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Résumé

Le syndrome de Gougerot Sjogren est une maladie autoimmune caractérisée essentiellement
par un infiltrat lympho-plasmocytaire des glandes salivaires et lacrymales. Cette présente
étude a été réalisé sur 10 cas, elle a pour objectif d’une part, de rapporter les modifications
architecturales observées au niveau des glandes salivaires accessoires chez des patients
algériens atteints du syndrome de Gougerot Sjogren par une étude histologique et d’autre part
la caractérisation des cellules de I’infiltrat inflammatoire (Lymphocyte B, Lymphocyte T
CD3, Lymphocyte Thelper, Lymphocyte T cytotoxique, macrophage, Natural Killer) par une
é¢tude immunohistochimique. Les résultats obtenus ont montré une treés forte prédominance
féminine au sein de notre population et une désorganisation architecturale au niveau des
glandes salivaires accessoires causée par un infiltrat lymphocytaire caractérisé
essentiellement par la présence des lymphocytes T (essentiellement Thelper, et T
cytotoxique) ; ainsi que des lymphocytes B exprimant le CD20. Nous avons également
rapporté au cours de notre étude une trés faible présence de macrophages et une absence des
cellules Natural killer.

Mots clés: Syndrome de Gougerot-Sjogren, Glandes salivaires accessoires, Foyer
inflammatoire, Immunomarquage.
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Abstract

Sjogren syndrome is an autoimmune disease characterized mainly by a lympho-plasmocytic
infiltrate of the salivary and lacrimal glands. This study was accomplished with 10 cases, it
has for objective in the first part, to report the architectural modifications observed in the
minor salivary glands at Algerian patients affected by Sjogren-syndrome by a histological
study, and in the second part the characterization of the inflammatory cells infiltration by an
immunohistochemical study (Lymphocyte B, Lymphocyte T CD3, Lymphocyte T helper,
Lymphocyte Tcytotoxic, macrophage, Natural Killer). The obtained results showed a very
high female predominance in our population and an architectural disorganization at the level
of the minor salivary glands caused by a lymphocytic infiltrate characterized essentially by
the presence of lymphocytes T (essentially T helper, and T cytotoxic); as well as its
lymphocytes B expressing the CD20. We also reported during our study a very weak presence
of macrophages, and an absence of natural killer cells.

Key words:Sjogren-syndrome, Minor  salivary glands, Inflammatory focus,
Immunomarquage.
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Antigene SSA : Synonyme de anti-Ro.

Antigéne SSB : Synonyme de anti-La.

ARN db : ARN double brin.

ARN sb : ARN simple brin.

BAFF : B cell Activating Factor belonging to the TNF Family.
bel2 : B-cell lymphoma 2.

BGSA : Biopsies des glandes salivaires accessoires.
CD40/CD40L : CD40/CDA40 ligand.

CDm : cellule dendritique myéloide.

CDp : Cellules dendritiques plasmacytoides.

CMH : Complexe majeur d’histocompatibilité.
CMYV : Cytomégalovirus.

DAB : Di-Amino-Benzidine .

DHEA : Déhydroépiandrostérone.

DHEA-S : Déhydroépiandrostérone-sulfate.

EBYV : Epstein-Barr virus.

FR : facteur rhumatoide.

GC : Centres germinatifs.

HE : Hématoxyline-Eosine

HLA-DR : Complexe majeur d’histocompatibilité humain-DR.
H»0; : peroxyde d’hydrogene.

HRP : Peroxydase de Raifort.

IFN : interferon .

IFNy : interféron vy.

IFN-1 : interferon 1.

THC : Immunohistochimie.
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IRF-5 : interferon regulatory factor.

LSAB : Labelled Streptovidin- Biotine.

NK : Natural killer.

PR : Polyarthrite rhumatoide .

SGS : Syndrome de Gougerot Sjégren.

STAT4 : Signal transducer and activator of transcription 4.
TGF : transforming growth factor.

TLR : Toll-like réceptor.

TNF-a : Tumor necrosis factor-a.

VHC : virus de I’hépatite C.
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Glossaire

Exocrinopathie: maladie des glandes a sécrétion externe.

Fibrose pulmonaire : Cette pathologie se caractérise par une production et une accumulation
disproportionnée de la matrice extra-cellulaire, principalement de collagéne dans le
parenchyme pulmonaire détruisant la structure alvéolaire des poumons, pouvant conduire a
une forte altération des fonctions respiratoires (Camus et al., 2001)

Kératite filamentaire : est une inflammation de 1'ceil, localisée au niveau de la cornée, C’est
une affection bénigne qui peut se compliquer.

Kératoconjonctivite séche : est un desséchement chronique bilatéral de la conjonctive et de
la cornée due a une altération qualitative ou quantitative du film lacrymal

Lymphome non hodgkinien: Il représente un groupe hétérogéne d’hémopathies
caractérisées par une prolifération monoclonale maligne du systéme lymphoide (les cellules B
ou T) qui tendent a envahir tout 1’organisme (Fattorusso et al., 2004)

Lupus systémique : est une maladie inflammatoire auto-immune, d’étiologie inconnue,
caractérisée sur le plan biologique par la production de multiples auto-anticorps dont les plus
caractéristiques sont dirigés contre certains composants du noyau (Meyer et al., 2005)

Polyarthrite rhumatoide : est un rhumatisme articulaire chronique caractérisé par une
inflammation de la synoviale articulaire qui peut provoquer des dommages structuraux et
induire un handicap fonctionnel (Klareskog et al., 2009).

Polymyosite : est une maladie inflammatoire des muscles stri¢s, Le déficit musculaire, qui
se résume généralement a une fatigabilité, évolue de fagon bilatérale, symétrique et non
sélective avec prédominance sur les muscles proximaux (Blanco et al., 1992).

Sclérodermie : est une connectivite multi-systémique caractérisée par des anomalies de la
matrice extra-cellulaire conduisant a une production excessive de collageéne, a des altérations
micro-vasculaires et a une activation anormale du systéme immunitaire (Marie et al., 2002)

Xérophtalmie : est une affection des yeux, se traduisant par un assechement de la conjonctive
et de la cornée, et évoluant vers la cécité en 1'absence de traitement.

Xérostomie : est un trouble se traduisant par une sécheresse excessive de la bouche due a une
fabrication insuffisante de salive (hyposialie), parfois méme a une absence de salive (asialie).
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Introduction

Les maladies auto-immunes sont des maladies chroniques déclenchées par la perte de
la tolérance immunologique aux auto-antigenes en raison de l'interaction de facteurs

héréditaires et environnementaux (Anaya et al., 2013).

Le syndrome de Gougerot-Sjogren est une maladie auto-immune systémique,
inflammatoire, chronique caractérisée par une infiltration cellulaire des glandes salivaires et
lacrymales responsable d’une sécheresse buccale (xérostomie), oculaire (xérophtalmie) et par
la production de différents auto-anticorps (Fox et al., 2005). Elle affecte principalement les
femmes dont sa prévalence varie entre 0,1 et 3% (Binard et al., 2007).Classiquement, il peut

étre primitif ou secondaire associ¢ a d'autres maladies auto-immunes(Youinou et al., 2010).

La physiopathologie de cette affection reste imparfaitement ¢lucidée, une connectivite
multifactorielle faisant intervenir des facteurs génétiques, environnementaux et

immunologiques (Mariette., 2010).

