N
N

N

HAL

open science

Identification de nouvelles cibles thérapeutiques au
cours du syndrome de Gougerot-Sjogren primitif (SJp)
Renaud Felten

» To cite this version:

Renaud Felten. Identification de nouvelles cibles thérapeutiques au cours du syndrome de Gougerot-
Sjogren primitif (SJp). Immunologie.  Université de Strasbourg, 2023.  Frangais. NNT:

2023STRAJO70 . tel-04356735

HAL Id: tel-04356735
https://theses.hal.science/tel-04356735
Submitted on 20 Dec 2023

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-04356735
https://hal.archives-ouvertes.fr

Université

Ecole doctorale H

Sciences de la vie

de strasbourg ||| UNIVERSITE DE STRASBOURG | etdelasanté D414 |

’ Université de Strasbhourg ‘

ECOLE DOCTORALE DES SCIENCES DE LA VIE ET DE LA SANTE

CNRS UPR 3572

TH ES E présentée par :

Renaud FELTEN

soutenue le : 18 octobre 2023

pour obtenir le grade de : Docteur de I'université de Strasbourg

Discipline/ Spécialité : Immunologie

Identification de nouvelles cibles
thérapeutiques au cours du syndrome
de Gougerot-Sjogren primitif (SJp)

THESE dirigée par :
M. GOTTENBERG Jacques-Eric

RAPPORTEURS :
Mme NOCTURNE Gaetane

Mme TRUCHETET Marie-Elise

AUTRES MEMBRES DU JURY :

M. GEORGEL Philippe

PU-PH, Service de Rhumatologie, CHU de Strasbourg, 1 avenue
Moliére 67000 Strasbourg, CNRS UPR 3572, université de
Strasbourg

PU-PH, Service de Rhumatologie, APHP Hdpital Bicétre, 78 rue du
Général Leclerc 94270 Le Kremlin Bicétre, INSERM UMR1184,
Université Paris-Saclay

PU-PH, Service de Rhumatologie, CHU de Bordeaux, Place Amélie
Raba Léon 33076 Bordeaux, CNRS UMR5164, Université de
Bordeaux

Professeur, Université de Strasbourg, INSERM, IRM UMR-S 1109

INVITES :
Mme MONNEAUX Fanny
Mme DUMORTIER Héléne

Chargée de recherche, CNRS UPR3572, Université de Strasbourg
Directrice de recherche, CNRS UPR3572, Université de Strasbourg






Remerciements

Le moment est venu d'exprimer ma gratitude envers toutes les personnes qui ont contribué a la
réalisation de cette thése d'immunologie. Ces années ont été remplies de défis, de découvertes
et d'apprentissages, et je suis reconnaissant envers chacune des personnes m’ayant apporté leur

soutien et leur encouragement tout au long de ce parcours.

Je tiens tout d'abord a remercier mon directeur de thése, le Pr Jacques-Eric GOTTENBERG
pour son mentorat depuis le début de ma formation. Votre expertise, votre passion pour la
recherche et votre dévouement a mon développement académique ont été d'une importance
cruciale. Votre confiance et vos idées sans limites m'ont permis d'explorer de nouvelles
perspectives et de progresser dans mon travail. Je suis profondément reconnaissant de

I'opportunité qui m'a été donnée de travailler sous votre direction.

Je remercie chaleureusement les Prs Gaetane NOCTURNE et Marie-Elise TRUCHETET pour
avoir accepté de juger mon travail. C’est un réel plaisir et un honneur de compter parmi mon
jury ces deux professeurs de rhumatologie dont j'admire I'expertise médicale et les travaux de

recherche.

Je remercie également le Pr Philippe GEORGEL pour son enthousiasme a juger mon travail. Je
ne doute pas que ses connaissances pointues en immunologie permettront d’en faire ressortir le

meilleur.



Je souhaite également exprimer ma reconnaissance envers les membres de mon comité de these,
le Pr Bernard GENY et le Dr Vincent FLACHER, pour leur expertise, leurs conseils précieux
et leurs suggestions constructives tout au long de ma thése. Vos commentaires éclairés m’ont

permis de parfois me recentrer et ont grandement contribué a améliorer la qualité de cette thése.

Merci aux Drs Hélene DUMORTIER et Fanny MONNEAUX pour m’avoir accueilli au sein
de votre équipe. Je dois dire que, grace a vous, je me suis senti intégre, soutenu et épaulé durant

toutes ces années. Merci pour vos conseils, votre écoute, vVos sourires. ..

Merci également aux juniors... Matthieu, Cécile et Romain, vous m’avez intégré a votre
famille, vous m’avez aidé dans mes manip’ et avez essay¢ de me transmettre votre savoir et
votre savoir-faire alors que je débutais. J’ai beaucoup appris grace a vous. Un merci tout spécial
a Matthieu a qui j’ai di poser mille questions mais qui a toujours pris le temps de me répondre
et qui m’a trés vite fait me sentir chez moi en venant au labo. Merci également a Sophia, Lucie,
mais aussi Annaick, Armelle et Léa pour vos partages, votre temps et vos réponses a mes
questions. Merci a Delphine pour la mise au point du protocole de flux salivaire et sa réalisation
a l’animalerie. Merci a Cédric qui a grandement participé a 1’avancement du projet
translationnel sur les ILC. Merci pour ta rigueur, ta patience, ta bonne humeur et nos discussions
autour du FACS ou dans nos bureaux. Merci a Jean-Daniel pour ton expertise en microscopie,
ta formation et ton aide sur la mise au point des marquages, démasquages et acquisitions.

Merci a tous ceux qui ont rendu ces années bien plus sympathiques par votre simple présence
au laboratoire : Johan, Benjamin, Hayet, Diane, Adriano, Francois, Vincent, JB, Quentin et j’en

oublie siirement encore...



Nos discussions ont été inestimables pour mes recherches. Nos échanges fructueux ont créé un
environnement stimulant et propice a l'apprentissage. Je suis reconnaissant d'avoir eu la chance

de travailler avec vous tous.

Comment ne pas remercier Lou ? J’ai eu le privilége de t’accompagner et de te co-encadrer au
laboratoire lors de ton master 2. Ta présence au laboratoire a été une source de grande
motivation pour moi et nos échanges ont grandement contribué a améliorer la qualité de mon
travail. Merci pour ta curiosité, ta rigueur, ton sérieux mais également ta bonne humeur et ta
fiabilité. Je te suis tres reconnaissant pour le travail fourni sur la partie portant sur les ILC au
sein des glandes salivaires.

Merci a Tao, pour ton aide sur I’analyse bioinformatique de la partie transcriptomique. Ton
expertise a permis aux différents jeux de données d’étre correctement traités et analyses puis
comparés a la base Cmap. Merci pour nos échanges multiples, ta réactivité et tes explications

claires sur ce domaine auparavant obscur pour moi.

Projet collaboratif signifie également deuxieme laboratoire, et je n’ai pas €té en reste a Necker.
Je remercie ainsi trés chaleureusement le Pr Lucienne CHATENOUD d’avoir tout fait pour
rendre ce projet possible. Je vous remercie de votre disponibilité, votre indulgence, votre
patience et votre confiance.

Merci a toute son équipe qui m’a accueilli a bras ouverts et a vraiment facilité mon travail a
Paris. Je pense plus particulierement & Laurene, avec qui j’ai étroitement collaboré, mais aussi
aux autres : Fabrice pour sa bonne humeur, ses conseils et pour avoir facilit¢ mon travail a
I’animalerie, Anne-Perrine pour son aide pour le FACS, Mélanie, Emilie, Tania, Cindy, Alix et

Sylvaine pour leur gentillesse et leur accueil.



Merci au Dr Pascal SCHNEIDER pour nous avoir fourni I’ Ac anti-BAFF et avoir contribué et

relu avec une grande attention le manuscrit sur la partie pré-clinique des souris NOD.

Je tiens a remercier la Société Francaise de Rhumatologie d’avoir fait confiance au projet NOD
et d’avoir financé mon année de stage de Master 2, qui m’a par la suite donné ’envie de

poursuivre I’aventure jusqu’a aujourd’hui.

Mes remerciements vont également a mes collégues de 1’équipe de Rhumatologic de
Hautepierre. Mener en paralléle mon activité hospitaliére et ma thése de sciences n’a pas
toujours été facile. Votre aide pour me libérer du temps et votre compréhension m’ont
grandement facilité la vie et permis d’étre plus tranquille afin de me consacrer pleinement a la
recherche. Merci tout particulierement & Flora, Auriane, Luc, Marina, Elise et Jérémy.

Merci au Pr Jean SIBILIA pour son accompagnement et pour avoir rendu les choses plus faciles
dans mon parcours académique. Merci pour sa confiance.

Merci au Pr Laurent ARNAUD qui m’a inculqué le désir et la maniére de publier des articles
scientifiques. Tes conseils, ton accompagnement et ta confiance m’ont apporté un bénéfice

inestimable.

La thése n’a pas été qu’une expérience professionnelle, elle a également grandement impacté
ma vie personnelle. Je souhaiterais donc naturellement remercier mes amis et ma famille qui
m'ont soutenu tout au long de cette aventure. Votre compréhension de mon choix d’une carriére
académique, votre amour, votre soutien et vos encouragements ont été une source de motivation
et de réconfort. VVotre présence dans ma vie a rendu cette expérience encore plus significative.
A ce titre, je te remercie tout particulierement Julie, mon épouse, pour ton soutien, ton écoute

dans mes moments de stress ou d’inquiétudes. Merci pour ta fine compréhension et analyse du



contexte afin de me délivrer des conseils avisés et appropriés en toute circonstance. Merci d’étre

la au quotidien, ma clé de voute c’est toi !

Enfin, je tiens a exprimer ma gratitude envers tous les patients qui ont participé a ces recherches
en tant que volontaires. Leur contribution et leur engagement envers la science sont essentiels

pour le progres de la recherche.

En conclusion, je voudrais remercier tous ceux qui ont contribué a la réalisation de cette thése.
\otre soutien, votre expertise et votre présence dans ma vie ont été inestimables. Cette these
représente le fruit d'un travail d'équipe et je suis honoré de I'avoir accompli avec vous a mes

cOtés.



SOMMAIRE

REMEICIBMEBINTS ...ttt ettt re e s be e te e st e st e e nbesneesbeeteaneeareenee e 3
Liste des tableaux, FIQUIeS €L @NNEXES........c.civviiiieiie it 14
1. LiSte deS TADIBAUX . ...cuiiieiiieiieiie sttt enes 14

2. LISEE ES FIQUIES....ctieieiiie ettt sttt b et beeteereeaneene e 14
3. LISTE BS ANNEXES.....eiiieeieeiieiiie sttt siee sttt sttt et este et esseesaeesee s b e nbeeneeereenteeneeaneenne e 15
LiSte deS ADIrEVIALIONS...........ciiiiiicieiee ettt re e ne s 16
INTRODUGCTION ...ttt sttt s et e e s te e sa e e e ast e e e sne e e e neeeannaeeanneeeanes 20
A. Lesyndrome de Gougerot-Sjogren primaire (SJIP) ..o.cooovvveererenenene e 21
I €= 1= - ) (LSRR 21

2. Manifestations cliniques et DIOIOGIGUES .........ccveiueiiriiiiiiicecee e 22
2.1.  Diagnostic et criteres de classifiCation ............c.coerriiiiininini e 22

2.2.  RiSQUE de IYMPROME ... 27
A O o (17 1 = ot SRS 27

2.2.1. FaCLEUIS T8 MISQUE ... .ottt et 28

2.2.2.  LYMPNOMAGENESE. ....ccuiiirieiiiiiieiieie sttt 29

3. Prise en Charge aCtUEIIE ..........cvoieiiie s 31
3.1 Traitements SYMPLOMAIQUES. ......cvereiiieieriesie st 31

3.2, Traitements SYSTEMIGUES ......ccveiuieieeiieiieecte et se e ste e sre e sbeeae e sne s 31

4. PhySiopatholOgie .......ccviiiieieciee e e 32
o O €= < 1) 1SR PRPROSRRPI 32

4.2, IMOGRIES MUIINS ....eoviiieiecie ettt ettt tesbesneereene e e e e 32
4.2.1. L2 SOUMS NOD ..ottt 32

4.2.2.  AULresS MOUIES MUIINS .. ..ccviiiieieierie et 33

4.3.  L’organe cible : les glandes SalIVAITES.............ccoviiiiiiiiiiicic e 38



4.4.  Acteurs cellulaires et CYtOKINTQUES.........ueruirieiieiiieie ettt 39

4.4.1.  Cellules épithéliales SaliVaires ... 39
4.4.1. IMMUNITE TNNEE......oviiecie e e 40
4.4.1. IMMUNItE AdaPLALIVE .......eoviieiiiice e 44
4.5.  Potentielles cibles therapeUtIQUES..........cocerririreinirereee e, 49
45.1.  Traitements Ciblant €S LB .........coooiiiiiiiii e 49
4.5.2. Traitements ciblant les Lymphocytes T ou la co-stimulation LT/LB........... 52
45.3.  Traitements ciblant les structures lymphoides ectopiques ............cccceveunene. 54
45.4.  Traitements ciblant les cytokines et leurs réCepteurs..........ccoovvevvriererennn, 54

455.  Traitements ciblant les interférons ou les voies de signalisation intracellulaires

...................................................................................................................... 56

4.5.6. Traitements d’autres mécanismes d'action ..........cccceeevveeiiieesieeesiieesieeenes 57

B.  ODJeCtifS de 1a thBSE.......ooieiieiec e 59
1. Recherche préclinique (SOUrS NOD) .......cccooiiiriiiniiniineeee e 59
2. Recherche translationnelle ..o 59
3. Repositionnement thérapeutique par une méthode transcriptomique ..........cccvevernnen. 60

PREMIERE PARTIE Intérét thérapeutique des anticorps monoclonaux anti-CD3 et anti-

BAFF dans le syndrome de Sjogren primitif chez la souris NOD ..........ccccocviiiiiiinienn, 61
A INEFOAUCTION ...ttt nes 62
1. Ciblage de BAFF.......c.oo ottt ettt st 62
R O o] T 1= 3o [ R PR PTRPP 63
3. Ciblage conjoint du LB et du LT ..oooiiiioiiiceee e 64
4.  ODbjectifs de NOLIe EIUAE.........cceeii e 65
B.  Matériel €t METNOUES ........ciiiieiii e 66

