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Résume

Le syndrome de Gougerot-Sjogren est une maadie auto-immune systémique
inflammatoire chronique, caractérisée principaement par la diminution des secrétions salivaires
et lacrymales. Notre présente étude a été réalisée sur 20 glandes salivaires pathologiques de patients
atteints du Syndrome de Gougerot-Sjogren. L’examen histologique des glandes salivaires
accessoires a eu pour but de mettre en évidence les modifications architecturales et structurales
observeées chez ces patients. Une étude immunhistochimique en présence des anticorps Bcl-2 et p53
a également été reéalisee, afin de caractériser les phénomenes apoptotiques au niveau des glandes
salivaires accessoires. Nos résultats histologiques ont révélé une atération structurale et
architecturale de ces glandes, caractérisée par un infiltrat lymphoplasmocytaire autour des canaux
excreteurs, ce qui n’a pas été démontré chez les témoins. L’examen immunhistochimique chez les
patients a révélé une forte expression de la proténe Bcl-2, qui était exprimée préférentiellement
dans les cellules mononuclées infiltrantes ainsi que dans les canaux excréteurs, aors que les acini
n’expriment pas cette protéine. En revanche, notre étude a révélé une absence de I’expression de la
protéine p53, aussi bien dans les glandes salivaires pathologiques que saines. Ainsi, nos résultats
suggerent que les cellules mononuclées infiltrantes ainsi que les canaux excréteurs sont protégées
de la destruction contrairement aux acini, qui peuvent subir une apoptose. De plus, I’absence
d’expression de la protéine p53 démontrerait que l'expression de Bcl-2 se produirait par un

mécanisme indépendant de lavoie p53.

Motsclés: syndrome de Gougerot-Sjogren, autoimmunité, apoptose, Bcl-2, p53.



Abstract

Sjogren’s syndrome is a chronic inflammatory systemic autoimmune disease, characterized
primarily by decreased salivary and lacrimal secretions. Our present study was performed on 20
pathological salivary glands of patients with primary Sjogren syndrome. The histological
examination of accessory salivary glands was designed to highlight the architectural changes
observed in these patients. An immunohistochemical study in the presence of Bcl-2 and p53
antibodies was also performed to characterize the apoptotic phenomena in the accessory salivary
glands. Our histological findings revealed a structural and architectural alteration of these glands,
characterized by lymphoplasmocytic infiltrate around the excretory ducts, which has not been
demonstrated in the controls. The immunohistochemical examination in Syndrome Sjogren patients
revealed a high expression of Bcl 2, which was expressed preferentialy in the infiltrating
mononuclear cells as well as in the excretory ducts, whereas the acini do not express this protein.
On the other hand, our study revealed an absence of the expression of the p53 protein, in both
pathological and healthy salivary glands. Thus, our results suggest that infiltrating mononuclear
cells as well as excretory ducts are protected from destruction unlike acini, which may undergo
apoptosis. In addition, the lack of expression of p53 would demonstrate that Bcl-2 expression would

occur through a mechanism independent of the p53 pathway.

Key words: §dgren's syndrome, autoimmunity, apoptosis, Bcl-2, p53.



Al Aylalll ) 8Y1 aliaily e N SR W5, L
Qo s da)Nie e O iy Gl (uapall (e Apua all dplalll 202l 20 o Al Wil o ¢l ja)
56 mall e¥ sl cilaa o) A Al s Al sl e e pel) Tads g sl Alalll 23l sl andl)
Llalll 223l (5 e e Anlainy) alshll juedl p53 Bcel-2 L sl
o s ¢ Al LAY ol gl Jsa by lialll iy el Cum ¢ 238 o3¢ (55 IS i e Aamgundl Lindlis i3S
(& s Jy eyl Bel-2 0ol 58wl e (ol calal) (el

¢ oA Ll ge Ol 138 e e Y ) O s B Al A sl Glas 5 LA
a1y Al g A yall dglalll aaall 8 @l g ¢ P53 sl (e meill JWlS il (e L) o caiiS
) GO pexl)l dpeaa Lal AY) Aead) sl Claa g LA P

Gl IR (e Gaany 38 Bl-2 a0 e g P53 Gl G andl) pae (¢ el ) ALYl e el WAL gl
p53

-

P53 Bal-2 , mend LBAY  Asidl el + Lalidal



Sommaire

INTRODUCGCTION. ..o e e e e e e e e e e 1
|.ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE. ... e 2

GENEIElITE. .. ..o e e e e e e e a2 2
1- Définition du syndrome de GOUQErOt —SJOMgEN. .. ... vt et eeeans
2- LeS glandes SAlIVAITES. .. ... ettt et e e e e e e e e e e e e
2t o 11 0] oo -
P N 7 (0 0 =T PP
3- Epidémiologie du syndrome de GoUugerot —SJOrgeN. .. ....c.uveuieiieene e e eae e eeneen e eee e aee e
Y 1010 11T
5- Classification du syndrome de GoUugerot —SJOrgeN. .. ....oevevee i e e e e e eaes
6- la physiopathologie du syndrome de Gougerot —SJOrgen..........oveieiiin e cie it i
B-1- LESTaCtoUrS OONGLIGUES. .. ...t ee et et e e et e et et et e e e e e et e e e e e e
6-2-LeS TaCteUrs BPIgENEIIQUES. .. .. ettt e et et e e et e e e et e e et e e e e e
6-3- Les facteurs enVirONNEMENTALIX. .. ... ... ouu et e et e e ettt e e e
6-4- LesSfacteuUrS NOMMONAUX. .. ... c. e et e et e e e et e e et et e e e e
6-5- Molécules et cellules du systeme immUNItAITe. .. .......oeviriie e e e e,
6-6- Mécanismes physiopathOlOgIQUES. ... ...c v veeve e e ee v e e ne e e e eeeeen e e d0
7 0 T o 01 €[ 11
S I U1 (=111 T=T o | PP 12
9- Apoptose et marqueurs DIOIOgIQUES. ..o i e e ee e e 13
O-1- Rappel SUI PaPOPLOSE. ... vve ettt e e et e e e e e v r e e e e e e e eneeneeenn L3

O-2- 185 VOIES APOPLOLIGUES. .. . e ettt et et ettt e et et et e e e et e et e e et e e e e eae e 13



O- 3-LafamilledeS BCl-2. ... ..o e e e e e 13
S B I o 0] (=] =T 01 75 '
CHAPITRE 1. MATERIEL ET METHODES.......cciiiii i e e 16

H-L-MatlriEl oo e e e e e e e e e et sseneens LO
1-1- Materiel DiOIOGIQUE. .. .. v e e et e e e e e et e e e e e e e e 16

1-2- Matériel NON DIOIOGIGUE. ... .. et et e e e e e eeeeee e et eneeaneeneeneeneeenea D
[1-2- MEINOAES. .. ... e e e e 16

1-1- Etude anatomopathol OQIGUE. .. ... vuevee e e e e e e e e et et e e e et e e e e e s 16
1-2- Etude immunhiStOChIMIQUE... ... c.uieieee i i e e e e e e e e e eae e eee e e D
CHAPITRE 1. RESULTATSET DISCUSION .....ouiiiiiiiiiicei e e, 23
1-caractérisation de 1a POPUIALION. .. ... .o iu it e e e e e e e e e e 23
1-1-Répartition des patients atteints du syndrome de Gougerot-Sjogren selon le sexe........... 23
1-2- Répartition des patients atteints du syndrome de Gougerot-Sjogren selon I’age ...........24

2- Etude architectural es et structurales des glandes salivaires accessoires lors du syndrome de

L0100 0] ] [0 0 | =] 4o

3-Expression immuno-histochimique des proténes Bcl-2 et p53 au cours du syndrome de

Gougerot-Sjogren et chez une population tEMOIN. ........coeieie i e e e e e 20

3-1- Expression immuno-histochimique de la protéine Bcl-2 au cours du syndrome de

Gougerot-Sjogren et chez une population tBMOIN....... ..o e e e e 27

3-2- Expression immuno-histochimique de la proténe p53 au cours du syndrome de Gougerot-

Sjogren et chez une population tEMOIN. .. ... ...t iie e e e e re e e e e ven e e L
CONCLUSION ET PERSPECTIVES. ..o cie et e, 35
REFERENCES BIBLIOGRAFIQUE

ANNEXES



Introduction

Les maladies auto-immunes résultent d'un dysfonctionnement du systeme immunitaire. Elles
sont classées en deux groupe, les maladies spécifiques d’organes dans les quelles le systeme
immunitaire attaque les antigénes spécifique d’un organe donné, et les maladies systémiques ou des

autoantigenes attaqués sont partagés par toutes les cellules de I’organisme (inserm.fr, 2013).

Le syndrome de Gougerot-Sjogren est une maladie auto-immune systémique chronique
(Wang et al., 2006), ciblant les glandes exocrines, essentiellement salivaires et lacrymales (Ainola
Mari et al., 2017). Il se caractérise principalement par une infiltration lympho-plasmocytaire des
glandes sdlivaires et lacrymales engendrant une sécheresse buccale et oculaire (Chebbi et
al., 2015), Il s’agit de la deuxiéeme maladie auto-immune aprés la polyarthrite rhumatoide.
Cliniquement, lamaladie est définie par une triade symptomatique : sécheresse, asthénie et douleurs
(Martela et al., 2014).