Dans ce syndrome, la perte de fonction glandulaire est liée a 1’accumulation de
cellules immunitaires au sein de 1’épithélium et a la destruction de celui-ci. Ainsi, des
infiltrats constitués de lymphocytes T, des lymphocytes B ou des cellules dendritiques

peuvent étre retrouvés dans les glandes (Stott et al., 1998, Xanthou et al., 1999).

Dans cette présente étude, nous avons eu pour objectifs de mettre en évidence les
modifications architecturales observées au niveau des glandes salivaires accessoires chez des
patients algériens atteints du syndrome de Gougerot Sjogren et ce a la suite d’une étude
histologique en fonction du score focal, ainsi qu’a la caractérisation des cellules de ’infiltrat
inflammatoire et ceci par un marquage membranaire immunohistochimique de quelques
cellules immunitaires tels que les lymphocytes T, les lymphocytes B, les lymphocytes T
CD4, les lymphocytes T CDS8, les macrophages exprimant le CD68 et enfin les cellules
Natural killer exprimant le CD56.
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I. Généralités
I.1. Historique :

Le syndrome de Gougerot Sjogren doit son nom aux observations de Gougerot, un
dermatologue francais, qui en 1925 avait décrit des cas de sécheresse buccale s’intégrant dans
un syndrome sec étendu, touchant les conjonctives, la bouche, le larynx, la muqueuse nasale
et vaginale (Delcambre et al., 1989; Kaplan et al., 2000). Puis en 1933 Henrik Sjogren, un
ophtalmologiste suédois a établi les bases définitives du syndrome qui portera son nom. Il
avait montré que le syndrome sec oculaire n’est que I’expression ophtalmique d’une maladie
qui touche toutes les glandes exocrines et qu’elle s’associe le plus souvent a la polyarthrite
rhumatoide (PR) (Kaplan et al., 1986).

1.2. Définition :

Le syndrome de Gougerot Sjogren (SGS) est une exocrinopathie auto-immune
chronique lentement progressive caractérisée par une infiltration cellulaire des glandes
exocrines. Cette infiltration touche particulierement les glandes salivaires et lacrymales,
responsable alors d’une sécheresse buccale (xérostomie) et d’une sécheresse oculaire
(xérophtalmie). L’association xérostomie et xérophtalmie constitue le syndrome sec, ¢lément
caractéristique du syndrome de Gougerot Sjogren. L’infiltration cellulaire peut intéresser
d’autres organes et entraine des manifestations extra-glandulaires systémiques (Godeau et al.,
2004).

1.3. Epidémiologie :

Ce syndrome prédomine largement chez les femmes, avec 9 femmes atteintes pour un
homme (Helmick., 2008). L’4ge moyen de survenue des premiers symptomes se situerait aux
alentours de la quatriéme décennie. Class¢é comme étant la deuxieme plus fréquente
pathologie auto-immune apres la polyarthrite rhumatoide, sa prévalence est estimée aux
alentours de 0.1 et 0.5% de la population adulte (Binard et al., 2007). Cependant, aucune
¢tude épidémiologique n’a été publiée quant a notre population.

1.4. Classification :

Le SGS peut étre primitif ou secondaire a une autre pathologie auto-immune :

1.4-1. Syndrome de Gougerot Sjogren primitif : dans ce cas il est isolé, la xérostomie et/ou
la xérophtalmie ne sont pas associées a une maladie systémique clairement définie mais a des
manifestations générales dont certaines sont particuliecrement fréquentes et évocatrices
(polyarthrites, fibrose pulmonaire, atteinte neurologique).
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1.4-2. Syndrome de Gougerot Sjogren secondaire : dans ce cas, il fait suite a une autre
connectivite auto-immune (polyarthrite rhumatoide, Ilupus érythémateux disséminé,

sclérodermie,...ctc) (Godeau et al., 2004).

L.5. Manifestations du syndrome de Gougerot Sjogren :
Les principaux symptdmes classiquement retrouvés dans le SGS sont la triade :

» Sécheresse (principalement, oculaire et buccale).

» Fatigue.

» Douleur (surtout articulaire et/ou musculaire) (Mathews et al., 2008 ; Vailantl et al.,
2007).

Aussi d’autres organes peuvent étre atteints (Tzioufas et al., 2007).

1.5.1. Manifestations oculaires :

La xérophtalmie est I’'une des manifestations majeure du SGS (figure 1). Elle se
manifeste par I’absence de larme, d’une géne oculaire persistante avec sensation de corps
étrangers (graviers, grains de sable), I’apparition de sécrétions collantes et épaisses le matin
au réveil (Ramos et al., 2012), la sensation de brulures (Pfugfelder et al., 1996), prurit,
photophobie (Girmens et al., 2001), trouble de la vision des couleurs (Rapoport et al.,
1997).

Figure 1: Xérophtalmie (Hakkou et al., 2011)
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1.5.2. Manifestations buccaux :

La xérostomie qui est souvent la plus invalidante des manifestations du syndrome sec
(figure 2). Elle se manifeste par une sensation de bouche séche (Ramos et al., 2012) pateuse,
génant 1’¢locution ou la déglutition, la prise d’aliments secs n’est possible qu’en ingérant
simultanément de 1’eau (Harton et al., 2001), des brilures chroniques de la muqueuse
buccale, d’intolérance aux aliments épicés ou acides (Daniels et al., 1975).

Sécheresse buccale

Figure 2: Xérostomie (Hakkou et al., 2011)

I.6. Les glandes salivaires :

Quotidiennement les glandes salivaires produisent 1000 a 1500 ml de salive. La salive
est sécrétée par trois paires des glandes salivaires dites majeures ou principales : Les glandes
parotides, les glandes sous-maxillaires, et les glandes sublinguales ainsi que par des glandes
salivaires mineures ou accessoires qui sont dispersées a la surface des muqueuses buccales et
pharyngiennes (figure 3). (Lullmann-Rauch., 2008; Szpirglas et al., 2001).
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Figure 3 : Vue latérale schématique des glandes salivaires et des canaux du c6té gauche
(Katz., 2006).

1. Canal parotidien, 2. Glande parotidienne, 3. Glande sub-mandibulaire, 4. Canal de Wharton, 5.
Glande sublinguale, 6. Glandes salivaires accessoires : buccales (a), palatines (b), nasales (c),
nasopharyngées (d), 7. Muscle buccinateur, 8. Muscle masséter, 9. Auricule de I’oreille, 10.
Mandibule, 11. Glande salivaire accessoire et canal se jetant dans le canal parotidien, 12. Canal sub-
lingual postérieur, 13. Canal sub-lingual, 14. Canal sublingual antérieur, 15. Cavité buccale.

I.6. 1. Les glandes salivaires accessoires :

Elles sont trés nombreuses et disséminées dans toute la cavité buccale (lévres, joues,
langue, palais) a I’exception des gencives et la partie antérieure du palais osseux. Elles ne
possédent pas de canal excréteur propre et s’ouvrent directement dans la muqueuse de la
cavité buccale (Mambrini., 2006). Il s’agit de petites formations glandulaires muqueuses et
plus rarement séreuses de 1 a 2 mm de diamétre (figure 4). Ces glandes par leur sécrétion
assurent I’humidification permanente de la cavité buccale (Devoize et al., 2010).
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Figure 4 : Histologie des différents types d’acini et canaux glandulaires (Devoize et

al., 2010).

1. Cellules myoépithéliales, 2. Acinus séreux, 3. Canal intercalaire, 4. Canal strié, 5. Acinus muqueux,
6. Acinus mixte séromuqueux.

