promoter TF + DNase peak  1.33 (1.16-1.52)  1105/4460 SLE, SS¢  (Nordmark et al., 2013)
signaling (Pol2)
TNIP1 NF kappa B 5q33.1 rs7708392 5:151077924 Intron Enhancer TF + Histone 1.21(1.08-1.36) 1105/4460  SLE, Behcet (Nordmark ez al., 2013)
signaling (WRNIP1) markers
TNPO3 7q32.1 rs13246321 7:129061277 Downstream Enhancer Histone markers  1.70 (1.35-2.13)  540/532 - (Nordmark ez al., 2011)
Trim21 Ro52 11pl15.4 152855142 11:4389472 Intron Enhancer Histone markers 97/72 - (Nakken et al., 2001)
autoantigen + HEB motif

Abbreviations: SLE : systemic lupus erythematosus, RA : rheumatoid arthritis, SSc : systemic sclerosis ; IBD : inflammatory bowel disease, AITD :
autoimmune thyroidis disease, DID : insulin-dependent diabetes, PBC : primary biliary cirrhosis, autoimmune hepatitis ; CD :celiac disease, MS :
multiple sclerosis. *pSS patients with germinal centers versus pSS patients without germinal centers.



Résultats 5

Influence du microenvironnement
inflammatoire sur le controle des
processus de méthylation/déméthylation
de 'ADN dans les cellules épithéliales de
glandes salivaires

|.  Introduction

Le syndrome de Gougerot Sjogren (SGS) est une maladie auto-immune chronique, au cours de
laquelle on observe des dommages progressifs et irréversibles des glandes exocrines, plus
particulierement des glandes salivaires et lacrymales (Ramos-Casals et al., 2012). Cette
pathologie affecte 0.1 a 0.3% de la population générale et est plus fréquente chez les femmes
gue chez les hommes (avec un ratio de 9 femmes touchées pour 1 homme) (Tzioufas et al.,
2012). Elle se caractérise par une physiopathologie complexe aboutissant a une infiltration
lymphocytaire qui est a I'origine d’'une dégradation de I'épithélium sécrétoire (Tzioufas et al.,
2012). L'épithélium participe directement a la mise en place et au maintien d'un
microenvironnement inflammatoire, avec notamment la présence d’une signature interféron

(Gottenberg et al., 2006).

Y. Thabet, par ses travaux, a pu montrer que le processus de méthylation de ’ADN dans les
cellules épithéliales de glandes salivaires (SGECs) était déficient au cours du SGS. De plus cette
déméthylation de I’ADN serait reliée a l'infiltration lymphocytaire et passerait par les acteurs
moléculaires en charge de la méthylation de I’ADN tel que la DNA methyltransferase (DNMT)1
(Thabet et al., 2013). En outre il semble que les enzymes TET (Ten-eleven Translocation
Enzymes) impliquées dans le processus de déméthylation actif de I’ADN via la formation de 5-
hydroxyméthylcytosine contribuent également au défaut de méthylation globale de I’ADN au

cours du SGS (Lagos et al., 2018). Plus récemment, une approche sur les mémes cellules avec
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une technologie d’analyse globale de la méthylation (la puce HM450K d’lllumina) nous a permis
d’obtenir, d’'une part, différents panels de génes différentiellement méthylés lors de ce
phénomeéne pathologique et, d’autre part, de confirmer 'altération de la méthylation de I’ADN
ainsi que I'importance de la voie interféron chez les patients (Charras et al., 2017). Par la méme
approche, Cole et collegues ont décrits un enrichissement pour le motif ARE (Antioxidant
Response Element) des promoteurs retrouvés hypométhylés dans les LSG (Labial salivary
gland) des patients (Cole et al., 2016). Activés lors d’un stress oxydatif (avec la génération
notamment des Reactive Oxygen Species (ROS)), les AREs régulent l'inflammation, le
métabolisme des carbohydrates, la régénération de la NAPDH, le métabolisme du fer, le

métabolisme des lipides et le remodelage tissulaire (Raghuraman et al., 2016).

Dans les maladies auto-immunes, on observe une surproduction des composés ROS qui
seraient a I'origine des dommages tissulaires et du processus inflammatoire exacerbé, observé
au cours de ces pathologies. Ces dommages sont le résultat de la réactivité des ROS avec des
molécules environnantes telles que les cytokines pro-inflammatoires, I’ADN, les lipides, les
carbohydrates et les protéines. Les ROS, RNS (Espéces Réactives de |'azote) et RCS (Espece
Carbonyl Réactive) que I'on retrouve dans les articulations au cours de maladies rhumatisantes
sont l'ion superoxyde, le peroxyde d’hydrogéne (H20), le radical hydroxyle, |'acide
hypochloreux (HOCI), le monoxyde d'azote (NO), le peroxynitrite (ONO:H), les peroxides
lipidiques et le sulfure d’hydrogene (H»S) qui sont impliqués dans I'inflammation chronique et
aigué (Smallwood et al., 2018; Winrow et al., 1993; Winyard et al., 2005). De nombreuses
évidences suggerent I'implication des ROS dans le processus pathologique du SGS (Smallwood

et al., 2018).

Sachant que les ROS ont un impact sur le processus de méthylation de ’ADN comme démontré
récemment lors de la carcinogenese (Wu and Ni, 2015), nous avons donc explorer I'impact du
stress oxydatif sur le contréle de la méthylation et de la déméthylation de I'ADN dans les

cellules épithéliales de la lignée humaine HSG (Human Salivary Gland).

D’autre part, I'interféron de type | (IFN a, alpha) et de type Il (IFN v, gamma) étant d'importants
médiateurs de l'inflammation au cours du SGS, nous avons donc complété les données

précédentes avec I'analyse de I'effet de ces deux types d’IFN sur la lignée HSG.
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L’objectif final étant de mieux comprendre le réle de I'environnement inflammatoire sur les

processus épigénétiques observés dans les cellules épithéliales des patients atteints de SGS.

. Mateériel et Méthodes

A. Le matériel biologique

1. Culture cellulaire
La lignée cellulaire humaine HSG a été utilisée comme modele de cellules épithéliales salivaires.
Les cellules HSG sont issues d’un carcinome irradié de la glande sous mandibulaire humaine
(glande salivaire accessoire), et elles présentent des propriétés des cellules épithéliales
ductales, cellules des canaux excréteurs, et reproduisent certaines des caractéristiques
observées lors du SGS in vivo. Elles ont été cultivées en Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM ; Lonza Inc., Allendale, NJ), supplémenté avec du sérum de veau foetal décomplémenté
(Eurobio, Les Ulis, France) a 2.5%, de la L-glutamine a 2mM, de I'amphotéricine B a 250ug/mL,
et de la pénicilline/streptomycine, a 37°C, 5% de CO.. Les cellules ont été collectées suite a un

traitement a la trypsine.

2. Les différents traitements

Les cellules HSG ont été cultivées en présence de différents traitements répertoriés dans le

tableau ci-dessous apres avoir été synchronisées grace a une privation en sérum pendant 24

heures :
Tableau 1: Récapitulatif Des Différents Traitements Appliqués Sur Les HSG.
Temps de
Traitement Concentration(s) Référence produit
traitement
5 Azacytidine 10, 25 uM 48h A1287-1VL Sigma
H202 (peroxyde 25uM, 50uM, 100pM, 150uM et N
48 -
d’hydrogéne) 250uM
Réf catalogue : 11343536,

IFN v (Interféron gamma) 25ng/mL (500U/mL) 48h

ImmunoTools

Réf catalogue : 11343506,

IFN a (Interféron alpha) 25ng/mL (500U/mL) 48h

ImmunoTools

AG490 10uM, 20uM, 40puM et 50uM 48h T3434 Sigma

Hidonac® solution injectable
NAC (N AcetylCystéine) 5mM, 10mM, 25mM, 50mM 48h
5g/25mL
Jakavi (Ruxolitinib) 10nM, 25nM, 50nM et 100Nm 48h -
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B. Technigques moléculaires

1. Analyse quantitative par gRT-PCR

a) Extraction ARN
Les ARNSs, a la suite des différents traitements, ont été extraits avec du RNABLE ® (Eurobio).
Aprés collection des cellules, 0.2mL de RNABLE ® ont été ajoutés pour lyser les cellules par
pipetage répétés. 160uL de chloroforme ont été ajoutés puis le tube a été mélangé
vigoureusement pendant 15-30 secondes au vortex. Les tubes ont été disposés sur la glace
pendant 15min suivie d’une centrifugation a 14000g, a 4°C pendant 30 min. La phase aqueuse
a été récupérée et transférée dans un nouveau tube, ImL d’éthanol absolu a été ensuite ajouté
puis les tubes placés a -20°C durant la nuit (précipitation des ARN). Le lendemain, les tubes ont
été centrifugés a 14000g a 4°C pendant 30 min. Le culot d’ARN a été ensuite lavé 2 fois avec
de I'éthanol a 75%, par centrifugation a 14000g a 4°C, pendant 10 min. Le culot a été laissé a
sécher, puis repris dans de I’eau depc (diéthyl dicarbonate). La pureté et la quantité des ARNS
ont été vérifiées par mesure de la densité optique a I'aide d’un nanodrop (Nano Drop® 1000,

latech).

b) Réverse transcription (RT)
La synthése d’ADN complémentaire (ADNc) a été réalisée a partir de 2ug d’ARNs totaux avec
I'enzyme Superscript Il (18064014, ThermoFisher), selon les recommandations du fournisseur.
La présence des ADNc a été confirmée par I'amplification du géne de ménage GAPDH
(glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase). Les ADNc ont été utilisés directement ou

stockés a -20°C.

c) Polymerase Chain Reaction (PCR) quantitative
Les approches quantitatives ont été réalisées en utilisant le SYBR green comme fluorophore.
Les différents couples d’amorces utilisés sont présentés dans le tableau ci-dessous. L'efficacité
de chaque couple d’amorce a été déterminée apres amplification réalisée sur une gamme de
dilution sérielle d’ADNc ou d’ADNg (ADN génomique), selon la région étudiée. Pour les
approches de RT-qPCR, 3uL d’ADNc stocks dilués au 1/50%™M€ ont été utilisés comme matrice.
La PCR quantitative a été réalisée dans 10uL finaux contenant ainsi 12ng de cDNA, 1X Power

SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA), et 250 nM de chaque
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amorces (voir tableau ci-dessous). Le thermocycleur est capable de déterminer le Ct (Cycle
threshold) correspondant au nombre de cycle a partir duquel la fluorescence mesurée se

différencie du bruit de fond. La quantification relative (Qr) de I'expression des genes cibles a

2—ACt condition testée
2—ACt condition contréle

. La GAPDH a été utilisée

été calculée selon la formule suivante : QR =

comme contrble interne.

Tableau 2: Séquences, Températures d’hybridation des couples d’amorces utilisés lors des approches
de PCR quantitative

N;;:u Amorce sens Amorce anti-sens Efficacité Z’ehn;t? rei;?;;
DNMT1 CCTGTACCGAGTTGGTGATGGT CCTTCCGTGGGCGTTTC 2 60°C
DNMT3A | CTCCTGTGGGAGCCTCAATGTTACC CAGTTCTTGCAGTTTTGGCACATTCC 2 60°C
DNMT3B ACCACCTGCTGAATTACTCACGC GATGGCATCAATCATCACTGGATT 2 60°C
TET1 AATGGAAGCACTGTGGTTTG ACATGGAGCTGCTCATCTTG 2 60°C
TET2 AATGGCAGCACATTGGTATG AGCTTCCACACTCCCAAACT 2 60°C
TET3 TTGCGTCGAACAAATAGTGG CCCGTGTAGATGACCTTCTC 2 60°C
SSB GATGAAGGCTGGGTACCTTT TGCTCAATGCTTCCACAATTAC 2 60°C
ICAM1 GGCCGGCCAGCTTATACAC TAGACACTTGAGCTCGGGCA 2 60°C
GAPDH TGCCCTCAACGACCACTTT GGTCCAGGGGTCTTACTCCTT 2 60°C

DNMT : DNA methyltransferase ; TET : Ten-eleven Translocation Enzymes ; SSB : Sjogren syndrome type
B ; ICAM-1 : InterCellular Adhesion Molecule ; GAPDH : glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase

2. Western Blot

a) Extraction totale des protéines
Une extraction totale des protéines a été réalisée en utilisant un tampon de lyse cellulaire
contenant 5 M NaCl (Chlorure de sodium), 1 M Tris-HCI (Tris Hydrochloride), 100 mM NaF
(Florure de Sodium), 0.1 M EDTA (Ethyléne diamine tétra acétique) et supplémenté avec un
cocktail d’inhibiteurs de protéases. La quantité de protéines a été estimée par |'utilisation du

MicroBC Assay Protein Quantification kit (Interchim, San Diego, CA).

b) Extraction en fraction subcellulaire (adaptée de Schreiber et al 1990)
Pour I'obtention des différentes fractions protéiques, I'extraction a été réalisée en deux temps
avec 2 tampons différents. Un premier tampon de lyse cellulaire (HEPES (ou acide 4-(2-
hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane sulfonique) 10mM, KCI (Chlorure de potassium) 10mM,
EDTA 0,1mM, DTT (dithiothréitol) ImM, NP40 0,5%, sodium orthovanadate, inhibiteurs des
protéinases) a permis, suite a une premiére centrifugation a 12000g, de récupérer la fraction
cytoplasmique (200pL pour 2.108 cellules initiales). Puis un tampon de lyse nucléaire (HEPES

20mM, NaCl (Chlorure de Sodium) 400mM, EDTA 1mM, DTT 1mM, sodium orthovanadate,
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inhibiteurs des protéinases) pour I'obtention de la fraction nucléaire, a la suite d’une seconde

centrifugation a 12000g (100uL pour 2.10° cellules initiales). La quantité de protéines a été

estimée par |'utilisation du MicroBC Assay Protein Quantification kit (Interchim, San Diego, CA).

c) Anticorps utilisés
Tableau 3 : Récapitulatif des anticorps utilisés en western blot
I Dilution Taille Anticorps .
L. o A Dilution . X Streptavidine-
Protéine Référence Hote . anticorps attendue de secondaire
utilisée . - . . HRP
secondaire la protéine biotynylé
abcam, .
DNMT1 ab1357 Souris 1/500 1/10000 180kDa - -
Anti lapin
DNMT3A aabbzc?’asrg's Lapin 1/500 ; ~102kDa biotynylé e SgoBsdans
1/5000
Anti lapin
TET2 aabzcj';;’o Lapin 1/2000 - 224kDa biotynylé Y S(FJ)%Sans
1/5000
Anti lapin
TET3 as;’gg?l . Lapin 1/500 - ~179kDa biotynylé Y 5‘;?333”5
1/5000
BD,
STAT1 catalog:51900 Souris 1/1000 1/10000 84 et 91kDa - -
2093
pSTAT1 BD, catalog: . -
(pY701) 612132 Souris 1/1000 1/5000 94kDa
Anti souris
pSTAT3 BD, catalog . . , 1/500 dans
Souris 1/500 - ~90kDa biotynylé
(pY705) 612357 1/5000 PBS
Cell Signalling
. Technology .
L L 1/1 1 ~ D - -
amines A/C (Ozyme), apin /1000 /5000 60/70kDa
#2032
. abcam, .
Beta actine ab8226 Souris 1/2000 1/10000 42kDa - -

DNMT : DNA methyltransferase ; TET : Ten-eleven Translocation Enzymes ; STAT : Signal Transducers
and Activators of Transcription.

a)

3. Cytomeétrie en flux

Marquage de la mort cellulaire

Une analyse de la mort cellulaire a la suite de I'application des différents traitements a été

réalisée par un marquage annexine V-lodure de propidium (IP). L’'annexine V présente une

forte affinité pour la phosphatidylsérine qui en condition normale est un phospholipide présent

dans la membrane plasmique et n’est exposé au milieu extracellulaire que lors de I'apoptose.

A ce premier marquage a été ajouté un agent intercalant de 'ADN qu’est I'IP et qui entre dans

les cellules lors de I'altération de la membrane plasmique. Ainsi, avec ce marquage on peut

distinguer les cellules en nécrose de celles en apoptose selon les critéres indiqués dans le

tableau suivant (Tableau 4) :
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Tableau 4: Lecture et interprétation des résultats de cytométrie en flux suite a un marquage annexine

V- lodure de ProlPdium (IP)

Condition Interprétation

Annexine V-/IP-

cellule vivante

Annexine V-/IP+

débris nucléaires

Annexine V+/IP-

phase précoce d'apoptose

Annexine V+/IP+

phase tardive d'apoptose et ou nécrose

b) Marquage cycle cellulaire

(B] FL3 INT

Count
=]
m
P
=)

0 200 400 600 800 1000
FL3 INT
Gate %Gated
All 100,00
DEAD 14,53
GO/G1 64,20
M 12,71
S 8,56

Figure 1: Exemple
d'interprétation d'un

marquage du cycle
cellulaire

Le cycle cellulaire a également été apprécié suite a I'application
des différentes conditions de culture (suite a une pré-étape de
synchronisation des cellules par 24h de privation de sérum du
milieu de culture) par un marquage a I'lP du noyau. Ainsi 1.10°
cellules dans un premier temps ont été fixées avec de I'éthanol a
70% sur glace pendant 30 min. Les cellules ont été lavées puis
traitées a la RNase A (125ug/mL) pendant 15 min a température
ambiante. Puis un marquage a I'lP (50ug/mL) pendant 20 min sur
glace a été effectué. Enfin les cellules ont été passées au

cytometre et I'interprétation a été réalisée.
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c) Mesure du stress oxydatif
Une sonde intracellulaire le H;DCF-DA (2’, 7’-Dichlorodihydrofluorescéine diacétate,
Invitrogen, Carlsbad, CA) a été utilisée afin de mesurer globalement la production des espéces
réactives de I'oxygene (ROS).
Le H,DCFDA, perméant aux

Extra-cellulaire

cellules, est une forme

DIBIEG

FORTEART

chimiquement réduite de
Clivage des groupements { ,.

acttates par des caérases h /\ | ok fluorescéine. Au moment du
clivage des groupes

d’acétates par des estérases

oxydation

et une oxydation

intracellulaire, I'H,DCFDA
Figure 2 : Fonctionnement du H2DCFH-DA

(2’,7'Dichlorodihydrofluorescéine diacétate) non fluorescent est converti

en dichlorofluorescéine 2°,7
(DCF) hautement fluorescente (Figure 2). C'est ainsi qu’une fluorescence entre 517-527 nm est
mesurée en cytométrie en flux et permet d’apprécier la génération ou non de ROS

intracellulaires apres les différents traitements.

