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Abreéviations
AECG: American European Consensus Group.
APAF1: Apoptotic peptidase activating factor 1
BAX: protein Bcl-2—associated X
BER : Réparation par excision de nucleotide.
CD : Cellule dendritique.
CDP : Cellule dendritique plasmocytoide.
CG : Centre germinatif.
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SGS : Syndrome de Gougerot Sjogren.



Glossaire

Anticorps anti nucléaires : Anticorps élaborés par 1’organisme contre ses propres Ag qu’il
considere comme étrangers, on trouve les Ro/SSA a localisation cytoplasmique et les La/SSB
a localisation nucléaire qui sont présents dans plusieurs maladies auto-immunes notamment le
SGS. (Peri et al.,2002).

Acidose tubulaire rénale : C’est une maladie rare du tubule rénal caractérisée par

I’incapacité d’excréter 1’urine d’acidité normale (Marx et Stern,2012).

Acidose hyperchlomerique : C’est une maladie héréditaire qui se traduit entre autres par une

insuffisance rénale sévere (Marx et Stern,2012).

Adénopathie : C’est un gonflement des ganglions lymphatiques, survient en cas d’agression

de I’organisme (Ramos-Casals et al.,2012).
Arthralgie : Douleur articulaire (Carteron et al.,2019).
Alvéolite : Inflammation des alvéoles pulmonaires ou dentaires (Shanabe,2005).

BAFF : C’est une cytokine de la famille du facteur de nécrose tumorale, elle est secrétée au
cours des maladies auto-immunes et intervient dans le développement des LB (Martel et
al.,2014).

Carcinome épidermoide : C’est un cancer rare de la peau, il s’agit d’une lésion infiltrée,

sous la forme d’un nodule, le plus souvent, qui peut s’ulcérer (Ramos-Casals et al.,2005).

Centre germinatif ectopique : zone d’un follicule dans un organe lymphoide secondaire dans

laquelle les lymphocytes B sont activées (Bordon et al.,2018).

Cellule myoépithéliale : C’est une cellule musculaire lisse a propriété contractile. Elle est
située entre les cellules epithéliales sécreétrices et la lame basale, généralement dans les acini
glandulaires. Elle favorise 1’excrétion de la substance secrétée par une glande exocrine
(Bordon et al.,2018).

CD20 : Une phosphoprotéine transmembranaire de 35/37 KDa exprimée a la surface des prés
LB et des LB matures, codée par le géne MS4A1 situé sur le chromosome 11 humains
(Ramos-Casals et al.,2018).

CD22 : Une protéine de type cluster de différenciation exprimée essentiellement a la surface

des LB, codée par le gene CD22 situé sur le chromosome 19 humain (Steinfield et al.,2006).



Cyclosporine A : Un polypeptide cycliqgue immunomodulateur possédant des propriétés
immunosuppressives (Demarchi et al.,2017).

Dyspnée : Difficulté de la respiration.

Fibrose pulmonaire : Une lésion des poumons caractérisée par la présence d’un excés de

tissu conjonctif fibreux (fibrose) (Baturone et al.,2009).

Grade de Chisholm : il est défini par I’agrégat des cellules lymphocytaires dans les glandes
salivaires accessoires. C’est le focus (50 cellules lymphocytaire dans 4 mm?) pour établir la

classification de Chisholm et Masson (Chisholm et Masson,1968).

Infiltrat lymphoplasmocytaire : C’est ’invasion et 1’accumulation des cellules du systeme
immunitaire principalement les lymphocytes dans un organe, au cours du syndrome de

Gougerot Sjogren c’est les glandes salivaires et lacrymales qui sont affectées (Castel,2016).

Kératoconjonctivite : Une infection qui se traduit par une inflammation conjointe de

conjonctivite et de la cornée de I’ceil (Fox,2005).

Lymphome de MALT : Une forme rare de lymphome malin non Hodgkinien qui affecte les
cellules B et se développe aux dépens du tissu lymphoide associé aux muqueuses, et plus rare

au niveau des ganglions (Piji et al.,2005).
Myalgie : Douleur musculaire.

Myosite : C’est une inflammation des muscles, caractérisee par une faiblesse musculaire,

généralement progressive et peut entrainer une invalidité grave (Carton et al.,2019).

Néphrocalcinose : Elle est définie par la présence de dépdt de calcium au sein du parenchyme

rénal, préférentiellement au niveau de la médullaire (Marx et Stern,2012).

Phénomene de Raynaud : Un trouble de la circulation sanguine au niveau des doigts et des

orteils, parfois le nez et les oreilles, aggravé par le froid

Pleurite : Une inflammation de la plevre, légére et localisée, sans epanchement
(Shanabel,2005).

Sialométrie : méthode de mesure de débit salivaire (Castel,2016).

Syndrome de Behget : Une maladie liée a I’inflammation des vaisseaux sanguins. Elle se
manifeste par des aphtes, des atteintes des yeux, des articulations et des arteres (Guenane et
al.,2016)



Synovite : Inflammation d’une membrane ou d’une gaine synoviale (Carteron et al.,2019).

Test de Schirmer : Un examen ophtalmologique simple et rapide qui permet d’évaluer la

quantité des larmes dans 1’ceil (Castel,2016).

Xérostomie : une sécheresse buccale du fait d’un manque ou de 1’absence de salive, ceci peut

causer une altération de 1’état buccodentaire et du systéme digestif (Castel,2016) .

Xérophtalmie : une sécheresse de 1’ceil accompagnée d’une atrophie de la conjonctive et la
diminution de la vision (Chebbi et al.,2015) .

Vascularite : maladie qui implique une inflammation des parois des vaisseaux sanguins
(Marx et Stern,2012).



Résumé :
Le syndrome de Gougerot Sjogren est une épithélite auto-immune, caractérisée par une

xérostomie (sécheresse buccale), et une xérophtalmie (sécheresse oculaire), et sur un plan

histologique, la présence d’un infiltrat inflammatoire de cellules mononuclées.

Notre étude a pour objectif d’étudier le profil biologique de la maladie par un dosage de
quelques parameétres biochimiques (bilan hépatique, rénale) et inflammatoire ainsi qu’une étude
des modifications structurales au niveau des glandes salivaires accessoires, et une évaluation
de I’expression de la protéine proliférative Ki67 et apoptotique P53 au niveau des glandes

salivaires accessoires.

Nos résultats montrent une nette prédominance féminine dans ce syndrome, les résultats des
bilans biologiques (hépatiques et rénales) ont révelé une absence totale de toute anomalie,

cependant un taux sérique significativement élevé de monoxyde d’azote.

L’examen histologique a montré la présence d’une modification architecturale des cellules
épithéliales des glandes salivaires accessoires et la présence de plusieurs foyers inflammatoires.
D’une autre part I’examen histochimique a révélé une expression de la protéine P53 et Ki67 au
niveau des foyers inflammatoires ce qui refléte une destruction des cellules épithéliales des
glandes salivaires et d’une autre part une prolifération des cellules immunitaires formant le

foyer inflammatoire.

Les mots clés : le syndrome de Gougerot-Sjogren, épithelite, auto-immune, Ki67, P53.



Abstract :

Gougerot Sjogren’s syndrome is an auto-immune epithelitis , characterized by xerostomia (
dry mouth) and xérophtalmia (dry eyes) , and histologically by the presence of an

inflammatory infiltration of mononuclear cells.

Our study aims to study the biological profile and the involvement of some biochemicals and
inflammatory parameters during this disease. Moreover, we were interested to study the
structural changes in the accessory salivary glands, as well as the evaluation of the expression

of the proliferative protein Ki67 and apoptotic protein P53, in the accessory salivary glands.

Our results showed a femal predominance in this syndrome. Blood measures did not show any
statistically differences between patients and healthy controls for renal, hepatic and
inflammatory parameters. However a significantly elevated serum levels of nitric oxide was
found (NO) .

Histological examination showed the presence of an architectural modification of epithelial

cells that form the accessory salivary glands with presence of inflammatory foci.

On the other hand, the histochemical examination revealed an expression of the protein Ki67

and P53 in the inflammatory sites .

Keywords : Gougerot sjogren’s syndrome , epithelitis , Auto-immune, Ki67 , P53.
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Introduction :

Le syndrome de Gougerot Sjorgen (SGS) est une maladie inflammatoire chronique
rhumatologique auto-immune, cliniqguement caractérisée par une xérophtalmie et une

xérostomie dues a I’inflammation des glandes salivaires et lacrymales (F0x,2005).

Il existe deux formes de syndrome de Gougerot Sjorgen, le primitif pour lequel on
observe une perte de salivation, du flux lacrymal ainsi que les manifestations
systémiques de la pathologie, et le secondaire qui est associé a d’autres maladies auto-
immunes comme la polyarthrite rhumatoide (PR), le lupus érythémateux systémique
(LED), la sclérodermie systémique, ou encore la cirrhose biliaire primitive. Ce
syndrome peut étre suspecté lors d’atteinte d’organe telle que la thyroide le tube
digestif, ou encore le foie (Liapi et al.,2016). C’est I’une des maladies systémiques les
plus fréquentes (0.3-1% de la population adulte), touchant plus souvent la femme que
I’homme (Patel et Shahane,2014).

Sa physiopathologie reste imparfaitement élucidée, faisant intervenir des facteurs
géneétiques, environnementaux, et immunologiques aboutissant a une infiltration
cellulaire de LT CD4 essentiellement ou encore de cellules B, ainsi a une dégradation
de I’épithélium sécrétoire (Tzioufas et al.,2012 ; Mariette,2010; Leroy et al.,1992).

Dans cette présente étude nous avons pour objectif en premier lieu de déterminer le
profil biologique de la maladie par un dosage de quelques parameétres biochimiques et
inflammatoires chez les patients atteints du syndrome de Gougerot Sjérgen. En un
second temps nous avons effectué un examen histologique dans le but d’étudier les
principales modifications architecturales observées au niveau des glandes salivaires
accessoires. Et enfin nous avons achevé notre travail par une étude
immunohistochimique visant a évaluer 1I’expression de la protéine pro-apoptotique P53
et le facteur prolifératif ki67 sur des biopsies de glandes salivaires accessoires des

patients atteints du syndrome de Gougerot Sjoérgen.
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GENERALITE :
1.1 Définition :

Le syndrome de Gougerot-Sjogren (SGS) est une exocrinopathie, auto-immune,
chronique, liée a une infiltration lymphoide des glandes exocrines et une production
des auto-anticorps contre les antigenes nucléaires (Patel et Shahane, 2014 ;
Varin,2012 ; Bolstad et al.,2001). Les atteintes les plus fréquentes sont lacrymales et
salivaires, se caractérisant par une xérophtalmie (sécheresse oculaire) et xerostomie
(sécheresse buccale), pouvant cependant s’accompagner d’une atteinte systémique telle
qu’une neuropathie périphérique (Carvajal et al., 2015 ; Bostios, 2011;Kassan et
Moutsopoulous, 2004).

1.2 Historique :

Les premiéres descriptions du syndrome de Gougerot-Sjogren ont été rapportées par
des cliniciens européens entre 1882 et 1925 (Talal, 1998). En 1888 Hadden a décrit une
femme dont la sécheresse buccale sévére s’améliorait avec la teinture de jaborandi, une
plante contenant la pilocarpine (Hadden, 1888).