II. Diagnostic

Le SGS a souvent un début insidieux et un large spectre de manifestations, ce qui rend
le diagnostic de la maladie difficile et souvent tardif, on peut avoir un délai de 10 ans entre le
début des premiers symptomes et 1’établissement du diagnostic final (Kassan et al., 2004 ;
Cruszka et al., 2009) (Annexe 1).

¢ Le diagnostic du SGS primitif : nécessite 1’existence d’une sécheresse buccale et
oculaire ou la présence d’un infiltrat lymphocytaire sur une biopsie des glandes

salivaires accessoires ou la présence d’auto-anticorps anti-SSA ou anti-SSB (Vitali et
al., 2002).

X/
X4

" Le diagnostic du SGS secondaire: est défini par la présence d’une autre
connectivite, 1I’existence d’une sécheresse oculaire ou buccale et un élément objectif
de I’atteinte oculaire ou salivaire. La présence d’anticorps anti-SSA ou anti-SSB n’est
pas nécessaire au diagnostic de SGS secondaire (Vitali et al., 2002).
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II.1. L’examen histologique :
L’examen de référence repose en une  biopsie des glandes salivaires accessoires,
particulierement celles de la Iévre inférieure, car elle est sans risque et de réalisation

facile. (Chisholm et al., 1968). Cependant, Seuls les grades 3et 4 sont spécifiques du SGS
(tableau I) (Chisholm et al., 1968).

Tableau I : Définition de la classification du score de Chisholm et Mason (Ziza., 2004).

Grade | Cotation histologique de Chishlom et Mason

1 Infiltrat inflammatoire diffus discret (moins d’un foyer ou focus par 4 mm?).

" Glandes normales, Pas d’infiltrat inflammatoire.

Infiltrat inflammatoire diffus modéré ayant moins de 50 cellules par 4 mm?.

par 4mm?.

n Plusieurs foyers inflammatoires par 4 mm?.

Infiltrat inflammatoire nodulaire (un seul foyer ou focus) ayant plus de 50cellules

I11. Physiopathologie

Le syndrome de Gougerot-Sjogren (SGS) constitue un excellent modéle d’étude des
maladies auto-immunes car les organes intéressés par le processus (les glandes salivaires
accessoires) et les cellules impliquées sont aisément accessibles et se prétent assez facilement
a ’analyse. (Mariette., 2010).

L’origine de cette affection, comme la plupart des maladies auto-immunes, est
inconnue. Cependant, une interaction entre facteurs génétiques et facteurs environnementaux
est établie (figure 5) (Mariette., 2010).
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Figure S : Représentation schématique de la physiopathologie du SGS.

CDp : cellule dendritique plasmacytoide; CDm : cellule dendritique my¢loide; LT : lymphocyte T;
LB : lymphocyte B; TLR : Toll-like récepteur; ARN sb : ARN simple brin; ARN db : ARN
doublebrin; TFN : interferon (Gottenberg et al., 2007).

1I1.1. Facteurs déclenchants :
III.1.1. Role du terrain génétique :

Il existe trés probablement un terrain génétique particulier au SGS. Si les cas familiaux
sont peu fréquents, il n’est pas rare en revanche de retrouver d’autres maladies auto-immunes
chez les apparentés. Les génes du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe 11
ont été impliqués ainsi que certains polymorphismes du géne du TNF-o (tumor necrosis
factor) ou de la région promotrice des génes de I’interleukine 10 (IL-10) et de 1’interleukine
6 (IL-6) (Hulkkonen et al., 2001).

Certains polymorphismes du géne d’IRF-5 (interferon regulatory factor-5) responsables
d’une augmentation de son expression ont ¢galement été associés au SGS. L’IRF-5 est un
facteur de transcription activé par la fixation des interferon de type I (IFN-1) sur leur
récepteur qui induit la synthése d’IFN par une boucle d’amplification. Les mémes
observations ont été faites pour le STAT-4 (signal transducer and activator of transcription 4
), aussi impliqué dans les voies des IFN (Nordmark et al., 2009; Miceli-Richard et al.,
2009).
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I11.1.2. Etiologie virale :

Les virus sont les facteurs environnementaux qui ont été les plus impliqués dans la
genese du SGS, les glandes salivaires étant un site d’infection latente pour de nombreux virus
et notamment pour 1I’Epstein-Barr virus (EBV) et le Cytomégalovirus (CMV) (Vitali., 2011),
certains autres virus du groupe herpes, les rétrovirus, le virus de I’hépatite C (VHC)
(Mariette et al., 1991), mais aucune étude n’a pu démontrer de maniére certaine 1’implication
de ces virus dans le développement de la maladie (Triantafyllopoulou et al.,2004).

I11.1.3. Auto-anticorps :

Certains auto-anticorps ont été mis en ¢évidence dans le SGS. Parmi eux, citons les
anticorps (Ac) antinucléaires dirigés contre les particules Ro/SSA et La/SSB (Scofield et al.,
1999), les anticorps anti appareil de Golgi (Blaschek et al., 1988), le facteur rhumatoide (FR)
(Bartfeld., 1969), les anticorps anti mitochondrie (Skopoli et al., 1994), les anticorps anti
thyroide peroxydase et les anticorps anti thyroglobuline (D’Arbonneau et al., 2003).

Les auto-Ac les plus souvent retrouvés dans ce syndrome sont le facteur rhumatoide, les
Ac anti-Ro/SSA et anti-LA/SSB, car ils sont produits au niveau de la glande exocrine, aussi
ils sont exprimés a la surface des cellules épithéliales (Yannopoulos et al., 1992).

II1.1.4. Anomalies de I'apoptose :

Par analogie aux modéles animaux, un défaut d'apoptose des lymphocytes auto-réactifs
a été suggéré pour expliquer leur accumulation dans les glandes salivaires. Parallélement, une
augmentation de l'apoptose par la voie Fas-Fas ligand a été observée dans les cellules
¢épithéliales salivaires et pourrait étre responsable de la destruction de ces cellules. (Kong et
al., 1997).

Au contraire, l'apoptose est diminuée au sein des nodules lymphoides infiltrant les
glandes salivaires car les lymphocytes des nodules expriment fortement I'antigéne bcl2 (B-cell
lymphoma 2), ce qui les protégerait de l'apoptose. Ces anomalies de l'apoptose seraient des
anomalies intrinseques des cellules épithéliales et non induites par l'infiltrat lymphocytaire.
(Masago et al., 2001).

Enfin, certaines cellules salivaires, et en particulier les canaux salivaires qui ne sont pas
détruits contrairement aux acini, se protégent de l'apoptose en sur-exprimant la protéine p53
fonctionnelle. (Mariette et al., 2002).

II1.1.5. Facteurs hormonaux :

Le role des facteurs hormonaux dans le SGS, est suggéré par la constante prédominance
féminine. Cette prédilection féminine serait sous-tendue d’une part par une production plus
grande d’hormones stimulatrices du systéme immunitaire telles que l’cestrogeéne et la
prolactine, d’autre part par une baisse de la production d’hormones inhibitrices du systéme
immunitaire (le cortisol, les androgénes) (Diallo et al., 1999).
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I11.1.6. Cytokines secrétées :

L’interleukine 2(IL-2), l'interféron y (IFNy) sont sécrétés par les lymphocytes T

salivaires, ce qui est en faveur d’un pattern de sécrétion de cytokines de type TH1. (Fox et al.,
1992).
Cependant, comme souvent en immunopathologie, la situation est complexe car les cytokines
de type TH2 : IL-6 et IL-10 sont également secrétées par les lymphocytes T(LT) salivaires
favorisant probablement [’activit¢ des lymphocytes B (LB) glandulaires sécréteurs
d’autoanticorps. Dans la plupart des études, I’interleukine 4 (IL-4), autre interleukine de type
TH2, n’est pas ou peu retrouvée. Enfin, il existe une augmentation du taux de production des
cytokines pro-inflammatoires telles que: I’interleukine 1 (IL-1), et le TNF-a (Fox et al.,
1992).