1. Laboratoire et aNimMaUX.......coooeeeeeeee e 66



2. Traitement par anticorps anti-CD3 et anti-BAFF ..., 66

3. Flux salivaire StIMUIE .........cccvoieieece e 67
4. ANAlYSE NISTOIOGIGUE ..o 69
4.1.  Sialadénite et focus score en hématoxyline-€0SiNe ..........c.ccocevvvriicincneneene, 69
5. Analyse des sous-populations lymphocytaires en cytométrie en fluX............ccccveeeee. 70
5.1.  ANtIicorps ULiliSES et aNaAlYSE .......ccuiiiiiiiiii e e 70
5.2.  Préparation de la suspension cellulaire sur sang total .............cccccovevvviiviiniiieninnnn, 70
5.3.  Préparation des glandes SAliVAITES............ccooririiiieiiienese e 71
5.4.  Préparation de la rate et des ganglions pancréatiqUes..........ccocevvevrerererereereenens 72
5.5, INCIAeNCE U GIADELE .......cveeeieciece e 72
6. ANAIYSES STALISTIQUES ......eoueeiieiiiiiieesie ettt 73
RESUITALS ..ottt et e e s e et et e srenbeareeraeneeneens 74
1. Evaluation des flux salivaires StIMUIES ...........ccccoveieiiiiiiieiiciese e 74
1.1.  Comparaison des flux salivaires stimulés des souris femelles NOD et B6.......... 74

1.2.  Evolution des flux salivaires stimulés des souris femelles NOD apres traitement ..

.............................................................................................................................. 74

2. Etude histologique de 1a Sialad@nite ............ccooeriiiiiiieiiee e 77
2.1.  Evolution et comparaison de la sialadénite et focus score des souris NOD ........ 77
2.2.  Comparaison de la sialadénite des souris femelles NOD apres traitement........... 80

3. Analyse des sous-populations lymphocytaires en cytométrie en flux......................... 82
3.1.  Analyse intermédiaire sur sang total ............ccccceevviiiiiiciicie e 82

3.2.  Analyse des glandes salivaires, de la rate, des ganglions pancréatiques et du sang
APIES TFAITEMENT ..ot e e e st e et e sbe e sbeenesreesbeeteaneesreas 85

4. INCIAENCE AU IADBLE ...t 90



D. Article “Efficacy of BAFF inhibition and B-cell depletion in non-obese diabetic mice
as a spontaneous model for Sjogren's syndrome”.................cccooiiiiiii 92

DEUXIEME PARTIE Etude de la présence et du réle potentiel des ILCs dans le syndrome

de GOoUgerot-SJOgreN PIIMAITE .......c.oiieiiiie ittt sttt steete s e sbeeeesneesneas 122
AL INTFOAUCTION ...ttt bbbt 123
1.  Justification de I’étude des ILC dans la physiopathologie du SJp........ccccovvvviiniinnn, 123
1.1.  Hypotheses sur la participation des ILC dans la physiopathologie du SJp........ 123

1.2. Données actuelles sur I’implication des cellules lymphoides innées auxiliaires dans

la physiopathologie AU SJIP.......coiiiiiiiiie s 124

2. Etude au laboratoire des proportions d’ILC sanguines et salivaires dans le SJp....... 124
B.  Matériel et METNOUES . ......cecieicee e 127
1. Inclusion des patients dans IEtUAe..........ccorveiiiiiiiiiii e 127

2. Prélevements SANQUINS ........coiiiiiiieiite ettt 127
3. Prélevements de glandes Salivaires aCCESSOINES .........ccvrrreeeereerieriesiesiesresseeraeseenenns 128

4. Quantification des ILC par cytométrie en flux sur cellules mononucléées du sang
périphérique et cellules de glandes salivaires accessoires digérées........c.ccovvvvvrvvareervernenn, 128

4.1.  Prélévements sanguins et isolement de cellules mononucléées du sang périphérique

............................................................................................................................ 128
4.2.  Digestion de glandes salivaires aCCeSSOITES .........ccvverreirereerreiiesreerieseesieeee e 129
4.3. ldentification et quantification des ILC par cytométrie en fluxX..............c......... 129

5. Analyse et quantification des ILC en microscopie par immunofluorescence sur coupes
0landes SAlIVAITES ACCESSOIIES. ... ..civieiiieriee it eie e sttt e st et e s e et e et e e e eebeesbeeereesneeanes 130

5.1.  Inclusion de glandes salivaires accessoires en paraffine et coupe au microtome.....

5.2.  Sélection des coupes analysées et classification de la sévérité des infiltrats ..... 131



5.3.  Immunomarquages des ILC et acquisition au microscope a fluorescence......... 131

5.4.  Quantification des ILC par infiltrat cellulaire de GSA ........c.ocooiiiiiiiiiieiee, 132
6. Recueil des données cliniques et biologiques des patients ..........c.ccccevvereieneneennen, 133
7. ANAIYSES STALISTIQUES ......eouieieeiieieterie sttt 133

C. Article : “Alteration of innate lymphoid cell homeostasis mainly concerns salivary
glands in primary Sjogren’s Syndrome” ...............cccooiiiiiiin i 134
TROISIEME PARTIE Repositionnement thérapeutique par une méthode
transcriptomique dans 18 STP...c..oiiiiiii s 147
AL INTFOAUCTION ...ttt bbbttt 148
B. Article : “Identification of new candidate drugs for primary Sjogren’s syndrome
using a drug repurposing transcriptomic approach” .............cccocevviienienie e 150
DISCUSSITON ..ottt ettt b e s ab et e e e ab e e s bt e sab e e beesnteesaeeanbeenbeeas 160

1. Intérét thérapeutique des anticorps monoclonaux anti-CD3 et anti-BAFF dans le

syndrome de Sjogren primitif chez 1a souris NOD ..., 161
1.1. BAFF : peut-on parler d’une nouvelle cible thérapeutique dans le SJp ?.......... 161
1.1.1.  Ciblage de BAFF et déplétion B : un effet synergique ? .........cccocerennene. 161
1.1.2. Impact du blocage de BAFF SUr 1eS LT .....ooviiiiiiiieeee e 163

1.2.  Traitement par anticorps anti-CD3..........cccccoriiinininineeee e 165
1.2.1. PEISPECTIVES ...ttt ettt 167

1.3.  Intérét d’un ciblage conjoint des LB et des LT dans le SIp.......ccccocvviiiiiinnnns 167

2. Implication des ILC dans la physiopathologie du SJIp.......cccccoeviiiiiiiiiciic e, 169
2.1, TLC CIFCUIANTES ...ttt 169

2.2.  Mise en évidence des ILC et leurs sous-types au sein des glandes salivaires.... 171
2.1.  Participation des ILC a I’initiation de la maladie.............ccccoovriiiiiiiiiicniinne. 173

2.2.  Implication des ILC dans I’axe IL-7 — IL-7R (CD127) — Interféron ? .............. 177



2.3.

Les ILCs comme cible thérapeutique potentielle ?.........ccocevvviiiiiiiiiiniieiien, 180

3. Identification de nouvelles cibles thérapeutiques grace a I’analyse transcriptomique de

repositionnement thErapPEULIQUE ...........oiveiriiirieiie et 182
3.1.  Limites d’une telle Gtude .........ccveeiiiiiiiiie i 182

3.2.  Ciblage des interférons dans 1e SIP ... 184

3.3.  Les inhibiteurs d’histones désacetylases ..........ccovrviiiiiiiiiiiiiiinicee 186

3.4, Lesinhibiteurs de PIBK ... 191

3.5, PEISPECTIVES ...t 192
CONGCLUSION ...ttt ettt e et e et e e sbe e e be e beesnbeenaeesneas 193

Annexes



Liste des tableaux, figures et annexes

1. Liste des Tableaux

Tableau 1. Criteres de classification ACR/EULAR 2016. SJp reconnu si au moins 4 points et

AUCUN CTILETE A EXCIUSION .oeiuiiiiii e i e et ettt e et e e e e et e e e s ear e e e e e enbeeaeenees 23
Tableau 2. Classification de Chisholm et Mason et fOCUS SCOIe........cccovivereiieiieieeie e, 25
Tableau 3. Connectivites et maladies auto-immunes pouvant étre associées au SGS............. 27
Tableau 4. Anticorps utilisés en cytométrie en FlUX.........ccocoverriiniiiiiiniee e 130
Tableau 5. Anticorps utilisés en immunofluOreSCeNCE..........cccvvvvvciciieee e 132

2. Liste des Figures

Figure 1. Principales étapes d’une biopsie de glandes salivaires accessoires °........................ 24
Figure 2. Démarche diagnOStiQUE AU SIP....c.eoveiueiririiiiieeeie e 26
Figure 3. Role de BAFF dans le SIp (d’aprés Nocturne et Mariette 31).............ccoovvevevcnnnee, 46
Figure 4. Acteurs CellUlaires du SJIP......oooiiiiiiiieee s 48
Figure 5. Mécanisme d’action des Ac anti-BAFF ... 62

Figure 6. Mécanisme de la thérapie immunomodulatrice de préservation de fonction des cellules
pancréatiques B dans le diabete de type 1 par un traitement par Ac anti-CD3 (D’apres
Waldron-Lynch and Herold 9) ..........ccooviiuiiiiieeceece e 64

Figure 7. Réalisation des flux salivaires stimulés. Photographie représentant le recueil de la
salive des souris NOD, une fois anesthésiées et stimulées par I’injection de Pilocarpine68

Figure 8. Flux salivaires SHIMUIBS............cooiiiiiiiiiee s 76



Figure 9. Vue et analyse microscopique de I’infiltrat inflammatoire des glandes salivaires sous-
maxillaires des SOUIS NOD.........cccuiiiiiiiiie e 79
Figure 10. Vue et analyse microscopique de l’infiltrat inflammatoire des glandes salivaires
sous-maxillaires des souris NOD apres traitement ...........cccoceverereneneinc e, 81
Figure 11. Sous-populations lymphocytaires circulantes lors du prélevement intermédiaire des
SOUNS INOD ...ttt et et e st et esreesbeeseesneesbeenbeaneenres 84
Figure 12. Sous-populations lymphocytaires au niveau de la rate, des ganglions pancréatiques,
du sang et des glandes salivaires aprés traitement ............ccocvevverereiesese e 88

Figure 13. Corrélations entre les résultats de cytométrie en flux au niveau des glandes salivaires

et le focus score histologique chez les souris NOD traitées..........cccocevvrvrvivsveieesieniennn, 90
Figure 14. Incidence du diabéte dans les différents groupes tudiés ..........ccooererviirciennnenn 91
Figure 15. Stratégie d’identification des ILC et de leurs sous-types dans le sang................. 125
Figure 16. Conséquence du blocage de BAFF dans notre étude...........ccooooevreneiencneninnnn, 165
Figure 17. Les ILC, de nouveaux acteurs dans la physiopathologie du SJp.........cccceeveeneee. 169
Figure 18. Schéma dynamique de I’implication des ILC dans I’infiltrat glandulaire ............ 176
Figure 19. Hypothése du réle des ILC dans la physiopathologie du SIp.......ccecevvreieriennne. 178

3. Liste des Annexes

Annexe 1. Article The pipeline of targeted therapies under clinical development for primary

Sjogren’s syndrome: A systematic review of trialS ..o 216
ANNEXE 2. SCOME ESSDAL ... 224
ANNEXE 3. SCOME ESSPRI ... 227

ANNEXE 4. SCOME CHINESSDAL ... nnnnnnnns 228



Liste des abréviations

Ac
ACK
ADN
Ag
APC
APRIL
B6
BAFF
BCR
BGSA
BTK
BTKi
CD
CD40L
CHU
ClinESSDAI
CMH
CPA
CRTH2
CTLA-4
Cy7

DAPI

anticorps

Ammonium-Chloride-Potassium

Acide désoxy-ribonucléique

antigene

Allophycocyanine

A proliferation inducing ligand

souris C57BL/6 ou Black6

B-cell Activating Factor of the TNF Family
B-cell receptor

biopsie de glande salivaire accessoire
tyrosine kinase de Bruton

inhibiteur de BTK

Cluster de Différenciation

CDA40 ligand

centre hospitalo-universitaire

Clinical EULAR Sjogren’s syndrome disease activity index
Complexe Majeur d’Histocompatibilité
cellule présentatrice d’antigénes
chemoattractant receptor homologous molecule expressed on Th2 cells
Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4
Cyanine 7

4' 6-diamidino-2-phénylindole



EDTA
EF 506
ELISA
ESSDAI
FACS
Fas
FITC
FMO
FoxP3
GATA3
Gg
GM-CSF
GSA
HDAC
HDACI
IFN

lg

IL
IL-17RB
ILC

I.P

QT

L.V

JAK

JAKI

acide éthylene diamine tétra-acétique

eFluor 506

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

EULAR Sjogren’s syndrome disease activity index
Fluorescence-Activated Cell Sorting

First Apoptosis Signal receptor

Isothiocyanate de fluoroscéine

Fluorescence minus one

Forkhead box P3

GATA Binding Protein 3

ganglions

Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor
glandes salivaires accessoires

histone désacétylases

inhibiteur ’HDAC

interféron

immunoglobuline

interleukine

récepteur B de I’'IL-17

innate lymphoid cells, cellules lymphoides innées auxiliaires
intra-péritonéale

interquartiles

intra-veineuse

janus kinase

inhibiteur de JAK



LB lymphocyte B

lupus lupus érythémateux systémique

LT lymphocyte T

LTi cellules lymphoid tissue inducer

NF«B nuclear factor-kappa B

NHS sérum de cheval

NK natural killer

NOD Non Obsese Diabetic

PBMC cellules mononucléées du sang périphérique
PBS Phosphate Buffered Saline

PCR Polymerase Chain Reaction

pDC cellules dendritiques plasmacytoides

PE Phycoérythrine

PerCP Peridinine Chlorophylle Protéine

PI3K phosphoinositide 3-kinase

PI3Ki inhibiteur de PI3K

PR polyarthrite rhumatoide

RE réticulum endoplasmique

ROR retinoic acid-related orphan receptor
RPMI Roswell Park Memorial Institute medium

RT-qPCR Reverse Transcription Quantitative PCR

SJ syndrome de Sjogren
SJp syndrome de Sjogren primitif ou primaire
Ssc sclérodermie systémique