Ainsi les cellules ont été lavées et marquées en PBS (Phosphate Buffered Saline) avec 10uM de
sonde a 37°C pendant 30 min. Les cellules ont été ensuite lavées et la fluorescence a été
mesurée en cytométrie en flux. Un traitement des cellules avec 250uM d’'H,0, a été utilisé

comme témoin positif.

d) Analyse des différents marqueurs de surface
Aprés 24h de synchronisation des cellules, 'effet des traitements aprés 48h de culture a été
évalué sur les molécules ICAM-1, HLA-DR et PDL-1. Les caractéristiques des anticorps utilisés

par cytométrie en flux sont présentées dans le tableau suivant.
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Tableau 5 : Récapitulatif des anticorps utilisés en cytométrie en flux.

cible fluorochrome | spécificité héte Isotype fournisseur clone
FITC Beckman
ICAM-1
(isothiocyanate Homme souris lgG1 Coulter, Brea, IMUO726U
(CD54)
de fluorescéine) CA
PDL-1 PE Thermofisher,
Homme souris lgG1 MIH1
(CD274) (phycoérythrine Waltham, US
PC7 Beckman
HLA-DR (phycoérythrine Homme souris lgG1l Coulter Brea, Immu-357
cyanine 7) CA

ICAM : InterCellular Adhesion Molecule; PDL-1 : Programmed death-ligand 1; HLA-DR: human leukocyte

antigen-D Related

e) Analyse de la méthylation et de I'hydroxyméthylation de ’ADN
Des mesures de la méthylation et de I’hydroxyméthylation de I'’ADN ont été réalisées en
cytométrie en flux. Ainsi aprés 48h de culture des HSG en présence d'H,03, IFN a (alpha) ou y
(gamma), les cellules ont été collectées puis ont été marquées avec les anticorps : anti-5-
méthylcytosine  (clone  33D3; abcam, abl10805, Cambridge, RU) ou anti-5-
hydroxyméthylcytosine (abcam, ab178771, Cambridge, RU) directement couplés avec un
fluorochrome : la FITC (isothiocyanate de fluorescéine) en utilisant le kit Lightning-Link® Rapid
Fluorescein (Innova Biosciences, #310-0030). L'état de méthylation/hydroxyméthylation de
I’ADN apres traitement était apprécié par rapport aux cellules HSG cultivées dans les mémes

conditions mais n"ayant subi aucun traitement ceci par cytométrie en flux
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IIl.  Résultats

PARTIE 1 : Action des ROS sur le méthylome et I’hydroxyméthylome des HSG

A. Impact de I'H20; sur la méthylation et I’"hydroxyméthylation de
I’ADN

La mise en place d’un environnement cellulaire oxydo-réducteur aboutissant a la production
de ROS influence de nombreuses voies de signalisations et provoque notamment des
changements du méthylome (Wu and Ni, 2015). Ces changements s’accompagnent d’un
défaut de méthylation globale de I’ADN ainsi que d’une hyperméthylation au niveau de certains
sites. L'objectif initial de notre étude a donc consisté a apprécier I'impact d’un stress oxydatif,
en utilisant des doses croissantes d'H,0,, sur le processus de méthylation/déméthylation de

I’ADN dans notre modele cellulaire HSG.

1. Au niveau transcriptionnel
Tout d’abord nous avons étudié I'impact d’un effet dose d’H,0; sur le taux de transcrits des
enzymes impliquées dans la méthylation de '’ADN (DNMT3A, DNMT3B et DNMT1) et des
enzymes impliquées dans I"hydroxyméthylation de '’ADN (TET1, TET2 et TET3) par qRT-PCR
(Figure 3). Ainsi par rapport au niveau basal (HSG sans H,0;), on observe une augmentation
dépendante de la dose d’H,0, des transcrits pour DNMT3A, DNMT3B et TET3 alors que le taux
des transcrits pour TET2 et DNMT1 semblent inchangés (Figure 3). A noter que nous n’avons
pas détecté TET1 dans nos extraits cellulaires et que DNMT3A est faiblement exprimé dans ces

cellules, en conséquence nous n’avons pas poursuivi avec ces deux enzymes.
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Figure 3: Impact de I'H20, sur les enzymes DNMTs et TETs au niveau transcriptionnel.
Quantification relative des transcrits DNMT1, DNMT3A, DNMT3B (A) et TET2 et TET3 (B) aprés
un effet dose d’H,02 sur les cellules HSG apres 48h de cultures. Nombre d’expériences n=1. Les
Heatmap de synthese des données de quantification relative des transcrits sont représentées
avec en vert vif: faiblement transcrit, rouge vif: fortement transcrit. DNMT : DNA
methyltransferase ; TET : Ten-eleven Translocation Enzymes.

2. Au niveau protéique
Afin de confirmer les résultats obtenus au niveau transcriptionnel, nous avons également
regardé I'impact d’un effet dose d’H20; au niveau des principales enzymes de méthylation
(DNMT1 et DNMT3A) et d’hydroxyméthylation (TET2 et TET3). Ainsi un western blot a été
réalisé a partir d’un extrait total des protéines (Figure 4). Cette étude met en évidence pour les
fortes doses d’H,0; (150uM et 250 uM) une augmentation de DNMT3A et de TET3, ce qui va
dans le méme sens que les résultats au niveau des transcrits (Figure 3); ainsi qu’une
augmentation de DNMT1 et TET2 au niveau protéique ce qui pourrait traduire un effet post-
traductionnel de I'H,0, par un mécanisme inconnu sur ces enzymes puisque nous n’avons pas

mis en évidence d’effet au niveau transcriptionnel.
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Figure 4 : Impact de I'H20; sur les enzymes DNMTs et TETs au niveau protéique.

Western blot sur les protéines DNMT1, DNMT3A, TET2, TET3 et lamines A et C apres un effet
dose de H,0; pendant 48h. Nombre d’expériences n=1. Les lamines A et C servent de controle
interne. DNMT : DNA methyltransferase ; TET : Ten-eleven Translocation Enzymes.

3. Au niveau de I’ADN

Puisque I'H,0; agit a la fois sur les enzymes de méthylation de ’ADN (DNMTs) nous avons donc
regardé d’une part I'impact d’un effet dose d'H,0. (3 réplicats) sur le niveau global de
méthylation de I’ADN (5mC) par cytométrie en flux (Figure 5). On constate une augmentation
de la méthylation de I’ADN a faible dose (25uM de H20;), peu d’effet entre 50 et 150uM d'H,0;

ainsi gqu’une forte réduction du marquage a la plus forte concentration d’H,0; (250uM de

H202).
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Figure 5: Impact de I’'H,0,sur la méthylation globale de I’ADN.

Mesure de la méthylation globale de I’ADN (5mC ; 5 méthyl-cytosine) aprés traitement des
HSG avec H,0; selon un effet dose pendant 48h, par cytométrie en flux. Nombre d’expériences
n=3. MFI : mean fluorescence intensity ; Moyenne d’intensité de fluorescence.
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L'H,0; agissant sur les enzymes d’hydroxyméthylation/déméthylation de I"’ADN (TETs), le
niveau d’hydroxyméthylation de I’ADN (5hmC) a également été mesuré apres 48h de culture
en présence de doses croissantes d'H>0, (Figure 6). En effet, I'utilisation d’un anticorps anti-
5hmC, permet d’apprécier la premiére étape du processus actif de déméthylation de I’ADN
médié par les enzymes TETs. On constate une augmentation du marquage 5hmC par rapport
a la condition contréle pour les concentrations de 50uM a 150uM H;0,. A noter que comme
pour le marquage 5mC, les valeurs les plus faibles sont observées avec la concentration la plus
forte d’H20; (250uM). Ceci pouvant étre le fait d’un effet de I'H,0; sur la viabilité cellulaire a

forte concentration (voir ci-dessous).

- Sample Name
N=3 HEG ShenC Hesw FCS

ShmC aprés 48h

M HI02 Sl Hosw FCS
$0yM HI02 ShenC Haesw FCE|
100y HI0Z ShenC Hetw FCY{
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100

FEEEDE

Figure 6: Impact de I'H,0; sur I’'hydroxyméthylation globale de I’ADN.

Mesure de I"hydroxyméthylation de I’ADN (5hmC ; 5 hydroxyméthyl-cytosine) apres traitement
des HSG avec H202 selon un effet dose pendant 48h, par cytométrie en flux. Nombre
d’expériences n= 3. MFIl : mean fluorescence intensity ; Moyenne d’intensité de fluorescence.

4. Impact sur la viabilité et le cycle cellulaire
Afin de tester I'impact de I'H,0; sur la viabilité cellulaire (Figure 7), nous avons donc regardé
I'impact d’un effet dose d’H20; sur la mort cellulaire et sur le cycle cellulaire. Ainsi on observe
un effet sur ces deux parametres pour les fortes concentrations d’H,0; et cet effet est surtout
marqué a 250uM et de facon moindre a 150uM (zone subtoxique). Ces résultats permettent
sans doute d’expliquer les résultats obtenus a 250uM d’H,0; par cytométrie en flux avec les

marquages 5mC et 5hmC.
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Figure 7: Effet de I’'H203 sur la viabilité et le cycle cellulaire.

A). Etude de la mort cellulaire aprés un marquage AnnexineV/IP et de la répartition des cellules
dans les différentes phases du cycle cellulaire B), a la suite d’un traitement de 48h avec des
doses croissantes d’H20; aux concentrations de : OuM, 25uM, 50uM, 100uM, 150uM et
250uM. Nombre d’expériences n=3.

En conséquence, I'ensemble de ces résultats indiquent que le H,0; est capable d’agir a la fois
sur les enzymes de méthylation de ’ADN (DNMTSs) et les enzymes de déméthylation de I’ADN
(TETs) avec un impact qui semble plus marqué sur I'hydroxyméthylation de I’ADN que sur la
méthylation de I’ADN dans les cellules HSG. De plus les effets les plus nets sont observés a la

dose subtoxique de 150uM H»0;, dose qui sera conservée par la suite dans les expériences

avec les inhibiteurs.
B. Impact de I'H,0; sur la voie Jak-Stat

Récemment Pan et collegues ont démontré une régulation de I'expression de TET3 par la voie
Jak (Janus kinase) /STAT3 (Signal Transducers and Activators of Transcription 3) chez la souris
sur des cellules neurales (Pan et al., 2017). Par ailleurs il a également été montré une régulation
de la transcription de DNMT1 par STAT3 dans des lignées de lymphomes T (Zhang et al., 2006).
Ainsi ces éléments conduisent a impliquer la voie Jak/STAT3 au niveau de la régulation des
transcrits DNMTs et TETs dans la lignée HSG par I'H20,. C'est ce qui est recherché dans les

expériences suivantes.

1. Impact de I'H202 sur STAT1 et STAT3
Dans un premier temps, une approche par Western blot a été réalisée sur des extraits totaux
de protéines afin d’apprécier I'impact d’un effet dose d’H,0; sur la phosphorylation de STAT3
(pSTAT3) (Y705 (tyrosine 705)) et de STAT1 (Y705), STAT1 étant fréquemment associée a
STAT3. Pour STAT3, on observe une augmentation de pSTAT3(Y705) sur les HSG et cet effet est
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particulierement net a 150 et 250uM d’H;0;. Pour STAT1, aucun effet de I'H20; sur le niveau
de phosphorylation de STAT1 (forme active) n’est observé méme s’il semble y avoir un léger

effet sur I'expression de la protéine totale apres 48h de cultures (Figure 8).
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Figure 8 : Effet sur les acteurs de |a voie Jak-Stat.

Western blot sur extraits totaux aprés 48h de traitement avec des concentrations croissantes
en HyO; sur les protéines STAT1, pSTAT1 (Y701), pSTAT3 (Y705) et lamines A et C, utilisées
comme protéines de ménage. Nombre d’expériences n=1 STAT : Signal Transducers and
Activators of Transcription. pSTAT : phosphoSTAT.

2. Impact des inhibiteurs de Jak sur 'activation de STAT3 par I'H,0;
Afin d’étudier la voie Jak/STAT et son controle des enzymes DNMTs et TETs par I'H202, nous
avons sélectionné différents inhibiteurs a savoir AG490 (un inhibiteur de Jak2), Jakavi (ou
ruxolitinib un inhibiteur de Jakl et Jak2). Afin de compléter ce panel nous avons également

utilisé un antioxydant, la N acétylcytéine (NAC).

Avant de regarder I'impact de ces différents inhibiteurs sur les partenaires de la méthylation
et de la déméthylation de ’ADN nous avons évalué I'effet de ces inhibiteurs sur I'induction de
pPSTAT3 médiée par 150uM d’H20,. En pratique, les cellules sont prétraitées 1h avec I'inhibiteur
puis traités 48h avec 150uM de H;0x.

Cette expérience, réalisée une seule fois, semble indiquer une réduction du niveau de pSTAT3
en présence des deux inhibiteurs de Jak (AG490, Jakavi) mais pas en présence de NAC qui agit
en amont. Cela devra étre confirmé et d’autant plus que le niveau basal de pSTAT3 était trés

élevé ce qui rend donc I'interprétation des résultats difficile (Figure 9)
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Figure 9: Effet des inhibiteurs de |a voie Jak-Stat sur |'activation de pSTAT3 par I'H20,.

Western blot sur extraits totaux apres 48h de traitement avec 150uM d’H;0,, et avec ou non
un prétraitement de 1h avec NAC (N-acétylcystéine ; 50mM), AG490 (Tyrphostin, 50uM), et
Jakavi (ruxolitinib ,200nM) sur les protéines STAT1, pSTAT1 (Y701), pSTAT3 (Y705). La Beta
actine et lamines A et C, sont utilisées comme protéines de ménage. STAT : Signal Transducers
and Activators of Transcription.

C. Effets de AG490 et Jakavi sur les enzymes DNMTs et TETs

Nous avons ensuite regardé I'impact des inhibiteurs de Jak (AG490 et jakavi) ainsi que la NAC
sur les enzymes de méthylation et de déméthylation de I’ADN (Figure 10). A nouveau cette

expérience n’a été réalisée qu’une fois ce qui demandera donc de confirmer les résultats.

Pour DNMT1 et DNMT3A a un degré moindre, on note une augmentation de I'enzyme en
présence de 150uM de H,0; et cet effet apparait accentué en présence de NAC. Alors qu’une

réduction semble se dessiner en présence de I'inhibiteur de la voie Jak/STAT : le jakavi.

Pour TET3, on observe une augmentation pour la concentration de 150uM d’H;0; et cette
augmentation est inhibée par I'ajout des inhibiteurs Jak/STAT (AG490 et Jakavi) et du NAC.

Pour TET2, le niveau reste inchangé aux différentes conditions expérimentales testées.

149



\g » NS
Q X X
O N X o
NG W @ @
R & o & & N Y
() N W'
‘?\" ’»"’0 '\?,QQ' \:,0 \"Q\}
3 TET2
—— N e | DNMT
. is -
- - — DNMT3A TET3
- — L S ——

‘. [ .‘ Beta actine -. me . # Beta actine

— — - —— — -
— — Lamines A et C e

Lamines Aet C

Figure 10: Effet des inhibiteurs de la voie Jak-Stat sur I'induction des enzymes DNMTs et TETs
par I'H20;.

Western blot sur extraits totaux apres 48h de traitement avec 150uM H;0,, et avec ou non un
prétraitement de 1h traitement avec NAC (N-acétylcystéine ; 50mM), AG490 (Tyrphostin,
50uM) et Jakavi (ruxolitinib ,100nM) sur les enzymes DNMT (DNA methyltransferase) 1, 3A,
TET (TET : Ten-eleven Translocation Enzymes) 2 et TET3

Ces données suggerent I'implication de la voie Jak/STAT via pSTAT3 (Y705) sur I'expression de

DNMT1, DNMT3A et TET3 apres un traitement par I’'H,0, des cellules HSG.
D. Effet de la voie Jak/STAT3 sur la génération intracellulaire des ROS

La voie Jak/STAT3 est également capable d’agir comme une voie d’amplification sur la
production des ROS (Wang et al.,, 2018a), il était donc intéressant d’évaluer I'effet des

inhibiteurs de Jak/SAT sur la production de ROS.

La concentration intracellulaire de ROS est testée et mesurée en cytométrie en flux par le
marquage HoDCFDA. Comme indiqué Figure 11A, on observe une augmentation du niveau de

ROS en fonction de la concentration d’"H202 apres 48h de culture des cellules HSG.