Le Syndrome de Gougerot-Sjogren peut étre primitif ou secondaire a d'autres maladies
auto-immunes. Le syndrome de Gougerot-Sjogren primitif affecte 0,3 a 5 % de la population
(Chebbi et al., 2015). Il peut survenir a tout age, mais touche préférentiellement les femmes

entre la quarantaine et lacinquantaine (Westhoff & Zink , 2010).

Il a été proposé que les glandes salivaires et lacrymales sont détruites par un phénoméne
apoptotique, éventuellement déclenchée par les cytokines libérées par les cellules infiltrantes.
Cependant, le ou les agents inducteurs spécifiques et leur role précis dans la pathogenése sont
inconnus. (Wang et al., 2006). Sa physiopathologie reste cependant, imparfaitement éucidée,
faisant intervenir des facteurs génétiques, environnementaux et immunologiques (Mariette ,
2010).

Dans cette présente éude, nous avons eu pour objectifs dans un premier temps de classifier
les biopsies des glandes salivaires accessoires de notre cohorte de patients atteints du SGS selon le
grade de Chislom, et ce aprés coloration histologique a I’ hématoxyline et éosine (HE), afin de
mettre en évidence les principales modifications architecturales et structurales de ces glandes
pathologiques. Dans un second temps, nous avons réalisé une étude immunhistochimique en
utilisant les protéines Bcl-2 et p53, afin d’étudier I’éventuelle expression et localisation de ces
margueurs apoptotique chez les patients atteints le syndrome du Gougerot-Sj6rgen en comparai son
avec la popul ation témoin.
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I. ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE
Généralité
1- Définition

Le syndrome de Gougerot-Siogren (SGS) est une maadie auto-immune (MAI)
systémique, se caractérisant par une infiltration lymphocytaire des glandes exocrines avec un
tropisme au niveau des glandes sdlivaires et lacrymaes (Bordron et al., 2017), entrainant ainsi
une sécheresse buccale (xérostomie) et oculaire (xérophtalmie), qui définissent le syndrome sec,
en association avec une fatigue intense et des douleurs étendues qui entrainent une altération
profonde de la qualité de vie des patients (Ramos-Casals et al., 2012). La gravité de la
maladie est liée au développement d’un lymphome de type B pour 5 a 10% des patients
(Brito-Zeron et al., 2016; Nocturne & Mariette, 2016).

2- Lesglandes salivaires
2-1- Histologie

Au terme de I’embryogénése, les glandes salivaires sont organisées en lobes, constitués de
plusieurs lobules, eux mémes formés de plusieurs acini. L’unité sécrétrice des glandes salivaires est

une formation tubul oacineuse appel ée adénomeére, dont les portions terminales sont les acini.

L’acinus est constitué d’un amas de cellules sécrétrices regroupées autour d’un canal collecteur
appelé cana intercalaire. Autour des canaux intercalaires et des acini se trouvent des cellules
myoépithéliales dont les prolongements cytoplasmiques contiennent des myofibrilles contractiles

facilitant I’expulsion de la salive.
2-1-1- Types d’acini

Il existe plusieurs types d’acini en fonction de leur produit de sécrétion et leur morphologie

observée en microscopie.

- Acinus séreux
L’acinus séreux est constitué de cellules séreuses basophiles de forme sphérigque, possédant un gros

noyau situé au pole basal, lieu de synthese des enzymes salivaires.

- Acinus muqueux
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L’acinus muqueux est constitué de cellules muqueuses acidophiles, d’aspect tubulaire. Il est plus

allongé que les acini séreux et possede une lumiére plus large.

- Acinus mixte

L’acinus mixte réunit des cellules séreuses et muqueuses (Geor ges, 2012).

Les glandes salivaires sont ainsi muqueuses, séreuses ou mixtes en fonction du type d’acinus
présent. Les glandes parotides sont qualifiées de glandes séreuses, les glandes submandibulaires et
sublinguales sont des glandes mixtes. Les glandes accessoires sont également mixtes (Devoize et
al., 2010).

2-1-2- Les éléments excr éteurs

La salive sécrétée par les acini est collectée par un réseau de canaux différenciés qui comprend
successivement : les canaux intercalaires qui collectent la salive issue des acini, les canaux striés

intralobulaires pour le lobule, les canaux interlobulaires, puis le canal collecteur (Geor ges, 2012).

Figure 1 : Structure histologique des différents types d’acini et canaux glandulaires d’apres
(Devoize et al., 2010).

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

SErOomuquUEUX.
2-2- Anatomie.

Les glandes salivaires sont annexées a la cavité buccale et sécrétent un fluide appelé salive,
elles sont donc dites exocrines. 1l existe deux types de glandes exocrines : les glandes salivaires

principales dites majeures et les glandes salivaires accessoires dites mineures (Geor ges, 2012).

2-2-1-Lesglandes salivaires principales
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Elles sont au nombre de six, trois paires symétriques de glandes salivaires principales de

chague coté : les glandes parotides, les glandes sous-maxillaires et les glandes sublingual es.
2.2.1.1. Laglande parotide

C’est la glande salivaire la plus volumineuse, elle présente une surface lobulée. Elle se situe

dans la loge parotidienne, limitée en dehors par la peau et en dedans par I’oropharynx.
2.2.1.2. Laglande sub-mandibulaire

Située en dessous et en avant de I’angle mandibulaire dans la région supra-hyoidienne. Cette

glande se dispose dans une loge submandibulaire, dans |e plancher de bouche.
2.2.1.3. Laglande sublinguale

La plus petite des glandes salivaires principales, de forme allongée, aplatie transversal ement.
Elle est située dans le plancher buccal, Les glandes sublinguales droite et gauche s’unissent en fer a

cheval autour du frein de lalangue (Geor ges, 2012).

Figure 2 : Anatomie des glandes salivaires principales (Geor ges, 2012).
2-2-2-L es glandes salivair es accessoir es

Ces glandes dites mineures sont trés nombreuses et disséminées sur toute la surface de la
muqueuse buccale, excepté au niveau des gencives, du vermillon des lévres et de la partie antérieure
du palais osseux. Sont constituées d’amas cellulaires: Ces glandes par leur sécrétion assurent

I’humidification permanente de la cavité buccale (Devoize et al, 2010).
3- Epidémiologie

Avec une prévalence estimée entre 0,6 et 1,7 % dans la population générale, le SGSp est la
deuxieme maladie auto-immune systémique derriére la polyarthrite rhumatoide (PR) et devant le

4
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lupus érythémateux disséminé (LED) (Martela et al., 2014). Une nette augmentation en Afrique du
nord a été rapportée (Ibn Yacoub et al., 2004). Cependant, dans notre pays la prévalence du SGS
est difficile a déterminer compte tenu de I’absence d’études systématiques. Il affecte, comme la
plupart des maladies auto-immunes, typiquement les femmes 9 femmes pour 1 homme, et peut
souvenir atout &ge mais le plus souvent autours de la quarantaine (Bolstad et Skarstein, 2016).

4- Symptomes

Les symptdmes principaux du SGS sont essentiellement représentés par une sécheresse
touchant principalement les glandes exocrines oculaire et buccale, di a [I’invasion et au
remplacement progressif dutissu épithélial des glandes salivaires (GS) et/ou oculaires par des
cellules immunitaires. L’épithélium glandulaire est progressivement détruit, conduisant a terme
a la diminution de la fonction sécrétrice des glandes (salive ou larmes). De plus des douleurs
(principalement articulaire et /ou musculaire), ainsi qu’une fatigue font partie de la triade

symptomatique (Hatron & Hachulla, 2016).
- les manifestations extraglandulaires

Des manifestations articulaires sont présentes dans 50 % des SGS primaires, un syndrome
de Raynaud dans environ 30 % des cas. On peut également observer des manifestations broncho-
pulmonaires, des manifestations gynécol ogiques, cutanées, digestives, neurologiques ou rénales en
association avec le SGS (Hakkou et al., 2011).

5- Classification du Syndrome de Gouger ot-Sj6gren
Le syndrome de Gougerot Sjogren est dit:
-Primitif : ou isolé lorsqu’il n’est pas associé a une autre mal adie auto-immune.

-Secondaire: lorsqu’il est associé a d’autres maladie auto-immune telles que la polyarthrite

rhumatoide ou encore le lupus érythémateux disséminé (P. Youinou & Y. Renaudineau, 2006).
6- Physiopathologie

L’etiologie exacte du SGS n’est pas encore formellement établie. Cependant, plusieurs
facteurs sont décrits, comme déclenchant ou amplifiant |la maladie, tels que les facteurs génétiques,

€épigénétiques, environnementaux et hormonaux (Marie-Michéle, 2012).
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6-1-L esfacteurs génétiques

Ces facteurs contribuant a la pathogenése du SGS sont encore peu clairs et constituent un
domaine de recherche actif (Burbelo et al., 2014).