SVF sérum de veau foetal



T-bet
TA
TACI
interactor
TCR
TGF-B
TFH
Th
TNF-a
TRAF6
Trég
TS

V450

T-Box Transcription Factor 21
température ambiante

Transmembrane activator and calcium-modulator and cytophilin

T Cell Receptor

Transforming Growth Factor-3

T follicular helper, LT folliculaire auxiliaire
T helper, LT auxiliaire

Tumor Necrosis Factor-a

TNF receptor-associated factor 6

LT régulateurs

témoins sains

Violet 450

ligand



INTRODUCTION



A.Le syndrome de Gougerot-Sjogren primaire (SJp)

1. Généralités

Le syndrome de Sjogren primitif (SJp) est une épithélite auto-immune déclenchée par une
activation de I’immunité innée, conduisant a une sécheresse oculaire, buccale et muqueuse, une
fatigue, des douleurs et diverses manifestations systémiques 2. Ces symptdmes sont trés
invalidants et compromettent la qualité de vie des malades. Le SJp est caractérisé par une
infiltration lymphoide et une inflammation des glandes salivaires (sialadénite) et lacrymales
(dacryoadénite), responsable de la sécheresse, et par la sécrétion de différents auto-anticorps
(Ac). L'infiltration lymphoide peut intéresser d'autres organes et la survenue d'un lymphome
non hodgkinien est environ 14 fois plus fréquente chez ces patients que dans la population
générale 3. Le SJ peut étre primitif ou associé a une autre maladie systémique (polyarthrite
rhumatoide, lupus érythémateux disséminé, myopathies inflammatoires ou sclérodermie) . La
maladie est fréquente, si I’on prend en compte les formes primitives et associées : 0,1% de la
population adulte, c’est a dire environ 50.000 malades en France. Il s’agit, par ordre de
fréquence, de la deuxiéme maladie auto-immune systémique derriére la polyarthrite rhumatoide
(PR). Elle touche plus souvent les femmes avec un sex-ratio de 9 a 10 femmes pour 1 homme.
Le pic de fréquence de la maladie se situe autour de 50 ans. Aujourd’hui, aucun traitement de
fond n’a fait la preuve de son efficacité pour diminuer la sévérité des signes cliniques de la
maladie. La meilleure compréhension de la physiopathologie complexe du SJp pourrait
permettre la découverte de nouvelles cibles thérapeutiques et de nouveaux traitements pour les

patients atteints de SJp.



2. Manifestations cliniques et biologiques

2.1.Diagnostic et criteres de classification

Le SJp peut étre évoqué face a diverses situations cliniques : syndrome sec, fatigue,
arthromyalgies, gonflement parotidien, syndrome de Raynaud, polyarthralgies/arthrite chez une
femme d’age moyen ou devant d’autres complications systémiques. Le syndrome sec oculo-
buccal et ces différentes manifestations cliniques n'ont pas de caractere spécifique et peuvent
se rencontrer dans de nombreuses autres pathologies. 1l peut notamment se manifester par :

e une sécheresse buccale avec parfois des complications infectieuses (candidose...) et/ ou

dentaires (caries, déchaussement, gingivites...)

e une sécheresse oculaire, qui se complique parfois de kératite sévere.
Le syndrome sec peut étre discret ou absent au cours des premiers mois de la maladie avec
parfois méme un hyperlarmoiement ou une hypersialorrhée.
Le syndrome sec peut également étre lié a d’autres circonstances : vieillissement physiologique,
carence cestrogénique post ménopausique, port prolongé de lentilles de contact, diabéte
déséquilibré, ou s’avérer iatrogene en cas, par exemple, de prise d’atropine, d’antidépresseurs,
de neuroleptiques, de benzodiazépines, de bétabloquants, ou d’inhibiteurs calciques...
Des critéres de classification consensuels internationaux ACR/EULAR 2016 °, ont été établis
pour permettre de faire un diagnostic de certitude, afin de pouvoir proposer le plus précocement
possible un suivi et des mesures thérapeutiques adaptées. 1ls ne sont toutefois pas validés pour
un usage diagnostique méme s’ils sont largement utilisés a cet effet.
Ces criteres, qui prennent en compte des parameétres cliniques, biologiques et histologiques,
sont facilement utilisables en pratique courante, et permettent également d'éliminer les

nombreux diagnostics différentiels d'un syndrome sec.



Critéres de classification du SJp : ACR/EULAR 2016 Pondération
Sialadénite lymphocytaire avec focus score > 1 sur la biopsie de glandes

3 points
salivaires accessoires et focus score > 1 foci/4mm?
Anticorps anti-SSA/Ro positif 3 points
Ocular Staining Score > 5 (ou score de van Bijsterveld > 4) pour au moins

1 point
un ceil
Test de Schirmer <5 mm/ 5 min pour au moins un ceil 1 point
Flux salivaire sans stimulation < 0,1 mL / 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'hbte

Maladie associée aux 1gG4

Tableau 1. Critéres de classification ACR/EULAR 2016. SJp reconnu si au moins 4 points

et aucun critére d’exclusion

Pour pouvoir utiliser ces critéres, les patients doivent présenter au moins un symptéme de
sécheresse oculaire ou orale ou présenter une complication systémique de la maladie. La
présence d’un critére histologique ou biologique est indispensable. La présence d'anticorps anti-
nucléaires sans spécificité ne constitue pas un critére diagnostique. Les anticorps anti-SSA (Ro)
constituent le seul critére biologique parmi ces critéres. 1ls ne sont toutefois pas spécifiques du
SJp. En effet, les anticorps anti-SSA (Ro) sont présents dans 50 a 80% des cas de SJp, mais

aussi dans 30 a 40% des cas de lupus systémiques.



La biopsie des glandes salivaires accessoires (BGSA) est un examen peu invasif, realisé en
ambulatoire, le plus souvent par un ORL ou un stomatologue, mais aussi par tout praticien
formé a cette technique. Apreés repérage des glandes salivaires accessoires (GSA) sur la lévre
inférieure, une anesthésie locale a la xylocaine est réalisée. Une incision avec la pointe d'un
scalpel permet ensuite de localiser les Tlots glandulaires accessibles au prélévement, puis 3 a 4
de ces Tlots sont prélevés. La zone incisée doit ensuite étre comprimée par le patient avec des

compresses seches pendant 5 min. Le plus souvent, il n'est pas nécessaire de réaliser de sutures.

6

Figure 1. Principales étapes d’une biopsie de glandes salivaires accessoires



L’anatomopathologie de cette glande utilise le score de Chisholm et Mason (1968) 7 modifié

par Greenspan & qui permet de quantifier I’importance de I’infiltrat lymphoplasmocytaire focal

salivaire.
Grade Histologie Focus score
Grade 0 absence d’infiltrat 0
Grade 1 infiltrat minime 0
infiltrat moyen avec moins d’un
Grade 2 un amas de plus de 50|<1

lymphocytes par 4 mm?

un amas de plus de 50
Grade 3 1
lymphocytes par 4 mm?

plus d’un un amas de plus de 50
Grade 4 >1
lymphocytes par 4 mm?

Tableau 1. Classification de Chisholm et Mason et focus score

Un foyer (ou focus) est un agglomérat d’au moins 50 cellules mononuclées (ou lymphocytes).
Le focus score est le nombre de foyers par 4 mm?. Seuls les grades 3 et 4 sont hautement
évocateurs de SJp, les grades 1 et 2 de Chisholm ne constituent pas une inflammation
pathologique.

L'échographie des glandes salivaires semble étre utile au diagnostic de SJp mais cette technique

doit étre validée sur des cohortes importantes avant d’étre intégrée aux criteres de classification.

En pratique, devant une symptomatologie évocatrice de SJp, l'interrogatoire permettra de
rechercher un syndrome sec, si celui-ci n'est pas mentionné spontanément. L'existence d'un
syndrome sec a l'interrogatoire doit faire réaliser dans un premier temps un test de Schirmer et

une mesure du flux salivaire. En cas de syndrome sec avéré, un bilan biologique a la recherche



d'anticorps anti-SSA (Ro) / anti-SSB (La) doit étre réalisé. D'autres anomalies biologiques, qui
ne font pas partie des critéres diagnostiques, sont frequentes (vitesse de sédimentation accélérée
liée & une hypergammaglobulinémie polyclonale, facteurs rhumatoides, cryoglobulinémie...).
En I'absence d'anticorps anti-SSA (Ro) / anti-SSB (La), seul un grade 3 ou 4 de Chisholm a la

BGSA permettra de porter le diagnostic de certitude.

Atteinte systémique évocatrice de SJp et/ou sécheresse subjective
(éliminer diagnostic différentiel et origine iatrogéne a la sécheresse)

|

Flux salivaire < 0,1 mi/min = Flux salivaire ‘ Test de Schirmer <5 mm a5 min
non stimulé | Schirmer
Si'au moins un test objectif pathologique . Sipasde test objectif pathologique
.Recherch.e Réalisation d’une Discuter biologie et BGSA uniquement en cas de
STIEEtEE i Lo g | | BGSA signes évocateurs associés
et anti-SSB

Application des critéres de classification ACR/EULAR 2016

Figure 2. Démarche diagnostique du SJp

Un SJ associé ou secondaire est diagnostiqué lorsque, en présence d'une maladie associée, des
symptémes de sécheresse orale ou oculaire sont objectivés en plus du critere histologique

(BGSA pathologique) ou immunologique (présence d’anticorps anti-SSA) des criteres

ACR/EULAR “,



Connectivites :

e Polyarthrite rhumatoide

e Lupus érythémateux systémique

e Sclérodermie systémique

e Connectivite mixte

e Myopathies inflammatoires

Maladies auto-immunes :

e Cirrhose biliaire primitive

e Hépatite chronique active

e Thyroidite auto-immune

e Anémie de Biermer

e Anémie hémolytique auto-immune

e Purpura thrombopénique auto-immun

Tableau 3. Connectivites et maladies auto-immunes pouvant étre associées au SGS

L’association du SJ a une autre maladie auto-immune systémique (lupus, polyarthrite
rhumatoide, sclérodermie systémique,...) mérite d’étre identifiée car le SJ et la maladie auto-
immune associée peuvent mutuellement modifier leurs profils cliniques, biologiques et

évolutifs 4.

2.2.Risque de lymphome

2.2.1. Prévalence

Les patients atteints de SJp ont un risque accru de lymphome par rapport a la population

générale °. Cette constatation est partagée avec diverses maladies auto-immunes telles que la



PR, le lupus et la maladie ceeliaque, mais est plus élevée pour le SJp. Ce risque accru est observé
a la fois pour les formes primaires (SJp) et associées du SJ 1°. Les estimations du risque de
lymphome au cours de la vie varient d'environ 5 a 10% %1, ce qui est de 7 a 15 fois plus élevé

que celui de la population générale 31214,

2.2.1. Facteurs de risque

Certaines caracteéristiques cliniques, histopathologiques et biologiques permettent d'identifier
les patients atteints de SJp présentant un risque accru de développer un lymphome *°. Ainsi, les
principaux prédicteurs cliniques comprennent un gonflement permanent des glandes salivaires,
une splénomégalie et des adénopathies, une atteinte cutanée et surtout une purpura vasculaire
18, Les prédicteurs biologiques sont la cryoglobulinémie, la lymphopénie CD4, les niveaux bas
de complément et une composante d’immunoglobuline (Ig) monoclonale dans le sérum ou les
urines 6. Le facteur rhumatoide (FR) et I'activité systémique de la maladie évaluée par l'indice
ESSDAI ont également été associés a un surrisque de développement du lymphome avec un
effet dose 7. La présence d'un focus score élevé et éventuellement de structures de type centre
germinatif dans les BGSA, réalisées au moment de I'évaluation initiale du patient, est également
prédictive du lymphome 20 et fournit une justification supplémentaire, autre que

diagnostique, pour la réalisation d’une BGSA 2.

En plus de ces facteurs prédictifs vérifiables en pratique clinique, diverses avancées
significatives ont été réalisées dans la compréhension des mécanismes conduisant a la
transformation du clone de lymphocyte B (LB). Ces facteurs permettent de mieux comprendre

I'origine des lymphomes compliquant le SJp °.



2.2.2. Lymphomagénese

Une stimulation chronique des LB autoimmuns peut étre associée a une transformation maligne,
a travers une série d'étapes impliquant le développement d'une population clonale et finalement

une prolifération clonale incontrélée °.

Les lymphomes de type MALT (mucosa-associated lymphoid tissue) des glandes salivaires
expriment frequemment des récepteurs d'antigenes de LB avec une activité FR et se lienta I'lgG
avec une forte affinité. Ainsi, une premiere étape de la lymphomagéneése dans le SJp pourrait
étre I'accumulation de complexes immuns conduisant a une stimulation continue de ces LB FR.
Cette activation lymphocytaire B, si elle n’est pas complétement controlée, peut parfois évoluer

vers le lymphome °.

La présence de structures lymphoides ectopiques dans les glandes salivaires est associée a un
risque accru de lymphome. La sélection des LB en fonction de l'antigene a lieu
physiologiquement dans les organes lymphoides secondaires, dans des structures définies
comme des centres germinaux (CG), ou se produit le processus de maturation des affinités par
hypermutation somatique des portions variables des chaines lourdes et 1égéres variables des Ig
et la commutation de classe ?2. Au cours du SJp, ces processus ont également parfois lieu dans
les glandes salivaires qui deviennent des organes lymphoides tertiaires et offrent un
environnement favorable a I’activation lymphocytaire B d’abord polyclonale puis a la transition

vers le lymphome.

Cette néogénese lymphoide salivaire et le lymphome sont associés au polymorphisme du géne
du récepteur de la chimiokine C-X-C de type 5 (CXCR5), un récepteur unique pour la

chimiokine CXCL13 associée aux centres germinatifs 23,



Le lymphome a également été associé a d’autres polymorphismes génétiques, tels que le gene
A20 (codé par le gene TNFAIP3) qui est régulateur de I'activation de NFxB dont 1’expression

est diminuée dans le SJp 2%,

Les cytokines favorisant la stimulation des LB pourraient également étre impliquées dans la
lymphomagenése. Compte tenu de son role dans la physiopathologie du SJp 2°et dans certains
lymphomes sans lien avec les maladies auto-immunes, le facteur d'activation des cellules B de
la famille des facteurs de nécrose tumorale (BAFF, aussi appelé BLyS pour B lymphocyte
stimulator) pourrait également participer au développement d'un lymphome chez les patients
atteints de SJp °. Dans le SJp, les taux de BAFF sont plus élevés chez les patients développant
un lymphome ou ayant un antécédent de lymphome que chez les patients n'ayant jamais eu de
lymphome ?’. En outre, les taux de BAFF sont corrélés avec l'activité de la maladie et sont
associés a I'expansion des LB clonaux 28, On a constaté que les taux de BAFF restaient
augmentés chez les patients atteints de SJp, méme des années apres le traitement et la rémission
du lymphome 2. Par conséquent, les taux sériques de BAFF pourraient ne pas étre directement

liés au lymphome mais étre augmentés en raison d’une perturbation génétique.