En 1982 un chirurgien polonais Mikulicz-Radecki décrit un homme présentant une
tuméfaction bilatérale des glandes parotides et des glandes lacrymales avec un infiltrat
mononuclé. Gougerot individualisa le syndrome en 1925 qui réunit toutes les
sécheresses muqueuses. Il Dattribua a une atrophie glandulaire. En 1933,
I’ophtalmologue suédois Henrik Sjogren a décrit, en détail, les manifestations cliniques
et les images histologiques retrouvées chez 19 femmes ayant une sécheresse buccale et
oculaire. Sjogren a utilisé le terme de kératoconjonctivite seche pour définir I’atteinte
oculaire et la distinguer des yeux secs causés par une deficience en vitamine A
(Crestani et al., 2007 ; Sauvezie et al., 2000).

1.3 Epidémiologie :

Le SGS est considéré comme 1’une des maladies auto-immunes les plus répandues
derriere la polyarthrite rhumatoide, il touche préferentiellement les femmes apres la
ménopause avec un sexe-ratio de 9F :1H avec une prévalence de 0.3 a 1 % de la
population. Cette variabilité est due aux différences entre 1’age des groupes étudiés, aux
criteres de classification utilisés et les méthodes employées, pour apprécier

I’insuffisance des glandes salivaires et lacrymales (Patel et Shahane,2014 ;Mavrangi
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et Moutsopulos, 2010 ;Hartons et fauchais, 2001 ; Kaplan et Mariette, 2000).

Cependant, aucune étude épidémiologique n’a été publiée concernant notre population.

1.4 Classification:

Peut-étre de deux types

v' SGS primitif : isolé, quand il n’est pas associé a une autre maladie
systémique (D’arbonneau et al., 2006).

v" SGS secondaire : lorsqu’il est associé a une autre maladie auto-immune
telle que : la polyarthrite rhumatoide, le lupus érythémateux disséminé...etc
(Varoquier et al., 2013).

1.5 Clinique :
Le SGS est une maladie a développement lent, se caractérise par :

1.5.1 Des atteintes glandulaires :
1.5.1.1 Les manifestations buccales :
La xérostomie est I’une des manifestations glandulaires les plus fréquentes du
SGS observées chez plus de 90% des patients atteints de ce syndrome. Elle se
traduit par une difficulté a avaler, manque de stabilité de protheses dentaires
amovibles, apparition de carries et de brulures chroniques de la mugueuse
buccale, intolérance aux aliments épicés ou acides (Marx et Stern, 2012)(

Figure 1).

Figure 1:langue dépaillée au cours du syndrome de Sjégren-Gougerot (Hakkou et
al., 2011).
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1.5.1.2 Les manifestations oculaires :

La xérophtalmie correspond a une kératoconjonctivite séche. Les symptdmes

qui sont associés : sensation de brulure, sensibilité a la lumiere, irritation et

infection de la muqueuse de ’ceil (Fox, 2005 ;Gentric-Tilly, 2002 ;Pisella et

al.

, 1999)(Figure 2).

Figure 2: la xérophtalmie au cours du syndrome sec (Hakkou et al., 2011).

1.5.2 Des atteintes extra glandulaires :

Les atteintes générales : fievre, fatigue, adénopathie (Ramos-casals et al.,
2012).

Les atteintes vasculocutanées : 10% des patients de syndrome de Gougerot
Sjogren souffrent de lésions cutanées basées sur une vascularité, ainsi que
le développement d’un phénoméne de Raynaud et d’un purpura (Marx et
Stern, 2012 ; Anonyme, 2012 ; Scofield et al., 2011).

Les atteintes articulaires et musculosquelettiques : le spectre des
manifestations musculosquelettiques chez les patients atteints du SGS
s’é¢tend de D’arthralgie légere et la myalgie a la synovite avec douleur
chronique. Bien que courante, ’arthrite inflammatoire poly-articulaire est
rarement débilitante ou érosive. De plus, une myosite peut rarement survenir
(Carteron et al., 2019).

Les atteintes rénales : Une atteinte rénale peut étre présente, le plus souvent

sous la forme d’une tubulopathie chez 20% des patients ou plus




Chapitre | Rappel bibliographigue

exceptionnellement d’une néphropathie glomérulaire avec ou sans
cryoglobuline (Marx et Stern, 2012).

e Les atteintes pulmonaires : la sécheresse trachéobronchique peut entrainer
une toux chronique et augmenter la susceptibilité aux pneumopathies, des
dyspnées, ainsi qu’un kyste pulmonaire peuvent étre observés (Flament et
al., 2016 ;Baturone et al.,2009).

e Les atteintes neurologiques : I’atteinte du systéme nerveux périphérique
touche environ 10 a 20% des patients atteints de syndrome, principalement
sous forme de poly neuropathies sensorielles et sensomotrices et de
neuropathies craniennes (Birnbaum, 2010 ; Font et al., 2003).

e Les atteintes cardiovasculaires : les maladies auto-immunes inflammatoires
systémiques sont associées a une augmentation des infarctus de myocarde
(Marciel et al., 2017 ;Bartoloni et al.,2015).

e Les atteintes psychiatriques : les manifestations les plus courantes au cours
de syndrome sont la dépression et I’anxiété (Aikaterni et al., 2016).

e Les atteintes hématologiques : elles sont fréquentes au cours de syndrome
de Gougerot, les principales anomalies sont des anémies, des
leucopénies, ainsi  qu’une légeére cytopénie auto-immune et une
hyperglobulinémie (Carteron et al.,2019 ; Bostios et al., 2011).

e Les atteintes de nez, oreille et gorge : la sécheresse nasale, et de la gorge et
les infections récurrentes des sinus peuvent étre des caractéristiques de

syndrome de Sjogren (Mandl et al., 2007).

.6 Diagnostic :

Bien que souvent insaisissable, un diagnostic précis et précoce de syndrome peut
aider a prévenir et assurer un traitement au moment opportun de la plupart des
complications des maladies associées (Castel, 2016).

Les criteres de classification de I’AECG permettent de définir ’affection et servent
actuellement de base pour le diagnostic (Tableau 1) (Annexe I) (Vitali et al., 2002).
Le diagnostic se repose sur la combinaison d’éléments cliniques le plus souvent une
sialométrie et le test de Schirmer, un examen histologique basé sur I’examen des
biopsies des glandes salivaires accessoires et une imagerie des glandes salivaires
(Cornec et al., 2016 ; Savini et al. ,2015).
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1.7 Les glandes salivaires :

1.7.1 Anatomie des glandes salivaires :

Les glandes salivaires sont des glandes exocrines de petite taille, annexeées a la cavité
buccale, responsable de la sécrétion de la salive (Barnes et al., 2005 ; Grégoire et
Oberlin,2004)(Figure3). Elles sont réparties en 2 classes :

e Glandes salivaires principales :

Ce sont des glandes volumineuses qui sont paires et systémiques Situées a
I’extérieur de la cavité buccale, il s’agit des deux parotides, des deux glandes
sous maxillaires et deux glandes sublinguales (Oedman, 2005 ;Fauchier et
David, 1997).

e Glandes salivaires accessoires :

Selon Devaize et Dallel en 2010, elles sont dispersées dans les mugueuses
buccales, regroupées en petits amas non encapsulées, elles sont reparties dans
toutes les régions de la cavité orale, ce qui leur conférent un réle

d’humidification.

Canal de Sténon

Glande parotide
Langue

Muscle masseter
Glande sublinguale

Canal de Wharton s
Glande sous-maxillaire

Figure 3 : Anatomie des glandes salivaires (Varin,2012).
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1.7.2 Histologie des glandes salivaires :

Les glandes salivaires principales et accessoires présentent globalement le méme aspect
histologique (Badoual et al., 2013).

Les glandes salivaires sont composées de structures tubulaires ou acineuses. De
maniére générale, elles comportent une partie acineuse sécrétrice (qui peut étre séreuse,
muqueuse ou mixte selon la composition du liquide secrété) et d’une structure en
canaux. De plus, autour des cellules acineuses, des cellules myoépithéliales se

contractent et entrainent le produit de sécrétion vers la lumiére de ’acinus (lumen)

(Mariette, 2010).

1.7.3 La physiologie des glandes salivaires :

En temps normal, un neuromédiateur I'acétylcholine, vient se fixer sous stimulation
neurologique, sur les récepteurs spécifiques dits muscariniques présents a la surface des
acini. Cela provoque une augmentation de la concentration en calcium a l'intérieur de
la cellule, ce qui ouvre des passages dans sa membrane. Les ions chlorure, suivis des
ions sodium affluent alors dans les canaux des glandes, augmentant la concentration en
chlorure de sodium dans les cellules. Cette modification attire I'eau : c'est I'osmose. La
salive ainsi produite chemine vers la cavité buccale en s'enrichissant de sodium et de

potassium et finit par se répandre dans la bouche (Lewandowski, 2016).

1.8 Etiologie :

La physiopathologie de SGS est encore mal définie mais elle peut étre attribuée a

I’interaction entre plusieurs facteurs (Tincani et al., 2013).

Ces derniers sont a I’origine de 1’activation des cellules épithéliales et/ou des cellules
dendritiques (DC). Les cellules dendritiques plasmacytoides (pDC) sont activées par
les complexes immuns (IC) conséquence de [’activation du systéme immunitaire

adaptatif (LB, plasmocytes).

Les DC participent ainsi a 1’activation des voies IFN de type I et II. Par ailleurs, I’'IL-
12 produite par les DC44 participe a I’activation des lymphocytes Thl et des NK qui
amplifient la sécrétion d’IFN-y et sont acteurs de la destruction tissulaire. L’IFN-a et
IFN-y augmentent la production de BAFF et ’activation des LB et LT. Chez des
individus génétiqguement prédisposes, la signature IFN est majorée ainsi que la

propension a I’activation de LB auto-réactifs au sein des centres germinatifs ectopiques
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(GC-like structures). Les auto anticorps ainsi produits forment des IC avec les auto-
antigenes relargués par les cellules épithéliales agressées participant ainsi a 1’entretien
d’un cercle vicieux d’activation chronique du systéme immunitaire (Nocturne et
Mariette, 2013) (Figure 4).
1.8.1 Facteurs environnementaux :
e Les facteurs viraux :
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 I’Epstein-Barr virus (EBV) et le
Cytomégalovirus (CMV) et les virus de famille de Herpes, virus HCV. (Bordon
etal., 2018 ; Vitali ,2011).

1.8.2 Les facteurs génétiques :
L’existence de plusieurs patients atteints du SGS au sein d’une méme famille est

exceptionnelle (Reveille et Arnett, 1992).

Les genes de complexe majeurs d’histocomptabilit¢ CMH II, ont été impliqués ainsi
que certains polymorphismes de gene de TNF —a ou de la région promotrice de géne
IL10 et IL6. De plus, récemment il a ét¢ montré qu’il existe une liaison entre DR15 et
la présence isolée des anti SSA. Des chercheurs ont retrouvé une association entre le
SGS et I’antigéne HLA DR15 ou la présence d’une hétérozygotie DR3 DR15 (Martel
et al., 2014 ; Gottenberg et al., 2003 ; Guggenbuhl et al.,1998).

1.8.3 Les facteurs hormonaux :
L’importance des facteurs hormonaux dans le SGSp et particulierement une carence en
estrogene est fortement suggérée par la tres nette prépondérance féminine et le pic de

survenue de la maladie aprés la ménopause.

L’cestrogéne semble protéger les cellules glandulaires acineuses sécrétoires contre
I’apoptose tandis que le manque d’cestrogéne au cours de la ménopause méne a

I’augmentation de 1’apoptose spécifique des cellules exocrines.