6-1-1- Génes du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH)

Le chromosome 6 humain comporte une région de 3,6 Mb codant pour |le complexe majeur
d’histocompatibilité (CMH), qui joue un réle trés important dans la régulation de I’immunité innée
et adaptative. || comporte des génes hautement polymorphiques et de ce fait, présente une influence
génétique de susceptibilité maeure aux MAI. En effet; les génes du HLA (human leucocyte
antigen) ont été identifiés comme des facteurs de risque pour le SGS (Burbelo et al., 2014). En
premier lieu, ce sont des facteurs impliqués dans la présentation antigénique soit directement au
niveau des régions du systeme HLA de classe | et |1, soit en amont avec des facteurs engagés dans
la régulation et I’expression des molécules HLA. Les alleles HLA-DR et HLA-DQ représentent les
associations les plus fréguemment étudiées dans le SGS, surtout HLA-DRB1 et HLA-DQB1
(Marie-Michée, 2012).

Il est a noter que la présence des auto-Ac anti-SSA/SSB est associée avec un phénotype
particulier, HLA-DR2 et DR3 (Bordron et al., 2017).

6-1-2- L e polymorphisme des cytokines

Le SGS a été associé au polymorphisme du géne de plusieurs cytokines. A I’exemple du
géne de I’IL-10 est hautement polymorphique, I’influence de son locus dans le SGS primaire a été
confirmée par plusieurs études (Marie-Michel, 2012). Des éudes ont également démontré
I’association du SGS au polymorphisme de deux génes importants IRF-5 et STAT4. IRF-5 associé a
la réponse de type interféron (IFN) de type 1 (IFN-a et IFN-B) et donc a une stimulation de
I’immunité innée. STAT4 est quant a lui un facteur de transcription induit par I’l1L-12 et permettant
lasynthese d’interféron de type Il (IFN-y) (Mariette, 2010).

6-2 -Lesfacteurs épigénétiques

Les trois principales modifications épigénétiques sont la méthylation de I’ADN qui régulent
la fixation des facteurs de transcription, les modifications post-traductionnelles des histones qui
favorisent la compaction de I’ADN et les micro-ARNS qui interagissent avec les transcrits (Marie-
Michéle, 2012).
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6-2-1-Méthylation de I’ADN :
Lescellules épithéliades:

La preuve d’une déméthylation globale de I’ADN dans les cellules épithéliales des glandes
salivaires au cours du SGS est récente. Cette déméthylation de I’ADN s’accompagne d’une
réduction de [I’expression de I’enzyme de méthylation DNMTL1 et d’une augmentation de la
protéine de stress Gadd45a ce qui est en faveur d’un processus de déméthylation actif. Ainsi que la
déméthylation des cellules épithéliales au cours du SGS est favorisé par I’infiltration lymphocytaire
et en particulier par I’infiltration lymphocytaire B. La déplétion des LB chez les patients SGS par
immunothérapie anti-lymphocytaire B (rituximab) s’accompagnait de la ré-méthylation des cellules
épithéliales des glandes salivaires chez ces patients. Parmi les génes affectés par la déméthylation
de I’ADN dans les cellules épithéliales des patients SGS, peut étre cité le géne de I’aquaporine 5
(AQP5) qui est sensible a I’action des inhibiteurs de la méthylation et qui a été fortement incriminé
au cours de cette pathologie (Christelle et al., 2013).

6-2-2- Modifications post-traductionnelles des histones

La déméthylation de 'ADN observée dans les cellules épithéliales chez les patients SS est
associée a une modification des histones, parmi les autoanticorps anti-histones détectés chez ces
patients, certains d'entre eux ciblent les modifications post-traductionnelles, et les modifications
des histones peuvent étre considérées comme un nouveau traitement dans ce cas (Orsia Konsta et
al., 2014).

6-2-3-Les micro-ARNs

Plusieurs miARN sont impliqués dans le SGS. Les miR-150 et miR-146 sont surexprimés dans
les tissus cibles et les lymphocytes périphériques des souris NOD, tandis que le miR-146 est
surexprimeé dans les lymphocytes périphériques et les GS des patients atteints du SGS. Par ailleurs,
MiR-574 et miR-768-3p sont surexprimés dans les GS de ces patients (Marie Michel, 2012;
Bordron et al., 2017).

6-3- les facteur s environnementaux

Plusieurs facteurs environnementaux ont été associés au SGS tels que le tabac, les ultraviolets
(Bordron et al., 2017). Cependant, I’entité virale a été la plus impliquée dans la genése du SGSp
(Martel et al., 2014). La présence d'anticorps antiviraux et le mimétisme moléculaire entre les

antigénes viraux et les autoantigénes sont souvent cités pour renforcer cette hypothése. L'étiologie
7
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virde a éé suspectée dautant plus du fait de la fréquence du portage viral dans la cavité
oropharyngée (EI HILALI, 2001). Les cellules épithéliales (CE) des GS pathol ogiques peuvent agir
comme présentatrices d’antigénes viraux ou d’autoantigenes aux LT, contribuant a I’expansion de
LT autoréactifs (Marie-Michéle, 2012).

Au cours de la derniére décennie, I'attention s'est focalisée sur trois types de virus pouvant
étre associés ou impliqués dans I'étiologie du SGS : e virus dEpstein-Barr (EBV) et certains autres
virus du groupe herpés, les rétrovirus et le virus de I'hépatite C (VHC) ( EI HILALI, 2001). De
plus, ’ARN de Coxsackie virus a été trouvé dans les GS de patients atteints de SGS, montrant
I’implication active de ce virus dans la pathologie du SGS. En effet, Stathopoulou et al (2005) ont
trouvé que la séquence peptidique de I’autoantigéne Ro/SSA possede 87% d’homologie avec une
région de la proténe 2B du Coxsackie virus A21 et de Coxsackie virus A 13. Leur étude montre
qu’il y a une cross-réaction entre les anticorps reconnaissant la séquence peptidique homologue
entre RO/SSA et le virus. Ainsi, une infection par le virus Coxsackie pourrait initier une réponse
immune caractérisée par la production d’anticorps dirigés contre la protéine 2B, contenant une

homologie avec I’autoantigene Ro/SSA (Marie-Michéle, 2012).

6-4- L esfacteur s hormonaux :

En tenant compte de la prédominance féminine et de |'apparition tardive du syndrome de
Sjogren(SS). Les stéroides sexuels ont été dés lors impliqués dans I'étiologie de cette maladie. Plus
spécifiguement, il a été suggéré que le facteur déterminant du syndrome de Sjégren pourrait étre le
manque d'androgenes ( POROLA et al., 2007). Bien que chez les femmes ménopausées, les
mécanismes par lesquels la carence en cestrogénes influence l'auto-immunité restent méconnue
(Naozumi et al., 2008). Cette suspicion a été appuyée sur les souris dans lesquel s a été induite une
carence en cestrogene. Ces souris sur-expriment le facteur de transcription RbAPA48 et dével oppent
une sécheresse oculaire et buccale. De plus, il existe également un infiltrat |ymphocytaire
glandulaire et une sécrétion d’auto-anticorps de type anti-SSA, anti-SSB et anti-fodrine.
L’augmentation de I’expression de RbAP48 provoque I’apoptose des cellules épithéliales favorisant
ainsi I’expression de certains auto-antigénes. Elle induit aussi la sécrétion d’interleukine-18 et de
I’IFN-y par les cellules épithéliales des glandes salivaires conduisant a I’expression membranaire de
molécules HLA de classe Il et de molécules de Co-stimulation notamment CD80, CD86 et ICAM
(Marte et al., 2014).
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6-5-Molécules et cellules du systéme immunitaire
6-5-1 - Les cytokines secr étées

Outre I’interleukine (IL) 2, I’interféron-y est secrété par les lymphocytes T salivaires, ce qui
est en faveur d’un profil de sécrétion cytokinique de type TH1. Cependant, comme souvent dans les
MALI, la situation est plus complexe car des cytokines de type TH2 : I'lL-6 et I’'IL-10 sont
également sécrétées par les lymphocytes T salivaires favorisant probablement I’activité des
lymphocytes B glandulaires secréteurs d’auto-anticorps (Mariette, 2010). Dans le SGSp, une
implication des Thl7 est suspectée devant la constatation de niveaux éleves d’IL-17
circulante chez cespatientset la mise en évidence de la présence de ces LThl7 en grand
nombre au sein des infiltrats lymphocytaires des glandes salivaires. De plus, une augmentation
de la concentration salivaire de BAFF, qui est un facteur de survie des LB, appartenant a la
superfamille des tumor necrosis factor (TNF) a été décrite chez certains patients atteints de
SGS, Cette hyperproduction de BAFF entrainerait donc une survie prolongée des LB par
I’intermeédiaire d’une résistance augmentée a I’apoptose,  permettant le maintien d’une
stimulation pathologique responsable de la production d’autoanticorps ains que du risque
d’évolution vers une hémopathie lymphoide maligne (Martel et al., 2014).