Récemment, notre équipe a également découvert que la tyrosine kinase de Bruton (BTK) était
associée de maniére indépendante au risque de lymphome du SJp ?°. Les génes de BTK et
d'APRIL (a proliferation-inducing ligand) ont été trouvés surexprimés avant I'apparition d'un
lymphome chez les patients atteints d'un lymphome incident par rapport aux patients sans
lymphome & partir de la cohorte ASSESS. Dans les analyses de sensibilité, I’expression de BTK
était significativement augmentée dans toutes les comparaisons effectuées. L'expression de
BTK était également associée au risque de lymphome dans les analyses multivariées prenant

en compte 9 facteurs prédictifs validés de lymphome dans le SJp %°.



3. Prise en charge actuelle

3.1.Traitements symptomatiques

Le traitement reste avant tout symptomatique car aujourd’hui, aucun traitement de fond n’a fait
la preuve de son efficacité pour diminuer la sévérité des signes cliniques de la maladie. On
recommande un suivi dentaire, et ophtalmologique régulier pour dépister et traiter les
éventuelles complications du syndrome sec (kératite, parodontite, déchaussement...). Un
traitement symptomatique a base de sialagogues, de gommes a macher, de collyres, de
bouchons lacrymaux, de lentilles sclérales, peut apporter un soulagement efficace du syndrome
sec. L’usage du chlorhydrate de pilocarpine, analogue muscarinique peut s’avérer, en 1’absence
de contre-indication, utile pour lutter de fagcon globale contre la sécheresse. Ce traitement doit

étre introduit de facon progressive pour favoriser sa bonne tolérance.

3.2.Traitements systémiques

L’hydroxychloroquine (PLAQUENIL®) est souvent utilisée. Un essai randomisé n’a pourtant
pas montré de différence d’efficacité, & 24 semaines, entre ce traitement et un placebo, sur la
sécheresse, la douleur et la fatigue .

L’usage d’une corticothérapie n’apporte pas de bénéfice au patient en dehors de situations rares
de complications systémiques ou un avis d’expert peut statuer en sa faveur.

De méme, [I’utilisation (hors AMM) de traitements immunosuppresseurs (méthotrexate,
Iéflunomide, rituximab, cellcept...) ou d’Ig intra-veineuses est parfois justifiée par une atteinte

systémique sévere.



4. Physiopathologie

4.1.Généralités

La physiopathologie du SJp est un processus en plusieurs étapes, déclenché par un facteur
environnemental, tres probablement viral, chez un individu génétiqguement prédisposé. Les
événements initiaux mettent en jeu le systéme immunitaire inné, mais la propagation et la
perpétuation du processus auto-immun nécessitent une interaction entre les systémes
immunitaires inné et adaptatif 3. Il en résulte une stimulation des LB autoréactifs, une
production d'auto-anticorps (Ac) et une inflammation chronique des glandes salivaires et

lacrymales.

4.2.Modeles murins

L’étude du SJp et de sa physiopathologie est facilitée par 1’existence de modeles murins de cette

maladie 2.

4.2.1. La souris NOD

La souris NOD (Non-Obese diabetic) est un modele utile pour étudier la sécheresse buccale,
les cellules épithéliales salivaires, les interactions lymphocytaires et le réle des cytokines a
I’origine du développement de 1’exocrinopathie 3. En effet, les souris NOD, qui développent
un diabéte chez 10 a 20% des males et 60 a 80% des femelles (bien que toutes les souris
développent une insulite), développent également une sialadénite et une dacryoadénite. Elles
ont un flux salivaire décroissant significativement avec 1’age dans les deux sexes et ce méme
en I’absence de diabéte **. Les analyses des sous-populations lymphocytaires infiltrant les tissus
exocrines de ces souris ont montré un profil similaire a ceux de patients atteints de SJp :

prédominance de lymphocytes T (LT), CD4" par rapport aux LT CD8" et aux LB *. Enfin ces



souris ont des taux augmentés de cytokines au niveau de leurs glandes salivaires pouvant étre
responsables d’une cascade d’événements initiant ou accélérant le processus de sialadénite
auto-immune : élévation d’IL-1p, IL-2, IL-10, TNF-a, INF-y. La découverte de taux augmentés
des mémes cytokines dans la maladie chez I’Homme renforce encore 1’intérét d’un tel modéle
murin pour étudier le SJp *. En outre, de nombreux auto-Ac associés au SJp, tels que I'anti-
SSA/Ro, I'anti-SSB/La et I'anti-muscarinique de type 3, sont présents dans le sérum des souris

NOD %,

4.2.2. Autres modeles murins

Il existe divers autres modeéles murins de SJp, génétiqguement prédisposés a développer la

maladie ou induits.

4.2.2.1. Modeles génétiquement prédisposés

Outre les nombreuses souches dérivées de la souche NOD, il existe plusieurs modeles

génétiquement prédisposés a développer un SJp.

Souris NZB/W F1

Les souris NZB/W F1 développent une maladie similaire au lupus en plus d’une maladie
s’apparentant au SJp. Ce modele de souris reproduit donc la présentation clinique d’un SJ

associé a une autre maladie auto-immune telle que le lupus *’.

Souris NFS/sld

Les souris NFS/sld portent une mutation entrainant un arrét de la différenciation des cellules
acineuses de la glande sublinguale, ce qui conduit & une maladie similaire au SJp en cas de

thymectomie a 3 jours de vie 8.



Souris 1QI/Jic

Les souris 1QI/Jic développent spontanément une maladie similaire au SJp avec des infiltrats

lymphocytaires dans les glandes salivaires .

Souris Aly/aly

Les souris Aly/aly ne possedent ni ganglions lymphatiques ni plaques de Peyer et présentent
une infiltration chronique de cellules immunitaires dans plusieurs organes, y compris les

glandes salivaires et lacrymales “°.

Souris Ar KO

Les souris Ar KO, déficientes en aromatase, une enzyme nécessaire a la catabolisation en
cestrogeénes, développent des manifestations auto-immunes spontanées similaires au SJp #*. La
carence en cestrogénes entraine spontanément des phénotypes de type SJp chez ces souris. Des
études avaient déja démontré Il'implication des cestrogénes dans le SJp et I'existence de
récepteurs aux cestrogénes au sein des glandes salivaires *243, Les hormones féminines semblent
jouer un réle important dans la survie des cellules épithéliales pouvant, en partie, expliquer la

surreprésentation des femmes d’age mdr, en péri-ménopause, dans 1’épidémiologie du SJp.

Souris transgéniques RbAp48

Les souris transgéniques RbAp48 surexprimant le géne RbAp48 développent une
exocrinopathie auto-immune similaire au SJp *. La protéine 48 associée au rétinoblastome
(RbAp48) est une protéine multifonctionnelle qui se lie a des facteurs de transcription et a des

kinases pour contréler la croissance cellulaire et I'apoptose.



Souris 1d3 KO

Id3 est un membre de la famille des facteurs de transcription bHLH (basic-helix-loop-helix),
impliqué dans la sélection des LT et LB au cours du développement lymphocytaire. Les souris
1d3 KO développent une infiltration lymphocytaire dans les glandes exocrines, une réduction

de la sécrétion de salive et de larmes et une production d'auto-Ac similaire au SJp .

Souris PI3K KO spécifique des cellules T

La phosphoinositide 3-kinase (P13K), membre de la famille des kinases lipidiques impliquée
dans diverses fonctions cellulaires, catalyse la production de phosphoinositides triphosphorylés
et sert de second messager en aval de nombreux récepteurs cellulaires. Les souris ayant une
inavidation spécifiqgue de PI3K dans les LT développent une maladie similaire au SJp
caractérisée par une infiltration lymphocytaire des glandes lacrymales et une sécrétion de

larmes altérée 6,

Souris TSP-1 KO

La thrombospondine-1 (TSP-1) est une protéine de matrice extra-cellulaire qui active le facteur
de croissance transformant (TGF)-B. Les souris TSP-1 KO développent une maladie similaire
au SJp avec une augmentation de I'apoptose des cellules épithéliales, des infiltrats
lymphocytaires dans les glandes lacrymales, une sécrétion altérée des larmes et une production

d'auto-Ac *'.

Souris ERdj5 KO

Le réticulum endoplasmique (RE) est l'usine de traitement des protéines, responsable de leur
transformation, de leur repliement et de leur transport. La protéine chaperonne ERdj5, une
protéine résidant dans le RE et contenant des domaines DnaJ et thiorédoxine, est nécessaire a

la translocation des protéines mal repliées au cours de la dégradation des protéines associée au



RE. Les souris ERdj5 KO développent spontanément des caractéristiques similaires au SJp avec
une infiltration des glandes salivaires, une sécrétion altérée de salive et une production d‘auto-
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Souris Actl KO

Actl joue un role important dans I'noméostasie des cellules B en régulant négativement la
signalisation médiée par CD40 et BAFF. Les souris Actl KO développent une maladie auto-
immune systémique avec une infiltration lymphocytaire des glandes lacrymales, une sécrétion

altérée des larmes et une production d'auto-Ac *°.

Souris BAFF-tg

BAFF est un membre de la superfamille TNF qui agit comme un puissant régulateur de la survie
et de la prolifération des cellules B. Les souris BAFF-tg surexprimant BAFF développent des
symptdmes auto-immuns systémiques avec une hyperprolifération des cellules B, une néphrite
et une infiltration lymphocytaire conduisant a une diminution de la production de larmes et de

salives mais ne produisent pas d'auto-Ac anti-SSA/Ro et anti-SSB/La °.

Souris transgéniques HTLV-1 Tax

Les souris transgéniques HTLV-1 Tax développent une pathologie similaire au SJp avec une

prolifération de cellules épithéliales et une infiltration lymphocytaire dans les glandes exocrines
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Souris KO de STAT3 et IkB-{

IkB-{ est un membre de la famille des protéines nucléaires IkB qui régule 1'expression des genes

en s'associant 8 NF-kB. Les souris KO en STATS3 et IkB-( présentent des phénotypes similaires



au SJp, avec une infiltration lymphocytaire dans les glandes lacrymales et une sécrétion altérée

de larmes 2.

4.2.2.2. Modeles induits

4.2.2.2.1. Modeles viro-induits

Modele murin induit par le cytomégalovirus murin (CMVM)

Les souris infectées par le CMVM développent une sialadénite aigué, et les souches
prédisposées a l'auto-immunité présentent des symptomes similaires au SJp, suggérant une
interaction entre I'infection virale et I'auto-immunité préexistante dans le développement de la

maladie 3.

Modele murin induit par I'adénovirus 5 (AdV5)

L'administration d'AdV5 au sein des glandes sub-mandibulaires induit la formation de
structures lymphoides ectopiques, l'infiltration de LT et LB, le développement d'auto-Ac et une

diminution du débit salivaire, ressemblant a des caractéristiques du SJp >*.

4.2.2.2.2. Modeéles induits par une immunisation par auto-antigenes

Modele murin induit par les protéines des glandes salivaires

Les souris immunisées avec des extraits de glandes salivaires développent une infiltration de
cellules lymphoides, des auto-Ac dirigés contre les protéines des glandes salivaires et une

sécrétion réduite de salive, ressemblant au SJp *°.

Modeéele murin induit par [’anhydrase carbonique 11

L'anhydrase carbonique II (CAII) est une a-anhydrase carbonique humaine qui catalyse

I'nydratation réversible du dioxyde de carbone. Bien que les auto-anticorps dirigés contre la



CAlI soient une caractéristique de la pancréatite auto-immune, ils sont également associés a
d'autres maladies auto-immunes, y compris le SJp. L'immunisation de souris avec de
I’anhydrase carbonique II entraine une infiltration lymphocytaire dans les glandes salivaires et

lacrymales °°.

Immunisation par le récepteur muscarinique M3 (M3R)

Le transfert de splénocytes de souris immunisées avec des peptides du M3R a des souris RAG1
" entraine une apoptose de leurs cellules glandulaires, une infiltration lymphocytaire et une

sécrétion de salive altérée *’.

Modeéle murin induit par le peptide Ro60

L'immunisation de souris avec des peptides de Ro60 conduit a la production d'auto-Ac, a des
infiltrats lymphocytaires dans les glandes salivaires, a une diminution du débit salivaire,

ressemblant & certains aspects du SJp 8.

Ainsi, on retrouve plusieurs modeles murins impliquant des voies de signalisation ou des
cytokines dont le ciblage est actuellement en cours d’évaluation dans le SJp. Parmi elles, on
citera notamment BAFF (souris Actl KO et BAFF-tg), CD40 (Souris Actl KO) et PI3K (souris

PI3K KO) dont nous reparlerons un peu plus tard.

4.3.L’organe cible : les glandes salivaires

On peut également étudier la physiopathologie du SJp par I’acces a son organe cible, les glandes
salivaires et notamment les glandes salivaires accessoires (GSA) par la réalisation de biospies
superficielles peu invasives, BGSA.8 Le dysfonctionnement glandulaire dans le SJp est présumé

résulter d'une activation épithéliale induite par l'auto-immunité, des dommages et de la



distorsion architecturale du tissu glandulaire responsables de la diminution de la production de
larmes et de salive. Toutefois, cette hypothése n'est pas entiérement soutenue par deux
observations. Premierement, il existe une faible corrélation entre le dysfonctionnement
glandulaire et le degré d'infiltration glandulaire *°. Deuxiémement, le dysfonctionnement
glandulaire peut étre induit dans des modeles murins de SJp avant méme I'apparition d'infiltrats
lymphocytaires ®°. D'autres mécanismes peuvent ainsi contribuer au dysfonctionnement
glandulaire, notamment les Ac dirigés contre le récepteur muscarinique qui peuvent altérer la
synapse neuro-exocrine de la glande et les effets directs des cytokines sur la libération de
neurotransmetteurs ou sur d'autres fonctions des cellules sécrétrices 5L,

La principale lésion pathologique du SJp est l'infiltration lymphocytaire des glandes salivaires
et lacrymales. Les infiltrats sont constitués d'agrégats focaux de lymphocytes, qui commencent
autour des canaux et s'étendent a I'ensemble du lobule 2. La composition cellulaire de ces
infiltrats dépend de leur gravité. Les LT, principalement CD4", prédominent dans les infiltrats
débutants, qui sont plus petits et respectent l'architecture de la glande. Les LB deviennent
prédominantes dans les infiltrats plus importants et plus denses associés a la destruction des
acini et a la perte de l'architecture tissulaire 5. La migration des lymphocytes vers les glandes
est le résultat d'une série d'événements, notamment une réponse aux chimiokines, I'adhésion a
des molécules d'adhésion vasculaire spécifiques et I'entrée dans les glandes ou ils interagissent

avec les cellules dendritiques et les cellules épithéliales .