De méme, la prolactine, hormone pro-inflammatoire, est un stimulateur du systéeme
immunitaire. Elle stimule les cellules T, induit 1’expression des récepteurs aux
interleukines-2 et produit des anticorps (Tincani et al., 2013 ; Arakaki, 2010 ; Yasser
et al., 2004).
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1.8.4 La population cellulaire :
e Lescellules épithéliales :
Les cellules épithéliales des glandes salivaires et lacrymales sont les cellules
cibles des réactions immuno-inflammatoires. Ces cellules présentent une
expression des HLA-DR, avec une altération morphologique et fonctionnelle
des acini (Castel, 2016 ; Fox et Kang, 1992).
e Leslymphocytes :
Une lymphopénie est souvent associée au SGS mais la répartition
lymphocytaire périphérique n’est pas perturbée. Certaines équipes ont montré
I’existence d’une infiltration lymphoplasmocytaire focale avec prédominance
des LT CD4 et LB CD5, ces derni¢res peuvent s’organiser en structures
lymphoides appelées centre germinatif (CG) ectopique avec probablement une
production locale d’Ac anti-Ro/SSA et anti-La/SSB ,Ces Ac sont présents dans
60-70% des cas du SGS et sont souvent requis pour établir le diagnostic et
I’activité systémique du SGS ( Hernandez-Molina et al., 2011 ;LeGuern et
Mouthonl, 2011).

1.8.5 Les cytokines:

Les cytokines permettent la régulation de systéeme immunitaire et elles sont impliquées
dans le processus inflammatoire. La sécrétion des IL2, L'IFN-y , IL6, 1L10 par les LT
salivaires favorise 1’activitte des LB glandulaires sécrétrices d’anticorps
(Guggenbenth , 2000 ;Fox et Kang, 1992).

Un autre acteur jouant un réle dans la lymphomagenése du SGS est la cytokine BAFF
(B cell activating factor belonging to the TNF family), cytokine appartenant aux
membres de la famille des récepteurs du TNF, impliquée dans I’induction et la
perpéetuation de 1’activation et de la prolifération lymphocytaire B (Daridon et al.,
2008).

1.8.6 Les auto-anticorps :

Lors du syndrome de Gougerot-Sjogren, il y a une production importante d’anticorps
dans les glandes salivaires, notamment des anticorps non spécifiques comprenant le
facteur rhumatoide, les anticorps antinucléaires et les anticorps anti Ro/SSA (anti-Ro)
et anti La/SSB (anti-La) (Péri et al.,2012).



https://fr.wikipedia.org/wiki/IFN-%CE%B3
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3-Recrutement des cellules immunitaires

4-Activation des cellules
immunitaires

cD

2-Activation des cellules
épithéliales
1-Facteurs
environnementaux
(virus, médicaments...)

S-Destruction des
cellules épithéliales

___— —Anomalies épigénétiques

|_Flux salivaire et lacrymal ——————_

Figure 4: mécanisme physiopathologique du syndrome de Gougerot Sjogren
(Bordon et al., 2018).

1.9 Le traitement :

A I’heure actuelle, il n’existe pas encore un traitement systémique pour ce syndrome,
le traitement disponible est généralement destiné a limiter la kératoconjonctivite et la
xérostomie chronique (Ramos-Casals, 2012 ; Kassan et Moutsopoulos ,2004).

1.9.1 Le traitement symptomatique :

Face a une xérostomie, il faut avant tout motiver les patients. L’hygiéne bucco-dentaire
doit étre rigoureuse et réguliere : brossage des dents, bains de bouche non agressifs (eau
bicarbonatée), nettoyage et brossage systématique des prothéses amovibles (Baudet-
Pommel et al., 2001).

Seuls les médicaments agonistes des récepteurs muscariniques a action cholinergique
augmentent réellement la sécrétion salivaire, et dans une moindre mesure la sécrétion
lacrymale. Comme le chlorhydrate de pilocarpine (Salagen®) et la cevimeline
(Evoxac®).

Le traitement du syndrome sec oculaire comporte essentiellement des collyres
substitutifs a type de larmes artificielles (Strietzel et al.,2007 ; Roncin,2001 ;
Iwabuchi et Masuhara ,1994).

1.9.2 Traitements de fond :
v' Le Plaquenil, notamment en cas d’arthralgie et de purpura avec

hypergammaglobulinémie.
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v' Le Meéthotrexate et le Léflunomide sont surtout utilisés en cas de
polyarthrite.

v' Le Cyclophosphamide, en cas d’atteinte neurologique centrale,
multinévrite, glomérulonéphrite, vascularités que 1’on est amené a I’ utiliser.

v" Les corticoides sont facilement utilisés en cas de complications viscérales
de cytopénies auto-immunes en association au Danazol ou d’autres
immunosuppresseurs éventuellement, dans les formes poly articulaires.

v Les immunoglobulines intraveineuses ont une place de choix en cas de
poly neuropathie et dans certains cas de vascularités, plus rarement dans les
atteintes  neurologiques  centrales en  attendant  Defficacité

d’immunosuppresseurs (Saraux ,2010).
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MATERIEL ET METHODES :

Il s’agit d’une étude perspective établie sur 14 patients diagnostiqués du SGS, et 10
témoins sains qui ne présentent aucune maladie systémique et n’étaient sous aucun
traitement ayant été recrutés au niveau du service de rhumatologie de I’EPH
établissement de santé public de Douera et au niveau de 1’¢établissement de proximité
de santé publique (EPSP) Baba hssen dans la wilaya d’Alger. Les prélévements
sanguins ont été analysés au niveau du laboratoire de biochimie a 1’hdpital Issad hassani
Beni messous et les prélevements tissulaires des biopsies ont été prélevés au niveau de
service de médecine interne de 1’h6pital de Douera et ont été analysés au niveau du
laboratoire d’anatomie et cytologie pathologique a 1’hopital Zmirli Salim el-harrach

entre le mois de Janvier et Mai 2019.

I.1 Matériel:

11.1.1 Population étudiée :

Dans cette étude, nous avons inclus tous les patients diagnostiqués SGS rencontrés au
cours de la consultation médicale au niveau du service rhumatologie a 1’hopital de
Douera et de Baba hssen sur la base des critéres cliniques ou biologiques relatifs au
diagnostic établi par un médecin rhumatologue et des témoins sains.

Le nombre de patients rencontrés au cours de la durée de 1’étude est de quatorze (14)

patients 2 hommes et 12 femmes.

11.1.2 Matériel non biologique : (voir annexe I1)
e L’appareillage (Tableau 2)
e Lesverreries

e Réactifs et solutions (Tableau 3)

I.2 Méthodes:

11.2.1 Démarche de I’étude

L’¢étude a été menée en incluant trois étapes :

Etape 1 : Recrutement des patients déja diagnostiqués pour SGS :

Au niveau des établissements de santé, il y’a une sélection de tous les patients déja
diagnostiqués pour SGS avec recueil des renseignements cliniques au moment de la
consultation médicale selon un questionnaire ¢établi pour les besoins de 1’étude

(Annexelll).
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Etape 2 : Réalisation du bilan biologique des patients SGS :

Des prelevements sanguins sont réalisés chez tous les patients SGS apres remplissage
d’un questionnaire pour la réalisation d’un bilan biologique.

On a prélevé pour chaque patient 02 tubes comme suit :

v' 01tube EDTA

v 01 tube héparinate de lithium.

Le bilan biologique comprend les parametres suivants :

a) Bilan inflammatoire :

- Protéine C réactive (CRP)

-Monoxyde d’azote (NO)
b) Bilan biochimique :

- Bilan rénal : Urée sanguine, Créatinine sanguine
-Bilan glycémique : Glycémie a jeun

- Bilan hépatique : ASAT, ALAT, GGT

c) Bilan hématologique :
- Numération formule sanguine (NFS).

Le dosage de ces parameétres est réalisé au niveau du laboratoire de biochimie a I’hopital
Issad Hassani Beni Messouss wilaya d’Alger. Ils ont été réalisés le jour méme du

prélévement.

11.2.2 Méthodes de dosage des parameétres biologiques :

11.2.2.1 Numération formule sanguine (NFS) :

» Le prélévement :

- Sang total sur tube EDTA.

» Le principe :

La NFS est réalisée sur un analyseur d’hématologie automatique le SYSMEX xs-500i
qui donne des informations sur les éléments contenus dans le sang tels que les globules
rouges, les globules blancs et les plaquettes. Il permet de révéler un grand nombre de
pathologies : anéemie, probléme de coagulation, infections virales, consommation des

plaquettes...
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Figure 5 : Automate SYSMEX xs-500i

Mode opératoire :

- Allumer ’appareil.

- Réalisation d’un lavage a blanc avec de I’eau distillée.

- Introduction de I’identifiant du patient : nom, prénom, sexe et le code correspondant.

- Appuyer sur la touche d’analyse permettant de donner la main au chariot d’analyse
des échantillons.

- Homogénéiser le tube de sang total par la réalisation de retournements du tube.

- Introduction du tube dans le chariot d’analyse et déclencher 1’analyse par la touche
analyse.

- Affichage du résultat de NFS sur I’écran de 1’automate apres 60 secondes.

- Impression des résultats.

Valeurs Normales : (Tableau 4) (Annexe 1V)
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11.2.2.2 Parametres Biochimiques :
> Preélévement :
- Sang total sur tube héparinate de lithium

> Principe :

Le dosage des parametres biochimiques est réalisé par le SELECTRA Pro M.il réalise
des analyses de biochimie clinique, et propose des réactifs dédiés et préts a I’emploi.
Avec une cadence allant jusqu’a 180 tests/heure (266 tests/heure avec le module ISE),
le SELECTRA Pro M offre un systéeme performant et résolument économique, alliant

faible co(t au test et maintenance réduite.

» Paramétres concernés :

CRP, urée sanguin, créatinine sanguine, ASAT, ALAT, GGT.
v Le Principe de dosage :
a. L’urée:

Selon Allaire et al (2005) il y a deux méthodes enzymatiques et colorimétriques basées
sur I’action spécifique de ’'uréase qui hydrolyse 1I’urée en ions ammonium et carbonate,
les ions ammonium forment ensuite avec le chlore et le salicylate un complexe coloré
bleu-vert. L’intensité de coloration proportionnelle a la concentration en urée dans le

spécimen est mesurée a 600 nm.

b. La créatinine sanguine :

Selon Ghermi et al (2009) la méthode de Jaffé décrite pour la premiére fois en 1886,
dans une solution alcaline, la créatinine réagit avec le picrate pour former un produit

jaune-rouge, Figure 14 est présentée la rection exploitée.

—r

Créatinine + acide picrique PH alcalin complexe jaune-rouge

La vitesse de formation de colorant (intensité de la couleur) est directement
proportionnelle a la concentration de créatinine de 1I’échantillon. Elle est déterminée par
I’augmentation de 1’absorbance a 512 nm. Cette méthode a été¢ minutieusement décrite
pour ses avantages : simplicité de détermination et faible colt des réactifs, le principal
inconvénient de la méthode de Jaffé est son manque des spécificités (formation de

chromogeéne non spécifique).




C.
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Les transaminases :

ALAT :

La détermination de I’activité de I’ALAT par la méthode cinétique se fait selon
les réactions suivantes:

L-alanine + a- cétoglutarate <> pyruvate + L-glutamate

Le taux de diminution de la concentration en NADH est directement
proportionnel a I’activité¢ de 'ALAT (MINUK, 1998).