6-5-2- Lescdlules épithdiales

Dans les glandes exocrines, on distingue des cellules épithdiales canaliculaires et des
cellules épithéliales glandulaire ou acini responsables des fonctions exocrines. Dans le SGS c’est
essentiellement une atération morphologique et fonctionnelle des acini qui est observeée. Les
cellules épithéliadles des glandes salivaires expriment de grandes quantités de HLA-DR
(contrairement aux cellules de sujets normaux) et cette expression est augmentée par I’interféron-y.
Dans les cellules épithéliales des acini des patients atteints de SGSil y aurait une délocalisation de
I’antigene SSB (La) du noyau vers le cytoplasme voir méme la membrane, ce qui le rendrait
potentiellement antigénique. Ces modifications specifiques de la cellule épithéliale ont vau le

terme d’épithélite auto-immune utilisée pour définir lamaladie (M ariette, 2010).
6-5-3 Les celules dendritiques plasmocytoides

Les cdlules dendritiques plasmocytoides (pDC) sont les cellules présentatrices
d’antigene (CPA) par excellence et sont a la jonction entre I’immunité innée et I’'immunité
adaptative. Elles présentent de nombreux récepteurs des « signaux de danger » a leur

surface notamment des TLRs, différant selon leur sous-type. Leur présence aété démontrée

9
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au niveau des glandes salivaires de patients atteints de SGSp alors qu’elle ne I’est pas chez
des sujets sains. De plus, ces pDC sont activées puisqu’elles sur-expriment des molécules
de Co-stimulation comme CD40 et CD86. Par ailleurs, les pDC sont les principales
productrices d’IFN-alpha. En réponse a une stimulation par cet IFN ainsi que par I’IFN-y,
les pDC augmentent leur production de BAFF et peuvent ainsi influer sur [I’activation

lymphocytaire B.

Dans le modéle murin NOD, une accumulation de cellules dendritiques dans les
glandes salivaires précede I’infiltrat lymphocytaire, plaidant en faveur d’un rdle de ces
cellules dans [Iinitiation du SGSp. Cette corrélation entre infiltration par les cellules
dendritiques et le degré de I’infiltrat salivaire semble également exister chez I’homme (Martel
et al., 2014).

6-5-4-- Les auto-anticorps

Le SGS primitif est caractérisé par une pléthore d’auto-anticorps (Ac), qui
accompagnent le déclin des structures exocrines, parmi lesquelles les GS. Les auto-anticorps
dirigés contre les petits peptides cytoplasmiques liés au RNP sont importants pour le
diagnostic. le SGS primaire est caractérisé par la présence d’anticorps anti-SSA ains que
anti-SSB. De plus, la présence des anticorps antifodrine ont également été rapportés au cours de
cette pathologie. L’accumulation des produits de dégradation de 120 kd de I’alpha-fodrine et de 65
kd de la béta-fodrine dans les cellules épithéliales est également la conséquence d’une apoptose
anormale par la voie des caspases ou d’un clivage anormal par le granzyme B produit par les
lymphocytes T cytotoxiques. De plus, I’apha-fodrine intacte, au lieu d’étre localisée au pdle apical
delacellule, est retrouvée au pdle basal (Youinou, 2016).

Des anticorps anti-récepteurs muscariniques (RM) (et plus particulierement le
récepteur M3R) ont été également retrouvés dans le s&rum de patients atteints de SGS. Ces
auto-anticorps fonctionnels reconnaissent le M3R et inhibent la neurotransmission, rendant les
cellules moins sensibles a la stimulation muscarinique et réduisant ainsi la sécrétion de salive
(Youinou & Renaudineau, 2006).

6-6- M écanismes physiopathologiques

En se basant sur des données bibliographiques acquises, plusieurs phases ont été mises en
évidence au cours de ce processus pathologique (figure 3) . Est tout d’abord décrit, une activation

de [I’épithélium entrainant une infiltration lymphocytaire majoritairement constituée des

10
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lymphocytes T (LT) CD4 et CD8. Ensuite, et de fagon concomitante avec la progression de
la maladie, de nouvelles populations cellulaires apparaissent telles que les celules
dendritiques (productrices d’interféron [IFN]), et les lymphocytes B (LB). Ces derniers
peuvent devenir prédominants et s’organiser en centres germinatifs ectopiques avec I’aide des
LT folliculaires et de la cytokine BAFF. L’hyperactivation lymphocytaire B entraine
I’émergence de plasmocytes ce qui s’accompagne d’une production locale d’autoanticorps
(auto-Ac) dont les auto-Ac anti-syndrome sec de type A (SSA/Ro) et de type B (SSB/La).
Cette hyperactivation s’accompagne, au niveau périphérique, d’anomalies des sous-
populations lymphocytaires B, reflet de [I’attraction des LB mémoires dans les tissus.
(Bordron et al., 2017). Ladestruction caractéristique des cellules épithéliales des patients atteints
de SGS est probablement due a des troubles de I’apoptose aussi bien dans les cellules canalaires

gu’acinaires (OPPLIGER, 2006).
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Figure 3 : laPhysiopathologie du syndrome de Gougerot-Sjogren (Maria et al., 2015).

7- Diagnostique.

Le diagnostic du SGS est basé sur les critéres de classification du groupe de consensus
ameéricano-européen (Annexe |) pour le syndrome de Sjogren (Tim Both et al., 2017). IIs peuvent
11
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fournir une grande aide pour le diagnostic de lamaladie (KOITA, 2012). Le SGS est suspecté par
I'examen ophtalmologique avec réalisation des tests de Schirmer et de Rose Bengale. Cependant, la
confirmation du SGS repose sur la biopsie des GSA. L'examen histologique des GS renseigne sur
I'importance de l'infiltrat lymphocytaire I'dtération des structures glandulaires, acini et canaux
excréteurs, et lafibrose du parenchyme (Hilliquin, 1999).

8- Traitement

Le traitement est adapté a la sévérité des symptdmes et de la présence de complications.
La plupart des patients ayant un SGS ne requierent qu’un traitement local pour le syndrome sec
(Hachulla et al., 2006). Ces traitements qui peuvent étre : symptomatiques, traitement de fond et

des biothérapies par anticorps monoclonaux ciblés.
1-Traitement Symptomatique

spour la xérostomie, sont utilisés par exemple Artisia ®, Syali-spray ®, ou des dispositifs
endobuccaux.

epour la xérophtalmie, sont prescrits des larmes artificielles (hydralarm...), des polyméres visgueux
(Lacrigel®, Dulcilarm®, méthylcellulose...), des gels de carbomeres et acide hyaluronique (Vismed
®)

epour la douleur, les antalgiques simples, en évitant ceux qui assechent les muqueuses et les anti-

inflammatoires non stéroidiens sont souvent prescrits.
2-Traitement defond

ele plaquenil, notamment en cas d’arthralgie et de purpura avec hypergammaglobulinémie, mais sa

place est controversée.
ole méthotrexate et le 1éflunomide sont surtout utilisés en cas de polyarthrite.

eles corticoides sont quant a eux utilisés en cas de complications viscérales (en association aux

immunosuppresseurs le plus souvent)
3-Des biothérapies et anticor ps monoclonaux ciblées

Les anti-TNF (La premiére étude humaine a utilisé de I’infliximab (Rémicade®)) ont été utilisés

mais sans grande efficacité. Les anti-lymphocytes B (anti CD-22 et surtout anti-CD-20) ont des

12
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résultats plus prometteurs, notamment dans les formes récentes (moins de dix ans) et séveres et/ou

anciennes avec des atteintes extraglandulaires (Saraux, 2010 ; Varache et al., 2010).
9- Apoptose et mar queur s biologiques
9- 1- Rappel sur I’apoptose.

L'apoptose est un phénomene de mort cellulaire programmée. On la retrouve de maniére
physiologique ou pathologique dans la plupart des phénomenes biologiques tels que de régulation,
différenciation ou cicatrisation tissulaires (Brignole et al., 2003). L’apoptose peut étre declenchée
par des molécules provenant d’autres cellules, comme les LT infiltrant la GS. Ces facteurs pro-
apoptotiques peuvent étre des enzymes comme la perforine, ou des récepteurs de mort
membranaires comme Fas (CD95) (Marie-Michéle, 2012).

9- 2- lesvoies apoptotiques.
L apoptose peut étre activée par 2 voies principales :

-la voie extrinséque : est déclenchée par des récepteurs de mort (Fas). L'activation de Fas par son
ligand induit le recrutement des caspases effectrices, parmi lesgquelles la caspase-3, ce dernier
induit I’apoptose (Jeong EJ et al.,1999) ( Annexell).

-Lavoie intrinséque de I'apoptose (ou voie mitochondriale) : déclenchée par I'activation du facteur
de transcription p53lors des dommages importants a ['ADN  (Annexe II).
-Une troisieme voie annexe a été décrite plus récemment qui fait intervenir le réticulum
endoplasmique en cas de stress (INGUENEAU, 2010).

9-3-Lafamilledes Bcl-2.

De nombreux signaux pour la vie cellulaire et la mort sont régulés par les proténes de la
famille Bcl-2 et convergente vers les mitochondries, ou le destin cellulaire est finalement décidé.
Une vingtaine de membres de la famille Bcl-2 ont été identifiés, sont divisées en sous-populations
pro-apoptotiques (par exemple BAX, BAK) et anti-apoptotique (par exemple Bcl-2, BCL-XL), qui
possedent quatre domaines d’homologie Bcl-2 (BH1-4). Les membres pro-apoptotiques sont
constitués de protéines multi-domaine et domaine BH3 seulement (BH3 only Domain) et ce dernier
groupe a des dépresseurs et des activateurs (Annexe I 11).

(Gillies & Tomomi, 2014) et (Volkmann, et al., 2013).