4.4.Acteurs cellulaires et cytokiniques

4.4.1. Cellules épithéliales salivaires
Les cellules épithéliales des glandes salivaires ont la capacité de jouer un réle actif dans

I'initiation et le maintien de I'inflammation glandulaire. Leur role pivot dans la physiopathologie

du SJp a conduit au concept d'« épithélite auto-immune » . Les cellules épithéliales des



glandes salivaires, activées par I'interféron (IFN) de type I, I’IFN de type II, ou une infection

virale, peuvent ainsi conduire aux éléments suivants :

e ['expression en surface des molécules du complexe majeur d'histocompatibilite (CMH) de
classe IlI, y compris l'antigene leucocytaire humain (HLA)-DR, et des facteurs de
costimulation, y compris CD80, CD86 et CD40, leur permettant d'interagir avec les LT ;

e lalibération dans I'épithélium salivaire de cytokines telles que BAFF 057 interleukine (1L)-
1, IL-6, TNF-a et IL-22 ®, qui sont cruciales pour les réponses immunitaires innées et
adaptatives ;

e la promotion de l'infiltration des lymphocytes et des cellules dendritiques par la production
de CXCL13 et d'autres chimiokines ®° ;

e lamédiation de la libération d'antigénes intracellulaires (par exemple, Ro/SSA-La/SSB) par

I'apoptose " et la libération d'exosomes, entrainant ainsi la génération de LB autoréactives.

4.4.1. Immunité innée

4.4.1.1. Signature interféron

La surexpression de genes inductibles par I'IFN dans les glandes salivaires et les monocytes du
sang périphérique des patients atteints de SJp (appelée signature IFN) souligne I'importance du
systéme immunitaire inné dans sa physiopathologie "*"2. Des dommages causés aux cellules
épithéliales des glandes salivaires (par exemple par un déclencheur viral) induiraient I'apoptose
et la migration de I'antigéne SSA du noyau dans un complexe avec le petit ARN Y non codant
humain (ARNh) a la surface de la cellule . La molécule SSA échappe ainsi a la dégradation
apoptotique normale. La présence d'anticorps dirigés contre les complexes SSA-ARNh favorise
I'internalisation de ces complexes immuns par les cellules dendritiques et les LB, I'acces aux
récepteurs Toll-like (TLR) intracytoplasmiques et I’activation des voies des IFN caractéristique

du SJp ™78, Des niveaux élevés d'IFN de type | (principalement IFN-o) ont été observés chez



les patients atteints de SJp. L'IFN favorise l'activation des LT, qui attaquent les tissus
glandulaires. De plus, il induit une production accrue de cytokines pro-inflammatoires, telles
que I'IL-6 et le TNF-a. Enfin, I'IFN altere la fonction des cellules épithéliales des glandes
salivaires et lacrymales, perturbant ainsi la sécrétion de salive et de larmes.

Récemment, nous avons cherché a caractériser les variations d’expression génique des patients
atteints de SJp 7’. Pour cela, nous avons analysé les données transcriptomiques, cellulaires et
génétiques de 351 patients atteints de SJp issus de la cohorte ASSESS, en les associant a leur
phénotype clinique. Nos résultats ont montré une forte signature IFN chez plus de la moitié des
patients, confirmée dans trois cohortes indépendantes. Nous avons également découvert que
cette signature était principalement due a des niveaux circulants d'IFN-a plutdt qu'a I'lFN-y.
Les niveaux d'IFN-a étaient associés a l'activité du SJp a I’inclusion et a une fréquence accrue
de complications systémiques au cours du suivi de 5 ans. De plus, nous avons observé une
association significative entre les niveaux d'IFN-a, un haplotype majeur d'histocompatibilité de
classe Il (MHC) et la présence d'anticorps anti-SSA. Nos analyses génétiques ont révélé que le
locus HLA-DQ du MHC de classe Il agit en stimulant I'expression de molécules HLA de classe
Il sur les cellules dendritiques conventionnelles. Ainsi, nous avons identifié I''lFN-o comme
étant un acteur clé de la physiopathologie du SJp, avec une association entre I'lFN-a et les
polymorphismes génétiques du géne HLA. Ces résultats améliorent notre compréhension de la
maladie et confirment que I’IFN de type I pourrait étre une cible thérapeutique prometteuse

dans le SJp ’.

4.41.2. Cellules dendritiques plasmacytoides

Les cellules dendritiques plasmacytoides (pDC) peuvent également étre activées directement

par des facteurs viraux ou d'autres facteurs environnementaux. L'activation du systeme IFN de



type | par le systtme immunitaire inné favorise les réponses immunitaires adaptatives par

I'activation des LT et LB et I'induction de la production de cytokines.

4.41.3. Cellules NK

Des données émergentes suggerent que les cellules NK jouent également un rle modulateur
dans le SJp. Leur capacité a promouvoir l'inflammation et leur ratio altéré dans le sang
périphérique des patients atteints de SJp indiquent, en effet, leur implication potentielle. Cela
est démontré par 1’induction du processus inflammatoire observé dans les glandes salivaires en
réaction a la sécrétion d'IFN-y provoquée par l'interaction entre les cellules épithéliales et les
cellules NK exprimant NKp30 8. Une diminution de la fréquence et du nombre absolu de
cellules NK dans le sang périphérique des patients atteints de SJp a été observée par rapport
aux sujets sains °. De plus, il y avait une augmentation du ratio de cellules NK CD5619M / NK
CD56%™, corrélée aux taux d'IgG sériques . Ce ratio était négativement associé aux taux de
complément C3 et C4, mais pas a I'indice ESSDALI chez les patients atteints de SJp. Ces résultats
suggerent que I'équilibre des sous-ensembles de cellules NK CD56* pourrait jouer un role dans

la physiopathologie de la maladie .

4.4.1.4. Innate lymphoids cells (ILC)

4.41.4.1. Définition, classification et caractéristiques

Les cellules lymphoides innées auxiliaires (ILC) forment un groupe cellulaire appartenant a la
classe des cellules lymphoides innées, dont font également partie les cellules NK et les cellules
« lymphoid tissue inducer » (LTi). Elles se caractérisent par une morphologie lymphoide mais
une absence de récepteurs aux antigénes issus de réarrangements géniques 8. Leur découverte

est récente (2008-2011) et leurs caractéristiques, réles physiologiques et implications en



pathologie ne sont que partiellement connus et restent encore le sujet de nombreux travaux de
recherche 82,

Les ILC sont subdivisées en 3 catégories, dont la classification est calquée sur la nomenclature
des lymphocytes T auxiliaires, du fait d’une forte similitude entre ces types cellulaires,
notamment concernant leurs facteurs de transcription et les cytokines qu’ils produisent. Les
ILC1 expriment le « T-Box Transcription Factor 21 » (T-bet), sécrétent de I’IFN-y et du TNF-
a, et interviennent principalement dans I’immunité anti-tumorale et contre les bactéries intra-
cellulaires. Les ILC2 expriment la « GATA Binding Protein 3 » (GATA3), produisent des IL-
4, IL-5, IL-9 et IL-13, et participent a la lutte contre les parasites, la réponse anti-allergique et
la réparation tissulaire. Les ILC3 expriment le « retinoic acid-related orphan receptor gamma t
» (RORyt), sécrétent de I’IFN-y, de I'IL-17, de I’IL-22 et du «Granulocyte-Macrophage Colony
Stimulating Factor » (GM-CSF), jouent un rdle dans la lutte contre les bactéries extra-cellulaires
et sont probablement impliquées dans la formation de structures lymphoides secondaires et
tertiaires 8%, Les 3 types cellulaires expriment la sous-unité o du récepteur a 1’IL-7, aussi
appelé CD127. L’IL-7 favorise leur développement, leur survie et leurs fonctions 8687,

Les ILC résident principalement dans les tissus 8. Si certains auteurs évoquent une migration
des ILC dans les tissus durant la vie embryonnaire, puis une capacité d’auto-régénération locale,
d’autres études suggerent que les ILC peuvent étre générées par hématopoiese durant la vie
adulte et migrer vers les tissus a partir de la circulation sanguine, en réponse a des stimuli
inflammatoires tissulaires %. De plus, les ILC ont une capacité de plasticité, avec une possibilité
d’évoluer d’un sous-type d’ILC a un autre au sein des tissus, selon les variations de

I’environnement 8°.

4.4.1.4.2. Fonctions immunitaires

Les ILC sont considérées comme les premiers effecteurs de 1I’'immunité, car elles sont

immédiatement présentes et fonctionnelles au sein des tissus, et peuvent sécréter rapidement et



massivement des cytokines ®. Elles semblent jouer un role essentiel dans I’initiation, la
régulation et la résolution de I’inflammation locale, en faisant un lien entre I’immunité innée et
adaptative 9. Elles sont activées par des médiateurs inflammatoires et alarmines libérées par
des cellules épithéliales et myéloides, et interviennent dans le recrutement et 1’activation
d’autres cellules de I’'immunité innée et adaptative, en sécrétant des cytokines ou en se
comportant comme des cellules présentatrices d’antigénes °%%. Dans des conditions

physiologiques, elles permettent le maintien de I’homéostasie tissulaire.

4.4.1.4.3. Implication dans la physiopathologie de maladies

inflammatoires

Lorsque les ILC sont exposées de facon chronique a des signaux inflammatoires, elles sont
hyperactivées et dérégulées, et peuvent alors participer au développement de diverses
pathologies %. De multiples données récentes démontrent leur implication, hétérogéne, dans la
physiopathologie de maladies inflammatoires chroniques, principalement par une sécrétion de
cytokines pro-inflammatoires °>%, De facon intéressante, leur role a été décrit dans plusieurs
rhumatismes inflammatoires ou connectivites souvent associées au SJp, comme la PR, la
sclérodermie systémique (SSc), ou le lupus %97,

Contrairement a des pathologies comme 1’asthme allergique ou la maladie de Crohn, dans
lesquelles les ILC ont été précisément étudiées et méme ciblées par des traitements en cours
d’étude %8, les données sur les pathologies auto-immunes systémiques restent principalement

descriptives, et nécessitent des investigations complémentaires.

4.4.1. Immunité adaptative
Un cycle de stimulation mutuelle des systéemes immunitaires innés et acquis conduit a la

perpétuation des Iésions et des dysfonctionnements glandulaires. Les lésions tissulaires sont

provoquées par l'activation de ces voies immunitaires par les lymphocytes présents dans les



tissus glandulaires ou les sites extra-glandulaires, ce qui entraine la libération de cytokines,
notamment I'IFN-y, [I'lL-17, BAFF, et dautres, ainsi que la production d'auto-Ac
caractéristiques. L'apoptose des cellules glandulaires et le dysfonctionnement des cellules
épithéliales résiduelles et des tissus sont dus aux cytokines et aux métalloprotéinases qui
interferent avec I'organisation et la fonction des glandes salivaires.

De multiples cytokines ont été identifiées dans le tissu des glandes salivaires et représentent des
cibles thérapeutiques potentielles. Le profil cytokinique au sein des glandes salivaires des
patients atteints de SJp est décrit comme un profil Thl, avec une production d'lIL-2, d'IL-10 et
d'IFN-y pro-inflammatoires par les cellules CD4" infiltrantes et parfois également Th17 avec
production d'IL-17 par les cellules Thl7 infiltrantes. En outre, les cytokines pro-
inflammatoires, IL-1, TNF-a et IL-6, peuvent étre sécrétées par les cellules épithéliales des

glandes salivaires activées %1%,

4.4.1.1. BAFF (B cell Activating Factor belonging to the TNF Family)

BAFF est considérée comme une cytokine clé dans le SJp. Elle est induite par I'lFN de type |
et de type Il et favorise I'activation, la prolifération et la survie des LB. Les taux de BAFF sont
¢élevés dans 1’épithélium des glandes salivaires et le sérum des patients atteints de SJp, et ces
taux sont en corrélation avec ceux des anti-SSA/Ro, SSB/La et du FR 2. BAFF est produite
non seulement par les monocytes, les macrophages et les cellules dendritiques, mais aussi par
les cellules épithéliales des glandes salivaires et les LB et LT. BAFF pourrait donc jouer un réle
important dans le développement de la maladie, agissant comme un lien entre I'activation du
systéeme immunitaire inné et le développement de l'auto-immunité par le systéme immunitaire

adaptatif.
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Figure 3. Role de BAFF dans le SJp (d’aprés Nocturne et Mariette %)

4.4.1.2. Lymphocytes B

Au cours des maladies auto-immunes, les LB jouent un réle crucial a travers la présentation
d’antigénes (Ag), la sécrétion d’auto-Ac et de cytokines proinflammatoires. Le role pathogéne
du LB au cours du SJp est suspecté de longue date en raison de 1’hypergammaglobulinémie

polyclonale et de la sécrétion d’auto-Ac (facteur rhumatoide, Ac anti-SSA/SSB notamment).