Par la suite I'impact sur la génération de ROS induite par I’'H,0, a 150uM, en présence d’AG490,
de Jakavi, et de NAC a été étudiée (Figure 11B). La NAC est un acide aminé non essentiel qui va
stimuler la production de glutathion et qui en s’oxydant réduit la quantité de radicaux libres
dans la cellule, il s’agit donc d’un contréle positif. On observe effectivement une diminution
significative du taux de ROS apres un pré-traitement au NAC, ainsi qu’une diminution

significative des ROS aprés un pré-traitement avec des inhibiteurs de la voie Jak-Stat (AG490
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et Jakavi). Cela atteste du role amplificateur de la voie Jak-STAT sur la production de ROS dans

la lignée HSG.
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Figure 11: Impact de H.O; sur la génération de ROS (reactive oxygen species) et des inhibiteurs
de la voie Jak/Stat sur leur génération A/

Mesure du stress oxydatif en cytométrie en flux avec la sonde intracellulaire H,DCF-DA a la
suite d’un effet dose de peroxyde d’hydrogéne (H;02; 25uM, 50uM, 100uM, 150uM et
250uM) A) pendant 48h. B/ Mesure du stress oxydatif en cytométrie en flux avec la sonde
intracellulaire H,DCF-DA a la suite des traitements avec des inhibiteurs de la voie Jak-Stat
(AG490 et Jakavi) et un antioxydant (NAC (N-acétylcystéine)). Nombre d’expérimentation : 6.
Test de Student: *p<0.05, **p<0.01; ***p<0.001. MFI: mean fluorescence intensity ;
Moyenne d’intensité de fluorescence

E. Genes cibles

1. ICAM-1 (Intercellular adhesion molecule-1)
ICAM-1 est une glycoprotéine de surface inductible, qui peut réguler les interactions cellulaires
dépendantes de I'adhésion. Son expression est induite lors d’un stress oxydatif ainsi qu’a la
suite d’une stimulation par des cytokines inflammatoires (Lee et al., 2018a). C'est pourquoi son

expression a été testée a la suite d’un effet dose de H,0; dans les HSG.

On retrouve une augmentation de l'induction a la membrane d’ICAM-1 en fonction de la
concentration de H,0; dans les cellules HSG (Figure 12A). De plus, on observe que celle-ci est

inhibée en présence des inhibiteurs de la production de ROS (NAC, contréle positif) ainsi qu’en

151



présence des inhibiteurs Jak/STATS (AG490 et Jakavi) ce qui signifie que cette voie est

impliquée dans I'expression d’'ICAM-1 (Figure 12B).
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Figure 12: Impact de H,0; et des inhibiteurs de la voie Jak-Stat sur I'expression de ICAM-1
(Intercellular adhesion molecule-1)

Mesure de ICAM-1 en cytométrie en flux a la suite d’un effet dose de peroxyde d’hydrogene
(H202; 25uM, 50uM, 100uM, 150uM et 250uM) pendant 48h (A)) ; a la suite de traitements
avec des inhibiteurs de la voie Jak-Stat (Janus kinase-STAT : Signal Transducers and Activators
of Transcription) (AG490 et Jakavi) et un antioxydant (NAC (N-acétylcystéine)) (B)).Test de
Student : *p<0.05, **p<0.01 ; ***p<0.001, ****p<0.0001. MFI : mean fluorescence intensity ;
Moyenne d’intensité de fluorescence

2. PDL-1 (Programmed death-ligand 1)

PDL-1 est une protéine de surface qui interagit avec PD1 et B7.1 qui sont exprimés a la surface
des lymphocytes T. L'interaction avec PDL-1 conduit a I'inactivation des lymphocytes T. Il a été
montré que Stat 3 est capable de réguler sa transcription (Wang et al., 2018b). Par ailleurs il
semblerait exister un lien entre la transition mésenchymo-épithéliale, la surexpression de PDL-
1, des taux élevé de ROS et des phénomenes de résistance tumorale lors d’un traitement par

le cisplatine (Wangpaichitr et al., 2017)

A la suite de I'application d’un effet dose de H,0,, on retrouve une augmentation de I'induction
a la membrane de PDL-1, de facon significative, pour les concentrations de 100 et 150uM
(Figure 13A). Comme pour ICAM1, les trois inhibiteurs NAC, AG490 Jakavi inhibent I'induction
de PDL-1 médiée par H,0: (Figure 13B). Ainsi on retrouve une induction a la membrane a la

suite d’un traitement H,0O, via I'implication de la voie Jak-Stat.
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Figure 13: Impact de H.0: (peroxyde d’hydrogeéne) et des inhibiteurs de la voie Jak-Stat sur
I'expression de PDL-1 (Programmed death-ligand 1).

Mesure de PDL-1 en cytométrie en flux a la suite d'un effet dose de peroxyde d’hydrogene
(H202; 25uM, 50uM, 100uM, 150uM et 250uM) pendant 48h (A)) ; suite a des traitements
avec des inhibiteurs de la voie Jak-Stat (Janus kinase-STAT : Signal Transducers and Activators
of Transcription) (AG490 et Jakavi) et un antioxydant (NAC (N-acétylcystéine)) (B)). Nombre
d’expérience :6. Test de Student: *p<0.05, **p<0.01; ***p<0.001, ****p<0.0001. mean
fluorescence intensity ; Moyenne d’intensité de fluorescence

Conclusions PARTIE 1 (Figure 14):

Dans cette premiére partie, nous avons pu montrer que le traitement des HSG avec du
peroxyde d’hydrogene (H,0») était capable d’induire la génération d’un stress oxydatif de
maniere dose dépendante. Ce stress oxydatif serait capable d’activer la voie Jak-Stat via la
phosphorylation de Stat3 (Y705) avec trois effets observés : (1) un effet sur la méthylation et
hydroxyméthylétion de ’ADN des cellules via le contréle de I'expression des enzymes DNMTs
et TETs; (2) une boucle de rétrocontrdle positif sur la génération de ROS; et (3) une
augmentation de I'expression a la surface des cellules des protéines ICAM-1 et PDL-1. La
dépendance de I'expression de PDL1 et ICAM1 restant a établir d’autant que |'utilisation de 5-

azacytidine (agent déméthylant de I’ADN), utilisée seule, n’induit pas ICAM1 ni PDL1.
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Figure 14: Conclusion PARTIE1

H,0; : peroxyde d’hydrogene

ROS : Especes Réactives de I'oxygene

NAC : N-acétylcystéine

STAT3 : Signal Transducers and Activators of Transcription
DNMTs: DNA Methyl Transferase

TET: Ten-eleven translocation methylcytosine dioxygenase
5hmC: Hydroxyméthylation ADN

PARTIE 2 : Action des Interférons a et y sur le méthylome et I’hydroxyméthylome
des HSG

Apres avoir établi un lien entre la voie la génération de ROS et de la voie Jak/STAT pour le
controle de la méthylation/déméthylation de I’ADN dans les cellules HSG, nous avons par la
suite exploré I'impact d’un traitement par les interférons de type | (IFN a, alpha) et Il (IFN v,
gamma), connus pour activer la voie Jak/stat, sur la méthylation et I’'hydroxyméthylation de

I’ADN de la lignée HSG.
A. IFNs et voie Jak-Stat

A la suite d’une stimulation avec IFN a et y pendant 48h a la concentration de 25ng/ml sur des
HSG, I'effet de ces cytokines pro-inflammatoires sur la phosphorylation de Statl (Y705) et de
Stat3 (Y705) est appréciée par un Western blot sur des extraits protéiques des fractions
cytoplasmiques et nucléaires (Figure 15). Sur l'extrait cytoplasmigue on observe une

augmentation de pSTAT1 (Y705) en présence des deux types d’IFN, cette forme active étant
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capable d’étre transportée dans le noyau comme constaté sur 'extrait nucléaire. En revanche
pour STAT3 on n’observe pas d’effet des IFN sur la phosphorylation de STAT3 (fraction
cytoplasmique) ni de transport nucléaire (fraction nucléaire) ce qui contraste avec les données
obtenues avec I'H,0; (contrdle positif). Dans cette expérience nous avions ajouté 'inhibiteur

de la méthylation de I’ADN, la 5-azacytidine.

Fraction cytoplasmique
Fraction nucléaire

pSTAT3

STAT1

pSTAT1

Beta actine

Lamines Aet C

Figure 15 : Impact des traitements IFN (Interféron) a (alpha), y (gamma), 5 aza (5 azacytidine) et
H.0: (peroxyde d’hydrogene) sur la voie Jak-Stat (Janus kinase-STAT : Signal Transducers and
Activators of Transcription). Western blot sur extraits fractionnés des protéines : pSTAT3
(phosphoSTAT3)) (Y705 (tyrosine 705)), STAT1 et pSTAT1 (Y701), Beta actine et lamines A et C
aprés 48h de traitement IFN a et y (25ng/mL), 5 aza (25uM) et H20; (250uM).

B. IFNs et enzymes DNMTs et TETs
On recherche par la suite I'effet des IFN a et y sur les DNMTs et TETs tout d’abord au niveau
transcriptionnel (Figure 16). Alors que I'on n’observe pas d’effet sur les DNMTs et TET2, on

observe en revanche une augmentation du taux de transcrits pour TET3 en présence des 2

types d’interférons.
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Figure 16 : Impact des traitements IFN (Interféron) a (alpha) et y (gamma) sur I'expression des
enzymes DNMTs (DNA methyltransférase) A/ et TETs (TET : Ten-eleven Translocation Enzymes)

B/.
Quantification relative des transcrits DNMT1, DNMT3A, DNMT3B, TET2 et TET3 apres 48h de

traitement IFN a ety (25ng/mL). Heatmap de synthese des données de quantification relative ;
vert vif : faiblement transcrit, rouge vif : fortement transcrit. Nombre d’expérience :5

Au niveau protéique (Figure 17) et par rapport aux cellules non traitées (HSG) on observe sur
la fraction nucléaire une réduction de DNMT1 et DNMT3A avec I'lFN a, alors que I'H,0; utilisée
a 150uM est capable d’induire DNMT1 comme décrit précédemment, Figure 14. Pour TET2,

aucun effet n’est observé y compris avec I'H,0,. Pour TET3 on ne note pas d’effet pour I'lIFN a

et 'IFN y alors que I'effet est faible avec I'H,0,.

Fraction cytoplasmique
Fraction nucléaire

Figure 17 : Impact des traitements IFN
alpha et gamma sur I'expression des
enzymes DNMTs (DNA
methyltransferase) et TETs (Ten-
eleven  Translocation Enzymes).
Western blot sur extraits fractionnés
des protéines: DNMT1, DNMT3A,
TET2, TET3 et lamines A et C aprés 48h
de traitement IFN a et y (25ng/mL),
Lamines A et C 25uM de 5 aza (azacytidine) et 250uM
de H,0.

‘| Betaactine
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C. IFNs et méthylation/hydroxyméthylation de I’ADN

L'impact de I'lFN a et de I'lFN y sur la méthylation et I’hydroxyméthylation globale de I’ADN
des HSG a également été étudié (Figures 18A). On ne note aucun effet des deux types d’IFN sur
la méthylation de ’ADN (5mC) contrairement a ce qui est observé pour le 5-azacytidine un
inhibiteur des DNMTs. En revanche, I'augmentation de I’hydroxyméthylation (5hmC) est

significative pour I'lFN alpha et I'IFN gamma (Figures 18B).

A : B : ST

Sample Name
HSG.osv.FCS B[ HSG .csv.FCS

IFN alpha.csv FCS
IFN gamma.osv.FC
5 Aa.osv.FCS

|@]1FN alpha.csv.FCS
|B]1FN gamma.csv.FC
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5mC
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Figure 18 : Impact des traitements IFN (Interférons) a (alpha) et y (gamma) sur la méthylation et
I’hydroxymeéthylation de I’ADN.

Mesure de la méthylation de ’ADN (5mC ; 5 méthyl-cytosine, A)) et de I’hydroxyméthylation
de I'’ADN (5hmC ; 5 hydroxyméthyl-cytosine, B)) aprés traitement des HSG avec IFN a ety et 5
aza (5 azacytidine a 25uM, contréle positif de déméthylation de I’ADN) par cytométrie en flux
Test de Mann Whitney : *p<0.05

Ces résultats indiquent un effet des IFNs a et y sur le processus actif de déméthylation de I’ADN
via la formation de groupements 5hmC probablement médiée par I'induction de TET3 via

Iactivation de pSTATL.
D. Effets des IFN sur la génération des ROS

Nous avons précédemment montré que la voie Jak/STAT3 avait un effet sur le contrdle des
ROS. C’est pourquoi I'effet de I'IFN a et de I'IFN gy sur la génération d’un stress oxydatif apres
traitement des cellules HSG pendant 48h a été mesurée (Figure 19). Afin d’étudier la possible

implication d’une voie Stat-ROS. Aucun effet des IFNs n’est observé.
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ROS aprés 48h Figure 19 : Impact du traitement IFN (Interféron) a (alpha)
et y (gamma) sur la génération de ROS (reactive oxygen
species). Mesure du stress oxydatif en cytométrie en flux
avec la sonde intracellulaire H.DCF-DA (2, 7'-

301 Dichlorodihydrofluorescéine diacétate) a la suite d’un

20 traitement avec les IFNs a et y et d’un traitement avec un

104 agent déméthylantde I’ADN le 5 azacytidine (5 Aza).

Nombre d’expérience: 8. MFI: mean fluorescence
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E. Effetssurles genes cibles

Comme décrit précédemment (Wu et al., 1997), on retrouve une augmentation de I’'expression
a la membrane des cellules HSG de la molécule d’adhésion ICAM-1 en présence d’IFN vy, cet

effet n’est pas retrouvé en présence d’IFN a.

L'ensemble de ces résultats indique une induction d’ICAM-1 et PDL-1 a la suite de stimulations
IFN a et y n"empruntent pas les mémes voies et que si pSTAT1 est impliqué ce facteur n’est

pas suffisant pour en contrdler I'expression.

. PDL-1 aprés 48h
A ICAM-1 apres 48h B

* %k %k

¥k %

40+

MFI

>
&’& oF

&

2 4 »
N & g
N & ®°

4
Q ‘\&é‘ &
& & € o¢

Qf.)

Figure 20 : Impact du traitement IFN (Interféron) a (alpha) et y (gamma) sur ICAM-1 (Intercellular
adhesion molecule-1) et PDL-1 (programmed death ligand-1)

Mesure de l'induction a la membrane de ICAM-1 et PDL-1 par cytométrie en flux (A) et B)
respectivement suite au traitement avec des IFNs et le 5aza (5azacytidine). Nombre
d’expérience : 13. Test de Student : ***p<0.001. MFI : mean fluorescence intensity ; Moyenne
d’intensité de fluorescence.

158



Conclusions PARTIE 2 (Figure 21) :

Dans cette seconde partie, nous avons pu montrer que le traitement des HSG avec les IFNs a
ety ont unimpact sur le processus actif de déméthylation de I’ADN. Cet effet passerait par une
augmentation des TETs et en particulier de TET3. Si cet effet devait passer par la voie Jak/STAT,
c’est pSTAT1 qui serait impliqué et non pSTAT3. Par ailleurs ces deux types d’interférons
activent des voies distinctes avec pour résultats une induction a la membrane de ICAM-1
strictement dépendante de IFN y et une induction a la membrane de PDL-1 strictement
dépendante de IFN a. Enfin le lien entre I'expression d’'ICAM-1 et PDL-1 par les IFNs et un

processus épigénétique reste a démontrer.
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Figure 21: Conclusion PARTIE2

H,0, : peroxyde d’hydrogene

IFN : Interféron

ROS : Especes Réactives de I'oxygene

NAC : N-acétylcystéine

STAT3 : Signal Transducers and Activators of Transcription
DNMTs: DNA Methyl Transferase

TET: Ten-eleven translocation methylcytosine dioxygenase
5hmC: Hydroxyméthylation AND
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V. Conclusion/Discussion

Ce dernier travail s’est articulé en 2 parties avec dans un premier temps I'étude de I'impact
d’un traitement a I’'H,0; puis dans un second temps I'étude de I'effet des IFNs sur le méthylome

et I’hydroxyméthylome des cellules HSG.

Les principaux résultats de ces deux études sont résumés ci-dessous :

H20: IFN a IFN'y
DNMTs (RTgPCR) /1 DNMT3A/38B /1 DNMT3A -
DNMTs (WB) /1 DNMT1/3A N DNMT1/3A -
TETs (RTgPCR) ATET3 ATET3 ATET3
TETs (WB) ATET3, TET2 ATET3 ATET3
5mC N - -
5hmC A / /
pPSTAT1 (Y701) absent Présent présent
pPSTAT3 (Y705) présent Absent absent
ROS Génération de ROS Pas de ROS Pas de ROS
Induction ICAM-1 présente Absente présente
Induction PDL-1 présente Présente absente

PARTIE 1 : Etude de 'effet d’'un traitement H.O, sur les HSG

Au cours de cette étude nous avons pu observer un effet dose dépendant du H,O; sur le niveau

d’expression des transcrits de DNMTs et TETs, qui est retrouvé au niveau protéique.

Ces premieres observations ont conduit a mesurer le possible impact de cette dérégulation sur
le niveau global de méthylation et d’hydroxyméthylation de I’ADN. Avec un effet notable sur
I"hydroxyméthylation de I’ADN, on note une augmentation maximale du taux de 5hmC a la
concentration de 100uM d’H;0,. En revanche I'effet sur la méthylation est plus faible mais
permet tout de méme d’observer une diminution qui serait également maximale a 100uM
avant d’observer une augmentation. Au-dela de cette concentration et surtout pour la
condition a 250uM on observe un impact négatif du traitement qui va affecter la survie et le

cycle cellulaire.
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Par la suite il a été mis en évidence I'activation de la voie Jak-Stat via la phosphorylation de
STAT3. Il semble que nos données rejoignent les observations de Wang et collégues, avec une
boucle STAT-ROS, c’est ce que I'on observe avec les figures 11, 12 et 13. OUu I'on constate que
la phosphorylation de STAT3 (Figure 11) est nécessaire pour la génération de ROS, et I'induction
a la membrane d’ICAM-1 (Figure 12) et de PDL-1 (Figure 13). Par ailleurs les ROS sont
nécessaires a cette induction, puisqu’en leur absence, un traitement avec I'antioxydant NAC,
on a évidemment moins de ROS, mais également une absence de ICAM-1 et PDL-1 a la

membrane.