Selon des criteres fonctionnels et structurels, lafamille de Bcl-2 divise en 3 groupes :

13
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> Les anti-apoptotiques multidomaines, comme Bcl-2 et Bcl-xL.
» Les pro-apoptotiques multidomaines, comme Bax et Bak.

> Lespro-apoptotiques qui possedent qu’un seul domaine BH3, telles que Bad et Bid.

Les membres de la famille Bcl-2 forment des hétéro- ou homodimeéres et agissent comme
des régulateurs anti- ou pro-apoptotiques qui sont impliqués dans une grande variété d'activités
cellulaires. On rapporte que la protéine Bcl-2 interagit avec le cana anionique voltage-dépendant
mitochondrial (VDAC) et augmente son ouverture, ce qui entraine une perte de potentiel
membranaire et la libération du cytochrome c. L'expression de son gene est régulée par le

suppresseur de tumeur p53 (Gillies& Tomomi, 2014).

Le géne Bcl-2 ainitialement été découvert ala jonction de la translocation chromosomique
(14;18) retrouvee chez des cellules B cancéreuses. La prolifération excessive de ces cellules a été
expliquée par la surexpression de Bcl-2 résultant de cette translocation, qui empéchait leur mort
normae.C’est un géne anti-apoptose exprimé par de nombreux types cellulaires surtout les
lymphocytes T et B. Il est localisé sur le chromosome 18921, formé de trois exons. La proténe
codée par Bcl-2 est localisée au niveau de la membrane mitochondriale interne, du réticulum
endoplasmique granulaire et de I’enveloppe nucléaire. Elle protege la cellule contre I’apoptose
(Khalfaoui et al., 2007).

9-4- la protéine p53.

Le suppresseur de tumeur p53 a éé appelé «gardien du génome » en raison de sa position
nodale reliant plusieurs voies différentes qui préservent I'intégrité de I'information génétique (Moll
et al., 2005). Le gene p53 est freguemment muté dans une grande variété de cancers humains
(Fields & Jang, 1990). La fonction la plus étudiée de p53 est son réle en tant que facteur de
transcription capable d'activer la transcription d'un nombre croissant de genes cible, son activation
transrationnelle des génes pro-apoptotiques, ainsi que sa répression transrationnelle des genes anti-
apoptotiques. De plus, p53 a été propose pour activer les points de contréle du cycle cdlulaire
(Hemann & Lowe, 2016).

Des études récentes ont commencé a définir les mécanismes des activités p53 pro-
apoptotiques opérant dans la voie intrinseque de I'apoptose. Jusqu'a présent, deux mécanismes
différents ont été décrits, chacun d'entre eux étant affecté a une localisation spécifique de la protéine
p53, soit dans le cytosol, soit directement au niveau des mitochondries. Bien que mécaniquement

différents, les deux modes dinduction de |'apoptose indépendants de la transcription convergent,

14



Chapitre | Etude bibliographique

puisqu'ils initient tous les deux la perméabilisassions de la membrane mitochondriale externe via
I'activation des membres de lafamille Bcl-2 pro-apoptotiques Bax ou Bak.

Les activités de p53 dépendantes et indépendantes de la transcription convergent au niveau des
mitochondries. Alors que le p53 nucléaire via son activité transrationnelle induit I'expression des
protéines seules BH3 PUMA, Noxa et Bid. La p53 cytosolique ou mitochondriale via des
meécanismes indépendants de la transcription active directement Bax/Bak et neutralise I'effet anti-
apoptotique de Bcl-2/ Bel-xL (Moll et al., 2005).
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CHAPITRE II. MATERIEL ET METHODES

Nous avons réaliseé notre étude rétrospective au niveau du laboratoire d’anatomie cytologie
pathologique appartenant au service d’anatomo-pathologie du CHU Hassani Issade de Béni
Messous depuis le mois du Janvier au mois du Mai 2018.

[1-1- Matéridl.
1-1-Matériel biologique (AnnexelV)

Il sagit d'une étude Anatomo-clinique réalisée sur des biopsies des glandes salivaires
accessoires, effectuée sur une série de 20 cas de sialadénite lymphocytaire de grade 3 et 4 selon la
classification de Chilsholm et Masson chez des patients présentant un syndrome de Gougerot-
Sjogren.

Nous avons aussi comparé ces cas a un cas de sialadénite non spécifique.

1-2-Matériel non biologique (Annexe V)
1-2-1-Appareillage
1-2-2-Reéactifs et solutions
1-2-3-Matériel et verreries

I1-2-M éthode

Les biopsies des glandes salivaires accessoires ont été réceptionnées et enregistrées au
service d’anatomie pathologique du CHU de Beni Messous. Ces biopsies sont accompagnées d’une
fiche de renseignements comprenant les mentions suivants : 1’age de patients, le sexe, I’antécédents
personnels et familiaux de MAI. Ces biopsies ont subi la technique d’étude usuelle (HE) et une
autre caractérisation immunhistochimique (étude immunhistochimique en présence des anticorps
Bcl-2 et p53).

2-1-Etude anatomopathologique

Les biopsies destinées au laboratoire pour un examen histologique, passent par une série
d’étapes avant qu’ils ne soient lus et interprétés par le pathologiste. Tout d’abord elles sont
enregistrées alaréception ou un numéro d’identification leur ai attribué.
La technique usuelle appelée hématéine éosine (HE) est réalisee en déférentes étapes qui sont

principalement :
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1-Fixation

Les biopsies des glandes salivaires accessoires sont fixées au formol tamponné a 10%
pendant 4h a 6h, cette fixation a pour but la conservation des structures et le durcissement des
tissus, Elle doit se faire immédiatement apres le prélévement, par immersion du matériel dans du
fixateur (généraement le formaldéhyde). Ladurée de fixation est variable et la quantité de fixateur
utilisée doit étre au moins dix fois plus importante que le volume de tissu a fixer : quelques heures
suffisent donc pour fixer les petits fragments. Apres fixation des prélevements un examen
macroscopique est réalisé ou les petits fragments sont examine a I’ ceil nu afin de rechercher des
anomalies. Nos hiopsies sont ensuite incluses en totalité dans du papier Joseph (pour ne pas tomber)

puis dans des cassettes ou elles vont subir une déshydratation.

2- Ladéshydratation
La déshydratation c’est élimination de I’eau du tissu de nos biopsies GSA par I’alcool, cette
étape est nécessaire car la paraffine est une substance hydrophobe (non miscible a I'eau), et non
soluble dans I"alcool,

Comme la substance d'inclusion est généralement la paraffine, qu’une substance liquide a
chaud, solide a température ambiante et insoluble dans I'eau et dans I'alcool. Donc les biopsies
doivent étre entierement déshydratées avant son inclusion dans la paraffine, ce qu’il faut :

> Déshydratation par I’alcool: consiste a debarrasser le tissu de I’eau qu’il contient. La
déshydratation se fait par le passage dans 5 bains d’Alcool de degré croissant 75%, 80%,
90%, 95%, et absolu (1h pour chacun des 5 bains avec agitation)

> Eclaircissement par le toluene : cette étape est destinée a remplacer I’alcool par un solvant
de la paraffine et a chasser I’alcool par quatre bains successifs de toluéne, chaque bain dur

une heure de temps avec agitation.

3- L’inclusion

L'inclusion ne se fera de fagon satisfaisante que si les biopsies GSA a couper ne contienne
ni eau ni solvant intermédiaire (alcool). Cette étape se fait par un appareil d’enrobage représentée

par lafigure (voir AnnexeV)

Cette étape est faite pour faciliter la formation des blocs pour la réalisation de coupes
histologiques, et permettant d’obtenir des coupes minces au microtome. Pour ce faire nous avons

réalisé les éapes suivantes :
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-Les moules ont été préchauffés dans une enceinte thermique (66°c).

-Les fragments tissulaires placés et orientés dans les moules a moitié rempli de paraffine.

- Remplissage des moules et les transférer sur une plague froide. Les blocs de paraffines sont
décollés facilement et conservés au réfrigérateur a température de 4°c jusgu'a la réalisation des

coupes.

4- Réalisation des coupes ou microtomie

La réalisation des coupes fines de 3 a 5 um d’épaisseur et réguliére se fait a I’aide d’un
microtome, sous forme de rubans puis étalés sur lame. Les lames sont mises dans I’étuve a 75°c
pendant 2heure dans le but d’éliminer la paraffine du prélevement et d’augmenter I’adhérence des

coupes.

5- Coloration par Hématoxyline— Eosine (HE)

C’est une coloration histologique topographique qui, en différenciant le noyau du
cytoplasme, donne une vue d’ensemble d’un tissu. Cette coloration permet de visualiser la
morphologie des cellules (noyau et cytoplasme) afin de déterminer leur répartition, architecture et
structure. C’est une coloration combinée qui s’effectue avec 2 colorants :

L’hématoxyline qui colore le noyau en violet, et I’éosine qui colore le cytoplasme en rose.
La coloration est précédée de déparaffinage et de réhydratation ;

> Déparaffinage:

Cette étape consiste a enlever la paraffine de la coupe tissulaire pour que les colorants (préparés
en phase agueuse), puissent pénétrer le tissu et le colorer. Pour cela les lames sont mises dans
I’étuve a 75°C pendant 2 heures, puis plongés dans | e toluéne.