En outre, de nombreux travaux confirment le lien entre une production excessive de
BAFF (B cell Activating Factor belonging to the TNF Family) et le développement de
plusieurs maladies auto-immunes, en particulier le SGS (Mackay et al., 2002). Ainsi, des
niveaux ¢élevés de BAFF sont retrouvés dans le sérum des malades atteints d’un SGS et
corrélés aux titres des auto-Ac (Pers et al., 2005). Les types cellulaires responsables de la
production de BAFF dans le SGS ont récemment été identifiés. Ainsi, bien que I’expression
de BAFF sur les LT infiltrés avait été évoquée (Lavie et al., 2004), la synthése et la
production de BAFF par les LT, les cellules épithéliales et les LB infiltrés viennent d’étre
démontrées in situ (Daridon et al., 2007). De plus, les cytokines dont la concentration est
augmentée dans le SGS (IL-10, IFNy) peuvent favoriser la production de BAFF (Nardelli et
al., 2001).

Enfin, BAFF jouerait un réle dans les réponses humorales en favorisant la commutation
isotypique des classes d’immunoglobulines indépendamment du  systéme
CD40/CD40 Ligand (CD40/CD40L) en présence d’IL-10 ou de TGF (transforming growth
factor) (Litinskiy et al., 2002) et la sécrétion d’anticorps par les plasmoblastes. (Balazs et al.,
2002).

I11.2. Lymphocytes infiltrant les glandes salivaires :

Ce sont pour la grande part des lymphocytes T CD4 (helper) (70-80%), les autres sous-
groupes : cellules T CD8 (cytotoxique) (10%), lymphocytes B (10-20%) (Le Pottier et al.,
2009). L’activité des cellules infiltrant les glandes est attestée par la présence de marqueurs de
surface, notamment HLA-DR (Complexe majeur d’histocompatibilit¢ humain-DR) et
récepteurs de I’IL-2 (CD25) (Kuwana et al., 2001).

L’étude du répertoire des lymphocytes T CD4 infiltrant les glandes salivaires a retrouvé
dans la plupart des cas une restriction de la région de jonction laissant supposer que ces
lymphocytes pourraient reconnaitre un antigéne commun. En faveur de cette hypothese, chez
un méme patient, il est observé que le répertoire T était identique dans les glandes salivaires et
les glandes lacrymales.
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Les lymphocytes T CDS8, moins abondants, contiennent du granzyme et peuvent donc
avoir une action cytotoxique (Mariette., 2010).

IV. Thérapie :

Les effets des traitements symptomatiques du syndrome sec qui peuvent étre utilisés en
fonction de la géne t’elle que : les larmes artificielles (Unilarm, Larmabak) les sprays oraux,
les substituts salivaires (Artisial spray), la sécheresse cutanée par des savons surgras, des
lotions ou crémes hydratantes (Déxéryl 250 g), la sécheresse vaginale par des gels locaux
(Replens) peuvent améliorer certains symptomes mais leur effets sont limités
(Saint-Marcoux et al., 2007).

V. Biothérapie :

Deux études majeures décrivent I’immunothérapie anti-LB (rituximab, anti-CD20) dans
le traitement du SGS (Pijpe et al., 2005). Ces études montrent la bonne tolérance au
traitement et des améliorations cliniques. Ainsi, la fatigue, la sécheresse, la qualité¢ de vie
étaient améliorées apres traitement essentiellement chez les patients ayant une maladie récente
(Devauchelle-Pensec et al., 2007).

D’autres approches sont a 1’é¢tude comme 1’inhibition de BAFF par des anticorps
monoclonauxou des récepteurs solubles (Gottenberg et al., 2007).

Plusieurs autres stratégies thérapeutiques sont étudiées, ciblant d'autres protéines de
surface de cellules B (epratuzumab anti-CD22) ou des cytokines majeures de I'homéostasie
des cellules B (par exemple, BAFF, IL-6) (Bowman et al., 2014).
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La présente étude a été réalisée au niveau du service d’anatomie-pathologique a
I'hopital Djillali Bounadma de Douera et ceci du mois de Mars au mois de septembre, elle a
pour but d’une part de mettre en évidence les modifications architecturales observées au
niveau des glandes salivaires accessoires chez des patients algériens atteints du SGS et d’autre
part a la caractérisation des cellules de I’infiltrat inflammatoire (LB, LT CD4, LT CDS,
macrophage, NK) et ceci sur des biopsies de 10 patients atteints du syndrome de Gougerdt-
Sjogren.

I. Matériel:
I.1. Matériel non biologique (Annexe2)
1.2. Matériel biologique:

Les cas collectés pour notre étude proviennent de I’hopital Djillali Bounadma de
Douera adressé par différentes structures de ce méme CHU (médecine interne, maxillo-faciale
et rhumatologie) et de I’hopital Lamine Debaghine de Bab El oued.

Cette ¢étude a porté sur 10 cas de SGS diagnostiqués entre 1’année 2014-2017, dont
I’age varie entre 29 ans et 72ans. Nous avons également utilisé 2 cas agés de 32 ans et de 49
ans qui consistent en des blocs de glande salivaire accessoire d’une personne non atteinte de
SGS de grade 0 et de grade 2. Les biopsies en question sont accompagnées d’une fiche de
renseignement comprenant le nom, 1’age et le sexe du patient pour étre ensuite archivées sous
forme de blocs inclus en paraffine.

I1. Méthodes

I1.1 Etude histologique

I1.1.1 Conservation des biopsies dans des blocs de paraffine:
e Fixation:

La fixation a été réalisée grace a un agent fixateur, le formol a 10% pendant 24h dans
le but de conserver les structures le plus possible a 1’état physiologique et de prévenir
I’autolyse cellulaire. Apres fixation, les biopsies des glandes salivaires ont été placées dans
des cassettes histologiques.

e Circulation:

Pour la confection des coupes il faut que ces échantillons soient imprégnés dans de la
paraffine.

Cette dernicre en état liquide n’est pas miscible a 1’eau, dont les tissus sont imprégnés et ne
pourra donc pas les pénétrer. Ce qui nécessite le passage des tissus dans des liquides
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intermédiaires miscibles entre eux (a ’eau et a la paraffine). Ce passage dans ces liquides
constitue une étape appelée « circulation » qui dure 24h. La circulation est réalisée en 03
phases:

- La déshydratation: 03 bains successifs d’éthanol de concentration croissante (70°.
90°. 100°) 2h chacun.

- L’éclaircissement: 03 bains de xyléne 2h chacun.

- L’imprégnation: 03 bains de paraffine en fusion a 60°C 2h chacun

Toutes ces étapes ont été réalisées grace a un circulateur automatique (Dako) qui comporte
des bains disposés en cercle, permettant un transfert automatique d’un bain a un autre avec
agitation constante du panier contenant les cassettes de prélévements.

e Enrobage:

Consiste a former des blocs de paraffine. Pour se faire, les cassettes sont ouvertes, les
couvercles jeté, le fragment est ensuite récupéré et placé dans un moule adapté a sa taille,
celui-ci est recouvert d’une petite quantité de paraffine. Il est important de bien orienter le
fragment et de veiller a son adhérence.