De plus I'implication de STAT3 comme facteur de transcription ciblant DNMTs et TETs a pu étre
montrée dans le passé (Pan et al., 2017; Zhang et al., 2006) et semble étre ce que I'on observe

dans nos résultats.
PARTIE 2 : Etude de I'effet des IFNs a et y sur les HSG et son méthylome

La voie Jak-STAT est activée a la suite de stimulations IFNs. C'est ce qui est confirmé en Figure
15. Comme cela a pu étre décrit par Lagos et collegues, on retrouve un effet des cytokines sur
le méthylome et I’hydroxyméthylome qui serait d( a I'augmentation de I'expression de TET2
et TET3 (Lagos et al., 2018). Cependant a la suite de la premiére partie de ce travail, 'absence
de génération de ROS apres des traitements IFNs ne permet pas d’imaginer le méme schéma
d’action que pour H;0;. De plus une mesure au cours du temps n’a pas permis de détecter une
génération de ROS au cours des 48h (Figure S1).

Figure S1 : Mesure de la génération

Cinétique ROS ) ]
de ROS (reactive oxygen species) au

80+

-+ H202 cours du temps en l'absence de
604 = IMNgamma 4 oivoment et & la suite d’un
= |FN Alpha . )
_ -+ HSG traitement avec IFN (Interféron) a et
LL \ . 1]
= 407 vy (25ng/ml) et a la suite d’un

traitement au Hy0, (peroxyde

201 d’hydrogéne) (250uM)
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Cependant la technique de mesure des ROS utilisée permet d’apprécier uniquement le niveau
total des ROS dont les sources sont multiples. Ainsi parmi les autres organites de la cellule on
peut observer une génération a partir du peroxysome, du réticulum endoplasmique en plus de
la mitochondrie. Il serait donc intéressant de cibler directement la mitochondrie en mesurant
notamment la réduction du cytochrome C. Enfin on retrouve une induction des cibles ICAM-1
et PDL-1 qui se fait de facon distincte par IFN alpha pour PDL-1 et par IFN gamma pour ICAM-
1.

Le microenvironnement inflammatoire semble ainsi pouvoir jouer un roéle dans les
phénomenes épigénétiques observés dans les cellules épithéliales et doit donc étre davantage

exploré.
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Les objectifs de ce travail de these visaient notamment a mieux comprendre les défauts de
méthylation de I’ADN observés dans les cellules épithéliales des glandes salivaires au cours du
SGS ainsi que lors du passage du SGS vers un lymphome B de type MALT. Ceci afin de mieux
comprendre le réle des modifications de la méthylation de '’ADN dans le développement de la

pathologie

Au cours du premier article, une analyse plus fine du méthylome des SGECS a été conduite
entre des témoins et des patients atteints d'un SGS. Cette étude réalisée a partir de la puce
HMA450K d’lllumina, nous a permis de relier des voies physiopathologiques importantes du SGS
avec le processus de méthylation de I’ADN. Cela a permis de mettre en lumiére des altérations
de la méthylation affectant des acteurs des voies calciques, de la voie WNT et aussi de
retrouver une signature interféron. Enfin, une mise en paralléle avec des données de
méthylomes obtenues a partir des lymphocytes B et T au cours du SGS par d’autres équipes

ont permis de confirmer la spécificité cellulaire du processus épigénétique.

Les travaux du second et troisieme article permettent de mettre en évidence les conséquences
de cette altération du méthylome et s’intéressent a la régulation de |'expression de deux genes
sensibles a la méthylation de I'ADN a savoir I'autoantigene SSB/La (Article 2) et la cytokératine
19 (Article 3). Par ce travail, un défaut de méthylation dans les SGECs de patients associé avec
une infiltration lymphocytaire a été confirmé sur une cohorte d’origine greque et donc
différente de I'étude princeps réalisée a partir de patients recrutés au niveau du site Brestois
(Thabet et al., 2013). Par ailleurs une association a pu étre faite entre ce défaut de méthylation
de I’ADN et le profil sérologique des patients porteurs d’autoanticorps anti-SSB/La. Par la suite
il a été montré dans un premier temps sur le modele in vitro par I'utilisation d’un inhibiteur de
DNMTs (le 5 Azacytidine), une régulation de I'expression des genes SSB/La et KRT19 par la
méthylation de I’ADN. Cela a été par la suite retrouvé, confirmé chez les patients puis appuyé
par les données de méthylome issues de la puce 450k réalisée sur de ’ADN extrait de SGECs.
Ces études permettent ainsi de souligner I'importance de la méthylation de I’ADN dans la
pathogenése et notamment au niveau de la surproduction de I'autoantigene SSB/La ce qui

pourra favoriser la production d’auto anticorps anti-SSB/La.

L’Article 4 souligne I'implication de facteurs génétiques associés au SGS et leurs liens avec les

processus épigénétiques.
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Enfin la derniere partie de ce travail de thése a permis d’explorer le réle du
microenvironnement inflammatoire (ROS et IFNs) sur les processus de méthylation et

déméthylation de I’ADN.

|.  Etablissement d’un lien entre les voies physiologiquement

importantes et 'altération de la méthylation de ’ADN constatée

De facon intéressante nous avons identifié I'implication de la voie calcique et de la voie WNT
par notre approche bio-informatique. Par ailleurs nous avons pu observer une régulation

possible par les voies interférons pour ces génes différentiellement méthylés
A. La voie calcique

Le calcium joue un réle primordial dans la salivation, c’est plus précisément son entrée qui est
importante. De nombreuses études soulignent son importance pour le bon fonctionnement
de la glande salivaire (Ambudkar, 2018). En ce qui concerne le SGS de nombreuses pistes sont

explorées et restent encore sujettes a discussion et compréhension. A la suite de Ianalyse

membrane basale conduite dans I'Article 1 des acteurs clés de la voie
ANOS*

calcigues ont été mis en évidence comme

TRP

s& différentiellement méthylés (Figure 29). On retrouve ainsi
parmi les sites différentiellement déméthylés au cours du
SGS I'IP3R (Inositol trisphosphate receptor) qui participe au

relargage du calcium du réticulum endoplasmique, dont

l CaCNs I'implication dans la pathologie a été soulignée par les
l' travaux conduits par I'équipe de Ambudkar et collegues
Flux salivaire (Ambudkar, 2018). Il a été observé chez les patients SGS un

défaut d’IP3R2 et une mauvaise localisation d’IP3R3 dans

Figure 29:les acteurs calciques impliqués
dans I'établissement du flux salivaire. ~ les cellules acinaires. Par la suite les travaux de Zeng et
collégues sur la souris ont permis de démontrer que les déficiences en IP3R2 et IP3R3
conduisent, a une perte de la salivation, a un dysfonctionnement des glandes lacrymales et a
une inflammation progressive au niveau oculaire (Zeng et al.,, 2017). Notre étude a mis

également en évidence des défauts de méthylation des canaux ORAls (Calcium release-

activated calcium channel protein). Les canaux ORAls sont activés suite a une baisse des
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réserves calciques intra-cellulaire (Putney, 2009). C'est STIM1 (sensor protein stromal
interaction molecule 1) qui va jouer un réle de senseur aupres d’ORAl. En effet de par sa
localisation au niveau du réticulum endoplasmique, STIM1 va détecter la baisse des réserves
calciques, pour former des « clusters » et se relocaliser prés de la membrane plasmique avec
le canal ORAL Ainsi I'interaction STIM1-ORAI va permettre I'entrée de calcium dans la cellule
(Gudlur etal., 2013; Park et al., 2009; Zhou et al., 2010, 2013) via la voie SOCE (Store-Operated
Ca2+ Entry) qui est critique pour la sécrétion de salive (Ambudkar, 2018). Bien que des
mutations pour ORAI1 et de STIM1 aient été mises en évidences (Feske, 2009; Feske et al.,
2015), au cours du SGS c’est le niveau d’expression de STIM1 qui semble critique (Cheng et al.,

2012).

L'implication de mécanismes épigénétiques en lien avec le calcium a été mis en évidence avec
notamment l'identification du miRNA ebv-miR-BART13-3p (Alevizos et al., 2011; Gallo et al,,
2016). Ce miRNA pourrait étre transféré par des exosomes des lymphocytes B aux cellules
épithéliales de la glande (Gallo et al.,, 2012). Son expression dans la cellule épithéliale
permettrait in fine la diminution du niveau de protéines STIM1 sans affecter le niveau de
transcrits. Ainsi cela aurait pour effet d’atténuer le signal SOCE et d’altérer I'activation du
facteur de transcription NFAT (Nuclear factor of activated T-cells) et des cibles de celui-ci. Les
autres cibles de ce miRNA sont la pompe SERCA (pompe Ca®* ATP dépendante, que I'on
retrouve a la surface du réticulum endoplasmique) et le canal hydrique AQP5 (aquaporine5)

(Gallo et al., 2016).

Il semble donc exister un lien entre ce défaut physiologique et une régulation par des
mécanismes épigénétiques. Ainsi mieux comprendre ces régulations permettrait d’envisager
I"utilisation de drogues épigénétiques afin de participer a la restauration du flux calcique des

cellules épithéliales de la glande salivaire des patients souffrants d’un SGS.

B. Lavoie WNT

De maniere globale c’est une voie importante pour la régénération et la prolifération cellulaire.
Pour la glande salivaire sous-maxillaire, la voie WNT intervient dans la morphogenése et la
différenciation cellulaire lors son développement. De plus la signalisation WNT contrélerait |a
différenciation des cellules pro-acinaires et la formation des canaux, cela en coopération avec

les voies FGF (Facteur de croissance des Fibroblastes) et KIT (protéine tyrosine kinase)
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(Matsumoto et al., 2016). Récemment une étude fait état d’'un phénomeéne de senescence
précoce des cellules souches de la glande salivaire, avec des télomeres raccourcis et un défaut
de prolifération retrouvés chez les patients SGS (Pringle et al.). La senescence cellulaire se
manifeste par un arrét irréversible du cycle cellulaire, arrét qui requiert I'action de plusieurs
suppresseurs de tumeurs dont p53, pRB (protéine du rétinoblastome) et p16'"42 (Cyclin-
Dependent Kinase 4 Inhibitor A) (Brondello et al., 2012). La senescence serait un mécanisme a
2 visages qui d’une part favoriserait les mécanismes de cicatrisation et constituerait une
barrieére onco-suppressive. Et d’autre part contribuerait au vieillissement, a la dégénérescence

tissulaire qui menerait a des pathologies en lien avec le vieillissement (Brondello et al., 2012).

Pour Pringle et collégues, la diminution du pool de cellules souches et leur différenciation en
cellules acinaires aurait pour but de maintenir la production de salive. De plus ils établissent
un lien entre cette senescence précoce et I'environnement inflammatoire. En effet lorsqu’ils
exposent des cellules souches de patients sains a des cytokines pro-inflammatoires, ils
observent une prolifération cellulaire, I'expression de genes en lien avec la senescence et la
différenciation en cellules ductales intercalaires. Ainsi ils soulignent la possibilité d’envisager
un traitement par régénération cellulaire avec la possibilité d’utiliser des iPS (Induced
Pluripotent Stem Cells) en plus d'un traitement contre l'inflammation comme piste

thérapeutique afin de favoriser la régénération de la salivation.
C. Lesvoies interférons

Une premiére analyse via interferome nous a permis de mettre en évidence une régulation par les
voies interférons de plus de 60% des génes identifiés comme différentiellement méthylés. Cela est en
adéquation avec des précédentes études qui soulignaient une signature interféron chez les
patients SGS (Gottenberg et al., 2006). Par la suite des sous-analyses au sein de nos groupes
de patients nous ont permis d’observer un glissement d’une régulation plutét de type | pour
les patients souffrant d’un SGS a une régulation plutot de type Il pour les patients souffrant en

plus d’un SGS d’un lymphome de type MALT (Figure 30)
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SjS versus Ctrl MALT versus SjS

(74/170 genes) (59/109 genes)

Type 2:

Principaux inducteurs : antigenes;
Principales fonctions: activation des NK,
des macrophages et des lymphocytes T
cytotoxiques

Type 1:
Principaux inducteurs : virus et germes
intracellulaires;

Principales fonctions: antivirale and
antibactérienne

Figure 30: une régulation interféron de type | est observé pour le groupe SGS tandis qu'il s'agirait d'une régulation de type 2
pour le groupe SGS+MALT.

Ces différences de régulation pourraient étre expliquées par des inductions différentes de ces

2 types d’interférons (Voir paragraphe sur la signature interféron en introduction).
L'implication de I'lFN de type | reflete une sollicitation du systéme immunitaire inné tandis que
I'IFN de type Il serait plutét un modulateur cette réponse, ceci pourrait ainsi constituer un

marqueur d’évolution de la maladie.

Nos derniers résultats (voir Résultats 5) indiquent une action directe des interférons sur le
méthylome/hydroxyméthylome des cellules. Ces résultats sont en adéquation avec une
publication récente de Lagos et collégues (Lagos et al., 2018). En effet ces auteurs décrivent
une augmentation de I’hydroxyméthylation de I’ADN qui s’expliquerait par une augmentation
de I'enzyme TET2 chez les patients. De plus ils établissent un lien avec des interférons en
retrouvant ces observations in vitro a la suite d’une stimulation par de I'interféron de la lignée
cellulaire HSG. Cependant ils ne décrivent pas les voies de signalisations sous-jacentes
potentiellement impliquées dans ce processus actif de déméthylation de I’ADN. Ainsi ces
nouveaux éléments apportent de nouvelles perspectives a I'implication les interférons dans la
physiopathologie du SGS. Bien gu’ils soient également un outil thérapeutique, la prise
d’interférons peut conduire a des complications. C'est le cas notamment de I'lFN de type 1
avec I'lFN a, qui est déja utilisé en thérapeutique lors d’hépatites virales chroniques, de
mélanomes, etc. Dans certains cas I'utilisation d’IFN a peut s’"accompagner du développement
d’un lupus induit, les symptoémes disparaissant a I'arrét du traitement. Pour I'lFN y (Type Il)

aucune complication auto-immune n’a été rapportée (Borg and Isenberg, 2007).
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Récemment I'utilisation d’un inhibiteur ciblant Jak1 (le filgotinib) a permis de montrer sur des
SGECs de patients, une diminution de |'expression de BAFF chez I'Homme. Et son
administration a la souris, sur le modele NOD/ShiltJ, a permis d’observer une atténuation de
la détérioration du flux salivaire. Par ailleurs, I'effet sur la voie Jak-Stat a été confirmé dans les

2 cas par I'obtention d’une inhibition de I'activation des STATs (Lee et al., 2018b)

Nos résultats soulignent également I'implication de la voie Jak-Stat dans ce processus de
déméthylation actif. Nos approches in-vitro, avec une stimulation des HSG avec du peroxyde
d’hydrogéne indiguent un processus de déméthylation actif qui implique une voie Jak-STAT3-
ROS. Cette voie a récemment été décrite sur un autre type cellulaire par Wang et collégues

avec la description d’une boucle IFN-STAT-ROS (Wang et al., 2018)

Ainsi les inhibiteurs des voies Jak-Stat apparaissent prometteurs comme piste thérapeutique

dans le SGS.

Il.  Les mécanismes d’actions en jeu

A. Les facteurs génétiques et leurs liens avec les facteurs

épigénétiques

A la suite de I'analyse conduite dans l'article 4, 72 SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) ont
été retrouvés associés a 43 genes identifiés comme facteurs de risques. Ils sont retrouvés
majoritairement au niveau des régions introniques. Cela coincide avec la localisation des CpGs
gue l'on retrouve différentiellement méthylé (Article 1) et qui sont retrouvés également

majoritairement au niveau du corps du géne (Figure 31).

Méthylation autour du TSS est lige a
un silencing transcriptionnel

|

( |
| |
Région Intergénique Corps du géne
e e —
5 7R [ - M exona | 3
e B
Promoteur|

Epissage alternatif
Figure 31: les différentes régions géniques
TSS : Site d’Initiation de la transcription ; 3’UTR : 3’Untranslated Transcribed Region
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Ces zones correspondent a des zones d’épissages alternatifs, et pourront avoir un impact sur

la transcription du géne cible et I'obtention d’une protéine finale.

Parmi les explications a cette observation, il y a le fait que le polymorphisme le plus commun
pour le génome humain est la transition d’une cytosine a une thymine (Jiang et al., 2007; Zhao
and Jiang, 2007). De plus il est admis qu’une cytosine qui n’est pas méthylée, est plus sujette a
des mutations (Wang et al., 1982). On sait également que 6 a 8 % des SNPs conduisent a la
création de site CpG ou a leur potentiel perte. Enfin a cela s’ajoute le phénomeéne de co-
méthylation qui, lorsqu’un site est méthylé, il a de forte chance d’entrainer la méthylation du

site le plus proche (Eckhardt et al., 2006).
B. Les altérations du méthylome/hydroxyméthylome et leur origine

Les défauts de DNMT1 (Thabet et al., 2013) et 'augmentation de I'enzyme TET2 (Lagos et al.,
2018) constatés dans les SGECS soulignent I'importance de ces deux voies dans le contréle de
la méthylation de I'ADN chez les patients (Article 1). Concernant DNMT1, la voie
PKCS8/Erk/DNMT1 est suspecté et limplication des lymphocytes B sur cette voie a été
démontrée (Thabet et al., 2013). Au cours du lupus, il a été montré qu’un stress oxydatif
participait a la nitration de PKC& empéchant ainsi sa phosphorylation et donc 'activation de
cette voie (Gorelik et al.,, 2012). Ainsi on pourrait imaginer en plus de I'implication des
lymphocytes infiltrants la glande salivaire, la participation des molécules de ce nouvel

environnement pro-inflammatoire dans I'inhibition de PKCb.