4.4.1.3. Lymphocytes T

Les LT, qui représentent la population cellulaire la plus importante de I’infiltrat salivaire, jouent
¢galement un role pathogéne important au cours du SJp. Selon le type d’étude (analyse des
cytokines sériques par ELISA, des cytokines salivaires par PCR, des sous-populations
lymphocytaires sanguines par cytométrie de flux ou des sous-populations lymphocytaires
salivaires par immunohistochimie ou PCR), des résultats assez discordants ont été obtenus
quant a I’implication préférentielle d’une sous-population lymphocytaire particuliére (Thl, Th2

ou Th17 notamment) 1%,



Une attention particuliére a été accordée au réle d'un sous-ensemble de LT CD4", appelées LT
folliculaires auxiliaires (Tfh), dans la physiopathologie du SJp 1%2. Les Tfh sont caractérisées
par I'expression de CXCR5, PD1, ICOS et Bcl-6 1%, Les patients atteints de SJp présentent des
taux élevés de Tfh circulants et ces cellules sont facilement détectées dans les BGSA %2, 1l a
été montré que la différenciation de LT auxiliaires en Tfh était induite par les cellules
épithéliales salivaires de malades atteints de SJp. Ces Tfh produisent de I’'TL-21 et contribuent
a lactivation des LB, leur différenciation en LB mémoires et plasmocytes et leur production
d’auto-Ac. Cette différenciation en Tfh, sous I’effet des cellules épithéliales salivaires,
contribue également a la formation de centres germinatifs ectopiques au sein des glandes
salivaires.

Depuis peu, on s’intéresse également aux LT auxiliaires périphériques (Tph). Elles représentent
une population de LT qui stimulent les réponses des LB dans les tissus périphériques. Comme
les LT folliculaires auxiliaires (Tfh), les cellules Tph CD4* PD-1" CXCR5 produisent de I'IL-
21 et du CXCL13, mais elles different des cellules Tfh par I'expression de facteurs de
transcription et de récepteurs de chimiokines. Identifiées a I'origine dans la synoviale de la PR,
les Tph semblent étre importantes dans de nombreuses maladies auto-immunes %, Les cellules
Tph infiltrent les tissus périphériques dans un contexte d'inflammation chronique %. Activées
localement, elles produisent des niveaux trés élevés de CXCL13, une chimiokine qui se lie a
CXCRS5 et conduit au recrutement des LB et Tfh et a la formation ultérieure de follicules
lymphoides 1%. Une récente étude a montré que les Tph étaient enrichies dans le sang et les
glandes salivaires accessoires des patients atteints de SJp par rapport a des sujets sains. Les
cellules Tph circulantes étaient corrélées avec les scores d'activité de la maladie, ce qui suggére

un réle important des Tph dans la physiopathologie du SJp 1%’.
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Figure 4. Acteurs cellulaires du SJp

4.4.1.4. Organes lymphoides tertiaires

Chez environ 30 a 40 % des patients atteints de SJp, les agrégats lymphoides glandulaires
périductaux développent une structure tres similaire aux organes lymphoides secondaires
typiques, avec des follicules de LB entourés de zones riches en LT, de veinules a endothélium
épais et de réseaux de cellules dendritiques folliculaires %1%, Ces structures lymphoides
ectopiques favorisent la sélection par I'antigéne de clones de LB, la commutation isotypique et
la maturation d'affinité des immunoglobulines, et fournissent un micro-environnement propice
a la production d'Ac dans le tissu cible *°. Le développement de ces structures lymphoides
ectopiques depend de I'expression de la lymphotoxine-f et des chimiokines lymphoides (par
exemple, CXCL13, CCL19 et CCL21) par les LT, les LB, les cellules dendritiques et stromales

au sein de l'infiltrat 108111,



La présence de ces centres germinatifs au sein des glandes salivaires de patients est corrélée a

un surrisque de lymphome et probablement & une activité plus importante du Sjp 1812,

4.5.Potentielles cibles thérapeutiques

J’ai effectué une revue systématique de toutes les thérapies ciblées en cours de développement
clinique dans le SJp, dans les principaux registres en ligne d'essais cliniques!® (Article complet
en annexe 1). Cette recherche réalisée en 2018 a permis d’identifier 264 essais, parmi lesquels
25 thérapies ciblées pour le SJp avaient été incluses dans la revue. Les medicaments candidats
avaient atteint la phase 1 (n=2), I/1l (n=1), la phase Il (n=19), la phase 1I/111 (n=2) et la phase
Il (n=1). Les 23 essais correspondants étaient terminés (n=8), en cours de recrutement (n=6),
termines (n=4), actifs mais sans recrutement (n=4) et interrompus prématurément (n=1). A
I’époque de I’analyse (2018), les molécules en cours de développement clinique pour le SJp
ciblaient les LB (n=4), les LT ou la costimulation des LT/LB (n=5), les cytokines ou
chimiokines inflammatoires et leurs récepteurs (n=5), les voies de signalisation intracellulaires
(n=7) et d’autres cibles diverses (n=4). Depuis 2018, certaines autres cibles ont été évaluées, et

sont également mentionnées.

4.5.1. Traitements ciblant les LB

Les LB peuvent étre ciblées sélectivement soit par des molécules exprimées directement a la
surface des LB telles que CD20, soit par l'inhibition des facteurs de survie des LB tels que

BAFF.

L'utilisation du rituximab, un anticorps chimérique anti-CD20, chez les patients atteints de SJp
a fait l'objet de quatre essais controlés randomisés 17 qui n'ont montré aucune amélioration
significative du critére d'évaluation principal composite ou de la fatigue ou de la sécheresse

buccale dans les études les plus importantes 16117, Cependant, la plupart des experts s'accordent



adire que le rituximab peut étre utile pour le traitement de certaines manifestations systémiques

du SJp, en particulier la vascularite cryoglobulinémique 118119,

Comme évoqué précédemment, BAFF est essentielle pour 1’activation des cellules B auto-
réactives, leur survie et la sécrétion d’auto-Ac 1%°, Chez les patients atteints de SJp, BAFF est
augmentée dans le sérum et les glandes salivaires et est sécrétée par les cellules épithéliales
salivaires et celles de la conjonctive oculaire 2. Le bélimumab, un Ac monoclonal spécifique
anti-BAFF a obtenu son autorisation de mise sur le marché en février 2012 en association au
traitement habituel, chez les patients adultes atteints de lupus systémique, avec une maladie
active (définie par exemple par la présence d’Ac anti-ADN natif et par un taux de complément
bas) malgré un traitement standard (antimalariques de synthese, anti-inflammatoires non
stéroidiens, corticoides et/ou immunosuppresseurs, en fonction des atteintes spécifiques). Une
étude ouverte de phase Il a suggéré l'efficacité du bélimumab, chez 60 % des patients, évaluée
par une amélioration d'au moins deux des cing indicateurs de la maladie, notamment la
sécheresse, la douleur, la fatigue, l'activité systémique et les biomarqueurs des LB 122,
Cependant, il n'y a pas eu d'amélioration significative du flux salivaire ou de la production de
larmes, évaluée par le test de Schirmer.

Apreés traitement par rituximab, les taux sériques de BAFF ont augmenté lorsque les LB étaient
déplétées de la circulation chez les patients atteints de SJp. Lorsque les LB réapparaissent, les
taux de BAFF diminuent 2%, Etant donné le role du BAFF dans le SJp, l'association d'un
traitement anti-BAFF et du rituximab pourrait conduire a une réduction prolongée des cellules
B (autoréactives). Un traitement séquentiel par bélimumab suivi de rituximab ou leur co-
administration pourrait donc étre efficace 24 La sécurité et I'efficacité de I'administration
séquentielle de bélimumab par voie sous-cutanée et de rituximab par voie intraveineuse a
récemment été évaluée dans une étude de phase 11 2. Dans cette étude en double aveugle sur

une durée de 68 semaines, 86 patients adultes atteints de SJp actif ont été randomisés dans l'un



des quatre groupes : placebo, bélimumab sous-cutané, rituximab intraveineux ou bélimumab
suivi de rituximab de maniére séquentielle. Soixante patients ont terminé le traitement et le
suivi jusqu'a la semaine 68. Une quasi-élimination des LB CD20" dans les GSA et une
élimination plus importante et plus soutenue des cellules B CD19" périphériques ont été
observées avec le traitement combiné bélimumab + rituximab par rapport aux monothérapies.
La reconstitution des LB périphériques était retardée avec le bélimumab + rituximab par rapport
au rituximab seul. Les scores moyens de l'indice d'activité systémique de la maladie du
syndrome de Sjogren selon 'TEULAR (ESSDAI, score complet en Annexe 2) ont diminué de
maniére significative avec le bélimumab + rituximab par rapport au placebo a la semaine 68.
Le profil de sécurité du bélimumab + rituximab était similaire a celui des monothérapies par

bélimumab et rituximab 12°.

Un autre traitement ciblant BAFF est en cours d'évaluation, le ianalumab (VAY736) un anti-
BAFF-Récepteur 1%, Une étude de phase 3 est actuellement en cours aprés les résultats
prometteurs de la phase 2b 1%, Cette étude de phase 2b randomisée, en double aveugle et
contrblée par placebo avait evalué I'efficacité et la sécurité de différentes doses sous-cutanées
d'ianalumab chez des patients atteints de SJp modéré a sévére. Sur les 190 patients randomisés,
une réponse significative en fonction de la dose a été observée pour l'activité globale de la
maladie (score ESSDAI) dans quatre des cing modeéles de réponse aux doses testées. Le score
ESSDAI a diminué par rapport a I’inclusion dans tous les groupes recevant 1’ianalumab, avec
la plus grande diminution observée dans le groupe ianalumab 300 mg : différence moyenne
ajustée par rapport au placebo -1,92 points (IC a 95 % -4,15a 0,32 ; p = 0,092). L'ianalumab a

été bien toléré sans augmentation des infections 2°.

A noter que le tibulizumab, un anticorps bispécifique anti-BAFF et anti-IL17A a été évalué en

phase I1/111 mais rapidement abandonné (sans aucun patient inclus).



4.5.2. Traitements ciblant les Lymphocytes T ou la co-stimulation LT /LB

Deux signaux distincts sont nécessaires pour lI'activation des LT. Le premier signal implique la
liaison de I'antigéne au récepteur de la LT. Le second signal se produit lors de I'interaction entre
les paires récepteur-ligand sur les LT et les cellules présentatrices d'antigenes qui incluent les

LB.

Au moment de notre recherche, 5 molécules ciblant les LT ou la co-stimulation des LB/LT
avaient été évaluées dans le SJp : en phase Il (n=4, 2 terminées, 1 active mais ne recrutant pas

et 1 recrutant) ou en phase Il (n=1, active mais ne recrutant pas).

L'interaction de la molécule CD80 ou CD86 sur les cellules B et de la molécule CD28 sur les
LT fournit un deuxieme signal co-stimulateur important pour l'activation des LT, qui est
important pour la production ultérieure d'Ac par les LB. Une protéine de fusion constituée de
CTLAA4 et d'une chaine d'immunoglobuline (CTLA4-Ig ou abatacept) se lie a CD80 ou CD86
avec une affinité plus élevée que CD28 et inhibe cette voie de costimulation. L'abatacept a été
évalué dans le SJp dans deux études de phase 111 aprés deux essais ouverts de phase 11 127128,
Dans une premiére étude monocentrique portant sur 80 patients atteints de SJp, I'abatacept n'a
pas réduit de maniere significative l'activité systémique de la maladie évaluée par le score
ESSDAI 2 par rapport au placebo aprés 24 semaines. La tolérance a été satisfaisante.
Toutefois, une amélioration supplémentaire a été observée entre la semaine 24 et la semaine 48
du traitement par abatacept *°. Les résultats & 48 semaines ont montré que chez les patients
traités par abatacept pendant 48 semaines (n = 40), I'ESSDAI médian s'est amélioré, passant de
14,0 (IQR9,0-16,8) a 4,0 (2,0-8,0) a la semaine 48 (p < 0,001), avec 50 % des patients atteignant
une faible activité de la maladie (ESSDAI < 5) a la semaine 48. L'ESSPRI médian (score
complet en Annexe 3), évaluant les symptémes rapportés par le patient (évaluation de la

sécheresse, des douleurs et de la fatigue sur une échelle de 0 a 10) s'est amélioré de 7,0 (IQR



5,4-7,7) 25,0 (3,7-6,7) (p < 0,001). Une amélioration significative a également été observée au
niveau de la sécheresse oculaire et des éléments biologiques. En combinant la réponse a
plusieurs criteres cliniquement pertinents, 73 % des patients étaient des répondeurs CRESS
(Composite of Relevant Endpoints for Sjogren's Syndrome) 3 & la semaine 48 ¥, Dans la
seconde étude de phase 11, en double aveugle et contrdlée par placebo, multicentrique ayant
inclus 187 patients atteints de SJp, malgré une activité biologique démontrée (diminution des
Ig et du FR), le traitement par abatacept n'a pas montré d'efficacité clinique significative par
rapport au placebo chez les patients atteints de SJp modéré a sévere, d'apres les scores ESSDAI

et ESSPRI %2,

Une autre paire récepteur-ligand, CD40 (sur les LB) et CD40L ou CD154 (sur les LT), fournit
également un signal de co-stimulation important pour I'activation des LT et LB. Le ciblage de
CDA40 perturbe ainsi cette voie de co-stimulation essentielle entre les LT et les LB pour la
maturation des LB, la commutation isotypique et I'activation des LT. Le ciblage de CD40 peut
également avoir un effet négatif sur I'activation des LB et des LT. Dans une étude
multicentrique, l'iscalimab (CFZ533), un anti-CDA40, intraveineux (10 mg/kg ; n=21) a réduit
de facon significative l'activité systémique de la maladie (ESSDAI) par rapport au placebo
(n=11) aprés 12 semaines, avec une différence moyenne entre les groupes de 5 a 21 points (IC
a 95 % : 0-96-9-46 ; p=0-0090) 133 Le dazodalibep, un antagoniste du CD40L a montré des
résultats intéressants dans une étude de phase 11 a la fois sur les symptomes systémiques évalués
par le ESSDAI *** ainsi que sur les signes subjectifs (ESSPRI) 1%, justifiant une phase 11 a
venir. Les 74 sujets randomisés ont tous recu au moins une dose du médicament a I'étude
(dazodalibep, N=36 ; placebo, N=38). La variation du score ESSDAI entre le début de I'étude
et le jour 169 était de -6,3 + 0,6 chez les sujets traités avec dazodalibep, comparé a -4,1 + 0,6

dans le groupe placebo, avec une différence de -2,2 (p = 0,0167).



Il a été démontré qu'lCOS et son ligand (ICOSL) jouent divers roles dans les réponses des LT,
comme la médiation de l'auto-immunité ainsi que I'amélioration du développement ou de
I'activité des LT régulateurs (Trég). Le prézalumab, un anticorps anti-ICOS, et 'AMG 557, un

anticorps anti-B7RP-1 (ICOSL), ont été évalués en phase 11, avec des résultats négatifs.