Les moules sont placés sur une plaque refroidissante pour figer la paraffine, une fois que cette
derniére durcit, les blocs sont démoulés.

Les étapes de I’enrobage ont été réalisées grace a un appareil (Dako).

e La microtomie:

Les blocs ayant refroidi sur la plaque réfrigérante de la station d’enrobage, la découpe peut
étre réalisée a I’aide d’un microtome et se fait en différentes étapes:

Faire des coupes allant de 1 a 3 um d’épaisseur sous forme de ruban, cette épaisseur permet
aux rayons lumineux du microscope de traverser la préparation et d’éviter la superposition
tissulaire.

Les rubans sont placés dans un bain marie a 37° pour détendre la paraffine.

Une lame est ensuite plongée perpendiculairement au fragment pour faciliter son adhésion.
Déposer la lame sur une plaque chauffante pour faire fondre la paraffine et éliminer les
résidus de 1’eau.

I1.1.2 Technique d’Hématoxyline-Eosine (HE):
I1.1.2.1 Coloration a ’'Hématoxyline-Eosine:

I1 s’agit d’une coloration topographique, de routine permettant I’identification des noyaux et
du cytoplasme. Cette technique associe une coloration nucléaire en bleu grice a
I’Hématoxyline (colorant basique) et une coloration rose du cytoplasme grace a 1’Eosine
(colorant acide).

La coloration des coupes a été effectuce selon les étapes suivantes:
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- Déparaffinage dans 03 bains de xylene pendant 3 minutes chacun.

- Réhydratation dans 03 bains d’éthanol (alcool) a 100%, 80%, 70% pendant 2 min
chacun.

- Rincage a I’eau courante.

- Coloration dans un bain d’Hématoxyline pendant 2 minutes.

- Rincage a I’eau courante.

- Une deuxiéme coloration dans un bain d’Eosine pendant 2 minutes.

- Ringage a I’eau courante.

e Montage des lames:

Apres Déshydratation dans 03 bains d’éthanol de concentration croissante (70°. 90°. 100°)
pendant 1 minute chacun et réalisation de 03 bains de xyléne pour 1’éclaircissement, les
lames sont recouvertes par une lamelle apreés y avoir déposé une goutte d’Eukitt (résine
synthétique).

I1.1.2.2 Observation au microscope:

La lecture se fait a 1’aide d’un microscope photonique multi-tétes (Leica) a différents
grossissements, elle se fait d’abord au faible grossissement pour que 1’analyse des noyaux et
des composants cellulaires soit optimale.

L’analyse histologique a reprit les critéres du score de Chisholm et Mason.

I1.2 Technique d’immunhistochimie (IHC):
I1.2.1 Principe:

La technique utilise un anticorps (Ac) primaire dirigé contre I’antigéne cible permettant
d’identifier les antigénes recherchés dans la cellule, on utilise par la suite un Ac secondaire
biotinylé dirigé spécifiquement contre I’ Ac primaire.

Un complexe avidine-biotine couplet a la peroxydase permet 1I’amplification du signal lors de
la révélation par le Di-Amino-Benzidine (DAB).

Dans notre étude, les substances antigéniques recherchées sont le CD20, CD3, CD4, CDS,
CD56 et CD68.

Le systtme En Vision + HRP est une technique de révélation de marquage, extrémement
sensible et qui s’effectue en deux étapes:

- Adjonction d’un polymere (Dextran), marqué a la peroxydase de Raifort (HRP)
conjugué a I’Ac secondaire qui se lie a I’ Ac primaire.
- Adjonction d’un substrat chromogéne DAB
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La peroxydase qui a pour substrat le peroxyde d’hydrogene (H20:), oxyde le DAB et donne
un précipité brun dans le milieu de réaction (figure 6).

Une contre coloration avec I’hématoxyline recolore les noyaux en bleu et rend possible la
détermination topographique du marquage.

B

<«—— 1 Avidine-biotine-peroxydase

DAB
~J

Anticorps secondaire

A

— Anticorps primaire

| Antigene ciblé

o 4

Figure 6 : Principe de 'immunomarquage (méthode d’amplification du signal LSAB)
(Couture., 2011)

I1.2.2 Mode opératoire:
e Préparation des lames:
- Réaliser des coupes de 1 a 3 um d’épaisseur sous forme de ruban.

- Etaler les rubans placés dans le bain marie sur des lames silanisées et les déposer sur une
plaque chauffante pour éviter le décollement des tissus lors de la manipulation.

- Graver les lames en mentionnant le numéro du bloc et I’ Ac utilisé.

- Incubation des lames dans une étuve a 60°C pendant 24h pour une meilleure adhésion des
tissus sur lames.

e Prétraitement:

Cette étape a été réalisée a I’aide d’un appareil PT Link (Dako) qui assure le déparaffinage, la
réhydratation ainsi que le démasquage antigénique afin d’inhiber les effets secondaires de la
fixation.
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Le démasquage antigénique pour CD20, CD3, CD8, CD4, CD68 et CD56 a été réalisé grace
au chauffage par une solution a pH-9 suivi d’un ringage dans une solution de lavage pendant
5 min. Les lames sont mises dans une chambre humide a I’abri de la lumiére.

¢ Blocage de peroxydase endogene:

Afin de bloquer les peroxydases endogenes, on dépose 100 ul de peroxydase (PBR) a base
d’ H202 pendant 15 min, puis nous avons procédé a 3 lavages de 5 min chacun dans un
tampon approprié

e Technique immunohistochimique par la méthode LSAB (Labelled Streptovidin-
Biotine):

> Ajout de I'anticorps primaire:

20 pl d’anticorps primaire monoclonal (Annexe3) ont été¢ déposé sur les coupes de biopsies
Apres une incubation d’une heure, les lames ont subi 3 lavages pendant 5 min chacun pour
¢liminer les Ac libres a 1’origine du bruit de fond.

> Ajout de ’anticorps secondaire:

Une incubation avec ’anticorps secondaire type HRP d’une durée de 20 min suivie de 03
lavages pendant 05 min chacun.

> Révélation:

Le chromogene substrat DAB est déposé sur 1’échantillon, suivi d’un temps d’incubation de 5
a 10 min. L’enzyme dégrade le substrat, et le produit qui en résulte en présence du
chromogene donne une coloration marron, suivi d’un lavage avec 1’eau distillée.

¢ Contre coloration:

Nous avons effectué¢ une contre coloration a 1’hématoxyline pendant 01 min, suivi d’un
ringage. Cette étape a pour but de colorer le noyau en bleu.

e La batterie finale:

Une étape de déshydratation par 03 bains d’alcool a concentration croissante a été réalisée
pendant 05 min chacun, suivie de 03 bains de xyléne pour 1’éclaircissement pendant 05 min
chacun.

e Montage:
La lame est recouverte par une lamelle aprés y avoir déposé une goutte d’Eukitt.
I1.2.3 Interprétation au microscope :

Cela s’est fait grace a la lecture sous microscope optique aux grossissements x200 et x400.
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I. Répartition des patients atteints du syndrome de Gougerot Sjogren selon le sexe :

Les 10 patients atteints du syndrome de Gougerot Sjogren sont 100% de sexe féminin
(Annexe4).