ASAT :

La détermination de I’activité de I’ASAT par la méthode cinétique se fait selon
les réactions suivantes:

Glutamate + Oxaloacétate «> a-cétoglutarate+ Aspartate

Le taux de diminution de la concentration en NADH est directement
proportionnel a I’activité de I’ASAT (MINUK, 1998).

d. Gamma- glutmytransférase (y-GT ou GGT)

Le dosage sanguin des gamma-GT permet d'évaluer I'activité hépatique. Il est parfois

nécessaire de contrbler le dosage sanguin a quelques semaines d'intervalle. La méthode

dosage basée sur les travaux de Szasz, Roslaki et Tarlow (BERREBI, 2009).Le schéma

réactionnel est le suivant :

GG
L-G-Glutamyl-p-nitroanidole = L-G-Glutamyl-glycylglycine

+ +

Glycylglycine p-nitroanilline

» Mode opératoire :

Le dosage des parametres biochimiques est réalisé a partir d’un méme échantillon sur

tube hépariné comme suit :

- Etiquetage des tubes par des codes a barres spécifiques

- Centrifugation des tubes héparines a 3000 tr/min.
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- Placement des tubes centrifugés dans les portoirs d’échantillons de I’automate le

SELECTRA Pro M.

- Déposer les portoirs au niveau de I’automate de manicre a orienter son €tiquette

code-barres vers I’avant de ’instrument.

- Attendre la fin de I’analyse.

- Retirer les portoirs d’échantillons a la fin de I’analyse.

- Impression des résultats.

Valeurs normales : (Tableau 5)(Annexe V)

> Présentation de I’automate :

Le SELECTRA Pro M est un analyseur de biochimie du Groupe franco-néerlandais
ELITECH GROUP, le SELECTRA pro M offre une performance de 180 tests/h le

premier résultat aprés 4 minutes, il est constitué de deux rotors :

= Le premier rotor refrigeré : avec 32 positions pour les réactifs avec flacons de
10, 25 et 50 ml et une Aiguille préchauffée avec détection de niveau des réactifs

= Lesecond rotor pour les échantillons : avec 50 positions, chaque position peut

contenir des :

% Tubes primaires (tube sec ou HEPARINE selon les parametres

demandés).

¢+ Tubes secondaires (URINE) ou des cupules pédiatriques, aussi une

aiguille échantillons avec détection de niveau des sérums, agitation

intégreée.
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Figure 6: Automate SELECTRA Pro M

v’ Les caractéristiques :

Le SELECTRA pro M peut programmer des dilutions du 1 :5 au 1:200,sa gamme de
longueurs d’ondes est 340, 405, 505, 546, 578, 620, 660et 700 nm aves des modes de

mesures :
v Mesure en cinétique avec contréle de linéarité

v Mesure en Point Final Bichromatique avec ou sans blanc réactif bichromatique

et/ou correction de blanc échantillon

v/ Mesure en 2 points avec ou sans blanc

v Graphique de tous les points mesurés

v'Pré dilution et dilution réflexe automatique si besoin
v Courbes de calibration non linéaires

v Analyse de seuils (Cut-off)

Vv Tests calculés

% Principe de dosage des paramétres biochimiques :
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La spectrophotométrie est I’une des techniques analytiques les plus utilisées en
biochimie. Elle permet d’identifier des molécules a 1’aide de leur spectre d’absorption
de la lumiere dans le domaine du visible ou du proche ultraviolet. La concentration de
composés connus peut étre déterminée en mesurant 1’absorption de leurs solutions a
une ou plusieurs longueurs d’ondes. De nombreuses réactions enzymatiques peuvent
étre suivies par spectrophotométrie en observant 1’apparition d’un produit ou la

disparition d’un substrat.

* Dosage de monoxyde d’azote (NO) :
Le monoxyde d'azote (NO) est impliqué dans de nombreux processus
physiologiques tels que vasodilatation, régulation de la tension artérielle,
neurotransmission et réactions inflammatoires et immunitaires, ils sont libérées lors
de la conversion de L-arginine en citrulline par les nitroxydases synthétases

> Prélévement :

- Sang total sur tube héparinate de lithium

» Principe :

La mesure du monoxyde d’azote se fait par la réaction de Griess (Green et al.,1982).
Cette derniére, permet uniquement la mesure des nitrites (métabolites stables). Les
nitrates devront donc étre préalablement réduits en nitrites (NO2) pour étre quantifiés.
La concentration ainsi mesurée représente la somme des nitrites et des nitrates.

Il s’agit d’une réaction de diazotation en deux étapes : les nitrites forment un sel de
diazonium avec I’acide sulfanilique qui est ensuite couplé avec une amine pour donner

un composé diazo de couleur rose vif dont I’absorbance est mesurée a 543nm.

NH !E' N @:_:]
= NO2 i §
— C D =}
T y
SO.NH> SO.NH-

sulfanilarmide N-( 1l -napthyl)
(SULE) Sel de ethylencdiamine SOaNH
(NEDID)
diazonium prodoct
(Fpax = 5943 nm)

11.3 Analyse biostatistiques

L’étude statistique est réalisée par le test « t » de Student pour les différents parametres

a lI'aide du logiciel Prism 8.0. Les différences sont considérées significatives a p < 0,05.
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Etape 3 : Réalisation des biopsies des patients SGS.

Notre étude a été réalisée au niveau du service d’anatomopathologie a I’hdpital Salim
Zemirli d’el Harrach wilaya d’ Alger du mois de Janvier au mois de Mai, elle a pour but
de deégager les caractéristiques anatomopathologiques des biopsies des glandes
salivaires accessoires des patients atteints de syndrome de Gougerot, et d’étudier
I’expression de p53 et ki67 dans cette maladie par une étude histologique et

immunohistochimique.

1.4 Etude histologique :
Il s’agit d’une étude anatomo-pathologique réalisée sur une série de 4 biopsies de
glandes salivaires accessoires, chez des patients atteints de syndrome de Gougerot de
grade 3 et 4 selon la classification de Chilsholm et Masson.
La technique consiste a préparer un fragment pour un examen au microscope.
% Conservation des biopsies dans des blocs de paraffine :
v La fixation : la fixation a pour but d’immobiliser les structures, de les conserver
en s’opposant a I’autolyse cadavérique et permettre la confection des coupes.
La fixation a été réalisée par un agent fixateur le formol 10% pendent 6h.
v La circulation : Le but de la technique est d’obtenir des coupes histologiques
de 3 a 5um, pour cela le tissu doit étre imprégné dans un milieu rigide, le milieu
d’inclusion est la paraffine qui n’est pas miscible avec I’eau, le tissu doit étre passer
dans des liquides intermédiaires miscibles a 1’eau et au milieu d’inclusion : c’est I’étape
de la circulation qui se fait dans un appareil appelé Auto technicon d’une fagon
automatique en 3 étapes :
e Ladeshydratation : son but est d’éliminer I’eau contenue dans les organes grace
a un agent déshydratant éthanol (de 70 a 100%) dans des bains de concentration
croissante pendant 12h.
e [’éclaircissement : consiste a remplacer I’éthanol par un solvant de la paraftine,
grace a un agent éclaircissent : le xyléne (4bains) pendant 8h.
e L’imprégnation : plusieurs bains de paraffine sont utilisés (60°) pendant 4h.
v L’inclusion (enrobage) : I’inclusion est I’étape ayant pour but de remplacer
I’eau contenue dans les tissus par la paraffine fondue, cette derniére est versee dans un

moule, le prélevement est déposé, la cassette comportant le numéro est ajustée au dos
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du moule, ce dernier est ensuite mis a refroidir sur une plaque métallique, les blocs sont
démoulés apres refroidissement de la paraffine.
v La microtomie : C’est la méthode qui consiste a préparer des coupes minces de
3 a5 um al’aide d’un microtome.
-Installer le bloc sur le porte objet de microtome et enlever 1’excés de la paraffine.
-Couper pour avoir un ruban d’épaisseur de 3 a 5um pour permettre aux rayons
lumineux de microscope de traverser la préparation et d’éviter la superposition
tissulaire.
-Placer le ruban dans un bain marie a 37° pour ramollir la paraffine.
-Prolonger la lame perpendiculaire pour récupére le fragment
-Séchage dans I’é¢tuve a 60° pendant 10 min.
% La coloration a ’hematoxyline-eosine(HE) :
C’est une technique de coloration dichromatique d’usage courant en histologie, qui se
compose d’un colorant nucléaire basique (hématoxyline) colore le noyau en violet, et
d’un colorant cytoplasmique acide (éosine) colore le cytoplasme en rose.
Elle est précédée par le déparaffinage qui est assuré par le xylene (3bains pendant 3 a
5min), et ’hydratation par I’éthanol (3bains a concentration décroissante pour retirer le
xyléne des tissus et de le remplacer par I’eau.
Les étapes de la coloration sont les suivants :
-Plonger la lame dans 3 bains d’alcool de concentration différente pendant 3min.
-Rincer a I’eau 2min.
-Colorer a I’hématine de Harris 15secondes.
-Rincer a I’eau 2min.
-Passage a I’eau ammoniacale 1min.
-Rincer a I’eau 1min.
-Colorer a I’éosine 15 secondes.
-Rincer a I’eau Smin.
-Déshydrater en ringant dans 1’éthanol absolu.
v Montage : aprés avoir subi une déshydration les coupes colorées sont éclaircies
dans un bain de xyléne, puis montées entre lame et lamelle avec une résine synthétique,

et passer a I’observation microscopique.

1.5 Etude immunohistochimique :

e Leprincipe:
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L’immunohistochimie est une méthode utilisée en histologie et cytopathologie qui
permet de mettre en évidence certaines protéines cellulaires qu’elles soient
cytoplasmiques, membranaires, ou nucléaires spécifiques pour un type ou une fonction
cellulaire.

Elle est basée sur la formation d’un complexe antigéne-anticorps suite a une
complémentarité structurale, le complexe formé étant visible permet de détecter sur une
coupe histologique la présence ou absence d’une protéine donnée (nucléaire,

membranaire ou cytoplasmique) donc localisable par un marqueur colore.

e Le mode opératoire :

1) Coupe tissulaire : les coupes sont réalisées a partir des biopsies des glandes
salivaires accessoires conservées dans des blocs de paraffine, a 1’aide d’un microtome
et sont déposées (étalées sur des lames silanisées)

2) Le séchage : il est effectué dans une étuve pendant 24 h a 55°c

3) Déparaffinage et réhydratation :

- Les lames sont plongées dans 3 bains de xyléne pendant 5 min pour chacun puis
dans 3 bains d’alcool de concentrations décroissantes (100% -90%-70%) 5 min
pour chaque bain.

- Ringage a I’eau distillée.

4) Le démasquage antigénique :

- Incubation des lames dans le H2O2 pendant 10 min pour bloquer les peroxydases
endogenes).

- Immerger les lames dans un tampon TRS dilué a 1/50 pour démasquer 1’antigene
puis les incuber dans un bain marie a 95°c pendant 40 min.

- Faire sortir les lames et les laisser refroidir dans un tampon Tris EDTA pendant
15 min.

- Rincage a I’eau distillée.

5) Immunomarquage :

- Cerclage des fragments avec un gel hydrophobe pour éviter la diffusion des
anticorps primaires sur toute la lame.

- Appliquer les anticorps primaires (P53 et Ki67) et incuber dans une chambre
noire pendant 30min.

- Ringage par tampon PBS deux bains 5 min pour chacun.