-Quatre bains de toluéne (5 mn pour chaque bain)
» Hydratation :
Elle apour objet de retirer le toluéne du tissu et le remplacer par de I’eau. Le toluéne et I’eau

n’étant pas miscibles, le toluéne est d'abord remplacé par I’alcool, puis les lames sont passées dans

un bain d’eau courante, permettant de remplacer I'alcool par I'eau.

-Premier bain dans|'alcool a 95°.
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-Deuxieme bain dans'alcool a95 °.
-Troisiéme bain dansI'alcool a80 °.
-Quatrieme bain dans |'alcool 280 °.
-Ringage a I’eau courante (5min).
Puis nos biopsies ont été colorées, suivant les étapes suivantes :
-Coloration des lames dans un bain d’Hématoxyline (4mn) pour coloration des noyaux.
- Ringage a I’eau courante.
-Coloration des lames a I’éosine (1 mn) pour colorer |e cytoplasme.

- Passage dans éthanol a des degrés croissants : 80°, 90° et absolu pendant 30 secondes pour

chacun.

-Passage dans 3 bains de xylene (30 secondes pour chacun)

6- Montage

Cette opération consiste, une fois la coloration terminée, a fixer a I’aide d’un milieu de montage
le (E-kitt), une lamelle de verre sur la coupe tissulaire.
Le montage permet une protection mécanique des coupes, ainsi qu’une protection chimique des
colorants. La lame colorée est ensuite transmise au médecin anatomopathologiste pour faire la
lecteur a I’aide d’un microscope photonique a différents grossissements (X200, et X400), afin de

réaliser I’observation de nos lames.

2-2 — Etude immunhistochimique::

Principe
L’immunohistochimie (IHC) permet [I’identification “in situ”, sur coupe histologique,
d’un antigene cellulaire ou tissulaire. Cette technique est baseée sur une réaction spécifique

antigéne-anticorps utilisant des anticorps mono ou polyclonaux conjugués a une substance
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bY

fluorescente ou a une enzyme qui réagit avec son substrat en donnant une coloration facile
a voir au microscope optique en lumiére blanche ou ultra-violette. Ces techniques sont
effectuées sur coupes en paraffine ou a congélation (au cryostat, a partir de prélévements frais,

non fixés, congelés par immersion dans|'azote liquide)

Intérét

-Localisation précise de certaines proténes.
-Etude de leur siége.

-Evaluation de leur expression.

Dans notre travail, I’intérét de I’immunohistochimie est de rechercher la présence ou
I’absence des protéines P53 et BCL2 dans les cellules épithéliales et inflammatoires des glandes
salivaires accessoires au cours de SGS; pour évaluer la survie ou I’apoptose des cellules
épithéliaes.

Mode opératoire
1-Coupestissulaires:

Des coupes de 2 a 4 micrométre sont réaise a partir de la biopsie des glandes salivaires
accessoires a I’aides d’un microtome et sont étalés sur des lame silanisées pour évite le décollement
des tissus lors de la manipul ation.

2-Séchage:

Le séchage est effectué dans I’étuve a 50°C pendant 24h pour une meilleure adhésion des tissus
sur leslames.

3-Dépar affinage, démasquage et r efr oidissement
1-Dépar affinage et réhydratation :
Les lames sont plonges dans |la batterie initiale qui contient :

-3 bains de xylene (10 min pour chacun) pour déparaffiner, puis dans les bains d’alcool, de
concentration décroissante pour réhydrater

__Alcool (100°/°) 5min
__Alcool (90°/°) 5min
__Alcooal (70°/°) 5min

-les lames sont lavées par I’eau de robinet.
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2-Démasqguage antigénique::

Les lames sont plongées dans la solution de démasquage (PH=9) préchauffée dans un bain marie
entre 95 a98°C pendant 30 240 min

3-Refroidissement :

Les lames sont refroidies sur la paillasse a température ambiante pendant 20 min par I’eau de
robinet pour le démasquage des antigenes. Puis les lames sont mises dans I’eau distillée pendent 5
min.

4-l mmunomar quge
On dépose les lames sur une compresse humide.

-cerclage des fragments avec un gel hydrophobe (DAKO Pen) pour indiquer le siege et ne pas
laisser ladiffusion des anticorps sur lalame.

-Blocage des peroxydases endogenes en utilisant de I’eau oxygéné H202 (10min).
-Rincage a I’eau distillées, puis plonger les lames dans un bain de TBS (5min).

-Tapotage des lames pour éliminer le tampon en exces (pour évite I’exces de liquides autour des
Coupes).

-Application suffisante des gouttes de I’anticorps primaire (anti-BCL 2, et anti-p53).
-Ringage dans deux bains de tampon TBS.
-Tapotage deslames pour éiminer le tampon en exces.

-Incubation avec I’anticorps secondaire amplifiant (Anticorps secondaire amplifiant avec la
Streptavidine) pendant 15 min.

-Ringage dans de deux bains de tampon TBS (5min), suivi par un séchage des lames.

-Révédation utilisant le chromogene de la peroxydase qui est le DAB (3,3Diaminobenzidine).
L’enzyme dégrade le substrat DAB, le produit qui en résulte en présence de la chromogéne donne
une coloration marron.

-Ringage a I’eau distillée.

-contre coloration a I’hématoxyline : incuber les lames dans une solution d’hématoxyline (5min)
cette étape a pour but de colorer |e noyau en bleu.

-Ringage avec I’eau du robinet.
-L’impression est effectuée dans I’ammoniaque.
6-Déshydratation et éclair cissement

On met les lames dans une concentration croissante d’alcool.
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-Alcool 70° pendant 5min,

-Alcool 90°pendant 5min

-Alcool 100°pendant 5 min (DSH)

- 1 bain de I’xylene pendant 5 min dans chacun (éclaircissement).

7- Montage

L’ajout d’une petite goutte de milieu de montage alcoolique (EUKITT) sur la lamelle a permis un
montage sur lalame.
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CHAPITRE IIl1. RESULTATSET DISCUSION

1-Caractérisation dela population
1-1- Répartition des patients atteints du syndrome de Gouger ot-Sj6gren selon le sexe

Nos résultats déemontrent que le SGS affecte plus les femmes (95% de notre population) que
les hommes 5% ; avec un ratio de 19F/1H. Ce résultat corrobore avec d’autres travaux ayant

également rapporté que le SGS touche essentiellement les femmes (Gar cia-Carrasco et al., 1999).

B Femme

B Homme

Figure 4: Répartition du SGS selon e sexe chez les patients algériens.

Cette prédominance féminine observée au cours de cette pathologie a poussé les
scientifiques a s’interroger sur I’implication eéventuelle des hormones sexuelles dans I’etiologie de
la maladie (Lockshin, 2002 ; Porola, 2007). Les difféerences d’hormones sexuelles entre les
hommes et les femmes pourraient expliquer partiellement cela. En effet, dans ce contexte, il a été
suggére gue I'action cestrogénique est responsable de la forte prépondérance féminine des maladies
auto-immunes, y compris au cours du SGS (Naozumi | et al., 1999).

Il a été rapporté que les cestrogénes réduisent selectivement les précurseurs des cellules B.
En effet, la carence en cestrogénes stimule le développement des cellules B dans la moelle osseuse
de la souris, stimulant ainsi I’augmentation de la production d'auto-anticorps fortement impliqués au
cours de cette pathologie. L’interaction entre les CE et les LB conduit a I’apoptose des CE des GS
via la voie PKCd qui va activer les caspases (Marie Michele, 2012). la production d'auto-anticorps
par déficience en cestrogénes est essentiellement médiée par des cytokines a caractére pro-
inflammatoire telles que l'interleukine-6, I'IFN-y, ainsi que le TNF-a (Naozumi | et al., 1999).
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Il aains éé démontré que les niveaux réduits d'hormones sexuelles activent les cellules
immunitaires dans la glande salivaire et lacrymale, entrainant une augmentation de la cytokine pro-
inflammatoire TNF-a, qui provoque alors I’apoptose des cellules épithéliales des glandes salivaires
et lacrymales au cours du SGS (Kamachi et al., 2002 ; Safinaz et al., 2012).

De plus, il a éé démontré que les androgénes contribuent au développement et au maintien
de la structure et de lafonction des glandes salivaires (Porola et al, 2007). Safinaz et al ont évalué
que le taux d’cestrogenes et des androgenes sont diminué aprés ovariectomie, ce qui accélére
I'infiltration inflammatoire dans les glandes lacrymales et salivaires des souris, et peut accélérer le
développement de la maladie. Le traitement par dihydrotestosterone (DHT) ou cestradiol (E2) seul
pourrait empécher l'infiltration lymphocytaire, la dégradation de I'ADN nucléaire et I'activité de la
caspase-3 dans la glande lacrymal e aprés ovariectomie.

Des études ont également révélé une augmentation des cas du SGS aprés la grossesse
indiquant ainsi un potentiel lien entre lamaladie et |a grossesse, pouvant impliquer un mécanisme
de microchimérisme feetal. En effet, les cellules souches feetales persistantes dans la circulation
maternelle peuvent se différencier en cellules de I’immunité compétentes matures, qui pourraient
reconnaitre des antigénes spécifiques de la mére, et jouer par conséquent un réle dans
I’inflammation des tissus (Evanset al., 1999; Marie-Michéle, 2012).