Pour les enzymes TETs, la voie Jak-STAT est fortement suspectée (Résultats 5). De plus a la suite
de la génération d’un stress oxydatif, on observerait la présence d’une voie STAT-ROS qui serait

a l'origine d’une augmentation de TET3 et de I’hydroxyméthylation de I’ADN (Résultats 5).

Par ailleurs, récemment des altérations morphologiques et fonctionnelles de la glande salivaire
des patients en lien avec un stress élevé du réticulum endoplasmique ont été soulignées. Ce
stress réticulaire se manifesterait a la suite, ou du fait, d’'un défaut de la voie IRE1a/XBP1 (voie
UPR classique : unfolded protein response) qui serait dd a une répression transcriptionnelle en
lien avec une hyperméthylation des promoteurs des génes de cette voie. Ces mémes genes

présentent une régulation de leurs expressions également par I'lFN y (Sepulveda et al., 2018).

L'ensemble de ces observations permettrait d’imaginer le schéma ci-dessous (Figure 32) :
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Figure 32: Lien entre l'activation des TETs et I'inhibition des DNMTs imaginé au niveau des cellules épithéliales de la glande
salivaire.

H,0, : peroxyde d’hydrogéne ; JAK 1,2 : Janus Kinase 1,2 ; STAT3 : Signal Transducers and Activators of Transcription ; ROS:
Especes Oxygénés Réactives; PKCS: Protéine Kinase C 6; ERK: Extracellular signal-regulated kinases; ShmC: 5
hydroxyméthylcytosine ; TETs : Tet methylcytosine dioxygenases; DNMT1 :DNA methyltransferase 1; Jakavi: ruxolitinib
(inhibiteur Jak 1 et 2) ; AG490 : Tyrphostin (inhibiteur Jak2) ; NAC : N acétylcystéine.

Ainsi il pourrait étre envisagé un traitement au N-acétylcystéine en complément des autres
traitements envisagés. Une étude de 1986 en double aveugle sur I'effet du N-acétylcystéine
sur des patients présentant un pSS et un sSS avait montré une amélioration de |'haleine
(halitose) et de la sensation de soif, en revanche aucun changement concernant la composition

de la salive n’avait été noté (Walters et al., 1986).
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lIl.  Régulation de I'expression de deux genes sensibles a la

meéthylation (SSB et cytokératine 19)

La conséquence de ces altérations du méthylome est d’une part la surproduction de
I"autoantigéne SSB/La et la production de I"auto-anticorps correspondant anti-SSB/La (Article

2). Et d’autre part une surexpression de la cytokératine 19 est constatée (Article 3).
A. SSB/La

Au cours du processus apoptotique des cellules épithéliales des glandes salivaires on observe
a la surface des corps apoptotiques I'autoantigeéne SSB/La ce qui favorise la production des
auto-anticorps anti-SSB/La par les lymphocytes B infiltrés. Cette apoptose est médiée par
différents processus, via les lymphocytes T par un mécanisme Fas-FasL (Matsumura et al.,
1998), par les lymphocytes B via la voie PKCS (Varin et al., 2012), ainsi que via une troisieme
voie impliquant le stress réticulaire avec une relocalisation de SSB/La (Katsiougiannis et al.,
2015). On peut donc imaginer un scénario qui serait le suivant avec dans un premier temps un
stress cellulaire a I'origine des changements du méthylome conduisant a la surexpression de
I"autoantigéne SSB/La, puis lorsque le stress s’"amplifie ce dernier participe a la mort cellulaire
de la cellule et au relargage de l'auto-antigene, favorisant ainsi la production de l'auto-

anticorps.
B. Cytokératine 19

La cytokératine 19 est un marqueur des cellules ductales et qui est peu présent dans les cellules
acinaires. En lien avec les travaux récents de Pringle et collegues, la cytokératine 19 permettrait
de suivre I'état physiologique de la glande salivaire et |la différenciation en cellules ductales des
cellules souches de la glande salivaire. Cela donnerait ainsi une indication quant a la
progression de la pathologie et plus précisément le niveau de détérioration du tissu

glandulaire.
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V. Perspectives

L'une des perspectives de ce travail, actuellement en cours, est d’étudier I’hydroxyméthylation

de I’ADN a partir d’'une cohorte de patients SGS dont les cellules épithéliales ont été cultivées

depuis février 2016 (Figure 33)
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Figure 33: Collecte de SGECs de patients SGS et de patients contréle
Pour cette étude nous avons retenu une variante technologique, I'Infinium MethylationEPIC

d’illumina ®, proche de celle utilisée dans I'Article 1. Ainsi a la suite de I'extraction d’ADN
génomique issu des SGECs, celui-ci va étre traité selon le procédé détaillé en Figure 34, afin de

permettre I'analyse de I’'hydroxyméthylation de ’ADN de fagcon ciblé.

Hydroxyméthylation de 'ADN: glucosylation-oxidation-bisulfite conversion }

P oeic o oo
>AMmc resiaue ’ r
: 0dddd — 2383%
1- Glucosylation \2- Oxydation
SQ@.(_-. w
JUt 584

1- protection de la margue 5ShmC avec une fraction glucose
3- Traitement Bisulfite
2- oxydation et amplification PCR

3- traitement bisulfite, seul 5hmC reste inchangé et est lu

00000
comme une cytosine alors que 5mC et autres cytosines non
méthylés sont désaminés en uracile et lus comme des

thymidines lors du séquencage.

Figure 34: principe de I'analyse de I'nydroxyméthylation de I'ADN qui sera utilisé
5hmC : 5-hydroxyméthylcytosine ; 5mC: 5-méthylcytosine ; 5fC: 5-formylcytosine ; 5caC: 5-carboxylcytosine ;5gmC: B-
glucosyl-5-hydroxymethylcytosine
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De cette maniére, nous pourrons discrimer et déterminer I'importance du processus de
déméthylation active de ’ADN au cours du SGS. A cela, s’ajoute une étude de la méthylation
de I'’ADN sur les mémes patients. Ces deux approches sont complémentaires, en effet lors du
traitement au bisulfite de sodium de 'ADN on ne discrimine pas les cytosines méthylées et

hydroxyméthylées Figure 35.

NH, o) o
@ Déamination fl\/t Conversion \fj\/t T
N 0] N (o] N o]
H H H
Cytosine Uracile Thymine
NH, NH,
CH3 CH3
| SN Pas de réaction | ~N
—_—
N v C
H H
MéthylCytosine MéthylCytosine
OH NH, OH NH,
I = N Pas de réaction | ™~
R
N0 N’go C
H H
5-Hydroxyméthylcytosine 5-Hydroxyméthylcytosine

Figure 35: principe du traitement au bisulfite de sodium
CH3 : groupement méthyl ; T :thymine ; C : cytosine

A cela s’ajoute une étude du transcriptome qui devrait permettre d’associer une signature
transcriptionnelle a ces premiéres variations et de répondre en partie a I'implication de la voie

Jak-Stat dans ces mécanismes.

Une deuxieme perspective de cette étude est I'analyse plus fine de I'implication de la voie Jak-

STAT et d’étudier chez les patients son implication.
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V. Conclusions
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Figure 36: Figure Finale.
CMH : Complexe Majeur d’Histocompatibilité ; ICAM1 : InterCellular Adhesion Moleculel ;
PDL-1 : Programmed death-ligand 1 ; 5hmC : 5Shydroxyméthylcytosine ; IFN : Interféron

L'ensemble des observations faites au cours de ce travail permet d’obtenir le schéma final
suivant Figure 36. Ainsi a la suite d’une activation des cellules épithéliales de la glande salivaire
par des facteurs environnementaux, des drogues et un environnement inflammatoire, les voies
interférons et de lutte contre un stress oxydatif seraient sollicitées. Cela aurait un impact direct
sur le méthylome et I’hydroxyméthylome, permettant I'accés a I’ADN et favorisant la liaison de

facteurs de transcription, qui dans un second temps permettrait la production par la cellule :

- De molécules de co-stimulation (ICAM-1 ; PD-L1 notamment)
- DuCMH declasse 1 et 2 (HLA-DR)
- De cytokines pro-inflammatoire

- D’auto-antigenes (notamment SSB/La).

La résultante de cela serait un recrutement des lymphocytes T puis B, qui grace a
I'environnement de la glande vont pouvoir étre activés, proliférer et se différencier. Ces
lymphocytes ayant eux-mémes un impact sur le méthylome des cellules épithéliales. La cellule
va ainsi perdre son identité de cellule sécrétrice de salive et devenir une cellule pseudo-

présentatrice d’antigéne qui va attiser cette boucle d’activation. Pour finir cette sur-
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sollicitation des cellules épithéliales va aboutir a leur mort par apoptose et va conduire a une

diminution drastique du pool de cellules souches de la glande salivaire.
Ainsi des questions restent :

- Quel est I'évenement déclencheur de I'inflammation ?

- Quel est le lien entre les mécanismes génétiques et épigénétiques ? lequel a un impact
sur 'autre ?

- Enfin, est-il possible d’utiliser cette approche pour développer des drogues innovantes

dans cette pathologie incurable ?

177



Annexes

178



Annexe 1

179



Voie

géne

Fonction du géne

référence

Fonction et signalisation des
lymphocytes T

PTPN22

Récepteur lymphocyte T et signalisation
des récepteurs de lymphocyte B

(Gomez et al., 2005)

CTLA4

régulateur négatif de la fonction des
lymphocytes T et maintient de la
tolérance périphérique

(Downie-Doyle et al., 2006)

GTF2IRD1-GTF2I

GTF2IRD1- Fonction non établi
GTF2I -general transcription factor Ili
(TFII-1), important pour la transcription
et la transduction du signal dans les
lymphocytes Bet T

(Nordmark et al., 2009)

STAT4

Facteur de transcription régulant la
fonction des lymphocytes T

(Gestermann et al., 2010; Korman et al.,

2008; Lessard et al., 2013; Li et al., 2013;

Nordmark et al., 2009, 2011; Palomino-
Morales et al., 2010)

TCRBV

Récepteur lymphocyte T

(Lawson et al., 2005)

Fonction et signalisation des
lymphocytes B

BLK

Tyrosine kinase non réceptrice impliqué
dans la signalisation et le
développement des lymphocytes B

(Lessard et al., 2013)

FAM167A-BLK

FAM167A -Fonction non établi

(Nordmark et al., 2011)

EBF-1

Facteur de Transcription pour le
développement des lymphocytes B

(Nordmark et al., 2011)

BAFF

B-cell activating factor, crucial pour la
maturation des lymphocytes B

(Nossent et al., 2008)

Présentation antigénique et
costimulation

Ro-52

Autoantigéne

(Imanishi et al., 2005; Nakken et al.,
2001)

TAP2

Traitement de I'antigene

(Kumagai et al., 1997)

CD40

Molécule costimulante du lymphocyte B

(Nordmark et al., 2011)

CD14

Récepteur de reconnaissance de motifs

(Nordmark et al., 2011)

TNFSF4/0X40L

Cytokine exprimée par de nombreuses
cellules immunitaire, la liaison a
TNFRSF4 abouti a la prolifération des
lymphocytes T et a la production de
cytokines

(Nordmark et al., 2011)

Cytokine, facteurs liés et récepteurs

IL-10

Anti-inflammatoire

(Font et al., 2002; Hulkkonen et al.,
2001; Qin et al., 2013)
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IL-4 récepteur alpha (IL-4Ra)

Cytokine de la voie Th2

(Youn et al., 2000)

IRF5(Interferon regulatory factor 5)

Facteur de transcription régulant la
production d’interféron

(Lessard et al., 2013; Miceli-Richard et
al., 2007, 2009; Nordmark et al., 2009)

IRF5-TNPO3

Facteur de transcription régulant la
production d’interféron

(Nordmark et al., 2009)

IL-12 A

Importante cytokine de la voie Thl

(Lessard et al., 2013)

TNF-a

Pro-inflammatoire

(Gottenberg et al., 2004)

Récepteur de chémokine

CXCR5

Récepteur pour CXC chemokine ligand
13 crucial pour le homing des
lymphocytes B et I'organisation des
follicules lymphoides

(Lessard et al., 2013)

Signalisation NFkB s

IkBa

Inhibiteur de NFkB

(Ou et al., 2008)

TNFAIP3

Inhibiteur de NFkB

(Li et al., 2013)

TNIP1

Inhibiteur de NFkB

(Lessard et al., 2013)

Divers

FCGR

Liaison a la portion Fc de 1gG
La variation du nombre de copies
diminue la clairance des complexes
immuns

(Mamtani et al., 2010)

MBL

Active la 3°™ voie du complément

(Wang et al., 2001)

NCR3

Récepteur activant les cellules NK

(Rusakiewicz et al., 2013)

ApoE

Régulation de I'inflammation

(Pertovaara et al., 2004)

Fas

Apoptose

(Bolstad et al., 2000b)

MECP2

Facteur de transcription sensible a la
méthylation de I’ADN

(Cobb et al., 2010)

CHRM3

Récepteur muscarinique 3

(Appel et al., 2011)

GST

glutathion S-transférase empéche les
dommages oxydatifs

(Morinobu et al., 1999)

PTPN22- Protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 22 CTLA4 -Cytotoxic T lymphocyte—associated antigen 4 GTF2IRD1-GTF2I- General transcription factor lii/GTF2I
repeat domain containing 1 STAT4 -Signal transducer and activator of transcription 4 TCRBV - T cell receptor b variable BLK- B lymphocyte kinase FAM167A-BLK Family with
Sequence Similarity 167, Member A EBF-1 Early B-cell factor 1 BAFF B-cell activating factor TAP2 Transporters associated with antigen processing TNFSF4/0X40L- Tumor
necrosis factor (ligand) superfamily, member 4 IRF5 -Interferon regulatory factor 5 TNF-a Tumor necrosis factor-a CXCR5 Chemokine (C-X-C motif) receptor 5 TNFAIP3
Tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3 TNIP1-- TNFAIP3-interacting protein 1 FCGR Immunoglobulin gamma Fc region receptor II-b MBL Mannose-binding lectin
NCR3-- Natural-cytotoxicity-triggering receptor 3 MECP2 Methyl CpG binding protein 2 CHRM3 Muscarinic receptor 3 GST-Glutathione-S-transferase
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11.1 INTRODUCTION

Primary Sjogren's syndrome (pSS) is a chronic autoimmune disorder referred to as an autoim-
mune exocrinopathy or autoimmune epithelitis [1]. The clinical manifestations can be subdivided
into those that are related to exocrine dysfunctions, which mainly lead to xerostomia (dry mouth)
and keratoconjunctivitis sicca (dry eyes), and those that affect parenchymal organs, which lead
to systemic features and are characterized by periepithelial mononuclear cell infiltrates. Systemic
manifestations could also result from immune complex depositions due to B-cell hyperactiva-
tion. Most patients will experience an indolent and benign evolution; however, approximately
5% of patients will develop a B-cell lymphoma [2-4]. An altered health-related quality of life and
psychological features are also frequently reported in patients with pSS in addition to the classi-
cal sicca features. The treatment provided is based on the disease expression (i.e., the symptoms
and the extraglandular manifestations), and a systemic disease activity index (ESSDAI) has been
developed for follow-ups [5,6].

T cells predominate in exocrine glands during the initiation and moderate stages of the disease
[7]; however, B cells and dendritic cells are recruited and activated as the disease evolves. B-cell
hyperactivation is a dominant feature of pSS, and is characterized by: (1) the presence of circulat-
ing autoantibodies (Ab) against the sicca syndrome ribonucleoprotein particles (SSA /Ro and SSB/
La), usually in association with rheumatoid factors and hypergammaglobulinemia [8]; (2) salivary
gland echostructure abnormalities, which reflect inflammation and fibrosis [9,10]; (3) lymphocyte
organization with germinal center-like structures; and (4) an abnormal peripheral blood B-cell
profile [11-13]. Lymphocyte infiltration correlates poorly with decrease in lacrimal and salivary
secretions. Epithelial cells are not only the target of the immune system in this physiopathological
model, but they are also implicated in its genesis, as they act as nonclassical antigen presenting
cells and produce adhesion molecules, costimulatory molecules, chemokines, and cytokines (fur-
ther details are provided in [14,15]).

The etiology and pathogenesis of pSS remain unclear; however, environmental factors (e.g., vi-
ruses and drugs), genetic predisposition, and epigenetic factors have all been implicated [16-19].
Genetic risk factors associated with pSS include HLA-DR allele subtypes and up to 40 polymor-
phisms associated with key pathological pathways, including type I interferon (IFN)-regulated or
induced genes (e.g., IRF5 and STAT4), the NF-xB pathway (e.g., TNIP1 and TNFAIP3), and B-cell
activation (e.g., CXCR5 and BLK) [20,21]. It is important to note that most of these genetic muta-
tions are present within regulatory sequences, which are far from DNA-coding regions and within
cell-specific epigenetic areas [22,23].

Epigenetics was initially introduced to explain how cells defined by a common genotype can
differentiate into alternative phenotypes. Such a definition has evolved, and epigenetics now
refers to the heritable changes in gene expression that do not entail modifications in the DNA se-
quence. Recent data also suggest that epigenetic mechanisms are not only important to regulate
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development, control the cell cycle, and respond to external changes, but that they are also able
to drive complex diseases [24-26].

11.2 INVOLVEMENT OF EPIGENETICS IN pSS

In the 1960s, the oral administration of hydralazine or isoniazid to mice for several weeks was
shown to increase the incidence of antinuclear Ab. The authors also established a link with the
relative frequency of systemic lupus erythematosus (SLE)-like syndromes in patients treated with
the same drugs [27]. It is important to note that variations were observed depending on the animal
strain, age, and sex; however, this effect disappeared after discontinuation of the drug. Both hy-
dralazine and procainamide have the capacity to inhibit DNA methyltransferase (DNMT) activity
and remove methyl groups from cytosines within phosphorylated cytosine—guanine (CpG) sites.
Although hydralazine was used to cure hypertension, it was also reported to induce SS in humans
on occasion [28,29].