- Appliquer les anticorps secondaires.
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6)

7)

Ringage par PBS.
Révélation par le chromogene et laisser agir pendant 10 min.
Ringage a I’eau distillée.
Contre coloration par I’hématoxyline de Mayer pendant 5 min.
Lavage a I’eau de robinet pendant 10 min.
Déshydratation et éclaircissement :
La déshydratation se fait en utilisant 3 bains d’alcool de concentration croissante
(70%-90%-100%) chaque bain pendant 5 min.
L’éclaircissement des lames a I’aide d’un bain de xyléne pendant 5 min.
Le montage :
Le montage entre lame et lamelle se fait par 1’utilisation d’une goutte de milieu
de montage (EUKITT).
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RESULTATS ET DISCUSSION :
I11.1 Caracteéristiques de la population étudiée :

I11.1.1 Répartition des patients selon le sexe :

Notre étude a été effectuée sur un échantillon composé de 14 patients, comprenant 12 femmes
et 2 hommes, les résultats obtenus démontrent que le SGS affecte plus les femmes (86%) que
les hommes 14%, la forte prédominance féminine retrouvée dans cette étude est en accord avec
la majorité des études rapportant les mémes résultats avec un sexe ratio ( :1)(Figure 7)(Bordon
et al., 2018 ; Patel et Shanane ,2014 ; Delande et al., 2010 ; Jacobsson et Manthorp, 1995).

En effet les cestrogénes sont des stimulateurs du systéme immunitaire intervenants dans
I’étiologie et / ou la progression de nombreux syndromes auto-immunes, elles stimulent la
réponse des LB et LT, augmentent la sécrétion d’IG et assurent un role crucial dans le
développement des lymphocytes et leurs prolifération et présentation d’AG (Lahita, 1992 (a) ;
Lahita,1992 (b) ; Homo Delarche et al., 1991 ; Ahmad et al.,1985).

Le mécanisme responsable du développement des maladies auto-immunes , montre que les
cestrogenes jouent un rdle dans la voie du signal liée a I"apoptose et il a été rapporté qu’ils
inhibent en réduisant I’activité de la protéase analogue a la caspase , mais un déficit en
cestrogene apres la ménopause induit une augmentation de I’expression de Rbap48 , cette
derniére active I’expression de E2F1 ce qui active la voie ARF/P53 menant a I’apoptose, donc
I’cestrogene agit comme un régulateur négatif de ’activité de la caspase 1 dans les glandes

salivaires (Arakaki ,2010 ;Ishimaru ,2003).

o

= femmes ® hommes

Figure 7 : Répartition des patients selon le sexe.
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111.2 Répartition des patients selon ’age :

Nos patients atteints de SGS ont un entendu d’age variant, se situe entre 42 et 66 ans avec une
moyenne d’age de 52+8ans, la tranche d’age située entre 48 et 54 ans est la plus touchée avec
36% (Figure 8).

Plusieurs études ont démontré que cette maladie peut survenir a tout &ge, mais touche
préférentiellement les femmes autour de la ménopause vers 40 et 50 ans (Westhoff et Zink,

2010 ; Binard et al., 2007). Ceci est en accord avec nos résultats.

Le SGS est rare chez I’enfant mais il n’est pas exceptionnel et généralement sous sa forme
secondaire (Ruchika et Anupama, 2014; De souza et al., 2012 ;Ziza, 1996).

Au cours du vieillissement survient une atrophie thymique associée a une diminution de la
prolifération des LT, avec I’age les LT CD4 et CD45 naifs sont remplacées par des cellules
mémoires ce qui résulte une diminution des LT naifs et augmentation des LT clonaux
(Kudlacek et al.,2000).

Nos résultats sont contradictoires a ceux retrouvés dans les travaux de Chebbi et ses
collaborateurs en 2015 qui ont constaté que 1’dge du début de la maladie est aprés 65 ans dans

une étude portée sur 18 patients.

les Tranches d'age

40%
35%

30%
25%
20%
15%
10%

5%

0%
[42-48] [48-54] [54-60] [60-66]

Figure 8 : Répartition des patients selon les tranches d’age.
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I11.3 Répartition des patients selon les caractéristiques cliniques :

111.3.1 Manifestations oculo-buccaux :

La symptomatologie la plus fréquente de cette maladie associe une sécheresse oculaire et
buccale, une xérostomie est observée chez 100% des patients suivit d’une xérophtalmie avec
80%. Ceci est en accord avec d’autres résultats (Figure 9)(Benasser et al., 2016 ; Chebbi et
al., 2015).

Une étude préliminaire de Diallo et ses collaborateurs en 2016 montre que les manifestations

oculo-buccales étaient présentes dans 84% des cas.

La sensation de bouche séche est évocatrice d’une xérostomie si elle survient au cours de
I’alimentation ou si elle est accompagnée par la prise de liquide pour aider a avaler des aliments

secs ou s’il existe des difficultés a avaler toute la nourriture (Vaillant et le Du, 2007).

Au début de la maladie I’infiltrat lymphoplasmocytaire est focale et une partie des glandes est
intacte, il y’a probablement une destruction des glandes restantes (Dawson et al., 2006 ; Fox,
2005). Il existe également un défaut d’expression membranaire de 1’aquaporine, un canal qui
contrdle la sécrétion aqueuse des glandes lacrymales et salivaires et dont son expression est
modulée par les récepteurs M3 (Steinfield et al.,2011 ; li et al.,2004).

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Xérostomie Xérophtalmie

Figure 9 : Répartition des patients selon les manifestations oculo-buccales.
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111.3.2 Les manifestations extra glandulaires :
Dans notre population les atteintes extra glandulaires sont présentes dans la totalité des cas, ce
qui corrobore avec 1’étude etablie par Ramos-Casals et ses collaborateurs en 2005 qui

montre que les manifestations extra glandulaires touchent jusqu’a 70% des patients.

Nos résultats montrent que les atteintes articulaires sont présentes dans plus de 70% de la
population étudiée, le plus souvent sous forme d’arthralgie, ceci est accord avec 1’étude portée

par Haga et Peen en 2003 ou les arthralgies touchent 73.5% des cas (Figure 10).

La deuxiéme manifestation la plus fréquente est le purpura 64%. Une étude a estimé que la
prévalence de cette manifestation était 56% (Markusse et al., 1992). Par contre nos résultats
sont contradictoires avec d’autre études qui ont prouvé que le purpura est trés rare au cours du
syndrome avec un % qui varie entre [3-15%] (Demarchi et al., 2017 ; Damak et al., 2016 ;
Bostios et al., 2011 ; Scofield et al.,2011 ;Feri et Masia ,2006).

De plus 29% des patients présentent des atteintes neurologiques. Dans une étude de Mouri et
ses collaborateurs en 2003, les troubles neurologiques étaient fréquentes 93%.

Nos résultats sont similaires a d’autres études (Lafiette et al., 2002 ; Andonopoulous et
al.,1998). Ces manifestations varient en termes de leur fréquence entre 2-25% avec une
prédominance de neuropathie périphérique principalement sensitive (Aikaterni et al.,2016).
Une gamme de maladies pulmonaires ont été signalées au cours du syndrome, leur incidence
est de 9-20% (Aikaterni et al., 2016), ces résultats sont similaires a ceux retrouvés dans notre
étude avec une fréquence de 29%, de plus ces atteintes se traduisent par une pleurite alvéolite,
fibrose pulmonaire interstitielle (Schanabel, 2005) les imageries peuvent montrer des nodules,
un motif interstitiel réticulaire et des kystes ( Carteron et al.,2019).

En outre le phénomeéne de Raynaud a été retrouvé dans 50% de la population étudiée ce qui est
approximativement en accord avec des résultats précédents, dans 1’étude de Salem et ses
collaborateurs en 2017, la prévalence du phénoméne de Raynaud était de 44.60% sur un
effectif de 120 personnes, tandis que d’autres études ont démontré que la présence de ce
phénoméne est rare (30%) (Hajji et al., 2014 ; Yang et al., 2013). Ainsi dans d’autres
recherches les résultats montrent que seulement 20% de la population se plaignent du
phénomene de Raynaud (El Hilali, 2001).

La présence du phénomene de Raynaud au cours du diagnostic constitue un facteur prédictif

d’activité du SGS et de risque de diffusion plurisytémique de la maladie (Lambert et al., 2000).
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L’atteinte rénale est absente dans notre série, ces résultats ne corroborent pas avec d’autre
études ou la manifestation rénale peut toucher jusqu’a 29,47% et elle se manifeste
généralement par une néphrocalcinose, insuffisance rénale ainsi qu’une acidose tubulaire peut

étre observée (Benasser et al., 2016 ;Yaouino et al.,1990).

Phénomeéne de Raynaud

Purpura

Neurologiques

Arthralgie

IIIII

Pulmonaires

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Figure 10: Reépartition des patients selon les manifestations extra glandulaires.

111.3.3 L’asthénie :

Le symptébme commun de SGS est la fatigue, elle est présente dans la totalité de la population
étudiée (100%), ceci est en accord avec d’autres études effectuées ou la fatigue est le symptéme
le plus courant entre 70-90% (Figure 11) (Yakoub et al., 2011 ; Giles et Isenberg,2000 ;
Bowman et al., 2004 ).

Elle se caractérise par un affaiblissement musculaire et peut étre associée a une perte de

mémoire, manque de concentration, dépression, anxiété (Westhoff et al., 2011).

Les tentatives a expliquer la fatigue dans le SGS par une augmentation de taux serique de
cytokines pro-inflammatoires comme IL-6 ou TNF alpha ont échoués (Hartkamp et al., 2004).

Une étude récente démontre une corrélation entre la réduction de la qualité de vie liée a la santé

et les taux sériques associés au SGS (Baturone et al., 2009).
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Asthénie

Figure 11 : Répartition des patients selon la sensation de fatigue.

I11.4 Répartition des patients selon le traitement prescrit :
93% de nos patients étaient sous traitement. 43% etaient sous hydroxychloroquine (Plaquenil®)
alors que 36% d’entre eux nécessitaient la mise en route des immunosuppresseurs les plus

utilisés étaient Mabthéra ou Méthotréxate ( Figure 12).

C’est le Plaquenil qui a montré son efficacité dans la réduction de I’inflammation lors de
traitement de polyarthrite rhumatoide et par la diminution des IgG au cours du syndrome ainsi
qu’une diminution des marqueurs inflammatoires et les BAFF dans la salive et la sécrétion

lacrymale, et stimuler les sécrétions salivaires et lacrymales (Yoon et al.,2016).

L’hydroxychloroquine pourrait étre efficace par le biais d’une inhibition de Dactivité
cholinestérase qui est élevée dans les glandes salivaires des patients avec un SGS, ce qui
pourrait contribuer a une diminution sécrétoire glandulaire (Dawson et al., 2004).

Le Méthotréxate est utilisé comme un agent immunosuppresseur au cours du syndrome, il a
marqué une efficacité dans plusieurs études (Ramos-Casals et al., 2012). A ce jours, une seule
étude pilote , ayant investigué sur 1’efficacité et la sécurité du méthotréxate dans le SGS
primaire , elle a été effectuée chez 17 patients et a donné des résultats encourageants ;les
symptémes de xérostomie et de xérophtalmie , la toux séche et le purpura étaient améliorés ; il
pourrait été proposé devant une polyarthrite invalidante persistante apres échec de
I’hydroychloriquine (Oppliger,2006 ;Skepouli et al., 1996) Il peut étre remplacé par la
cyclosporine A, acide mucophenolique ( Demarchi et al.,2017).
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La biothérapie représente une nouvelle approche prometteuse dans le traitement, la déplétion
des cellules B est une forme de traitement qui peut étre utilisée chez les patients atteints du
syndrome de Sjdgren. Ceci est réalisé par un traitement anti CD-20 ou anti CD-22. Le rituximab
(Anti CD-20) est un anticorps monoclonal qui cible le CD-20 de I’antigéne trouvé a la surface
des cellules B, le mécanisme du médicament, bien qu’on ne le comprenne pas complétement,
on croit qu’il implique une cytotoxicité dépendante du complément, une inhibition de la

croissance et 1’apoptose des cellules B (Reff et al., 1994).