Le lulizumab pegol est un anticorps monoclonal anti-CD28. Le CD28 est le corécepteur du
récepteur des LT. Le lulizumab pégol a été évalué dans un essai de phase Il qui a été interrompu

prématurément.

L'éfalizumab est un anticorps monoclonal humanisé recombinant qui se lie au CD11a.
L'éfalizumab a été évalué dans des maladies auto-immunes, dont le SJp, mais il a été associé a

des infections cérébrales mortelles et a été retiré du marché en 2009.

4.5.3. Traitements ciblant les structures lymphoides ectopiques

Le baminercept, une protéine de fusion du récepteur de la lymphotoxine-3, a été testé dans une
étude de phase I1. Malgré une amélioration de I'ESSDA\I significativement plus élevée dans le
groupe baminercept qu'avec le placebo, le traitement par baminercept n'a pas été plus efficace
que le placebo pour augmenter le flux salivaire ou réduire la sécheresse oculaire, et s'est
accompagné d'un déséquilibre des élévations des transaminases et de 2 cas de Iésions hépatiques

de grade 3, réversibles 1%,

4.5.4. Traitements ciblant les cytokines et leurs récepteurs
Au moment de notre recherche, 5 traitements ciblant les cytokines/chimiokines inflammatoires
ou leurs récepteurs avaient été testés dans le SJp, en phase Il (n=4, 3 achevés, 1 retiré) ou en

phase 11/111 (n=1, actif mais ne recrutant pas).



Le TNF-a est une cytokine pro-inflammatoire pléiotrope. La surexpression du TNF-o a été
détectée dans les lésions glandulaires tant dans les modeles animaux de SJp que chez I'Homme
99137 "Un essai controlé randomisé de phase 1l portant sur l'infliximab 3 et un autre sur
I'étanercept *° n'ont montré aucune amélioration significative d'un critére de jugement primaire
composite sur une échelle visuelle analogique (EVA) de la douleur articulaire, de la fatigue et

de la sécheresse.

L'anakinra, un anticorps anti-IL1RA, a été testé dans un essai de phase Il qui n'a pas atteint son

critére de jugement principal 4,

L'IL-6 est principalement sécrétée par les macrophages et les LT activés et est induite par
d'autres cytokines telles que le TNF-a et I'lFN. Le taux sérique d'IL-6 est augmenté dans le
sérum, la salive et les larmes des patients atteints de SJp 141142, L'IL-6 joue un role central dans
I'activation des LB, ainsi que dans la différenciation des LT. Nous avons évalué le tocilizumab,
un anticorps monoclonal humanisé recombinant anti-1L-6-Récepteur, dans une étude
multicentrique de phase 1I/11l en double aveugle versus placebo. Le tocilizumab n’était pas

supérieur au placebo 14,

Le traitement par de faibles doses d'IL-2 renforce sélectivement les fonctions des Trég 14 tout
en évitant l'activation des LT effecteurs et pourrait donc améliorer I'inflammation immunitaire.
L'administration de faibles doses d'IL-2 a des patients atteints de SJp a été testée dans une étude

de phase Il achevée (en attente des résultats cliniques).

Le GSK2618960 est un anticorps monoclonal humanisé de type IgG1 qui se lie au composant
a du récepteur hetérodimérique de I'Interleukine-7 (IL-7R ou CD127). La molécule a été

évaluée dans une étude de phase Il (arrétée pour priorisation du portefeuille par le laboratoire).



4.5.5. Traitements ciblant les interférons ou les voies de signalisation

intracellulaires

Les IFN de type | émettant un signal par l'intermédiaire des JAK pour induire I'expression
génique stimulée par I'lFN 4, les inhibiteurs thérapeutiques des JAK sont apparus comme des
médicaments potentiellement utiles dans le SJp. Le filgotinib, un inhibiteur hautement sélectif
de JAK1 % a été testé dans un essai de phase Il. Dans le méme essai, deux autres bras
évaluaient le GS-9876, un inhibiteur de la tyrosine kKinase de la rate (Syk) et le tirabrutinib un
inhibiteur de la tyrosine kinase de Bruton (BTKi). La Syk est impliquée dans la régulation de
la voie TLR7/9 dans les pDCs humaines '47. BTK est une tyrosine kinase cytoplasmique, non
réceptrice, qui transmet des signaux provenant de diverses molécules de surface cellulaire, dont
le récepteur des cellules B (BCR) 18, Ces 3 médicaments aux mécanismes divers ont été testés,
mais aucune différence significative n'a été observée par rapport au placebo en ce qui concerne
les critéres d'évaluation primaires ou secondaires *°. Un autre BTKi, BMS-986142, a, a été
testé dans une étude de phase 11 qui a été interrompue prématurément en raison d'une incapacité
a atteindre les objectifs du protocole et du retrait du lulizumab testé dans un autre bras du méme
essai. Le remibrutinib, un troisieme BTKIi, a été évalue dans une étude de phase 2 en double
aveugle, randomisée et contrdlée par placebo. Les résultats ont montré que le remibrutinib avait
un profil de sécurité favorable. 1l a entrainé une amélioration significative du score ESSDAI
par rapport au placebo a la semaine 24 (delta ESSDAI —2.86, P=0.003), ainsi qu'une tendance
a I'amélioration du débit salivaire non stimulé. De plus, les Ig ont diminué sous l'effet du

traitement 1%,

MEDI7734, un anticorps anti-ILT7, cible les cellules dendritiques plasmacytoides (pDC) et a
été testé dans une phase I. Les pDC produisent de I'lFN de type | aprés activation des récepteurs

Toll-like (TLR). Les pDC humaines expriment préférentiellement le transcrit 7 de type Ig



(ILT7), qui se couple avec un adaptateur de signalisation pour activer une voie de signalisation

importante médiée par le motif d'activation a base de tyrosine d'immunorécepteur (ITAM) 5L,

PI3k$ est une molécule de signalisation cruciale pour la fonction du récepteur 3 de BAFF %2,
deux études ont étudié les avantages potentiels d'une petite molécule inhibitrice sélective de
PI3kS : seletalisib 12 (phase Il terminée, étude arrétée prématurément en raison de difficultés

de recrutement) et leniolisib (phase Il terminée, résultats négatifs) 1°*, sans succes.

4.5.6. Traitements d’autres mécanismes d'action

L'iguratimod, une petite molécule utilisée comme nouveau médicament anti-rhumatismal
modificateur de la maladie (DMARD) pour le traitement de la PR au Japon et en Chine, a
montré une inhibition significative de la production d’Ig et une suppression de I'lL-1, de I'lL-6
et du TNF-a ° par la voie du NFxB %, L'iguratimod a été évalué dans un essai de phase I/11
dans le SJp. L’iguratimod a amélioré les symptomes cliniques des patients atteints de SJp, y
compris les indicateurs inflammatoires, la sécheresse (débit salivaire et test de Schirmer) et les
indices de la maladie (ESSDAI et ESSPRI), lorsqu'il était co-administré avec une thérapie
associant hydroxychloroquine et glucocorticoides sans augmenter les risques d'événements

indésirables %7,

Le RSLV-132, une protéine biologique entiérement humaine de fusion Fc de la RNase humaine
et du domaine Fc de I'lgG1 humaine, a été évalué dans une étude de phase I1 ¥, Le médicament
est congu pour rester dans la circulation et digérer I'ARN extracellulaire dans le but d'empécher
I'activation du systéme immunitaire via les récepteurs Toll-like et la voie de I'IFN °. Trente
patients atteints de SJp ont été randomisés pour recevoir un traitement par RSLV-132 ou un
placebo par voie intraveineuse une fois par semaine pendant 2 semaines, puis toutes les 2
semaines pendant 12 semaines. Huit patients ont recu un placebo et 20 patients ont recu RSLV-

132 a une dose de 10 mg/kg. Les patients traités par RSLV-132 ont connu des améliorations



cliniguement significatives dans différents scores de fatigue mais pas dans le score ESSDAI.
Cette amélioration de la fatigue a été significativement corrélée a une augmentation de

l'expression de certains génes inductibles par I'IFN 1%,

L'inhibition de la cathepsine-S in vivo modifie la présentation des auto-antigenes et le
développement d'une auto-immunité spécifique a un organe %°. Le RO5459072, un inhibiteur

de la cathepsine-S 161, a été évalué dans le cadre d'un essai de phase 11, finalement négatif 2.

Récemment, un essai portant sur la combinaison de l1éflunomide et d'hydroxychloroquine, deux
agents peu codteux au profil d'innocuité bien connu, a montré une synergie potentielle
démontrée par une différence moyenne du score ESSDALI, ajustée selon les valeurs de référence,
dans le groupe léflunomide-hydroxychloroquine par rapport au groupe placebo de -4,35 points
(IC 4 95% : -7,45 & -1,25, p = 0,0078) ainsi que par la diminution marquée des taux d'lg 163,
Auparavant, aucun des deux traitements n'était efficace a lui seul chez les patients atteints du
SJp. Compte tenu de la taille limitée de I'échantillon de I'étude, I'efficacité clinique de cette
association doit maintenant étre confirmée par 1’essai européen NECESSITY, actuellement en

cours.



B.Objectifs de la these

Malgré les avancées significatives dans la compréhension du SJp, nous avons besoin de
nouveaux traitements pour améliorer la qualité de vie des patients. Dans cette optique, cette
these vise a identifier de potentielles nouvelles cibles thérapeutiques dans le SJp a travers des
approches diversifiées. Ma these est ainsi divisée en trois parties, chacune explorant de maniére

différente de nouvelles cibles thérapeutiques potentielles.

1. Recherche préclinique (souris NOD)

La premiére partie de cette thése concerne une étude préclinique chez la souris. Elle vise a
évaluer l'efficacité du ciblage thérapeutique du LB (anticorps monoclonal anti- BAFF) ou du
LT (anticorps monoclonal anti-CD3) ou du ciblage conjoint du LB et du LT (anti-BAFF + anti-
CD3) dans le mod¢le murin de SJp chez les souris NOD a la maniére d’un essai thérapeutique

(versus injection d’lg controles).

2. Recherche translationnelle

La deuxieme partie de cette thése vise a approfondir notre compréhension du role et de la
fonction des cellules lymphocytaires innées (ILC) dans la physiopathologie du SJp chez
I'Homme. La participation du systeme immunitaire inné a longtemps été sous-estimée dans le
SJp. Les ILC ont eté decouvertes recemment, et un nombre croissant de travaux décrivent leur
implication dans d’autres pathologies inflammatoires et autoimmunes.

En analysant des échantillons sanguins et salivaires de patients atteints de SJp, j’ai cherché a
déterminer si les ILC étaient impliquées dans la physiopathologie du SJp et pouvaient

représenter une cible thérapeutique.



3. Repositionnement  thérapeutique par une  méthode
transcriptomique

La derniere partie de cette thése se concentre sur l'utilisation d’une méthode in silico de
repositionnement thérapeutique. Les avancées récentes dans les technologies de séquengage a
haut débit ont permis la génération de vastes ensembles de données transcriptomiques,
fournissant des informations précieuses sur les voies moléculaires impliquées dans le SJp. En
utilisant une approche bioinformatique, cette partie de la these vise a explorer ces ensembles de
données transcriptomiques pour identifier des médicaments qui pourraient étre repositionnés

pour cibler les voies moléculaires perturbées dans le SJp.



PREMIERE PARTIE
Intérét thérapeutique des
anticorps monoclonaux anti-CD3
et anti-BAFF dans le syndrome de

Sjogren primitif chez la souris

NOD



A.Introduction

1. Ciblage de BAFF

L’intérét thérapeutique de 1’inhibition de BAFF est toujours en cours d’évaluation dans le SJp.
Comme évoqué précédemment, des données encourageantes, sur 1’efficacité du bélimumab, ont
été publiées dans un essai clinique ouvert 122, Par ailleurs, il a été montré, chez les souris NOD,
que Pl’induction par thérapie génique de la conversion de BAFF par saut d’exon en son
antagoniste physiologique, delta-BAFF, dans les glandes salivaires, permettait d’améliorer la
sécheresse, et de diminuer infiltrat salivaire %4, Chez ces mémes souris, la neutralisation de
BAFF réduit I’insulite et prévient le développement du diabéte 1651% e mécanisme d’action
des Ac anti-BAFF est représenté dans la figure 5. De nouveaux Ac anti-BAFF ont été
développés, chez I’homme et la souris, pour leur action conjointe de ciblage de BAFF et de

déplétion lymphocytaire B.
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Figure 5. Mécanisme d’action des Ac anti-BAFF



2. Ciblage du LT

Les Ac ciblant la molécule CD3 (étroitement associée, a la surface du LT, au TCR, récepteur
de la reconnaissance de 1’antigéne) représentent un mode d’inhibition des LT qui permet
d’¢tudier a la fois I’'intérét thérapeutique de I’inhibition des LT et le réle des cellules T
régulatrices. En effet, le traitement par Ac anti-CD3 a montré une efficacité durable sur le

167 ot chez

contréle du diabete de type | chez la souris NOD qui développe un diabete spontané
I’Homme présentant un diabéte de type I d’origine récente 8. Ce traitement est en mesure de
restaurer la tolérance immunitaire chez des souris récemment diabétiques. Ainsi, un traitement
de courte durée (5 jours) par un Ac anti-CD3 administré a faibles doses chez des souris NOD,
dans les 10 premiers jours de 1’apparition des premiers signes de maladie (hyperglycémie,
glycosurie), permet d’induire, en I’absence de toute administration d’insuline exogene, des
rémissions durables de la maladie chez la plupart des animaux. Le mécanisme proposé est celui
d’une diminution du nombre de LT pathogeénes mais I’effet a long terme n’implique pas leur
¢limination mais plutdt I’induction d’une sous-population distincte de Trég (Figure 6). De plus,
il est maintenant compris que de faibles doses (comme celles utilisées dans notre étude)
entrainent une diminution de la réponse cellulaire T alors que des doses plus élevées conduisent

a une déplétion T. L’efficacité des Ac anti-CD3 n’a jamais été évaluée sur la composante «

Sjogren » de la souris NOD.
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Figure 6. Mécanisme de la thérapie immunomodulatrice de préservation de fonction des
cellules pancréatiques f} dans le diabéte de type 1 par un traitement par Ac anti-CD3

(D’aprés Waldron-Lynch and Herold 6°)

3. Ciblage conjoint du LB et du LT

Concernant 1’intérét de cibler conjointement LB et LT, il a ét¢ démontré chez les souris
diabétiques NOD, qu’un traitement combiné par Ac anti-CD20 (ciblant les LB) + anti-CD3
(ciblant les LT) était plus efficace que chaque traitement pris séparément 1°. Cela souligne
I’effet bénéfique d’un traitement combiné agissant sur ces deux acteurs physiopathologiques

clés, au cours du diabete.