La forte prévalence de femmes retrouvée dans cette étude est en accord avec la majorité
des études rapportant d’une fagon unanime une prédominance féminine, qui variant de 89%
a 95%, soit environ 9 femmes pour un homme (Mark., 2002). Dans une étude prospective
sur 130 patients atteints de SGS en milieu hospitalier il a été retrouvé 120 femmes atteintes
du SGS pour 10 hommes (Diallo et al., 1999). Cette prévalence est également en accord avec
celle retrouvée dans la plupart des maladies auto-immunes (Currey., 1988).

Il est bien établi que le SGS est plus fréquent chez la femme, faisant ainsi évoquer le
role des facteurs hormonaux. Les cestrogénes ont été¢ impliqués dans la forte prépondérance
féminine des maladies auto-immunes (Hayashi., 2004).

II. Répartition des patients atteints du syndrome de Gougerot Sjogren selon I’age:

Nos patients atteints de SGS ont une étendue d’age variant se situant entre 29 et 74
ans avec une moyenne d’age (52 £+ 16.33) ans. La tranche d’age la plus atteinte dans notre
série est celle de la sixieme décennie avec 4 cas, soit 40% de la population (figure 7).
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Figure 7: Répartition des patients selon les tranches d’age.

Cette tranche d’age correspond chez la femme a la ménopause, cette constatation
concorde avec des données rapportés dans une étude ultérieure (Arakaki et al., 2010). Il a
¢galement été rapporté dans ce contexte que le pic de survenue du SGS survient aprées la
ménopause, cette suspicion a été appuyée par des modeles expérimentaux murins dans
lesquelles une carence en cestrogéne a ¢té¢ observée. Dans ce méme sens il a aussi été
démontré dans une autre étude que les patientes avec un SGS présentent une diminution du
taux circulant de la déhydroépiandrostérone-sulfate (DHEA-S) (un précurseur des
cestrogénes et des androgénes, secrétés par les glandes surrénales) (Valtysdottir et al.,
2001).
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Une étude portant sur des femmes post-ménopausées avec un SGS primaire montre
qu’une diminution du taux de stéroides sexuels est associée avec des symptomes de la
maladie, comme la présence d’anticorps anti-SSA et/ou anti-SSB, la kératoconjonctivite
séche, le syndrome sec buccal et oculaire et le taux de sédimentation des érythrocytes
(Forsblad-d’Elia., 2009). En outre, la diminution de production des cestrogeénes par les
ovaires, ainsi que la diminution des hormones observée dans le SGS pourraient expliquer la
prédominance des femmes dans I’atteinte de la maladie et 1’age d’apparition ou de
développement des symptomes (Valtysdottir., 2001).

Par ailleurs, le traitement par la déhydroépiandrostérone (DHEA) restore le taux
hormonal a la normale chez les patientes et induit une amélioration du syndrome sec.
Cependant, une autre étude n’a pas réussi a démontrer I’efficacité du traitement par DHEA
sur I’augmentation du taux d’androgeénes localement (Porola., 2011).

I11. Répartition des patients selon le type du syndrome de Gougerot-Sjogren:

Parmi les 10 patients de notre étude atteints de SGS on a constaté une proportion de
57% soit un nombre de 4 patients présentant un SGS de type secondaire dont trois
secondaires a une polyarthrite thumatoide et un a un lupus et une proportion de 43% soit
un nombre de 3 patients présentent un SGS de type primitif (figure 8). Il est a signaler que
les 3 derniers patients restants représentant de notre série demeurent de type indéterminé
et ce en raison d’une insuffisance de renseignements cliniques.

43%

—

SGS primaire

SGS secondaire

Figure 8: Répartition des patientes selon le type du SGS.

Nos résultats corroborent avec ceux de 1’étude établis par (Diallo et al., 1999) ou la
prévalence du SGS secondaire était de 86,1%. Elle corrobore également avec les données
de la littérature, le SGS est associ¢ dans plus de la moitié des cas a un rhumatisme
inflammatoire, les plus fréquemment retrouvés sont la polyarthrite rhumatoide (PR) (25 a
50% des cas), le lupus systémique (5 a 15% des cas), la sclérodermie (5 a 15% des cas) et la
polymyosite (6% des cas) (Weill et al., 2003). En régle générale, la PR précede ’installation
du SGS de plusieurs années (Sany., 2003).
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Parmi les 4 patientes atteintes de SGS secondaire, 3 sont agées de plus de 50 ans, ce
qui rejoint aux données de la littérature, le SGS secondaire chez la femme apparait surtout
quand la patiente franchit le cap de la ménopause (Andonopoulos., 1990).

IV. Répartition des patients atteints du syndrome de Gougerot Sjogren selon le grade:

Grade3

Grade4

Figure 9: Répartition du SGS selon le grade.

Notre étude révele que sur un total de 10 cas, 07 sont de grade 4 soit un pourcentage de 70%
et 03 cas sont de grade 3 soit un pourcentage de 30%, d’apres la classification Chisholm et
Mason (figure 12).

V. Etude des modifications architecturales observées au niveau des glandes salivaires
accessoires chez des patients atteints du syndrome de Gougerot Sjogren

L’examen histopathologique des biopsies des glandes salivaires accessoires (BGSA)
de nos patients (figure 10 et 11) montre un infiltrat inflammatoire essentiellement
lymphocytaire autour des acini et de canaux excréteurs entrainant une atrophie, parfois une
altération de ces derniers et donc une désorganisation architecturale, contrairement aux
BGSA d’un sujet non atteint du SGS (cas témoin) (figure 9).
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AM: Acini muqueux, CE : Canal excréteur

Figurel0 : Histologie d’un parenchyme d’une glande salivaire accessoire de grade 0
(coloration HE, GX400).

Chez les patients atteints du SGS, 1’étendue de ’infiltrat inflammatoire est déterminée par la
classification de Chisholm et Mason ; ou I’on note une infiltration du parenchyme salivaire

par des cellules inflammatoires organisés en un seul focus/4mm?, ce qui correspond au grade
3(figure 10) ou plus d’un focus, correspondant ainsi au grade 4 (figure 11).
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Figurell :
Représentation histologique d’un SGS de grade 3 (coloration HE, GX400).

F : Focus (+ de 50 lymphocytes)
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Figure 12: Représentation histologique d’un SGS de grade 4 (coloration HE, GX400).

F: Focus (+ de 50 lymphocytes)

Une étude rapporte que histologiquement, les glandes salivaires sont caractérisées
par un infiltrat lymphocytaire, une prolifération parenchymateuse et une altération des
structures glandulaires (acini et canaux excréteurs) (Pijpe et al., 2009). L’infiltration
lymphocytaire focale représente la découverte histopathologique caractéristique de la
maladie. Des corrélations ont été faites entre 1'étendue de l'infiltration lymphocytaire (score
focal) et la fonction de la glande salivaire (Bookman el al., 2014).

VI. Identification des cellules participant a la composition de ’infiltrat inflammatoire
dans le SGS a ’étude immunohistochimique (IHC):

Au cours de notre ¢tude d’THC ayant été réalisée sur les BGSA de nos patients ainsi
que du cas témoin en utilisant le panel d’Ac: CD20, CD3, CD4, CD8, CD56, et CD68 a la
recherche respective des cellules B, T, T helper, T cytotoxique, cellules natural killer (NK)
et macrophages (Annexe 4):

» Chez un témoin, nous notons une expression faible et éparse des cellules T par le CD3
(figure 13-A) et le CD8 (figure 13-C), les autres Ac (CD20, CD4, CD68, CD56) sont
revenus tous négatifs (figure 13-B et 13-D).
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Figure 13: Représentation immunohistochimique d’un témoin de grade
2 :GX200(B) ; GX400 (A-C-D)

Fléches : marquage membranaire

» Chez les patients atteints de SGS, les lymphocytes T (LT) et les lymphocytes B (LB) a
constitué la grande majorité des cellules inflammatoire infiltrant (plus de 90% des
cellules mononucléaires).