La réduction des lymphocytes B conduit a la diminution de la quantité des auto anticorps et des
facteurs rhumatoides. Dans une étude, I’efficacité du rituximab et la tolérance de la déplétion
des lymphocytes B dans le SGS sont associés a un lymphome de MALT, les résultats ont montré
une diminution des effets de I’affection ainsi qu’une amélioration significative de la fonction

salivaire et lacrymale (Meijer et al.,2010 ; Pijpe et al., 2005).
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Figure 12 : Répartition des patients selon le traitement prescrit
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111.5Description des données biologiques :

111.5.1 Interprétation du bilan inflammatoire :
La CRP est la 1ére protéine a décrire dans la phase aigie d’une inflammation et un

marqueur systémique dans les maladies auto immunes (Pepys et Baltz,1983).

De nombreux études ont démontré que la CRP peut engendrer de multiple processus
inflammatoire par la stimulation de la production des facteurs tissulaires par les
monocytes du sang périphérique, et une augmentation de 1’expression des molécules

d’adhésion et modulation de la synthése du NO (Pepys et Hisrshfield, 2003).

Dans notre étude, il n y’a pas une différence significative entre les patients et les
témoins ceci est da a la prise de médicaments de type anti inflammatoires. Cependant
il existe un cas particulier, qui a une CRP trés élevée qui est du a la longue durée de la

maladie (20ans) et le patient n’est sous aucun traitement ( Figure 13).

Dans la littérature, I’hydroxychloroquine a prouvé son efficacité sur les anomalies
biologiques du syndrome de Gougerot-Sjogren. En effet, Mariette et Kaplan
observent une amélioration des signes biologiques, une diminution de la vitesse de
sédimentation, de la concentration en immunoglobulines (Ig G et Ig M) ainsi qu’une
baisse du taux d’interleukine 6 et de protéine C réactive (Mariette, 2004 ; Kaplan,
1999).

Les protéines de I’inflammation et singuliérement la protéine C réactive sont parfois
élevées dans certaines formes séveres de polyarthrite ou de vascularité (Hatron et
Fauchais, 2001).

Le NO (monoxyde d’Azote) n’est pas important uniquement lors des phénomenes tels
que I’apoptose, I’inflammation, la biogenese des mitochondries et la régulation du
tonus des vaisseaux sanguins, mais il est egalement impliqué dans des maladies

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

Dans notre cohorte de patients, le dosage de NO a montré des résultats significatifs avec
une augmentation chez les patients, cette augmentation est aussi retrouvée dans d’autres
études sur des maladies auto immunes comme dans le syndrome de Behcet ou le taux
de NO est élevé ceci est dii a son réle dans la modulation de la réponse immunitaire
(Figure 14) (Guenane et al., 2006).
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Cependant, il existe trées peu d’éléments quant a I’implication des ROS dans le
processus pathologique du SGS. Une étude montre une diminution de la concentration
de NO2- (anion nitrite) et de NO3- (nitrate) dans la salive, mais en méme temps une
augmentation de NO3- dans les urines (Xia et al., 2003). Une autre étude montre une
augmentation de NO2- dans la glande salivaire labiale (Konttinen et al., 1997). L’hypo
fonction de la glande salivaire a probablement un impact sur le métabolisme des nitrates

mais le processus reste jusqu’a présent peu clair (Charras, 2018).
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Figure 13 : Evaluation du taux sérique de la CRP chez les patients atteints du SGS et

des témoins
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Figure 14: Evaluation du taux sérique de NO chez les patients atteints du SGS et des
témoins
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111.5.2 Interprétation du bilan rénal :
L’atteinte rénale est une manifestation extra glandulaire bien connue au cours du
syndrome de SGS, elle survient dans 20-50% des cas (Abdelghani et al.,2006).

Nos résultats ne montrent pas une différence significative entre les patients et les
témoins pour les deux parameétres dosés (Urée et Créatinine) ceci est en accord avec
d’autres études ou le taux de créatinine est normal (Figure 15,16)(Palkar el al., 2011
; Mapoure et al.,2011). Par contre ils sont contradictoires avec les résultats trouves
dans 1’étude de Damak et ses collaborateurs en 2016 ou le taux de créatinine est élevé
dans 3 cas (37,5 %), ainsi les résultats rapportés dans 1’étude de Abdelghani et ses
collaborateurs en 2006 ont montré une augmentation de créatinine jusqu’a 430umol/I
cette augmentation explique une atteinte glomérulaire avec présence d’une insuffisance

rénale associée a une protéinurie et une acidose hyperchlomérique.
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Figure 15 : Evaluation du taux sérique de l'urée chez les patients atteints de SGS et
des témoins.
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Figure 16 : Evaluation du taux sérique de créatinine chez les patients atteints de SGS
et des témoins.

111.5.3 Interprétation des résultats du bilan hépatique
Le dosage des parametres hépatiques fait partie de bilan biologique pratiqué

systématiquement dans le but de diagnostic et de pronostic.

L’atteinte hépatique chez nos patients est absente, nos résultats montrent qu’il n’y a pas
une différence significative entre les patients et les témoins pour les 3 parametres : les
transaminases et gamma gt, Cependant 3 cas de notre population ont un taux élevé

d’ASAT sans manifestation clinique signalée.

Ces résultats sont en accord avec une étude ou le taux des transaminases est augmente
a 40 UL/L chez 23 patients, tandis que la valeur de gamma GT est augmentée chez 11
patients (Figure 17,18,19) (Ramos-Casals et al., 2012).

D’aprés Matsumolo et ses collaborateurs en 2005, 1’atteinte hépatique est fréquente
sous forme d’hépatite auto immune chez 45% des cas, cirrhose biliaire primitive chez

35% et 6% préesentent une hépatite aigue.
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Figure 17 : Evaluation du taux sérique d'ASAT chez les patients atteints de SGS et

des témoins
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Figure 18 : Evaluation du taux sérique d'ALAT chez des patients atteints de SGS et
des témoins.
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Figure 19 : Evaluation du taux de Gamma Gt chez des patients atteints de SGS et des
témoins.

111.5.4 Interprétation des résultats de la glycémie

Les résultats de dosage de la glycémie étaient dans les normes sans différence
significative, ceci est en accord avec les résultats de plusieurs études qui ont démontré
un taux normal de glycémie et qui est égale a 89mg/dL (Figure 20) (Mapoure et al.,
2011 ; Palkar et al., 2011).
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Figure 20 : Evaluation du taux sérique de la glycémie chez des patients atteints de
SGS et des témoins.
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111.5.5 Interprétation du bilan hématologique :

Une prévalence élevée des anomalies hématologiques a été marquée chez les patients
atteints de SGS.

Nos résultats montrent que nos patients présentent un hémogramme perturbé avec une
cytopénie qui est présente chez prés de la moitié des patients (50%) ceci est en accord
avec 1’étude de Lechtman et ses collaborateurs en 2016, elle inclue : une anémie dans
30% des cas, lymphopénie et éosinophilie chez 10% des patients, ceci est en
concordance avec plusieurs études (Figure 21,22) (Jonson et al., 2012 ;Raffay et
al.,2003).

@ cytopénie
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Figure 21: la cytopénie chez des patients atteints de SGS.
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Figure 22: Répartition des patients de SGS selon les anomalies hématologiques.
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111.6 Etude architecturale et structurale des glandes salivaires
accessoires chez les patients atteints de syndrome de Gougerot
Sjogren :

La biopsie des glandes salivaires accessoires permet de confirmer 1’atteinte des glandes,

cet examen renseigne sur 1’importance de I’infiltrat lymphoplasmocytaire et de la

fonction d’altération des structures glandulaires et celui de la prolifération

fibroblastique (fibrose).

La classification de Chisholm et Masson permet de standardiser la zone examinée et

connaitre le degré de changement histologique de la biopsie (Tableau 6) (Annexe VI).

Dans le SGS on définit un foyer comme étant un groupement constitu¢ d’au moins de
50 cellules lymphocytaires sur un champs de 4 mm? de tissu salivaire, I’infiltrat est
classé de 0 a 4, les grades 1 et 2 ne constituent pas une inflammation pathologique, et
les grades 3et 4 sont les plus évocateurs, ces agrégats peuvent parfois comporter des
centres germinatifs avec une organisation d’allure ganglionnaire, une étude récente a
montré que la présence de lésion sur une BGSA constitue un facteur prédictif de

survenue de complication lymphomateuse (Voir annexe VI).

L’examen histologique des glandes salivaires accessoires montre la présence d’un
infiltrat lymphoplasmocytaire autour des acini et des canaux excréteurs, ce qui entraine
une atrophie avec désorganisation architecturale de ces derniers contrairement aux GSA
des témoins chez lesquels ’infiltrat lymphoplasmocytaire est absent et leur épithélium

est conserve (Figure 23,24).

En effet, le SGS affecte surtout les glandes exocrines. Ou le tissu épithélial est détruit

et remplacé par des cellules immunitaires, les études phénotypiques et fonctionnelles
ont montré que les cellules prédominantes dans I’infiltrat des glandes exocrines
affectées sont les cellules LT (75%), contre 25% de LB, 1’épithélium glandulaire est
progressivement détruit, conduisant a terme a la diminution de la fonction sécrétrice
des glandes ( Theander et al., 2010;Pers et al.,2008 ;Chisholm et Masson,1968).
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Figure 23 : Coupe histologique d'un parenchyme de glandes salivaires accessoires
d'un patient atteint de SGS grade 4.

Coloration hématoxyline-éosine ,Gr x100( A) ; x400(B); Micrographie originale
AC : Acini ; CMN : cellules mononuclées infiltrantes ; CE: canal excréteur .
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Figure 24 : Coupe histologique de la glande salivaire accessoire d'un témoin négatif
de grade 1.

Coloration hématoxyline-Eosine , Gr x100; Micrographie originale.

I11.7 L’expression immunohistochimique de la protéine P53 au cours

de syndrome de Gougerot Sjérgen :
L’examen immunohistochimique effectué sur 4 biopsies de glandes salivaires
accessoires de patients atteints du syndrome de Gougerot Sjorgen et un témoin sain,
montre que I’expression nucléaire de la protéine P53 s’est révélée étre positive chez
50% des cas, ce marquage est présent uniguement au niveau du foyer inflammatoire.
Nos résultats révelent également une absence totale de cette protéine chez les témoins
(Figure 25,26,27).

Cette protéine a été étudiée d’une manicre intensive dans d’autres pathologies
(Vousden et Lane,2007). Dans une étude effectuée sur des biopsies orales de 35
patients présentant des Iésions intra-épithéliales (LIEP) ainsi que des carcinomes
épidermoides (SCC). L’expression de P53 était de 56.3% dans les lésions
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intraépithéliales (LIEP) et de 63% dans les carcinomes épidermoides (SCC). Nos
résultats se situent dans la fourchette des valeurs rapportées dans la littérature (Santos-
Gracia et al.,2005 ;Montebugnoli et al.,2008).

Cependant la P53 a fait I’objet d’une autre étude sur le lymphome diffus a grandes
cellules B (LDGCB) ou elle est exprimée chez 25% des patients et dans
I’adénocarcinome son expression est positive dans 11/12 cas (Patrascu et

al.,2017 ;Tiwari et al.,2015).

Dans une autre étude effectuée sur un modele expérimental, 1’expression de la protéine
P53 et la caspase3 au cours d’une apoptose physiologique induite par des agents
tératogénes montre que 1’expression de la p53 est restreinte dans 1’état normal, tandis

qu’elle est augmentée apres exposition aux agents tératogénes (Gashegu et al.,2005).