Two research groups have demonstrated that autoreactivity in SLE is characterized by DNA
hypomethylation in both CD4" T cells and CD19* B cells [30,31]. Conversely, experiments involving
the passive transfer of DNMT inhibitor-pretreated CD4" T cells into mice induced the production
of anti-dsDNA Ab and the generation of severe immune complex glomerulonephritis [32]. Similar
results were also obtained when B cells, instead of CD4" T cells, were treated with demethylating
drugs [33]. Further studies characterized the defective pathways that led to decreased DNMT1 ex-
pression in CD4"* T cells, identifying the oxidative stress, PKC8, and MAPK/ERK pathways [34,35].

11.3 ALU, LONG INTERSPERSED NUCLEAR ELEMENTS, AND HUMAN
ENDOGENOUS RETROVIRUSES AS SENSORS OF DNA DEMETHYLATION

Transposons, frequently referred to as “junk” DNA, are subdivided into long interspersed nuclear
elements (LINE, which occupy 16.9% of the genome), short interspersed nuclear elements [i.e., short
stretch of DNA characterized by the action of the Arthrobacter luteus (Alu) restriction endonuclease,
which occupy 10.6% of the genome], and long terminal repeat elements, which include the 400,000
copies of human endogenous retroviruses (HERVs). The latter have colonized up to 7% of the human
genome by reversing the normal flow of genetic information from DNA to RNA [36]. HERV genes
are mostly nonfunctional due to the presence of deletions, stop codons, or frame shifts; however, a
few copies have the ability to generate functional proteins, although they are normally epigenetically
suppressed. Tugnet et al. reported that the HERV-K family is the only group that can produce intact
viral particles [37]. Moreover, members of the HERV-K family, together with HERV-E, are the most
transcriptionally active as they retain intact open reading frames (ORFs), which therefore increases
the possibility that HERVs may play a role in human diseases [38—40]. HERV-K elements are strongly
suspected to be involved in amyotrophic lateral sclerosis, multiple sclerosis, and cancer [41], and an
aberrant accumulation of retroelements is associated with two genetic diseases with SLE features
(familial chilblain lupus and Aicardi-Goutieres syndrome) [42].

Alu, LINE-1, and HERV elements are overexpressed in the minor salivary glands (MSGs) of pSS
patients, and this deregulation often results in defective control of DNA methylation (Table 11.1)
[19,31,37,38,40,43-45]. The hypothesis that retroelements contribute to human autoimmunity and



TABLE 11.1 Cell-Specific Epigenetic Modifications and Associated Environmental Factors in Patients with Primary Sjogren's Syndrome

MSG epithelial cells B cells T cells Monocytes References
Environmental factors Drugs, viruses, and stress Drugs and EBV Drugs Viruses [29,32,33]
Transposons Altered Alu, LINE1, HERV-E, and HRES1 Unknown Unknown [19,43,45,48]
HRES1
DNA methylation — Altered Altered Unknown See Table 11.3 [54]
DNA methylation Reduced PKC/Erk, DNMT1, and Unknown Unknown Unknown [55]
pathways GADD45A
Methylation-sensitive Increased SSB/LA, KRT19, and AQP5 Unknown cd70, Ita, and Unknown See Table 11.2
genes foxP3
Histone modifications H4 acetylation Unknown Unknown Unknown [56]
MiRNAs Increased miR-146a, miR-574, and Unknown MiR-146a MiR-34b See Table 11.4
miR-768
Reversibility Anti-CD20 Unknown Unknown Unknown [55]
(DNA methylation)

EBV, Epstein-Barr virus; MSG, minor salivary gland.
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pSS is supported by different observations. First, numerous retroelements have been shown to be
overexpressed in MSG since the discovery of the human intracisternal A-type retroviral particle
[46-48], the human T-cell lymphotropic virus (HTLV) related endogenous sequence (HRES1)
[48], and HERV-E elements (i.e., HERV-K113 and HRV-5) [19,49,50]. HRES1 was demonstrated
to be regulated by DNA methylation. Another way to explore HERV overexpression (and DNA
demethylation) in pSS is to test auto-Ab production against HERV antigens (i.e., GAG or POLI).
Brookes et al. used synthetic peptides derived from HERV HRESI and highlighted anti-HRES1
Ab in 32% of pSS patients compared to <5% of controls [48]. Hishikawa et al. also detected
anti-HERV clone 4-1 p30 gag Abs in 35% of pSS patients compared to 0% of controls [51]. Cross-
reactivity was also tested for this group of auto-Abs, which illustrated that the anti-HRES1 Ab
cross-reacted with the HTLV1 p19 capsid antigen, and that the anti-HERV clone 4-1 p30 gag Ab
cross-reacted with the Smith and U1 small nuclear ribonucleoprotein particle autoantigens [52].
Second, after observing that a LINE-1 promoter was demethylated and its transcript overex-
pressed in MSG tissue from pSS patients, Mavragani et al. showed that transfection of plasmacy-
toid dendritic cells with a LINE-1-containing plasmid had the capacity to induce type 1 IFN [43].
Third, the overexpression of Alu in peripheral blood can induce an inflammatory response (e.g.,
IFNo, IL-6, and TNFa) that is reversible in the presence of chloroquine (a molecular agent used
in SLE and pSS). Alu elements purified from SLE patients can bind the autoantigen, SSA /Ro60,
and form immune complexes with anti-SSA /Ro Abs. This mechanism is also suspected to occur
in pSS [53]. Further experiments are needed to establish the contribution of retroelements in the
pathophysiology of pSS and to characterize the main cellular subset that produces retroelements,
as almost all experiments performed to date have used whole MSG tissues instead of isolated
cell subsets.

11.4 X CHROMOSOME IN pSS

Several theories support a role for the X chromosome in the development of pSS: (1) pSS occurs
predominantly in women with a ratio of 9:1 (females:males); (2) there are reports showing that tri-
somy X (47,XXX), a super female phenotype (mosaic of XXXXX/XXXX/XXX/XX/XO), or disomy
X (47, XXY), which is referred to as Klinefelter's syndrome in males, may increase the risk of pSS
occurrence [57-59]; and (3) females inherit both maternal and paternal X chromosomes whereas
men receive the maternal X and the paternal Y chromosome, therefore a mechanism of dosage
compensation is required to equalize X-linked gene expression that is not gender specific. Conse-
quently, X-chromosome inactivation is a major epigenetic event in mammals, so that females only
contain one transcriptionally active X chromosome [60,61]. The active chromosome is referred to as
Xa and the inactive chromosome as Xi. The choice between the maternally- or paternally-derived
Xi is random and made in somatic cells in early embryo development [62]. After this, each daugh-
ter cell from that somatic cell will inherit the decision and maintain the same parentally derived X.

Overexpression of the X-linked CD40 ligand (CD40L) in CD4" T cells from female subjects with
SLE was explained by increased DNA demethylation of the Xi [63]. Belkhir et al. observed that
CD40L was overexpressed in ex vivo activated CD4" T cells from female patients with pSS. The
authors tested its control by DNA methylation but failed to demonstrate a link with the cytosine
methylation status at CpG sites within the regulatory regions of CD40L. This suggests that CD40L
overexpression in pSS CD4" T cells may occur through nonepigenetic regulatory mechanisms [64].
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11.5 DNA METHYLATION IS AFFECTED IN pSS

11.5.1 Global DNA Methylation

A recent study reported that pSS patients showed global DNA demethylation in MSG epithelial
cells when compared to biopsies from controls. These defects were heritable, as observed during
long-term primary culture of the salivary gland epithelial cells (SGEC) [55]. Global DNA demeth-
ylation in MSG cells was observed in patients with lymphocyte infiltration and for those patients
that were positive for anti-SSB/La Ab (Fig. 11.1) [54,65]. SSB/La overexpression in SGEC from
anti-SSB/La auto-Ab positive pSS patients was also shown to be associated with SSB/LA promoter
demethylation (Figs. 11.2 and 11.3 adapted from [54,66]). However, no differences were observed
in relation to age, sex, disease duration, clinical and biological parameters, drug intake, or disease
activity (ESSDAI score).

Treatment with the demethylating drug, 5-aza-2’-deoxycytidine (5-Aza), increases the expression
of the autoantigen, SSB/LA, and cytokeratin-19 (KRT19) in a human salivary gland (HSG) cell line
(Table 11.2) [54,65]. Incubation with 5-Aza also upregulated aquaporin 5 (AQP5) gene expression
and increased fluid secretion in the HSG ductal NS-SV-DC cell line [67]. Abnormal subcellular local-
ization of the AQP5 protein was also reported, thus providing an explanation for the abnormal sali-
vary flux that characterizes pSS patients [68]. However, treatment of CD4* T cells from pSS patients
and controls with 5-Aza was ineffective at inducing IRF5 and CD40L upregulation [64,69].

Environmental factors
(DNA demethylating

drugs, viruses...)

v Recruitment
v Activation

PKCdelta, Erk

Risk factor DNMT1
'MVS
HLA presentation
CpGs miRNAs... /
? CpG unmethylated —/ ~ ® @)

Cytokines/chemokines
Autoantigens(SSB/La)

? CpG methylated Salivary gland epithelial cells

FIGURE 11.1 Involvement of epigenetic mechanisms in minor salivary glands from patients with Sjogren's syn-
drome. Ab, antibody; B, B cell, DNMT1, DNA methyltransferase; HERV, human endogeneous retrovirus; HLA, human
leukocyte antigen; IFN, interferon; pDC, plasmacytoid dendritic cell; SGEC, salivary gland epithelial cell; SSB/La, anti-sicca
syndrome B autoantibodies; T, T cell.
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MGG Anti-5MeCyt Anti-SSB

FIGURE 11.2 Defective DNA methylation in salivary gland epithelial acini from patients with primary Sjogren's
syndrome (pSS) is associated with lymphocyte infiltration and ssb/la gene expression. Photomicrographs of MSG biopsy
sections stained with May-Gilinwald-Giemsa (MGG, blue), an anti-5mC antibody (clone 33D3, red), and an anti-SSB/La Ab
(green) in a representative control and pSS patients (for more information see [54]). PSS patients were classified as mild,
intermediate, or severe according to the grade of the inflammatory Tarpley's score.

Tarpley 0
control

Tarpley 0
mild

Tarpley 2
intermediate

Tarpley >3
severe

Gonzalez et al. observed hypermethylation of the dystonin (DST) gene promoter and overex-
pression of an epithelial splice variant of DST (the bullous pemphigoid antigen 1) in acinar cells
from pSS patients [73]. Hypotheses have since arisen related to the use of an alternative promoter
[77] or to posttranslational modifications.

11.5.2 Genome-Wide Methylome Analysis

11.5.2.1 Infinium Technology

The most widely used strategy for studying DNA methylation in human pSS tissues is the In-
finium Human Methylation 450K (HM450K) BeadChips (Illumina) (Table 11.3) [78]. This technol-
ogy interrogates human genomic DNA after bisulfite conversion (which converts unmethylated
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FIGURE 11.3 DNA methylation of the ssb/la gene in long-term cultured salivary gland epithelial cells (SGEC) from
primary Sjogren's syndrome (pSS) patients and controls (Cont) (from [66]). The ssb/la locus depicts the location of the CpG
probes tested using the HM450K (Illumina). White boxes indicate CpG sites with a value below the reference and red stars
(*) represent CpG probes that were differentially methylated between controls and pSS patients.
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cytosines to uracils) using two 50-mer probes per CpG locus: one unmethylated and one methyl-
ated. The methylation state at each probe is calculated by determining the fluorescence ratio be-
tween beads. The HM450K BeadChips cover 2% of the 28 million CpG sites in the human genome
and 99% of the genes, with an average of 17 CpG sites per gene. The Methylation EPIC BeadChip
(Ilumina) was recently developed to further DNA methylation analysis and cover 850,000 CpG
sites; however, pSS studies using this technology have yet to be published.

Genome-wide DNA methylation arrays need an appropriate experimental design to avoid mis-
interpretations [81]. First, and most important, epigenetic profiles are cell-specific. Therefore het-
erogeneous mixtures [i.e., MSG tissue or peripheral blood mononuclear cells (PBMCs)] must be
adjusted to analyze and decipher specific changes in the epigenetic profile as opposed to changes in
the cellular composition. Second, the integration of quality controls for samples (i.e., probes, back-
ground, and adjustments for batch effects such as laboratory conditions and experiment time) can
help to remove nonspecific signals. Third, probes residing in the X chromosome or including single
nucleotide polymorphisms could or could not be filtered out. It should also be noted that methyla-
tion levels tend to be tightly correlated between nearby CpG loci, that somatic rather than germinal
mutations affect methylation levels, that genes and gene regions (e.g., promoters) are not equally
covered, and that gene pathway analysis can be biased by the selection of the CpG array. Therefore
the fourth and final essential step in the experimental design is the validation of significant hits with
independent data resources and other experimental approaches.

11.5.2.2 Whole Blood, T Cells, and B Cells

Genome-wide DNA methylation profiling was conducted in PBMCs, B cells, and T cells (whole
and naive) using the HM450K beads [71,72,79,82] (Table 11.3). Although the methodological analy-
ses used were distinct, several important points should be highlighted from these studies. First,
although global DNA was unaffected, there was a trend for DNA hypermethylation in B cells and
DNA demethylation in T cells when comparing differentially methylated beads. Second, B cells
demonstrated approximately 50-times more DNA methylation changes than T cells, and such an
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TABLE 11.2 DNA Methylation Sensitive and Insensitive Genes in Patients With Primary Sjogren's Syndrome

Promoter
Normal or
Hypomethylated | hypermethylated Cell type Expression Function References
AQP5 NS-SV-DC Up Salivary flux [67]
CD70 CD4+ Up Costimulatory cytokine [70]
GTF2I SGEC and HSG NT Regulator of [66]
transcription
HRES-1 MSG, CD19+ Up HTLV-1-related [45,48]
endogenous retrovirus
ICA1 SGEC and HSG NT Autoantigen [66]
IFI44L CD19+ NT IFN pathway [71]
IFITM, IFITM3, CD19+ NT IFN pathway [71]
AND
KRT19 SGEC and HSG Up Intermediate filament [65]
for epithelial cells
LINE1 MSG Up Induction of IFN-alpha [43]
LTA CD4+ Up T-cell cytokine [72]
NLRP3 SGEC and HSG | NT NF-kB pathway [66]
RUNX3 CD19+ NT Transcription factor [71]
(Th17)
SLC25A40 SGEC and HSG NT Mitochondrial carrier [66]
SSB/LA SGEC and HSG | Up Autoantigen and RNA [54]
metabolism
TNFAIPS CD19+ NT Antiapoptotic [71]
CD40L CD4+ Unaffected T-cell cosignal [64]
DST MSG Up BP320 Anchoring protein [73]
FOXP3 CD4+ Down Regulatory T cells [74,75]
IFI44L CD4+ NT IFN pathway [76]
IRF5 CD19+ and Unaffected Transcription factor (IFN) | [69,71]
CD4+

CD4+, CD4+T cells; CD19+, CD19+ B cells; down, downregulated; HSG cell line, human salivary gland epithelial cells; IFN, interferon; MSG,
minor salivary gland; NS-SV-DC cell line, human salivary gland ductal; NT, not tested; SGEC, long-term cultured salivary gland epithelial

cells; up, upregulated.

effect was increased when considering patients with anti-SSA/SSB Abs. Third, common identi-
fied pathways were related to antigen presentation and type I IFN, while specific pathways were
related to receptor signaling and development genes in B cells, and solute carrier proteins and the
runt-related transcription factor 1 (RUNX1) in T cells. Fourth, mapping of differentially methyl-
ated CpGs (DMCs) revealed that they were predominantly present within open-sea or intergenic



TABLE 11.3 Genome-Wide Methylome Analysis Using the Human Methylation 450K BeadChip (Illumina) and Signaling Pathways in Cell
Subtypes of Patients with Primary Sjogren's Syndrome

DNA methylation status according to control

DMCs (n) (selection

criteria) Hypomethylated (%) | Hypermethylated (%) | Cell type | Pathways References
45 73.3 26.7 MSG — [79]
(P<1.3x107)
11,785 52.4 47.6 PBMCs Antigen presentation, IFN signaling, and [79]
(P <13x107) Graft-versus-host disease signaling
453 22 78 CD19* IEN signaling [79]
(P<13x107)
6707 44 56 CD19* 1L4 signaling, IL8 signaling, CXCR4 signaling, | [71]
(Median >7%, P < 0.01) PTEN signaling, B-cell receptor signaling,

B-cell development, and altered T- and

B-cell signaling in RA and SLE signaling
753 73.4 26.6 CD4* Apoptosis and inflammatory pathways [72]
(Mean >1.2, P<0.01)
7820 73 27 MSG Immune response and signal transduction [80]
4662 21 79 SGEC Calcium and Wnt pathways [66]

(Median >7%, P < 0.01)

CD4+, CD4+ naive T cells; CD19+, CD19+ B cells; DMCs, differentially methylated CpGs; MSG, minor salivary glands; PBMCs, peripheral blood mononuclear cells; SGEC,

long-term cultured salivary gland epithelial cells.
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genomic areas that were far from promoters and CpG islands. Fifth, overlaps between genes with
DMCs and pSS-associated genetic risk factors were observed.

Analysis of promoter DNA methylationin CD4" T cells revealed demethylation and overexpression of
CD70 (TNF receptor-associated factor 7) [70]. Several genes involved in the IFN pathway were demeth-
ylated in naive CD4" T cells, including lymphotoxin alpha (LTA), signal transducer and activator of tran-
scription (STAT)1, IFN-induced protein 44 like (IFI44L), IEN-induced transmembrane protein 1 (IFITM1),
and ubiquitin specific peptidase 18 (USP18); RUNX1 was hypermethylated [72]. However, promoter de-
methylation at the IFI44L gene locus in pSS patients was not confirmed in a separate study [76]. Yu et al.
identified DNAhypermethylationin the forkhead box P3 (FOXP3) promoter in pSS patients, which corre-
sponded to a decrease in the expression of FOXP3 atboth the mRN A and proteinlevelsin peripheral CD4"
T cells of patients compared to controls [75]. Of note, FOXP3+ regulatory T cells (T.;) frequency in the
MSG correlated positively with the inflammation grade, C3 and C4 hypocomplementemia, and cryo-
globulinemia [83,84].