1-2- Répartition des patients atteints de syndrome de Gougerot Sjogren selon I’age

Dans notre série, la moyenne d’&ge des patients est de 47+14,58 ans avec des extrémes

d’age allant de 30 a 69 ans.

Nous avons réparti notre série de patients en 3 tranches d’age : [20- 40 ans], [40-60 ang|, et
[60-80 ans], La tranche d’age la plus atteinte dans notre population de patients est celle se situant
dans I’intervalle entre 40 et 60 ans, soit 50% de la population. Nos résultats corroborent avec les
travaux réalisés sur une autre population décrivant que cette affection touche essentiellement les

femmes en péri-ménopause (Hilliquin, 1999; Gar cia-Carrasco et al., 1999).

24



Chapitre 111 Résultat et discussion

Nombre de patients

6 —

5 —

vl
.—""-
4 -
o
3 ¥
-
2 -
1 ¥
."-/_
."-' _.-
T T T T

20-40 40-60 60-80 Tranche d'age

Figure 5: Reépartition des patients atteints du SGS selon la tranche d’age.

Le SGS est effectivement une maladie typique de I’adulte d’age moyen, rarement observé
chez les enfants (M zabi et al, 2011 ; Chebbi et al., 2015). Son diagnostic est en effet, souvent posé
durant la quatriéme et la cinquieme décade de la vie. Cependant, il n’est pas exceptionnel
d’observer des cas de SGS chez les enfants (Ruchika & Anupama, 2014).

La diminution de la production des cestrogenes, pourrait expliquer I’age d’apparition de cette
maladie ou du développement des symptdmes chez ces sujets (Valtysdottir, 2001).

2- Etude architecturale et structurale des glandes salivaires accessoir es dans le syndrome de

Gouger ot-Sj6gren

L’etude histologique des glandes salivaires accessoires montre un infiltrat
lymphoplasmocytaire autour des acini et des canaux excréteurs ce qui provoque leur atération puis
leur destruction, entrainant ains une modification architecturale des structures exocrines
contrairement aux glandes salivaires accessoires des sujets sains (figur e 6).

Dans le SGS, on définit un foyer comme une accumulation focale de plus de 50 cellules
mononucl ées adjacents a des acini, constituant un infiltrat lymphocytaire dans une glande salivaire.
Le nombre d’agrégats contenant plus de 50 lymphocytes est alors défini, puis un score en fonction

du nombre de ces agrégats par 4 mm? est établi (Oughazzou, 2016).

L'infiltration lymphoplasmocytaire est habituellement classée en fonction de son importance
en 4 stades. Les stades 1 et 2 correspondent a un infiltrat [éger, avec un infiltrat plus prononcé pour
le stade 2, mais comportant moins de 50 cellules lymphocytaires par 4 mm?, de tissu glandulaire.
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Le stade 3 quant & lui correspond & un foyer de plus de 50 lymphocytes par 4 mm? (figure 7) ; enfin
dans le stade 4, I’infiltration est encore plus importante, réalisant plus d’un foyer de 50 cellules par
4 mm? (figure 8 et 9). Cependant, seuls les stades 3 et 4 de la classification de Chisholm et Masson

sont caractéristiques de lamaladie.

Le SGS affecte surtout les glandes exocrines, ou le tissu épithélial est graduellement
remplacé par des infiltrats Iymphoplasmocytaire, conduisant ains & une atération des
structures glandulaires (acini et canaux excréteur) ainsi qu’a une prolifération parenchymateuse
résultants a une diminution de la fonction sécrétrice de ces glandes exocrines (Oppliger, 2006).

@) %))
AC : Acini; CE: Cana excréteur

Figure 6: Histologie d’un parenchyme d’une glande salivaire accessoire saine. (Coloration HE,
Gr x100(1) et Grx400 (2)).

Figure 7: Histologie d’une glande salivaire accessoire d’un patient SGS de grade 3, (coloration
HE, Gx400).

CMN: cellules mononucléaires infiltrantes; CE: Canal excréteur ; AC: Acini
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Figure 9: Histologie d’une glande salivaire d’un patient SGS de grade 4, (Coloration HE, Gx400).

CMN: cellules mononucléaires infiltrantes; CE: Canal excréteur

3-Expression immuno-histochimique des protéines Bcl-2 et p53 au cours de syndrome de

Gougerot-Sj6gren et chez une population témoin

Dans notre étude nous avons évalué I’expression immunhistochimique en utilisant deux

marqueurs que sont les anticorps anti p53 et anti Bcl-2.

3-1- Expression immuno-histochimique de la proténe Bcl-2 au cours de syndrome de

Gougerot-Sjogren et chez une population témoin

Sur les 20 cas présentant un syndrome de Gougerot-Sjogren étudies, I’expression du Bcl-2

au niveau des glandes salivaires accessoires a été est retrouvée dans 19 cas. Cette expression est de
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caractéristique nucléaire, tres intense au niveau des cellules inflammatoires. Cependant, au niveau
de la plus part des cellules bordant les canaux excréeteurs, I’expression du Bcl-2 est parfois faible,
d’autres fois modérée ou encore intense dans certains autres cas de grade 4 essentiellement. 1l n’a

pas été noté de marquage anti Bcl-2 au niveau des acini (Figure 10 et 11).

Dans un seul cas d’un patient présentant un SGS, nous avons trouveé I’absence de marquage du Bcl-
2 au niveau des cellules inflammatoires, des canaux et des acini (Figure 13).

Nous avons également évalué I’expression du la protéine Bcl-2 au niveau des glandes
salivaires de sujets témoins. Notre résultat révele que I’expression du Bcl-2 était nucléaire,
cependant faible dans les cellules inflammatoires ainsi que dans les cellules épithéliales bordant les
canaux excréteurs, contrairement a son expression plus intense et plus abondante chez les patients,
De méme, nous avons également noté une absence de marquage Bcl-2 au niveau des acini chez ces
sujets témoins (Figure 12).

D’une fagon concordante il a également été rapporté dans une autre étude une expression de
Bcl-2 plus intense au niveau des cellules inflammatoires et épithéliales au cours du syndrome de
Gougerot-Sjogren, qu’au cours d’une sialadénite non spécifique (Kong et al, 1998).Cette méme
étude a révélé que les cellules épithéliades acineuses salivaires expriment une éévation de la
protéine Bax, une protéine appartenant a la famille Bcl-2. Cette expression anormale de Bax dans
les cellules acineuses peut représenter une caractéristique pathologique (Manganelli et Fietta,
2003). Cependant, |'expression d'autres régulateurs apoptotiques dans les cellules acineuses et
canalaires (Bcl-X et Bak) n'était pas significativement différente entre la GS des patients SGS et des
sujets témoins. Dans la GSA saine, les cellules exprimant Bax ont été retrouvées seulement dans les
canaux excréteurs, reflétant probablement le renouvellement cellulaire normal. Ces résultats
suggéerent que Bax pourrait étre impliqué dans la destruction glandulaire salivaire du SGS alors que
I'expression de Bcl-2 dans les CMN infiltrantes et les cellules canalaires pourrait contribuer & leur

survie au cours de cette exocrinopathie auto-immune (Kong et al, 1998).

Le rapport Bcl-2 / Bax affecte le taux de mort cellulaire programmeée. Cette observation que
les CMN infiltrantes et certaines cellules canaaires expriment Bcl-2 suggere que cette molécule
remplace I'action de promotion de la mort de Bax. En effet, I'expression du gene Bcl-2 est un
puissant inhibiteur de I'apoptose induite par les dommages causés par les radiations, les stéroides.
En outre, dautres facteurs de survie tels que les cytokines ou l'interaction avec des molécules
d'adhésion ou de co-stimulation peuvent neutraliser la surexpression de Bax dans la GS des patients
atteints du SGS (Reed et al, 1994 ; Kong et al, 1998).
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Figure 10: Expression immunhistochimique de la protéine Bcl-2 dans une glande sdlivaire
accessoire d’un patient SGS de grade 4 (Gr x40).

(d) (€)

Figure 11: Immunomarquage par Bcl-2 des glandes salivaires accessoires chez les patients atteints
du syndrome Gougerot-Sjogren ; G : x100 (b,c) et x400 (d,e).
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(f) (9)

(h)

Figure 12: Immunomarquage par Bcl-2 des glandes salivaires accessoires chez un témoin de grade
1, G : x40 (f) ; x100 (g) et x400 (h).
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(1) (L)

Figure 13: Immunomarguge par Bcl-2 négative des glandes salivaires accessoires d’un patient. G :
x40 (i) ; x100 (j) et x400 (L).

CMN: cellules mononucléaires infiltrantes; CE: Canal excréteur ; AC: Acini

3-2- Expression immuno-histochimique de la protéine p53 au cours de syndrome de

Gouger ot-Sj6gren et chez une population témoin

L’expression de la protéine p53 s’est révélée étre négative chez les 20 cas de patients SGS et
ce auss bhien au niveau des éléments inflammatoires, que des cellules épithéliales (canaux
excréteurs et acini) (figure 14). Nous avons également évalué I’expression du la p53 chez des sujets

témoins (figure 15). Notre résultat révele également I’absence de I’expression cette protéine.