4. Objectifs de notre étude
Ainsi, pour les raisons évoquées précédemment, 1’objectif de notre projet a été d’évaluer 1’effet
thérapeutique des Ac anti-CD3 et Ac anti-BAFF et I’effet potentiellement synergique de

I’association de ces deux Ac chez la souris NOD, modeéle murin spontané de SJp.

Dans un premier temps, le retentissement fonctionnel de la sialadénite a été compare, par la
mesure des flux salivaires stimulés des souris NOD et B6 de méme age afin de s’assurer de la
diminution du flux salivaire chez les souris NOD. La sialadénite des souris NOD méles et
femelles a différents ages a également ét¢ comparée par histologie pour vérifier 1’atteinte du

modele utilisé par la suite dans 1’étude thérapeutique.

Dans un deuxiéme temps, nous avons compare, les traitements par Ac anti-CD3, Ac anti-BAFF,
un Ac contrdle isotypique de 1’Ac anti-BAFF ou une combinaison des Ac anti-CD3 et anti-
BAFF. Un groupe de souris NOD femelles a été traité par Ac anti-CD3 de facon plus tardive
(entre leur 13éme et 21éme semaine de vie, dés lors qu’elles présentaient une glycosurie
synonyme de diabete débutant) puis nous avons suivi I’évolution de leur flux salivaire au cours
du temps.

Les méthodes et les résultats de ces premieres investigations sont présentés ici dans les parties

respectives B et C.

Enfin dans un troisiéme temps, nous avons traité davantage de souris par Ac anti-BAFF et
analysé leur transcriptome aprés traitement en comparaison a des souris traitées par un Ac
contrdle isotypique de 1’Ac anti-BAFF. Les méthodes et les résultats sont contenus dans la
partie D. Article : « Efficacy of BAFF inhibition and B-cell depletion in non-obese diabetic mice

as a spontaneous model for Sjogren's syndrome » reprenant notre article soumis.



B.Matériel et méthodes

1. Laboratoire et animaux

Les souris ont été issues de 1’animalerie, exempte d’organisme pathogeéne spécifique, de
I’Institut Necker Enfants Malades, grace a la collaboration du Pr Lucienne Chatenoud et de son
équipe, Immunorégulation et Immunopathologie, de 1’hopital Necker a Paris, qui dispose de
ces souris et de ’expertise de I’utilisation de I’Ac anti-CD3 dans le diabete.

Au total, pour les deux premiéres parties de nos investigations, une soixantaine de souris ont
été étudiées : 8 souris NOD traitées par Ac anti-BAFF, 8 par I’ Ac contréle isotypique, 6 par la
combinaison Ac anti-BAFF + Ac anti-CD3, 5 par Ac anti-CD3 seul et des souris NOD femelles
contrbles non-traiteées. Sept souris NOD femelles traitées par anti-CD3 de facon tardive (entre
13 et 21 semaines d’age) ont également été suivies, longitudinalement, afin d’évaluer
I’évolution de leur flux salivaire. Enfin, 24 souris NOD males ont servi a une analyse
histologique des glandes salivaires a différents ages. Cing souris femelles C57BL/6 dites B6,

issues de la méme animalerie, ont servi de contrdles « non-auto-immuns ».

2. Traitement par anticorps anti-CD3 et anti-BAFF

L’Ac monoclonal anti-CD3 F(ab’)2 (hybridome 145 2C11 produisant une IgG de hamster
spécifique pour la chaine € du CD3 murin) et le protocole d’administration précédemment
utilisés dans les études sur le diabete ont été utilisés dans notre travail. Cing souris ont ainsi été
traitées a 10 ou 11 semaines de vie par 50 pg/jour en intra-veineux (1.V) d’ Ac anti-CD3 pendant
cinq jours consécutifs. Ce schéma d’administration permet d’induire une immunotolérance
prolongée de plusieurs semaines avec seulement une dose 1.V de cing jours 1. Sept souris

NOD femelles ont également été traitées entre leur 13éme et 21éme semaine de vie des lors



qu’elles développaient une glycosurie, synonyme de diabéte débutant, par la méme dose d’anti-
CD3 et selon les mémes modalités.

L’Ac anti-BAFF utilisé est une 1gG1 de souris anti-BAFF blogquant (Sandy-2 commercialisé
par Adipogen). C’est la premiére fois que cet Ac est utilisé dans une étude thérapeutique sur le
SJp. Développé par le Dr Pascal Schneider, il a I’intérét d’induire rapidement dans les souris
de type sauvage, en plus de son effet bloquant pour BAFF, une lymphodéplétion B proche de
celle des souris déficientes pour BAFF. Il possede eégalement une demi-vie favorable et est
entiérement d’origine murine. Une injection intra-péritonéale (1.P) & 2 mg/kg suffit a induire
une déplétion des LB a J18. Pour une déplétion plus durable, des réinjections toutes les deux
semaines sont nécessaires. Huit souris ont été traitées par une dose a 10 semaines puis toutes
les 2 semaines de 2mg/kg I.P jusqu’a analyse. De la méme maniére, des injections de 1’Ac
controle de méme isotype que I’Ac anti-BAFF, EctoD1 une IgGl de souris anti-EDA
(Ectodysplasin) non bloquant, & la méme dose et selon le méme schéma, chez 8 souris, ont été
utilisées pour constituer un groupe controle.

Enfin, une combinaison des deux Ac, anti-CD3 et anti-BAFF selon les mémes modalités mais
de fagcon combinée, chez 6 souris de 10 ou 11 semaines a eégalement été testée.

Le calendrier des injections a été décidé en fonction des études précédentes réalisées sur le
diabéte chez les souris NOD et par I’étude de I’inhibition de BAFF par saut d’exon chez la

souris NOD dans le SJp 164167.170,

3. Flux salivaire stimulé

Les souris NOD et B6 ont été anesthésiées par une solution de Kétamine et Xylazine : 30 pL
de Kétamine (Centravet, Maison-Alfort, France) a 100 mg/mL pour les NOD (en raison d’une
plus grande sensibilité a I’anesthésie) et 40 pL pour les B6 & 100 mg/mL et 100 pL de Xylazine

(Centravet) a 2% complétée a 1 mL par de I’eau stérile. Une dose de 100 pL de cette solution



pour 10 g de souris, par voie I.P, a alors été injectée. La secrétion salivaire a été induite par
I’injection sous-cutanée de Pilocarpine (5ug/10g de souris) aprés préparation d’une solution a
base de Pilocarpine (Sigma-Aldrich®, Saint-Louis, Etats-Unis) en poudre, diluée dans de I’eau
pure, de maniere a obtenir une solution injectable a la concentration de 0,2 mg/mL. L’ensemble
de la salive de la cavité buccale a été collecté par capillarité pendant une durée de 20 minutes,
avec un tube a hématocrite (Figure 7). La quantité de salive a été déterminée par gravimétrie
puis le flux salivaire stimulé a été exprimé en pL de salive/20 minutes/g de souris.

Des analyses intermédiaires ont été effectuées sur I’ensemble des souris aux différents ages,
notamment a 10, 12 et 15 semaines puis avant sacrifice a 18/20 semaines pour les souris NOD
traitées, a 2, 4, 6 et 12 semaines apres traitement chez les souris NOD devenues diabétiques et

traitées plus tardivement et & 8, 10, 12 et 15 et 18 semaines pour les souris B6.

Figure 7. Réalisation des flux salivaires stimulés. Photographie représentant le recueil de

la salive des souris NOD, une fois anesthésiées et stimulées par ’injection de Pilocarpine



4. Analyse histologique

4.1.Sialadénite et focus score en hématoxyline-éosine

Les glandes salivaires de 25 souris NOD femelles et de 24 souris NOD males non traitées, ont
été prelevées a différents ages (3, 7, 10, 15 et jusqu’a 38 semaines pour les femelles et jusqu’a
15 semaines pour les males) ainsi que celles des souris traitées (groupe contréle isotypique n =
3, groupe anti-BAFF n = 4, groupe anti-CD3 n = 3, groupe traitement combiné n = 3 ; les deux
tiers d’une des glandes prélevées lors du sacrifice ont servi a 1’analyse histologique) afin de
déterminer le niveau de sialadénite alors présent. Apres le sacrifice des souris, les organes ont
été prélevés et plongés dans une solution de PFA 4% pendant 24 heures a 4°C, minimum, et
envoyés a la plateforme d’Histologie et de Morphologie du petit animal de la structure
fédérative de recherche de 1’hopital Necker. La-bas, ils ont été inclus en paraffine a 1’aide d’un
automate d’infiltration des tissus sous vide (ASP300S, Leica, Wetzlar, Allemagne) et d’une
plaque d’inclusion (EC - 350, Microm France, Francheville, France). Les coupes ont ensuite
¢été réalisées a I’aide d’un microtome (RM2145, Leica) a une épaisseur de 7 um et disposées
sur des lames Superfrost (Dutscher, Brumath, France). Deux lames par souris ont ensuite été
colorées, a I’hématoxyline-eosine, par un automate (Shandond Varistan Gemini ES, Thermo
Fischer Scientific, Asniéres-sur-Seine, France). Le reste des lames servira a des marquages
immuno-histochimiques ou en immunofluorescence réalisés ultérieurement.

Le score de sialadénite a alors été lu au microscope (Leica DM LS) aux grossissements x100 et
x200, pour chaque souris : 0 : pas d’infiltrat, 1 : infiltrat minime, 2 : infiltrat modéré ou moins
de 1 focus/4 mm?, 3 : 1 focus/4 mm?, 4 : plus de 1 focus/4 mm?. (1 focus = agrégats de plus de
50 lymphocytes), de méme que le Focus score : nombre moyen de foci par 4 mm?2. Une double
lecture a été effectuée pour chaque souris dont la deuxieme en aveugle des traitements regus.
La moyenne des deux a ensuite été utilisée pour I’analyse des résultats. Des photographies

représentatives ont pu €tre prises a I’aide du microscope Zeiss Axioskop 40 (Carl Zeiss, Marly



Le Roi, France) et du logiciel informatique Motic Images Plus 2.0 (Motic Deutschland GmbH,

Wetzlar, Allemagne).

5. Analyse des sous-populations lymphocytaires en cytométrie en

flux

5.1.Anticorps utilisés et analyse

Les Ac suivants ont été utilisés : CD45 APC-Cy7 (clone 30-F11, BioLegend, San Diego, Etats-
Unis), CD19 FITC (clone 1D3, BD Pharmingen, San Diego, Etats-Unis), CD3e PerCp (clone
145-2C11, BD Pharmingen), CD4 V450 (clone RM4-5, BD Pharmingen), CD8a/Ly-2 PE
(clone 53-6.7, eBioscience), CD138 PE (clone 281.2, BD Pharmingen) et IgD APC (11-26c2a,
BD Pharmingen), Fixable Viability Dye EF506 ( eBiosciences), CD45.1 FITC (clone A20, BD
Pharmingen), CD3e APC (clone 145-2C11, BD Pharmingen), CD4 V450 (clone RM4-5, BD
Pharmingen), CD8a/Ly-2 PE (clone 53-6.7, eBiosciences), CD19 PE-Cy7 (clone 1D3, BD
Pharmingen), CD4 PerCp (clone RM4-5, BD Pharmingen), FoxP3 APC (clone FJK-16S,
eBiosciences), tous dilués au 1/200e sauf le Fixable Viability Dye au 1/1000e.

La proportion des sous-populations lymphocytaires B et T sanguines a été analysée a mi-
traitement et au sacrifice afin d’évaluer les répercussions des traitements: la déplétion
lymphocytaire B induite par I’anti-BAFF et la déplétion T induite par I’anti-CD3 notamment.
La proportion des différentes sous-populations lymphocytaires des glandes salivaires, de la rate
et des ganglions pancréatiques a été étudiée au sacrifice.

L’analyse des résultats a été réalisée grace au logiciel FlowJo version 7.6.5 (TreeStar, Ashland,

Oregon, Etats-Unis).

5.2.Préparation de la suspension cellulaire sur sang total

200 pL de sang ont été prélevés par ponction intra-orbitaire (analyse intermédiaire) ou ponction

intra-cardiaque apres anesthésie a 1’Uréthane (600 a 800 uL I.P a la concentration de 75 mg/mL,



Sigma, au sacrifice), dans un micro-tube hépariné (Sanofi-Aventis, Paris, France). Les
marquages ont été réalisés en y ajoutant alors le mélange d’Ac destiné au marquage, pour une
dilution finale au 1/200e, dans du PBS-SVF 2% (PBS ; SVF : sérum de veau feetal, GIBCO),
volume a volume avec le sang. Les cellules marqueées ont été incubées 30 minutes a 4°C. Ensuite
2 mL de FACS-lysing solution (349202, BD Biosciences, San Jose, Etats-Unis) ont été ajoutés
pour une incubation de 15 minutes a température ambiante. Les cellules ont enfin été
centrifugées 5 minutes a 400 g, puis lavées au PBS-SVF 2% 2 fois avant d’étre reprises dans

300 pL pour passage au cytométre (FACS Canto II, BD Biosciences).

5.3.Préparation des glandes salivaires

Une des deux glandes salivaires, prélevées au sacrifice, a servi pour les analyses en cytométrie
de flux. Apres le prélevement, le milieu de digestion (RPMI 2%SVF, Collagénase D: 1,5
mg/ml, DNAse I: 1U/ml ; RPMI, Gibco ; SVF, Gibco ; Collagénase, Roche, Boulogne-
Billancourt, France ; DNAse I, Invitrogen, Carlsbad, Etats-Unis) a été directement injecté au
sein de la glande salivaire, pour une digestion in situ de 5 minutes. Puis la glande a été broyée
al’aide du gentleMACS™ Dissociator (Miltenyi Biotec, Bergisch, Allemagne). Enfin le broyat
a été a nouveau disposeé dans le milieu de digestion pendant 30 minutes a 37°C avant un nouveau
broyage dans le gentleMACS™ Dissociator. La suspension cellulaire a ensuite été passée sur
un tamis 70 um puis centrifugée a 400 g pendant 5 minutes avant <ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>