La protéine p53 est une protéine nucléaire de 53 kDA produite par le géne TP53 qui est
considéré comme un gardien du génome, car il identifie et répare les 1ésions d’ADN,
ce gene est parmi les genes les plus freguemment affecté dans le processus de
prolifération tumorale, sa fonction est altérée dans plus de 50% des cancers humains
(Zilfo et Lowe,2009 ;Thierry,2000).

L’apoptose est détectée dans les glandes salivaires mineures des patients atteints du
SGS, Kong et ses collaborateurs en 1997 ont rapporté que la majorité des cellules
immunitaires infiltrantes sont des LT CDS8. L’apoptose au niveau des cellules

épithéliales des glandes salivaires peut étre provoquée par 3 mécanismes différents :

Les cellules épithéliales peuvent étre activées de maniere intrinséque et subir un
phénomene d’apoptose par repliement de la membrane par le biais d’une interaction
autocrine Fas/FasL, ou par interaction avec les cellules mononuclées infiltrantes et subir
une apoptose induite par I’interaction Fas/FasL, et enfin le dernier mécanisme pourrait
étre déclenché par la libération de la perforine et les granzymes B par les LT4 et les
LT8 avec activation ultérieure de la voie des caspases , et en particulier les caspases 3
eto.

De plus, I’apoptose des cellules épithéliales chez les sujets sains reflétent leur
renouvellement tandis que dans les acini et les canaux excréteurs chez les SGSp
refletent leur destruction et représente la voie principale de destruction cellulaire
(Atkinson et al.,1998 ;Polihnoris et al.,1998 ;Damond et al., 1996 ).




Chapitre 111 Résultats et discussion

L’implication de la protéine P53 au cours de ce processus a été étudiée par Mariette et
ses collaborateurs sur un échantillon de 10 patients ou 1’expression de cette protéine a
été retrouvée chez 9/10 patients, le marquage est localisé au niveau des canaux

entourant le foyer inflammatoire (Mariette et al.,2002).
L’activation de la P53 pourrait conduire a deux réponses différentes :

Soit I’arrét du cycle cellulaire dans la phase G1 permettant la réparation de ’ADN et
empéchant 1’apoptose, ceci se fait soit par d’une excision de nucléotide (NER), une
réparation par excision de base (BER), une recombinaison homologue (HR), ou encore
une recombinaison non homologue des extrémités (NHEJ) (Jacquin,2014).

Cependant si les cellules sont trées endommagées la P53 pourrait induire une apoptose

en intégrant deux voies paralléles :

Une voie extrinseque qui est activée au cours de la réponse immunitaire par le biais
d’une transactivation des récepteurs de mort localisés sur la membrane plasmique :
CD95/ Fas qui initient 1’apoptose par activation de la voie des caspases (lhrie et
al.,2003 ;Reczek et al.,2003).

La P53 peut également activer la voie intrinséque dépendante des mitochondries, en
induisant I’expression des protéines pro-apoptotiques mitochondriales comme les BAX
et PUMA, qui favorisent la chute du potentiel membranaire mitochondriale et la
libération de cytochrome C conduisant a la formation d’un apoptosome avec I’APAF1
dont son expression est également induite par la P53 et avec la caspase 9 (Mayo et
al.,2002).

Parallelement la P53 peut se lier et inhiber 1’activité des protéines anti-apoptotiques
Bcl-2, Bcl-X et donc faciliter 1’activité pro-apoptotique des BAX (Mihara et
al.,2003 ;Chipuk et al. ,2004 ).
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Figure 25: Immunomarquage de la protéine P53 au niveau des glandes salivaires
accessoire chez un patient atteint de SGS de grade 4. Grx100; Technique
d’immunohistochimie, Micrographie originale.

A B

Figure 26 : Immunomarquage de la protéine P53 au niveau des foyers
inflammatoires(A) et des acini (B) chez des patients atteints de SGSde grade 4 ;
technique d’immunohistochimie ; Grx400 , Micrographie originale.
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Figure 27: Immunomarquage de la protéine P53 au niveau des glandes salivaires
accessoires chez un témoin négatif de grade 1 ;GRx100 (A) et x400(B) , technique
d’immunohistochimie ,Micrographie originale.

Figure 28 : Immunomarquage de la protéine P53 au niveau des cellules épithéliales
chez un témoin positif atteint d'un carcinome épidermoide buccal, technique
d’immunohistochimie, Gr x 100,(Pity et Jalal.,2013).
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Figure 29 : Immunomarquage de la protéine p53 au niveau des cellules épithéliales
chez un témoin positif atteint d'un carcinome épidermoide buccal, technique
d’immunohistochimie, Gr x400(B) ,(Pity et Jalal.,2013).

I11.8 L’expression immunohistochimique de la protéine Ki67 au cours

de syndrome de Gougerot Sjorgen :

L’expression de Ki67 est présente chez % des patients, le marquage nucléaire est
observé intensément au niveau de I’infiltrat inflammatoire, cependant il est peu intense
au niveau des canaux excréteurs et les acini. Nous avons aussi évalué 1’expression de
cette protéine chez les témoins sains pour lesquels les résultats étaient totalement
négatifs (Figure 30,31,32).

Nos résultats concordent avec une autre étude ou le marquage de ki67 est détecté dans
I’infiltrat inflammatoire et I’épithélium canalaire tandis qu’il est absent au niveau des

cellules acineuses (Herrera et al.,2008).

Le Ki67 a fait I’objet d’une étude histochimique effectuée sur 40 patients atteints d’une
kératokyste odontogéne (KKO) ou son expression été présente chez 10/40 patients,

principalement dans les couches super basales (Beltaif et al.,2012)

Le ki67 est une protéine nucléaire codée par le gene MKi67 son expression est variable
en fonction de différente phase du cycle cellulaire , elle est nulle en GO, faible en
G1,G2,S et plus elevée en M. il est fortement lié au contréle du cycle cellulaire , il est
exprimé dans toutes les cellules prolifératives normales ou tumorales ,il représente une
méthode fiable d’évaluation de voie de cycle cellulaire ,en particulier dans le cancer du

sein , il existe une corrélation positive entre le taux de I’expression de la protéine Ki67
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et le taux de prolifération cellulaire et la phase active du cycle cellulaire dans le cancer
du sein invasif , Un Ki67 élevé est associé a des tumeurs de haut grade et de grande
taille (Rouiz et al.,2006 ;lrigayen et al.,2001; Endl et Gerdes,2000 ; Gerdes et
al.,1991) .

Dans une autre étude effectuée sur le cancer du sein 1’expression de Ki67 est intense
dans les tumeurs de phénotype Luminal B ce qui entraine un risque relatif de rechute et
de déces (Agboola et al.,2013).

L’étude des facteurs biologiques tissulaires a permis d’évaluer la sensibilité tumorale
au traitement médical. Le Ki-67 qui est actuellement 1’un des principaux facteurs
prédictifs de la sensibilité a la chimiothérapie et a I’hormonothérapie. C’est dans ce
contexte que la diminution de taux de Ki67 constitue un biomarqueur prédictif témoins
de I’efficacité thérapeutique notamment la chimiothérapie au cours du cancer du sein

(El benna et al.,2015).

Une autre étude a montré une forte expression de Ki67 dans le carcinome épidermoide
il est exprimé a 53%, et 88.22% dans les carcinomes kystiques adénoides (Alves et
al.,2004 ;Lazzaro et Cleveland,2000).

Les premieres études visant a déchiffrer le rdle fonctionnel du Ki67 dans les cellules en
prolifération ont suggéré que cette protéine était nécessaire pour le cycle cellulaire. En
effet il a été rapporté que la syntheése de I’ADN pourrait étre inhibée dans les cellules
en culture a la suite de leur incubation avec des Oligo désoxynucléotides
complémentaires de I’ARNm de Ki67 aussi la micro injection d’anticorps ciblant le

Ki67 dans le noyau reduit le taux de division cellulaire dans les cellules en prolifération.

Cependant, certains rapports ont suggéré une implication potentielle de Ki67 dans la
synthése de I’ARNr en agissant comme un intensificateur de biogénése de ribosomes

favorisant la prolifération cellulaire (Mrouj,2018).
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Figure 30: Immunomarquage de la protéine Ki67 au niveau du foyer
inflammatoire(A) et au niveau des acini(B) chez des patients atteints de SGS de grade
4; Technique d’immunohistochimie ;Grx400, Micrographie originale.

Figure 31: Immunomarquage de la protéine Ki67 au niveau des glandes salivaires
accessoires chez des patients atteints de SGS de grade 4, Grx100; Technique
d’immunohistochimie, Micrographie originale.
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Figure 32: Immunomarquage de la protéine Ki67 au niveau des glandes salivaires
accessoires chez un témoin négatif de grade 1,Gr x100(A) et x400(B) , technique
d’immunohistochimie , Micrographie originale.

Figure 33 : Immunomarquage de la protéine Ki67 au niveau des cellules nerveuses
chez un témoin positif atteint d'une tumeur cérébrale, Technique
d’immunohistochimie , Gr x 100 , Micrographie originale .
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Figure 34 : Immunomarquage de la protéine Ki67 au niveau des cellules nerveuses
chez un témoin positif atteint d'une tumeur cérébrale, Technique
d’immunohistochimie , Gr x 400




Conclusion :

Le syndrome de Gougerot Sjorgen est une pathologie auto-immune dont les manifestations
cliniques sont polymorphes majorées par le syndrome sec qui est le signe orienteur de cette

affection.

Les résultats obtenus a I’issus de cette étude sur un plan biochimique, histologique, et

immunohistochimique chez les patients atteints du SGS ont montré :
Une nette prédominance féminine essentiellement en péri-ménopause.

Des bilans inflammatoires, hépatiques et rénaux sans différence significative entre les patients

et les sujets sains, a I’exception du taux de monoxyde d’azote.

Une désorganisation architecturale au niveau des glandes salivaires accessoires, se caractérisant

chez nos patients par la présence d’un infiltrat cellulaire.

L’étude histochimique par les anticorps ki67 et p53 nous a permis d’évaluer la prolifération et
la destruction des cellules épithéliales des glandes salivaires accessoires pathologiques. Il a été
constaté que le marquage de P53 est présent uniquement au niveau des cellules mononuclées
formant le foyer inflammatoire ce qui signifie leur destruction, par contre ce marquage est

totalement absent chez les témoins.

Le marquage de Ki67 est présent intensément au niveau des foyers inflammatoires et d’une
facon moins intense au niveau des cellules épithéliales formant les canaux excréteurs et les acini

avec une absence totale de ce marquage chez les témoins.

En perspective, il serait intéressant d’élargir 1’échantillonnage de la population des patients et
des témoins et d’explorer I’expression d’autres protéines impliquées dans les voies

apoptose/prolifération.
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Liste des annexes

Annexe | : Criteres du diagnostic du syndrome de Gougerot Sjogren selon le groupe de
consensus américano-européen (Vitali et al., 2002).

I — Symptémes oculaires
Au moins un des trois critéres suivants :
— sensation quotidienne, persistante et génante des yeux secs depuis plus de 3
Mois
— sensation fréquente de « sable dans les yeux »

— utilisation de larmes artificielles plus de « 3 fois/jour »

Il - Symptdmes buccaux
Au moins un des trois critéres suivants :
— sensation quotidienne de bouche seche depuis plus de 3 mois
— a I’age adulte, glandes salivaires enflées de maniére répétée ou persistante

— consommation fréquente de liquides pour avaler les aliments secs

111 — Signes cliniques ophtalmologiques
Au moins un des deux tests suivants positif :
— test de Schirmer < 5/5 minutes

— score de van Bijsterveld > 4.