11.5.2.3 Minor Salivary Glands (MSG)

Two studies used the HM450K beads to analyze MSG samples from pSS patients [79,80]; how-
ever, these studies were limited because of the small number of samples tested (1 = 13-15) and
because of the heterogeneity of the MSG tissue, as it consist of infiltrating mononuclear cells (e.g.,
T cells, monocytes, B cells, and dendritic cells), acinar cells, ductal epithelial cells, fibroblasts, and
myoepithelial cells [78]. Cole et al. [80] reported inverse correlations between the DNA methyla-
tion levels of the top five DMCs and the focus score (a measure of lymphocytic infiltration) and the
ocular staining score (a measure of tear film reduction). An enrichment of DMCs in the promoter
regions of genes involved in the stress response, the immune response, and signal transduction
was reported. Moreover, analysis of transcription factor binding motifs within promoter regions
around pSS-associated DMCs revealed antioxidant response elements, IFN-stimulated response
elements, and PU-1 binding motifs.

However, results obtained from genome-wide analysis were different when long-term cultured
SGEC were analyzed with HM450K instead of MSG samples [66]. PSS patients were discriminated
from controls using a supervised hierarchical clustering of DNA methylation, and two pathways
were shown to be enriched: (1) the calcium pathway (DNA hypomethylation), which is important
for the control of salivary flux; and (2) the Wnt pathway (DNA hypermethylation), which is impor-
tant for epithelial cell development and proliferation. An IFN signature was also highlighted for
differentially methylated genes in pSS SGEC. Patients were further subdivided according to treat-
ment, particularly hydroxychloroquine intake, which led to characterization of the phosphatidyl
inositol pathway. It should be noted that several DMCs were also present within pSS-associated
risk factors (i.e., ICA1, NRLP3, SLC25A40, and GTF2I), which were sensitive to the actions of 5-Aza
in the HSG cell line.

11.5.3 DNA Methylation Enzymes

Global DNA demethylation in long-term cultured SGEC is associated with a decrease in the
methylating enzyme, DNMTT1, and an increase in the demethylating partner, GADD45a. [55]. The
contribution of B cells in the demethylation process was further highlighted following the treat-
ment of pSS patients with rituximab, a chimeric anti-CD20 monoclonal Ab, in the TEARS open
clinical trial [55,85]. Global DNA methylation levels were higher at 4 months after B-cell depletion
in comparison with the MSG biopsy obtained at the initiation of rituximab therapy, thus suggesting
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that DNA demethylation in SGEC may be partly attributed to the presence of infiltrating B cells.
This is supported by the inverse correlation between global DNA methylation and lymphocyte
infiltration [54,65]. This hypothesis was tested using coculture experiments, and B cells were con-
firmed to mediate DNA demethylation in the HSG cell line through altered ERK/DNMT1 signal-
ing, similar to that reported in SLE [86].

11.6 HISTONES IN pSS

Global histone H3 and H4 hyperacetylation, and histone H3 demethylation, at lysine 4 character-
ize CD4" T cells from SLE patients [87]. In addition to positively affecting transcription, these modi-
fications can also lead to the development of specific auto-Ab. This was demonstrated with the
lupus-derived monoclonal Ab BT-164 and KM-2, which recognize histone H3 trimethylated lysine
27 and histone H4 acetylated lysine 8, 12, and 16, respectively [88-90]. Blocking histone hyper-
acetylation represents an interesting therapeutic alternative as two histone deacetylase inhibitors
(Trichostatin A and suberoylanilide hydroxamic acid) can revert histone modifications and improve
SLE symptoms in mice without affecting auto-Ab titers [91,92]. These results provide arguments
to suggest that the DNA methylation modifications that characterize pSS patients are associated
with histone modifications, and that some of the antihistone auto-Abs detected in pSS target post-
translational histone modifications [93]. TNFo. inhibition of AQP5 expression in the NS-SV-AC cell
line was tested, and demonstrated that such inhibition was independent of DNA methylation but
controlled by histone H4 acetylation [56].

11.7 miRNA IN pSS

11.7.1 Description

MicroRNAs (miRNAs) are small noncoding single-strand RNA transcripts of 19-22 nucleotides
that regulate gene expression at the post-transcriptional level and are important in a wide range of
physiological and pathological processes [94]. Primary miRNA transcripts are generated by RNA
polymerase Il in the nucleus and cleaved by an RNase III enzyme, Drosha. After cleavage, miRNAs
are transported to the cytoplasm by exportin 5, where they are further processed by Dicer into
mature miRNA duplexes. They are finally separated into single strands at the core of the multipro-
tein RNA-induced silencing complex (RISC) by Argonaute proteins. Most miRNAs bind to the 3
untranslated region of their target mRNAs and cause translation repression or mRNA degradation.
Dysregulated miRNA expression is associated with DNA methylation and histone modifications in
numerous autoimmune diseases.

11.7.2 MiRNA in MSG and Saliva from pSS Patients

Investigation of miRNAs in MSG samples revealed important differences between pSS patients
and controls (Table 11.4) [95-97]. A predictive analysis of biologic pathways under miRNA con-
trol suggested that they regulate salivation through the regulation of neural pathways [95]. It
was also claimed that downregulation of miRNAs targeting TRIM21 and TROVE2 in the MSG
of pSS patients may partially explain the lack of transcriptional regulation of the sicca-associated



TABLE 11.4 Deregulated Expression of miRNAs in Patients With Primary Sjégren's Syndrome

MiRNAs
Upregulated Downregulated Cell type mRNA Target Function References
miR-146a PBMCs IRAK1/TRAF6 NF-xB and IFN regulator [98,99]
miR-155 PBMCs SOCS1, TAB2, and cMAF B-cell development [99]
miR-181a PBMCs and MSG B-cell development and salivary [97,100]
flux
miR-16 PBMCs and MSG TRIM21 Autoantigen and salivary flux [97,101]
miR-223 PBMCs TROVE2 Autoantigen [97]
miR-200b SGEC TRIM21 and TROVE2 Autoantigen [97]
Let-7b SGEC SSA+* TRIM21 and TROVE2 Autoantigen [97]
miR-34b-3p Monocytes GRB2, P38, and MEKK1 MAPK pathway [102]
miR-877-3p Monocytes SMAD?2, SOS1, ERK1, RAC1, TGEFB, MAPK, and JAK-STAT [102]
HGK, and STAT6 pathways
miR-3162-3p Monocytes Unknown Unknown [102]
miR-4701-5p Monocytes SHP2, HIPK2, MKK7, and MAPK and JAK-STAT pathways [102]
IFNAR1
miR-1207-5p MSG TRIM21 Autoantigen [103]
miR-1695-3p MSG TRIM?21 Autoantigen [103]
miR-203 Saliva Unknown Unknown [104]
miR-768-3p MSG and saliva Unknown Unknown [95,104]
miR-574-3p MSG and saliva Unknown Unknown [95,104]
miR-17-92 Unknown Unknown [105]
miR-4524 MSG and HSG Unknown Unknown [96]
miR-5571 MSG and HSG Unknown Unknown [96]
miR-5100 MSG and HSG Unknown Unknown [96]
miR-5572 MSG and HSG Unknown Unknown [96]
miR-BART13-3p B cells and saliva STIM1 Ca® pathway in HSG [106]

HSG, Human salivary gland cell line; MSG, minor salivary gland tissues; PBMCs, peripheral blood mononuclear cells; SGEC, long-term cultured salivary gland epithelial cells;
SSA+, SGEC from patients that had autoantibodies to SSA/Ro and SSB/La; TRIM21, SSA/Ro 52 kDa; TROVE 2, SSA/Ro 60 kDa.
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autoantigens, SSA /Ro 52 kDa and 60 kDa [97], while the SSB/LA autoantigen was proposed to be
controlled by DNA methylation [54].

11.7.3 MiRNA-146a in PBMCs and Exosomes from pSS Patients

Pauley et al. reported that miR-146a was upregulated in PBMCs from pSS patients and SS-prone
mouse models [107]. This observation has since been confirmed by other groups. MiR146a levels in-
crease before pSS onset in PBMCs and during disease progression in the MSG, thus suggesting that
miR-146a acts early in the disease pathogenesis. MiR-146a is also present within saliva exosomes,
which are microvesicles secreted by cells including lymphocytes and epithelial cells [108]. Mir146a
plays a critical role in increasing phagocytic activity and repressing inflammatory cytokine produc-
tion in monocytes. The transcription factor, NF-«xB, controls miR-146a and the downstream TLR/
INF pathway through TNF-associated factor 6 (TRAF6), IL-1 receptor-associated kinase (IRAK1),
STAT1, and IRF5 [98]. Zilahi et al. tested PBMCs from pSS patients and healthy controls for ex-
pression levels of miR146a and miR146b and their target genes IRAKI, IRAK4, and TRAF6. The
authors established that miR146a/b and TRAF6 were overexpressed in pSS patients, while IRAK1
expression was significantly decreased. It was therefore proposed that TRAF6 contributes to the
increased activation of the NF-xB pathway through the involvement of PKCE, as is typically seen
in the disease [109].

11.8 CROSS TALK WITH GENETIC RISK FACTORS

The primary role of the epigenome is to regulate transcription, and recent research from the En-
cyclopedia of DNA Elements (ENCODE) and the Roadmap Epigenomic Program have highlighted
that epigenetics can affect: (1) the transcriptional machinery, when present within promoters, en-
hancers, and insulators (e.g., gene regulatory elements that control interactions between enhancers
and promoters); (2) the control of intron excision, when present in areas controlling spliceosome
complex formation; and (3) the control of mRNA, through the control of nonsense mediated decay
and stabilization via miRNAs.

It has also been shown that epigenetic signatures fall within pSS-associated genetic risk factors.
This was demonstrated in B cells when analyzing both the active histone mark H3K27Ac [21] and
DMCs [71]. This cross talk was shown to be cell-specific due to the overrepresentation of the asso-
ciation in cell-specific regulatory elements. Analysis of transcription factor binding sites within pSS
risk variants revealed immune-related transcription factors (i.e., NF-kB, STATs, and PU-1), which
are downstream of the type I and NF-kB pathways that are known to be affected in pSS [20].

11.9 CONCLUSIONS

PSS is a complex and heterogenous disease involving several cell types (i.e., B lymphocytes,
T lymphocytes, and epithelial cells). Evidence suggests that epigenetic changes (i.e., DNA meth-
ylation, histone modifications, and miRNAs) confer a risk for pSS in genetically predisposed
individuals. Another important point is cellular specificity, as there are important differences
between epithelial cells and lymphocytes. However, these processes have been shown to be
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reversible and involve specific pathways, therefore better understanding of the mechanisms con-
trolling these pathways would undoubtedly benefit pSS diagnosis, prognosis, prevention, and
treatment.

Given the large volume of experimental evidence for the transgenerational inheritance of epi-
genetic trails [110], the next step will be to test the contribution of parental epigenetic alterations in
determining the risk for chronic diseases (i.e., pSS). If true, identification of such mechanisms may
hold great promise for predicting susceptibility traits and for developing epigenetic drugs. These
new drugs may lead to personalized treatment according to a patient's epigenetic status in their
lymphocytes or SGECs.
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ABSTRACT

Primary Sjogren’s syndrome (pSS) is a systemic autoimmune epithelitis and recent advances in our
comprehension of its pathophysiology strongly suggest a multi-step process that involves environmental
factors (e.g. chronic viral infection, drugs), followed by deregulation of the epigenetic machinery
(e.g. DNA demethylation, histone modifications, microRNASs), which in turn specifically affects lymphocytes
and epithelial cells leading to an aberrant inflammation. This process is amplified in the case of genetic
mutations. As a conseguence, autoreactive lymphocytes and autoantigens are produced leading to the
development of autoantibodies. Moreover, it was observed that epigenetic modifications in pSS could
be reversed, thus providing arguments to suggest that therapeutic strategies targeting the epigenetic
deregulation and in particular the PKC-delta/Erk/DNMT1 pathway would be effective in pSS.

Keywords: Sjogren’s syndrome  (SS), epigenetics, DNA methylation, histone acetylation,
endogenous retrovirus.

INTRODUCTION Table 1. Epigenetic modifications in salivary

gland epithelial cells from patients with primary

Sjdgren’s syndrome (SS) is a chronic and systemic Siégren’s syndrome.
autoimmune epithelitis, primarily affecting exocrine
glands such as the salivary and lacrimal, and Primary Sjégren’s syndrome
leading to dry mouth (xerostomia), and dry eyes | . icnmental Drugs (procainamide, isoniazide)
(keratoconjunctivitis sicca).! Moreover, in one-third | factors virus, stress®

. . HERV-E (MSG)201
of SS cases, patients have systemic features that —— S T ——r

. . . etrotransposons ecrease -aelta-cr

could affect.the kld'n"ey, lung, liver, and thyrou;l. DNA methylation Decreased DNMTT (SGEC)
Although primary Sjoégren’s syndrome (pSS) is

. . ) ) microRNA Increased GADD45A
typically reported in women (sex ratio 9:1) during | Methylation Increased miR-146, -574, -768%
their fourth or fifth decade, the disease also | sensitive SSB/La, KRTI9,52 aquaporin 52

occurs in both sexes and at any age2 SS is slowly | 9genes Reversibility | Anti-CD20~
progressive with benign evolution, except in up to

B cell lymphoma.? In half of the patients, SS disease minor salivary glands; SGEC: salivary gland epithelial
is a unique disease and referred to as pSS, while cells; GADD45A: growth arrest and DNA damage

in the other half, SS is secondary and coexists inducible alpha; DNMT1: DNA methyltransferase;
with another autoimmune disease (AID) such as SBB/La: Sjégren’s syndrome type B antigen;
systemic lupus erythematosus (SLE), rheumatoid KRTI19: Keratin 19.

arthritis, primary biliary cholangitis, and thyroiditis.
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Focal lymphocytic infiltration of  tissues
characterises pSS with typically an initial T cell
predominance with an elevated CD4/CD8 ratio,
while progressively B cells become preponderant
and may be organised in germinal centre-like
structures.* Antigen presenting cells have been
described in heavy infiltrates. B cell hyperactivity
characterises pSS patients highlighted by the
presence of circulating autoantibodies (AAB)
against the sicca syndrome A/Ro and B/La
ribonucleoprotein particles, detection of
rheumatoid factors, hyperglobulinaemia, and
hypocomplementaemia.® It is suspected that an
altered peripheral blood B cell distribution reflects
B cell infiltration of the tissues.®®

ENVIRONMENTAL FACTORS

As reported in Table 1, multiple lines of evidence
support a role for environmental factors in pSS
altering the epigenetic machinery® and this is
supported by reports that drugs such as
hydralazine and procainamide, two drugs known
to interfere with the main epigenetic event, DNA
methylation, induce SS in association with SLE in
both humans and mice.®? This hypothesis is
reinforced further by observations that other
factors effective in inducing important epigenetic
changes have been associated with pSS such as
ultraviolet  light, smoking, and chemicals.®
Other arguments are related to the disease
concordance rates for monozygotic twins,
revealing a rate of 15-25% for pSS which signifies
a complex process involving more epigenetic
than genetic components.® In addition, SS
geoepidemiology distribution reveals that the
highest rates are reported in Northern countries®
and epidemiological studies indicate associations
between SS and viruses and between SS and
psychological stress. As a whole, these
observations strongly suggest a major role played
by epigenetic mechanisms in the development
of pSS.’®

GLOBAL DNA METHYLATION ANALYSIS

DNA is Demethylated in Primary
Sjogren’s Syndrome

DNA methylation is a heritable and reversible
epigenetic mark involving the covalent transfer of
a methyl group to the fifth carbon of the cytosine
pyrimidine ring (®™¢C) in a CpG dinucleotide by DNA
methyltransferases (DNMTs).""® Recent research has

22 EUROPEAN MEDICAL JOURNAL ¢ December 2016

also revealed the presence of non-CG methylation
in embryonic and pluripotent mammalian stem
cells.® In mammals, most CpG dinucleotides are
methylated with the notable exception of the
active proximal and long range gene regulatory
sequences (e.g. promoter, enhancer, insulator)
that tend to be protected from methylation.
When methylated, the DNA alone can physically
prevent binding of transcriptional regulators
to the gene, and more importantly, methylated
DNA participates in chromatin compaction.
The overall degree of genome DNA methylation
can be easily estimated, wusually around
70-80%, and for determining the amount, several
approaches exist such as high performance
liquid chromatography  and immunological
techniques (immunohistochemistry, enzyme-linked
immunosorbent assay) based on utilisation of
specific monoclonal antibodies such as the murine
anti->mC clone 33D3.

In AID, DNA demethylation is the most studied
epigenetic hallmark with defects arising mainly from
loss of maintenance DNA methylation at repeat
elements which are normally heavily methylated,
including satellites and retrotransposons (as
discussed later). Such an effect is cell-specific and
associated with defective DNMT1 activity, with a
stronger effect reported in lymphocytes from SLE
patients, synoviocytes in rheumatoid arthritis, and
cells within the brain in multiple sclerosis.'020-2
Regarding pSS, we have recently reported that
global DNA methylation was altered in epithelial
cells when analysing minor salivary gland (MSG)
biopsies.?** Interestingly, and because of DNMTI
downregulation, global DNA demethylation was
conserved after long-term culture of salivary
gland epithelial cells (SGEC), thus confirming
the heritability of the process. In contrast, no
differences relative to controls were reported when
analysing peripheral blood T and B cells from pSS
patients for global DNA methylation,?#?6%” indicating
that global DNA demethylation is altered primarily
in epithelial cells.