VI.1. Expression des lymphocytes T-CD3 et lymphocytes B :

Parmi ces LT, les LT-CD3 a prédominé les LB avec 7 cas, soit 70% et 3 cas, soit
30% pour les cellules T et B, respectivement (figure 14).
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70%

= LB

LT-CD3

Figure 14 : Répartition des lymphocytes T-CD3 et lymphocytes B.

Figure 15: Représentation d’une BGSA effectuée chez un SGS démontrant la
présence des lymphocytes T CD3 (GX400).

Les LT-CD3 étaient principalement localisés au niveau de la périphérie des infiltrats
(fleches) pour le grade 3(figure 15-A) ainsi que pour le grade 4 (figure 15-B), Alors que les
LB-CD20 étaient principalement situ¢ au centre (fleches), plus évidentes dans le grade 4
(figure 16-B). Ce qui corrobore avec 1’étude établis par (Christodoulou et al., 2010), qui
ont remarqué que les cellules T CD3+ étaient principalement situées a la périphérie des
infiltrats, alors que LB CD20 dans le centre. Cette distribution était plus évidente dans les
Iésions séveres ainsi qu’au niveau des centres germinatifs (GC).
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L’organisation des LB encentres germinatifs (CG) est un facteur tissulaire prédictif
du lymphome. (Theander et al., 2011). Le développement d’un lymphome, plus
particulierement le lymphome non hodgkinien est considéré comme un mauvais pronostic
dans la progression du SGS. En effet, il est décrit comme la principale cause de mort
prématurée au cours du SGS, (Theander et al., 2004), les patients atteintsd’un SGS ont 18
fois plus de risque de développer un lymphome par rapport a lapopulation générale
(Zintzaras et al., 2005).

Figure 16 : Représentation d’une BGSA effectuée chez un SGS démontrant la présence
des lymphocytes B CD 20 (GX400); (A) :GX200 ; (B) : GX400)

Une analyse des biopsies de glandes salivaires dans le SGS a révélé que les LB et les
LT représentent la majorité des cellules infiltrantes (Banchereau et al., 1998) ce qui corréle
avec nos résultats. (Christodoulou et al., 2010) a révélé que l'incidence des cellules
LTCD3+ et de leurs sous-populations T CD4+ et Tregs, LB-CD20, macrophage CD68 varie
selon le grade d'infiltration, ils ont constaté que les lymphocytes T diminuent, tandis que les
cellules B augmentent avec le grade d'infiltration et semblent avoir une distribution inverse.
En effet, il a été révélé une forte corrélation négative entre 'incidence des cellules LT CD3+
et LB-CD20. D’aprés (Adamson., 1983) et (Pepose., 1990) les lymphocytes T sont les
cellules effectrices primaires de I'inflammation des organes cibles et du dysfonctionnement
glandulaire.

Les lymphocytes T activés produisent des cytokines inflammatoires qui favorisent la
différenciation des cellules B et la commutation de classe (Hansen et al., 2007). Dans un
rapport récent, (Varin et al., 2012) ont montré que dans le syndrome de Sjogren, les
lymphocytes B étaient associés directement aux 1ésions tissulaires en induisant l'apoptose
des cellules épithéliales des glandes salivaires par activation de la protéine kinase C delta.
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V1.2 Expression des lymphocytes T-CD4 et lymphocytes T-CDS :

Les résultats d’IHC ont montré une prédominance des LT CD4 dans 9 cas, soit 90%
par rapport au LT CD8 qui étaient prédominantes dans un seul cas, soit 10% (figure 17).

90%

mLT-CDS8
LT-CD4

Figure 17: Expression des lymphocytes T-CD4 et T-CDS.

Figure 18: Représentation d’une BGSA effectuée chez un SGS démontrant la
présence des lymphocytes T CD4 (GX 200).

Fléches : marquage membranaire
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Figure 19 : Représentation d’une BGSA effectuée chez un SGS démontrant la
présence des lymphocytes T CD8 (GX400)

Fléches : marquage membranaire

Nos résultats corroborent avec ceux de 1’étude établie par (Young et al., 2014),
I’étude immunohistochimique a rapporté que les infiltrats des glandes salivaire et lacrymale
¢taient principalement LT CD4 (helper), avec des niveaux minimaux de lymphocytes T CD8
(ratio CD4/CDS : 3-5/1) (Mitsias et al., 2002)

Les lymphocytes T CD8, contiennent du granzyme et peuvent donc avoir une action
cytotoxique alors que les lymphocytes TCD4 favorisent la réaction immunitaire aprés avoir
reconnu différents antigénes glandulaires plus ou moins spécifiques, dont les antigénes SS-
A/Ro, SS-B/La et la fodrine (Mariette., 2010).

D’autre part, une étude a expliqué la présence des lymphocytes T CD4 par le pouvoir
de différenciation de ces derniers en LT Thl qui permettent 1’élimination des pathogénes
intracellulaires et en LT Th2 qui permettent I’activation des LB. L'interferon gamma (IFNy)
sécrété par les LT Thl a un effet suppresseur sur les LT Th2. Toutefois, les LT Th2
produisent 1I’'IL4 et I'IL10, activant ainsi les LB producteurs d’anticorps et inhibant la
réponse Thl. Cependant, la balance Th1/Th2 penche du c6té Thl dans le tissu exocrine,
surtout dans les glandes hautement infiltrées (Mitsias et al., 2002).
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V1.3 Expression des Natural killer (NK) CD56 :

L’expression du CD56+NK était négative dans la totalité des cas (figure 20).

o -

Figure 20: Représentation d’une BGSA effectuée chez un SGS démontrant la présence
des cellules NK CD56+ (GX 200)

Le role des cellules NK au cours du SGS reste incertain. Les cellules CD56 + NK ont
été retrouvées en treés petits nombres parmi les cellules infiltrantes totales des glandes
salivaires accessoires des patients atteints de SGS sans variation en fonction du grade de
I’inflammation (Christodoulou et al., 2010). Cependant, dans une autre étude, les cellules
NKp44+ NK ont été retrouvées en dehors de la Iésion inflammatoire suivant la méme
répartition avec les cellules dendritiques plasmacytoides (CDp) et leur nombre a été corrélé
avec l'augmentation du score focale et la sévérité de la maladie (Ciccia et al., 2012).

Alors que (Rusakiewicz et al., 2013), ont noté que les cellules NK résidantes dans le
tissu exprimant le récepteur NKp30, peuvent interagir avec les cellules épithéliales, cette
interaction pourrait accentuer I’envahissement de I'état inflammatoire sur le site de la 1ésion
par la sécrétion d'TFN-y.

V1.4 Expression des macrophages CD68 :

L’expression des macrophages CD68 était tres faible (figure 21). Corrélant ainsi
avec une autre étude rapportant que les macrophages représentent moins de 10% de la
population cellulaire totale (Theander et al., 2011).
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Figure 21: Représentation d’une BGSA effectuée chez un SGS démontrant la présence
des cellules NK CD68+ (GX 400)

Fléches : marquage membranaire

Les macrophages font partie des cellules retrouvées dans les 1ésions des glandes
salivaires au cours du SGS et que leur présence été associés a la sécrétion d’interleukine 2
(IL-12) et interleukine 23 (IL-23) dans le SGS (Manoussakis et al., 2007). Une étude dans
ce contexte a démontré que la présence des macrophages et des monocytes ainsi que leur
augmentation est associée a la sévérité des Iésions (progression de la maladie) chez les
patients atteints du SGS. Leur présence été associés a la sécrétion d’IL-12 et IL-23 dans le
SGS (Christodoulou et al., 2010 ;Kastifis et al., 2009).