IV — Atteintes des glandes salivaires
Au moins un des trois tests suivants positif :

— scintigraphie salivaire




— sialographie parotidienne

— flux salivaire sans stimulation < 1,5 ml/15 minutes

V — Histopathologie
Sialadénite de score > 1 sur biopsie(s) des glandes salivaires accessoires
(foyer : > 50 cellules mononucléées agglomérées ; score = nombre de foyers

sur 4 mm? de tissu glandulaire)

VI — Auto-anticorps
—anti-Ro (SS-A)
—anti-La (SS-B)

Critéres d’exclusion

e Antécédent d’irradiation cervicale
e Infection par le VIH ou le VHC

e Lymphome préexistant

e Sarcoidose

e Réaction du greffon contre 1’hote

e Utilisation de médicaments anticholinergiques (apres une période dépassant 4 fois la
demi-vie).

Annexe 11 : liste du matériel non biologique et des automates du laboratoire.

v’ L’appareillage :

Appareillage | Marque | Référence Photographie




Centrifugeuse | Hettich | rotofix
32A
Etuve Leica
Microtome leica | RM2235
Automate de | Leica | Asp300S

circulation




Automate Leica
d’inclusion

Bain mari Leica HI11210

Automate de | Selectra ProM
biochimie

Automate sysmex | xs-500i
d’hématologie




Microscope
optique

Leica

ICC50

v' Les réactifs utilisés en immunohistochimie :

Réactifs Marque Référence
Formol Eden labo Mek 022013-2000

Paraffine Leica 39601006
Eosine Panréac 000040740

Hématoxyline Leica RE7104

Alcool honeywell UN1170
Eukitt Ral diagnostics 36120-0500
H20 D Biolyse 2-8-005-17
Xyléne

Dako pen Dako S2002
AC Il Dako K8023
H202 Dako K8002

Dab+chromogeéne Dako K8012
TRS Dako K8005




v" Tubes de prélévements

e Tube EDTA : Contient de 'EDTA qui altere le moins la morphologie des cellules. Il est utilisé
surtout pour les Numérations de formule sanguine (NFS).
e Tube héparine : Contient de I'héparinate de lithium qui bloque la perméabilité cellulaire a I'ion

potassium K. on I’utilise pour faire plusieurs paramétres biochimiques comme 1’ionogramme.

Annexe 111 : Questionnaire :

Date :
Nom : Prénom :
Date de naissance :
N° de téléphone :
» Antécédents personnels :

1)- Ménopause : Age :

2)- Fumeur : Oui Nombre de paquets :
Non

3)- autres :

»  Antécédents familiaux d’autres maladies auto immunes

» Age de début de la maladie
» Age au moment du diagnostic

» Diagnostic établi :

Le SGS a souvent un large spectre de manifestations, Ce qui rend le diagnostic de la
maladie difficile et souvent tardif (10 ans entre le début des premiers symptémes et
I’établissement du diagnostic final)

e v Données cliniques :

e [ xérophtalmie et xérostomie Oui Non

e [ testde Schirmer Positif Négatif
[}

hypertrophie parotidienne bilatérale récidivante Oui Non



Biopsie des glandes salivaires Grade 3 Grade 4

"1 Scintigraphie des glandes salivaires Normal Anormal
Manifestations extra glandulaires Oui Non

"1 L'atteinte articulaire (plus fréquente) Oui Non

Type : Arthralgies de type inflammatoire Oui Non

Polyarthrite symétrique non destructive Oui Non

"1 Manifestations neuropsychiatriques Oui Non

Type : Atteintes du systéeme nerveux périphérique soit

*polyneuropathie axonale sensitive Oui Non
*mono neuropathie multiple sensitivomotrice sévere des nerfs médians et sciatiques
poplités externes Oui

Non



Atteinte du systeme nerveux central Oui Non

"1 L'atteinte pulmonaire Oui Non
atteinte rénale Oui Non
"1 Purpura vasculaire Oui Non
Vascularité leucocytoclasique (biopsie cutanée) Oui Non
"1 Phénomene de Raynaud Oui Non
Adénopathies cervicales Oui Non

- Type du syndrome de gougerot sjogren :

Primaire :
Existence d’une sécheresse buccale et oculaire ;
Présence d’un infiltrat lymphocytaire sur une biopsie des glandes salivaires ;
Présence d’auto-anticorps anti-SSA ou anti-SSB.

Secondaire :

Présence d’une autre connectivite ;

Existence d’une sécheresse oculaire ou buccale ;

Présence d’anticorps anti-SSA ou anti-SSB n’est pas nécessaire au diagnostic de SGS
secondaire.

- Plusieurs symptdmes généraux apparaissent :

Dépression et fatigue continue, fiévre, Purpura, Ganglions, douleurs musculaires, douleurs
articulaires (arthralgies ou arthrites), neuropathie, vascularite cérébrale, pneumopathie
interstitielle ...etc

- Quelques anomalies biologiques :

Hypergammaglobulinémie polyclonale, Oui
Non

VS augmentée Oui
Non

CRP normale Oui
Non

Présence des : Anti-noyaux, Anti-SSA, Anti-SSB Oui
Non

Anémie Oui
Non

Leucopénie Oui
Non

Manifestations clinique :

- Syndrome sec occulo-buccal

- Atteintes neurologiques

- Vascularite

- Arthralgies

- Purpura

- Parenchymal-organ involvement (rein, foie, estomac)
- Phénomeéne de Raynaud

- Lymphome



> Traitement : Oui Non

- Type du traitement :

- Dose du traitement :

- Durée du traitement :

» Paramétres biologiques :

1) - CRP 2) - 1gG

3) - IgA 4) - IgM
5)-FR 6) - FAN

7) - Ac anti SSA Ro-60kDa Ro-52kDa
8) - Ac anti SSB 9) - EPP

> Grade selon Chisholm :

Grade 3 Grade 4



FORMULAIRE DE CONSENTEMENT ECLAIRE ECRIT
DES PATIENTS INCLUS DANS LE PROJET DE RECHERCHE ANDRS
RELATIF A L’APPEL A PROJET RESTREINT 2010
POUR LA BIOLOGIE MOLECULAIRE ET L’ IMMUNOLOGIE

Consentement a lire attentivement avant de signer.

Ne pas hésiter a poser des questions si certains aspects semblent peu clairs
ou si des précisions supplémentaires semblent nécessaires.

Consentement établi en deux (02) exemplaires dont un (01) exemplaire
a remettre a I’intéressé(e)

Intitulé du projet de recherche ANDRS :

Lieu de réalisation :

Meédecin investigateur : Nom et prénom :
Patient(e) : Nom et Prénom :
Date de naissance : Origine géographique : Sexe :

Invitation a participer : Je déclare avoir été informé(é), oralement et par écrit, de la maniéere
la plus simple qui soit et dans la langue ou le dialecte que je maitrise le mieux par le médecin
indiqué ci-dessus, des objectifs et du déroulement de I’étude
(070 ) 6 107 5 0121 0 1

................................................ des effets présumés, des avantages et des inconvénients
possibles ainsi que des risques éventuels.

Je certifie avoir lu et compris I’information orale et écrite qui m’a été remise sur cette étude.

J’ai regu des réponses satisfaisantes aux questions que j’ai posées sur ma participation a cette
étude. Je conserve I’information écrite aux patients et recois une copie de la présente
déclaration de consentement.

J’ai été informé de la possibilité de poursuivre tous mes traitements antérieurs.

J’ai été informé(e) du caractere facultatif des analyses médicales prévues dans 1’étude, que je
peux accepter ou refuser sans aucune conséquence sur mon traitement et mon suivi.

Bienfaits : j’ai compris que ma participation a cette recherche permettra I’avancement de la
recherche et du savoir.

Confidentialité et anonymat : Je sais que mes données personnelles ne pourront étre
communiquées que sous une forme anonyme.



Conservation des données : j’ai regu les garanties que les échantillons biologiques recueillis
ainsi que les résultats des analyses biologiques seront conserves de fagcon sécurisée.

Participation volontaire : Je prends part de facon volontaire a cette étude clinique. Je peux, a
tout moment et sans avoir & fournir de justification, révoquer mon consentement a participer a
cette étude, sans pour cela en subir quelque inconvénient que ce soit dans mon suivi médical
ultérieur. De mon c6té, je m’engage a informer le médecin investigateur de tout traitement
prescrit par un autre médecin ainsi que la prise de médicaments (prescrits ou achetés par moi-
méme).

Je m’engage également a informer le médecin responsable de tout phénomene inattendu
pouvant survenir durant cette étude et a me conformer aux recommandations de ce médecin.

Acceptation : je déclare, accepter de mon plein gré de participer a cette recherche et je
n’ai subit aucune contrainte pour donner mon consentement.
Cependant toute utilisation nouvelle des prélevements effectués a des fins de recherche,
nécessitera un nouveau consentement de ma part.

En lieu et date : lu et approuvé :

ATTESTATION DU MEDECIN INVESTIGATEUR

En tant qu’investigateur principal je m’engage a mener cette recherche selon les dispositions
éthiques et déontologiques, a protéger I’intégrité physique, psychologique et sociale des
personnes tout au long de la recherche.

J’atteste par ma signature avoir expliqué a ce/cette patient/e la nature, I’importance et la portée
de cette étude.

Je déclare satisfaire a toutes les obligations en relation avec cette étude clinique.

Si je devais prendre connaissance, a quelque moment que ce soit durant la réalisation de 1’étude,
d’informations susceptibles d’influer sur le consentement du/de la patient/e a participer a
I’étude, je m’engage a I’en informer immédiatement

En lieu et date : Signature du médecin investigateur



Annexe 1V : les valeurs normales de la numérotation formule sanguine (FNS).

Parameétres Femmes Hommes | Enfants Unités
(6 a 15 ans)
Globules blanc (GB) | 3.8—-6.0 4.0-5.9 50-11.0 | m/mm?3
Lymphocyte (Lym) | 20.0-40.0 |[0.6-4.0 1.5-6.5 m/mm3
Monocyte(Mon) 0.0-1.0 1.0-10.0 |0.0-0.8 m/mm?
Granulocyte (Gra) | 1.2—7.0 30.0-70.0 |/ m/mm?
Globules rouges (GR) | 4.0 - 10.0 40-100 |4.0-54 m/mm3
VGM 80.0 - 100.0 | 83.0-98.0 | 77 -91 fl
Hct 33.0-54.0 |35.0-54.0 | 37-45 %
TCMH 25.0-32.0 | 25.0-33.0|24-30 pg
CCMH 28.0-36.0 | 28.0-36.0|32-36 g/dl
IDR 8.0-12.0 8.0-120 |/ /
Hémoglobine (Hgb) | 10.0-16.5 | 12.0-18.0 | 11.5-14.5 | g/dI
Plaquettes (PLT) 100 - 450 150 - 450 | 150-400 | m/mm?3
VMP 6.0 -13.0 6.0-130 [6-13 fl

Annexe V : les valeurs Normales (Hommes et femmes) des paramétres biochimiques.

Parameétres | Normes femmes | Normes hommes
CRP <5mg/L <5mg/L
ASAT 10- 35 UI/L 10- 40 UI/L
ALAT 10- 35 UI/L 10-45 UI/L
GGT 10 - 40 UI/L 15 -55 UI/L

Urée 0,15 -0,42 g/l 0,18 - 0,45 g/l
Creatinine 4 -10 mg/l 6 -12 mg/l
Glycémie 0.8-1,26 g/l 0.8-1,26 g/l

Annexe VI : définition de la classification du score de Chisholm et Masson (Chisholm et
Masson ,1968) :

Stade Cotation histologique de Chisholm et Mason

0 Glande normale, pas d’infiltrat

Infiltrat léger

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

wlWIN =

Plusieurs foyers par 4mm mm?
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