Crosstalk Between Epithelial
Cells and Lymphocytes

Clinical and biological factors associated with
epithelial cell DNA demethylation in MSG biopsies
were further explored, revealing that global DNA
methylation was inversely correlated with the level
of lymphocyte infiltration and anti-sicca syndrome
B/La AAB detection but surprisingly, not with
anti-sicca syndrome A/Ro AAB and the clinical
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index designed to measure activity in pSS, the
European League Against Rheumatism (EULAR)
Sjogren’s  Syndrome Disease Activity Index
(ESSDAI.2> One further step was to demonstrate
lymphocyte and B cell involvement, which was done
by conducting co-culture experiments between the
human salivary gland (HSG) epithelial cell line and
B cells to reveal that B cells were effective to
control within HSG cells global DNA methylation,
through the control of DNMTI, in a time and
dose-effective fashion.?*

Reversibility and PKC-delta
/Erk/DNMT1 Pathway

At the molecular level, DNMT1 activity in SGEC is
regulated upstream by the PKC-delta/Erk pathway.
Direct contact between epithelial cells and B cells,
but not with T cells, is effective in promoting
PKC-delta degradation and downstream DNMTI

repression in SGEC.?2® As a conseqguence it was not
surprising to observe that global DNA methylation
was restored in MSG from pSS treated with an
anti-CD20 monoclonal antibody (mAb) therapy,
rituximab.?* Thus part of the clinical activity of the
B cell-depleting agent rituximab in pSS may be
attributed to an epigenetic effect.?*34 Similarly,
in SLE a defective Erk/DNMT1 pathway leading to
DNA methylation is reported in SLE B cells and
this pathway could be restored by utilisation of
another mAb, the anti-interleukin (IL)-6 receptor
mAb itolizumal.3:36

WHOLE METHYLOME ANALYSIS

Infinium Technology

Several strategies have been developed for whole
genome DNA methylation profile determination.

Table 2: Genome-wide DNA methylation patterns in primary Sjégren’s syndrome.

Naive T cells

Whole

B cells

B cells

All T cells

Increased methylation
Decreased methylation

6,171 (52.4%)
5,614 (47.6%)

98 (21.6%)
355 (78.4%)

2,953 (44%)
3,754 (56%)

54 (45.4%)
65 (54.6%)

blood3® (CD19%)3%® (CD19*%)%324 (CD4*)%324 E&?;s’ CD45,
Patients (controls) 100 (400) 24 (47) 26 (22) 26 (22) LIEED)]
Differentially methylated CpG 1,785 453 6,707 19 753

200 (26.6%)
553 (73.4%)

Differentially methylated genes
Hypermethylated
Hypomethylated

5,623

EBF4

MX1, IFI44L,
PARPY, IFITT

203 426
MXI, IFI44L, ’ ’

IFITMI, PARP9

IFITMI, IF144L

IFITMI, IF144L,
CD247

Pathways
Lymphocyte activation N N ves ) ves

ymp Y Yes Yes Yes - Yes
Interferon pathway

. . Yes - - - Yes
Antigen presentation
Association with clinical data
SSA/SSB AAB ) ves igz ) Unknown
Disease activity (ESSDAI)
. . . HLA, IRF5 HLA, IRF5 . )

Association with risk factors - CXCR5, BLK CXCRS5, BLK

ESSDAI: EULAR Sjogren’s Syndrome Disease Activity Index; HLA: human leukocyte antigen; IRF5: interferon
regulatory factor 5; CXC: chemokine; BLK: B lymphocyte kinase; EBF4: early B cell factor 4; MXI: myxovirus
resistance 1; IFl44L: interferon induced protein 44 like; IFIMT: interferon induced transmembrane protein
1; IFITT: interferon induced protein with tetratricopeptide repeats 1; PARP9: poly(ADP-ribose) polymerase
family member 9; ZPBP2: zona pellucida binding protein 2; STAT3: signal transducer and activator
of transcription 3; RUNXI: runt-related transcription factor 1; LTA: lymphotoxin-alpha; CD247: cluster of
differentiation 247; AAB: autoantibodies.
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The most utilised of these, which is cost-effective
and requires only a small amount of DNA, is the

mononuclear cells, T cells (whole and naive), and
B cells.26273839 Although methylation analysis was

Infinium® methylation BeadChips developed by
llumina®® This technology interrogates genomic
DNA after bisulphite conversion (unmethylated
cytosine is converted to uracil) using two 50-mer
probes per CpG locus, one methylated and one
unmethylated. The methylation state at each probe
is calculated by determining the fluorescence ratio
between the two beads. The human methylation
450K (HM450K) covered 2% of the 28 million CpG
sites present in the human genome, 96% of the
CpG islands, and 99% of the genes with an average
of 17 CpG sites per gene.

Whole Blood, B cells, and T cells

not conducted in the same manner in the studies,
several important points could be raised and
they are summarised in Table 2. First, and
irrespective of the lymphocyte subset, analysis
of the hypermethylated genes highlighted as hot
spots are the human leukocyte antigen regions
(HLA /1) and Type | interferon (IFN)-regulated/
induced genes (IFl44L, IFITMI). Second, specific
pathways were characterised including solute
carrier proteins and the RUNX2 transcription
factor for T cells and B cell receptor signalling and
development genes for B cells. Third, between B cells
and T cells, up to 50-times more DNA methylation
changes are observed in B cells thus explaining
that DNA methylation alterations in peripheral
blood are predominantly related to B cells.

To date, genome-wide DNA methylation profiles
were conducted with the HM450K beads in
pSS by three groups using peripheral blood

Gene

miRNA
NMD

Missense Splicing

Long-range and proximal

regulatory elements

Enhancer Insulator Promotor

H3K27Ac PSS risk factor distribution

Pol2-

H3K27Ac
Pol2+

CTCF

- Enhancer

- Promoter
Cell specific - Exon

epigenetic factors - Splicing donor

O 3 utr
B VD

Figure 1: A schematic of the different locations in which causal variants can occur and the distribution
that is observed.

Detailed mapping of causal variants in primary Sjégren’s syndrome reveals that they map predominantly
to regulatory elements (93.1). These elements are cell-type specific and hot spots for epigenetic factors
(H3K27Ac for enhancers, H3K27Ac plus polymerase 2 (Pol2) for promoters, and the nuclear protein CCCTC-
binding factor (CTCF) that prevent crosstalk between active and inactive chromatin for insulators. The
other risk factors are related to mutations within the TSS, coding regions (silent, missense and nonsense
mutations), splicing mutations, nonsense-mediated messenger RNA decay triggered by polymorphism,
and miRNA targets in the 3’'UTR.55%°

pPSS: primary Sjogren’s syndrome; TSS: transcription start site; 3’'UTR: three prime untranslated region;
TSS: toxic shock syndrome; CTCF: CCCTC-binding factor; Pol2: polymerase 2; NMD: nonsense-mediated
messenger RNA decay.
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Minor Salivary Glands

So far, only one study has applied the HM450K
beads to MSG obtained from pSS patients.*®
Moreover, such a study is limited because the of the
small sample size (N=15) and because MSG consist
of multiple cell types including epithelial and acinar
cells in pSS patients and controls, but also immune
cells in pSS patients. Despite these limitations,
the IFN induced gene OAS2 was shown to be
demethylated in MSG from pSS patients. Again the
IFN pathway is highlighted and this is in agreement
with histological and gene expression studies,
conducted in MSG from pSS patients, which have
demonstrated increased levels of IFN-o and altered
interferon gene expression.4°

Another way to test the influence of DNA
methylation in pSS is to use DNMT inhibitors. In
this manner, treatment with 5-aza-2’-deoxycytidine
(5-Aza) results in expression of the SSB/La
autoantigen and cytokeratin 19 genes in the HSG
cell line,>*" aquaporin 5 gene expression in the HSG
ductal cell line NS-SV-DC,*? alteration in the control
of Type | hemidesmosome components,*® and to
the increased fluid secretion in the murine ageing
model C57BI/6Cr Skc. In contrast, 5-Aza was
ineffective in inducing /RF5 and CD40L upregulation
in CD4* T cells from pSS women. 4445

EPIGENETIC REPROGRAMMING
AND RETROTRANSPOSONS

Interspersed and comprising 8% of human
genome, human endogenous retroviruses (HERV)
are controlled at the epigenetic level by DNA
methylation.?® When such control is impaired,
HERV can produce different effects. One example is
related to the human T cell leukaemia related
endogenous retrovirus (HRES-1) that is inserted in
the long arm of chromosome 1 at position 1942 and
controlled by DNA methylation,*® when expressed
the HRES-1 provirus produces a p38 gag protein
that can induce AAB development as observed
in 10% of patients with pSS in contrast to 1.5% in
healthy donors.#” An association between SLE
and HRES-1 polymorphisms is also described.*®
Another example is HERV-CD5 that is integrated
into chromosome 11 upstream of the host cd5 gene
exon 1 and downstream of the cd6 genef This
integration occurred just prior to the divergence of
hominoids from old world monkeys 25 million years
ago.* Defective DNA methylation at the HERV-CD5
promoter introduces an alternative promoter for
the cd5 gene, and enables transcription of a fusion

transcript with the consequence of an intracellular
variant of CD5,%>°° which can in turn promote B cell
autoreactivity as observed in SLE B cells.>'%?

In MSG from pSS patients and in addition to
HRES-1,>®> other HERV were reported to be
over-expressed including HERV-K113 and HERV-5,>
and HERV-E elements.”

GENETIC FACTORS AND CROSSTALK
WITH EPIGENETIC FACTORS

Genetic Risk Factors Associated
with Primary Sjogren’s Syndrome

Up to 40 non-HLA genetic risk-factors are
characterised in pSS® and the recent development
of genome-wide association studies conducted
in Caucasian and Han Chinese pSS patients
have contributed to improve this list.>>* Genetic

loci associated with pSS are associated with
key pathological pathways including antigen
presentation (HLA I/Il), Type | IFN-regulated/

induced genes (IRF5 STAT4), NF-xB pathway
(TNIP1,  TNFAIP3), and B cell activation
(CXCR5, BLK).S” Interestingly, it has been
demonstrated for some of these risk-factors that
they are associated with gene expression as
observed with HLA and BLK-FAMI67 genes.*®
Another observation is that parts of them (~50%)
are shared with SLE and other AID, and related
to important immune components crucial in the
development of AID such as cytokines (IL-10,
IL-21), receptors (TNFSF4/CD252), transcription
factors (/RF5), and B cell signalling proteins (BLK,
BANKT). However, and with the exception of the
HLA 1/ll genes that have a significant odds ratio
([OR]; usually above 2), the other risk factors are
usually modest (1.1<OR<1.8) and for half of the
patients no risk factors were reported.

Genetic Risk Factor Annotation

The vast majority of genetic factors associated
with pSS are excluded from protein coding
regions (5.6%), and as described in Figure 1, are in
regulatory areas (93.1%).5%° Regulatory pSS risk
factors are suspected of controlling genes through
an effect on: i) the transcriptional machinery when
present within cell specific regulatory regions
referred to as promoters (29.2%), enhancers
(56.9%), and insulators (6.9%) (an insulator is a
gene regulatory element that blocks interactions
between enhancers and promoters); i) the
spliceosome complex formation that controls intron
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excision (2.4%); iii) the activation of messenger
RNA non-sense mediated decay (5.6%), and; iv)
the control of messenger RNA stability through
microRNA binding at three prime untranslated
regions (2.4%). Such a breakthrough in our
understanding regarding AlD-genetic risk factor
functions was possible due to recent development
of the ENCODE (Encyclopedia of DNA elements)
and Roadmap Epigenomics programmes.®°

Genetic Risk Factors and Cellular Specificity

As the primary role of the epigenome is to regulate
transcription in a cell-specific manner, recent
research demonstrated whether or not genetic
variants are enriched in tissue-specific epigenomic
marks and whether or not they can influence
autoreactivity.f®? In line with this hypothesis,
a B cell signature was observed in nearly all of
the pSS-associated risk-factors when considering
the active histone mark H3K27Ac, expression
quantitative  trait loci, and differentially
demethylated CpGs.>® The salivary gland epithelial
cell signature remains to be demonstrated, and we
can postulate that both signatures overlap partially.

Moreover, it was also reported that binding sites for
SS risk variants were enriched within binding sites
for immune-related transcription factors such as
NF-kB, STATs, and PUl;, and some common
pathways previously described to be affected in
PSS (Type | IFN, NF-xB).

CONCLUSIONS

The information presented here indicates that DNA
demethylation confers a risk for pSS, providing
a strong argument for epigenetic causality in
genetically predisposed individuals. Although not
reported in this review, DNA methylation defects
in pSS are associated with other epigenetic
modifications such as histone modifications and
mMiRNA overexpression.®* Another important point
is related to the cellular specificity, which concerns
mainly B cells and epithelial cells. However, it was
also observed that the process was reversible and
that DNA demethylating drugs are related to a
defective PKC-delta/Erk/DNMT1 pathway. As a
consequence, it can be postulated that drugs
controlling this pathway would undoubtedly have
benefits for pSS prevention and treatment.’®64
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Altérations du méthylome au cours du Syndrome de Gougerot Sjogren

Mots clés : Syndrome de Gougerot-Sjégren, cellules épithéliale, glande salivaire, méthylation de 'ADN, interféron

Résumeé : Le syndrome sec de Gougerot Sjégren (SGS)
est une maladie auto-immune chronique qui présente des
dommages progressifs et irréversibles des glandes
exocrines lacrymales et salivaires. Cette pathologie affecte
entre 0.1 et 3 % de la population et est plus commune
chez les femmes avec un ratio de 9 femmes pour 1
homme. Dans la glande salivaire, une infiltration
lymphocytaire est observée et est associée avec la
destruction de I'épithélium sécrétoire, qui joue un rble
central dans l'initiation et le développement du SGS. Le
processus physiopathologique est loin d’étre compris et
semble dépendant de phénomeénes épigénétiques. En
effet, des perturbations importantes de la méthylation de
I'ADN sont observées dans les cellules épithéliales en lien
avec le niveau d’infiltration lymphocytaire des glandes
salivaires.

L'objectif de ce ftravail est de mieux comprendre les
changements épigénétiques au cours du SGS et en
particulier les défauts de méthylation/déméthylation de
I’ADN observés dans les Cellules Epithéliales de Glandes
Salivaires (SGEC) et leurs réles dans le développement de
la pathologie.

Dans ce but, Une étude globale de la méthylation de
I'ADN a été réalisée apres culture cellulaire destinée a
isoler les SGEC de patients SGS. La puce « human
methylation 450k » d’lllumina utilisée couvre plus de 485
000 sites CpG du génome. Des analyses
bioinformatiques nous ont permis d'obtenir un panel de
génes différentiellement méthylés. Nous avons ainsi mis
en évidence [Iimportance de la voie -calcique
(déméthylée, connue pour avoir un impact sur la
salivation) et de la voie WNT (hyperméthylée). De plus
nous avons pu identifier une régulation interféron et
montrer l'importance d'un changement du type
d'interféron (I a Il) lors de I'évolution vers un lymphome
de type MALT. En outre, nous montrons qu'il existe une
inter-relation forte entre les processus épigénétiques et
les facteurs génétiques associés au SGS. Enfin la
derniére partie de ce travail met en lumiére I'implication
d’'un environnement inflammatoire dans le contrle du
processus de méthylation/déméthylation de I'’ADN dans
les cellules épithéliales.

Ainsi, les altérations du méthylome des SGECs
pourraient contribuer a la pathophysiologie du SGS et a
son évolution en un lymphome du MALT, ceci en lien
avec son environnement inflammatoire.

Methylome alterations during Sjégren’s syndrome.

Keywords : Sjogren Syndrome, epithelial cells, salivary gland, DNA methylation, interferon

Abstract : Sjggren Syndrome (SjS) is a chronic
autoimmune disease characterized by a progressive and
irreversible damage of exocrine glands, particularly
salivary and lacrymal glands. This pathology affects
between 0.1 and 3% of the population and is more
common in women with a ratio of 9 women for 1 man. In
salivary glands, a lymphocytic infiltration is observed and
associated with the destruction of the secretory
epithelium, which plays a central role in initiation and
development of the S§jS. The process remains
incompletely clarified and contains a strong epigenetic
component. Indeed, important disturbances of the
process of DNA methylation are observed in epithelial
cells and they are linked with the level of lymphocyte
infiltration in salivary glands.

The objective of this work is to better understand
epigenetic changes during the SjS and in particular the
DNA methylation/demethylation defects observed in
Salivary Gland Epithelial Cells Epithelial (SGEC) and their
roles in the pathology development.

For that purpose, a global study of DNA methylation was
done on 12 patients SGECs with the Infinium
HumanMethylation450 BeadChip (lllumina). The 450k HM
allows to cover more than 485,000 CpG sites on the
whole genome. Bioinformatic analysis allowed us to
obtain genes panels which are differentially methylated
during this pathological phenomenon. In an interesting
way, we identified the potential involvement of the calcic
(hypomethylated, known to impact salivation) and WNT
pathways (hypermethylated). Besides we were able to
identify interferon regulation and the shift from interferon
type | to type Il with mucosa associated lymphoid tissue
(MALT) Ilymphoma evolution.  Furthermore, the
simultaneous genomic—epigenomic analysis revealed
significant associations between SjS-associated genetic
risk factors and epigenetic modifications. Finally, the last
part of this work highlights inflammatory environment
involvement to control DNA methylation/demethylation in
salivary gland epithelial cells.

Altogether, alterations of DNA methylation in SGEC may
contribute to SjS pathophysiology and evolution to MALT
and this in link with the inflammatory environment.