Autres études a suggéré un role important pour les macrophages dans la pathologie
des glandes salivaires, d’aprés (Roescheret al., 2012), dans le modéle NOD de SS, les
macrophages sont recrutés sur le tissu des glandes salivaires avant les lymphocytes, ce qui
suggere que l'infiltration des macrophages est un événement précoce qui favorise le
chimiotactisme des cellules immunitaires.
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Conclusion et perspectives

Les résultats obtenus a I’issue de ce présent travail, qui a porté sur 1’étude histologique
et immunohistochimique des glandes salivaires accessoires chez des patients algériens atteints

du syndrome de Gougerot-Sjogren ont montré :

% Une forte prédominance féminine autour de la ménopause.
% L’existence de deux types d’SGS:
v" Primaire, soit 43%.
v Secondaire, soit 57% dont la majorité sont associés a la polyarthrite
rhumatoide.
% Une désorganisation architecturale au niveau des glandes salivaires accessoires ; se
caractérisant chez nos patients par la présence d’un infiltrat cellulaire, ou prédomine des
lymphocytes T et B qui ont constitué la grande majorité des cellules inflammatoires
infiltrant (plus de 90% des cellules mononucléaires).
% Une prédominance des lymphocytes T par rapport aux lymphocytes B chez 70% des
cas.
+¢ une prédominance des T CD4 chez 90% des cas.

+¢ Une tres faible présence de macrophages.

«» Une absence des Natural killer.

En perspective, il serait intéressant d’augmenter notre échantillonnage et d’explorer d’autres

sous population cellulaire faisant partie de ce foyer inflammatoire.
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Annexel:
Critéres internationaux du diagnostic de SGS
a) signes subjectifs :

1) Signes oculaires. Une réponse positive a au moins une des questions.

- Avez-vous une sensation d'eeil sec de fagon génante, persistante et quotidienne depuis
trois mois ?

- Avez-vous fréquemment la sensation d'avoir du sable ou du gravier dans les yeux ?

- Utilisez-vous des larmes artificielles plus de trois fois par jour ?

2) Signes buccaux. Une réponse positive a au moins une des questions.
- Avez-vous quotidiennement et depuis plus de trois mois la sensation d'avoir la bouche
séche?
- Avez-vous eu de fagon récidivante ou permanente un gonflement des parotides a 1'age
adulte?
- Buvez-vous souvent pour aider a avaler les aliments ?
b) signe objectifs :
3) Signes oculaires objectifs. L'un des tests au moins doit étre positif.
- Test de Shirmer< 5 mm en 5 minutes.

- Test au rose Bengale > 4 selon le score de Van Bijsterveld.

4) Signes histologiques
- Focus score > 1 sur la biopsie de glandes salivaires accessoires (focus score = nombre
de foyers par surface glandulaire examinée de 4 mm?2). On définit un foyer comme une

accumulation focale de plus de 50 cellules mononucléées.

5) Signe d'atteinte salivaire. Positivité de 1'un des trois tests suivants.

- Scintigraphie salivaire.

- Sialographie parotidienne.

- Plux salivaire non stimulé (< 1,5 ml en 15 min).

6) Auto-anticorps

- Présence dans le sérum de 1'un ou l'autre ou les deux parmi : anticorps anti- SSA (Ro) et

anti-SSB (La).



Annexe 2 :

Matériel utilisé en histopathologie :

Cassettes

Bacs avec portes cassettes utilisées dans 1’automate de déshydratation (Leica)
Moules pour I’enrobage

Lames rasoirs jetables pour microtome
Lames en verre : porte objet

Panier porte lames en plastique ou en fer
Lamelles en verre : couvre objet

Les gants en latex

Micropipettes

Embouts a usage unique

Minuterie

Bacs de coloration, de déshydratation et d’éclaircissement (figure 1)

Figure 2 : chambre humide



Tableau II : Appareillage

Appareillage Marque Référence Photographie
Automate de Leica TP 1020
circulation
Station Leica EG 1150H
d’enrobage
Microtome Leica RM 2235
Etuve Nive FN 500
Bain marie Memmert 1412.1448

i




Plaque Leica HI1220
chauffante
a8 _
o W "

Microscope N & —

optique Leica DM 1000 %

multi téte ) -

-\__’/
PT LINK Dako PT 10027 ANy l‘




Annexe 3 :

Tableau III : Réactifs utilisés en histopathologie.

Réactif Marque Référence

Formol Panreac 141328.1211
(formaldéhyde) a 10%

Ethanol SIGMA-ALDAICH UN1170

Xyléne Panreac 141769
Paraffine Leica 39601006

Hématoxyline de SIGMA ALROLIC HHS32-1L

HARRIS

Eosine Panreac 131299.1611

Eukitt : Quick-nardeming 03989

Résine synthétique de
montage

Eau distillée Super Pro




Tableau IV : Réactifs utilisés en immunohistochimie

Reéactifs Marque Référence

Triology
(tompon EDTA, pH9) CELL MARQUE 920P-06

Declere
(tompon EDTA, pH6) CELL MARQUE 921P-09

En Vision ™
FLEX Dako K8024
Wash buffer

En Vision ™

FLEX Daco SM801
Peroxydase-

BlokingReagent

En Vision ™
FLEX DAB +chromogéne Dako KS8000

En Vision ™
FLEX Daco SMR03
Substrate buffer

En Vision ™
FLEX Daco K8008
Hématoxyline (de Mayer)

Tableau V: Anticorps

Anticorps Clone Marque Dilution Référence

CD20 L26 CELL 1/100 1511202B
ANTICORP MARQUE

CD3 2GV6 VENTANA F07033
ANTICORP

CD8 C8/144B DAKO 20014505
ANTICORP

CD56 123C3.C5 CELL 1/100 150.1401D
ANTICORP MARQUE

CD68 PG-H1 DAKO 20027927
ANTICORP

CD4 4B/2 DAKO 20014471
ANTICORP




Annexe 4 :

Tableau VI: Résultat de I’étude immunohistochimique chez les 10 patients atteints
du SGS

N° | Sexe | Age Type du Le |CD20| CD3 | CD8 | CD4 | CD56 | CD68
SGS grade | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%)

1 F 29 Secondaire 4 20 80 10 90 0 3
2 F 30 Primitif 3 40 60 49 51 0
3 F 31 Primitif 3 30 70 10 90 0 0
4 F 51 - 4 20 80 35 65 0 0
5 F 55 Secondaire 4 60 40 20 80 0 0
6 F 60 - 4 75 25 30 70 0 0
7 F 62 Primitif 4 49 51 95 0 0 0
8 F 63 Secondaire 4 10 90 5 95 0 0
9 F 65 - 4 10 90 20 80 0 0
10| F 74 Secondaire 3 30 70 5 90 0 0

Tableau VII : Résultat des cas controle

N° | Sexe | Age Grade CD20 CD3 CDS8 CD4 | CD56 | CD68
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
1 H 32 0 - - - - - -
F 49 2 0 faible faible 0 0 0
F : Femme

H : homme
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