Au cours du syndrome de Gougerot-Sogren, il existe une destruction des cellules
épithéliales au niveau des glandes salivaires, engendrant une diminution de la sécrétion salivaire et
se manifestant cliniguement par une xérostomie. Pour mettre en évidence le mécanisme de
destruction des cellules épithéliales dans le SGS, deux phases distinctes sont a distinguer au cours
de la pathogenese du SGS. La premiére, étant une étape indépendante des lymphocytes, et qui peut
étre caractérisée par une anomalie génétiquement déterminée responsable de I'apoptose des CE,
aboutissant a I'exposition sur la membrane cellulaire d'autoantigenes tels que I'a -fodrine, SS-A
(Ro), et SS-B (La). En effet, I'apoptose permet la trandocation des SS-A (Ro) et SS-B (La) sur les
membranes des CE, ou elles peuvent étre exposées a des cellules présentatrices d'antigenes telles
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gue les macrophages, et ainsi générer une réponse auto-immune. Au cours de cette premiére phase,
une expression éevée de cytokines pro-inflammatoires et de métalloprotéases peut également se
produire, entrainant une dégradation des membranes basales épithéliales. Une telle phase
asymptomatique peut étre suivie par la seconde étape, caractérisée par une infiltration des cellules
mononuclées, une apoptose lymphocytaire, une lésion glandulaire et une diminution de
I'écoulement sécrétoire. Les lymphocytes T peuvent induire |'apoptose au moyen de 3 mécanismes
différents. 1) interaction Fas/FasL; 2) la libération de perforine et de granzyme B; et 3) la
production de cytokines, telles que I’IFN-a, le TNF-a et le TGF-B (Manganelli et Fietta , 2003).

Nos résultats démontrant I’absence d’expression de la p53 montre que la survie des cellules
épithéliales mise en évidence dans notre étude par la forte expression de la protéine Bcl-2 est

indépendante de lavoie de lap53.
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Figure 14 : Immunomarquage par p53 des glandes salivaires accessoires des patients
atteints du syndrome de Gougerot-Sjdgren ;G : x40 (A), x100 (B) , x400 (C,D).

(E) (F)

Figure 15: Immunomarquage par p53 des glandes salivaires accessoires d’un témoin de grade 1
;G : x100 (E) , x400 (F).

CMN: cellules mononucléaires infiltrantes; CE: Canal excréteur ; AC: Acini
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La proténe p53 est un facteur de transcription, suppresseur de tumeur, pouvant réguler a la
fois I'expression des genes Bcl-2 et Bax, et ayant été détectée dans les noyaux de tumeurs malignes
des GS (Miyashita et al., 1994; Li, X et al., 1995; Kong et al.,1998). Donc |'absence de
I’expression de la protéine p53 au cours du SGS dans notre présente étude suggererait que
I'expression de Bcl-2 se produirait par un mécanisme indépendant de la voie p53.

Uniquement deux travaux internationaux ont évalué I’expression de la protéine p53 dans les GSA
des patients SGS. Cependant, les résultats obtenus dans ces deux études sont contradictoires. En
effet, nos résultats regjoignent se rapprochent fortement de ceux rapportés par Kong et al., 1998
ayant révélé I’absence d’un marquage p53 au niveau des cellules mononucléées infiltrantes et des
cellules acineuses dans la plus grande majorité des GSA des patients SGS (16/18), alors que les
témoins sains étaient tous négatifs pour p53. De plus, un marquage p53 cytoplasmique atypique a
été noté dans ces 2 tissus contrairement a I’expression nucléaire attendue rapportée dans les

tumeurs.

Cependant, nos résultats ne sont pas en accord avec ceux de Mariette et al.,2002 visant a
détecter I’expression de la protéine p53 et sa cible de transcription p21 (qui est exprimeée seulement
s p53 est fonctionnelle et non muté), dans les GS révde que les celules canaaires salivaires
expriment la protéines p53 dans 9 parmi les 10 patients SGS, et seulement un des 10 des controles,
tandis que p21 a été détecté dans huit des 10 patients SGS et de deux des 10 contrdles, ainsi p53 et
p21 ont été localisés dans les mémes cellules canalaires chez les patients SGS. Suggérant que
I’expression de p21 dans les cellules canalaires salivaires a démontré que p53 était fonctionnel et
non muté. Son expression peut étre un mécanisme défensif qui fournit du temps aux cellules
canalaires pour réparer les dommages d'/ADN et prévenir |'apoptose. L'absence d’expression de p53
et de p21 dans les cellules acineuses pourrait étre I'un des mécanismes clés de la destruction de

I'acinus par 'apoptose chez les SGS.
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Conclusion et perspectives

Le syndrome de Gougerot-Sjogren est une pathologie inflammatoire chronique caractérisée
par une secheresse oculaire et buccale. Les résultats de notre étude rejoignent ceux de la littérature
concernant I’age d’attients de cette pathologie survenant principalement en période de péri-
ménopause (souvent posé durant la quatrieme et la cinquieme décade de la vie) ainsi qu’une

prédominance féminine a été fortement retrouvée.

L’examen histologique des glandes salivaire accessoires a révélé une infiltration
lymphoplasmocytaire engendrant des modifications des structures exocrines (acini et canaux

excréteur).

De plus, une étude immunhistochimique par les anticorps Bcl-2 et p53 nous a permis
d’évaluer la survie et la destruction des cellules épithéliales des glandes salivaires accessoires
pathologiques. Il a été constaté dans ce contexte que les cellules mononuclées infiltrantes et les
canaux excréteurs des glandes salivaires pathologiques expriment fortement I'antigene Bcl-2, ce qui
les protégerait de I'apoptose, alors que les cellules épithéliales acineuses n’expriment pas cet
antigéne et donc contrairement aux cellules mononuclées infiltrantes et les canaux excréteurs,
peuvent subir une apoptose. L’absence d’expression de la protéine p53 dans toutes les glandes
pathologiques ainsi que chez les témoins; démontrerait que I'expression de Bcl-2 se produirait par

un mécanisme indépendant de la voie p53.

En perspective, nous pouvons proposer d’élargir I’échantillonnage de la population des
patients et des témoins et d’explorer I’expression d’autres protéines impliqués dans les voies

apoptotiques.
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Annexes

Annexe |: Les criteres de classification du groupe de consensus américano-européen pour le
syndrome de Sjogren.

Ces critéres (ou items) incluent:

-ltem 1: Symptdmes oculaires (subjectifs)

Cet item est compose de 3 questions dont au moins une doit étre positive :

-Avez-vous quotidiennement une sensation persistante et génante d’yeux secs depuis plus de 3 mois ?
-Avez-vous la sensation récidivante d’avoir du « sable dansles yeux » ?

-Utilisez-vous des larmes artificielles plus de 3 fois par jour ?

-Item 2 : Symptdmes buccaux (subjectifs).

3 questions dont au moins une doit étre positive pour que I’item soit validé :

-Avez-vous quotidiennement une sensation de sécheresse buccal depuis plus de3 mois ?

-Avez-vous eu, & I’age adulte, des épisodes récidivants ou permanents de gonflement des glandes salivaires ?
-Utilisez-vous fréquemment des liquides pour vous aider a avalez des aliments secs ?

Item 3 : Signes d’atteinte oculaire (objectifs) : au moins un des 2 tests ci-dessous doit étre positif

- Le test de Schirmer : on place une mince bande de papier buvard au niveau du cul de sac conjonctival .le
test est confédéré comme positif s la longueur de la partie humide est inferieur & 5mm au bout de 5
minutes. -Letest
au vert de lissamine : remplace maintenant le rose de Bengale qui était trés douloureux pour le patient, ce

colorant impregne sélectivement les cellules épithéliales et/ou cornéennes atérées.

Item 4 : signes d’atteinte salivaires (objectifs) : ce fait par le test de scintigraphie salivaire, montrant un
débit salivaire réduit (1,5 ml en 15 minutes) et / ou des siaectasies diffuses.

Item 5: Signes histologiques: la biopsie des glandes salivaires accessoires s’agit d’un test hautement
spécifique qui est fortement évocateurs du SGS. Le test est positif si présence d’une sialadénite avec un
focus score supérieur ou égale a 1, le focus score c’est le nombre de foyers par 4mm? de tissu glandulaire.
Un foyer étant défini par I’agglomération d’au moins 50 cellules mononuclées. On utilise également le
grade de Chisholm qui comprend 5 stades. Les stades 3 et 4 correspondent a un foyer ou plus par 4mm?, le
test sera positif s le grade de Chisholm est supérieur ou égale & 3 (le grade 3 correspond au focus score de
1).



Item 6 : des auto-anticorps positifs contre SS-A et / ou SS-B. SS est diagnostiqué lorsque 4 des 6 éléments
sont présents; une pathologie de la glande salivaire ou la présence d'auto-anticorps dirigés contre SS-A / SS-
B est obligatoire.

-Le diagnostic de SGS primitif est suspecté devant la présence de 4 des 6 items avec la présence obligatoire

de I’item 5 ou 6 ; ou lors de la présence de I’item objectifs du 3 a 6.

- le diagnostic de SGS secondaire est suspecté devant la présence de I’item 1 ou 2 avec deux items 3,4 ou 5,

en plus d’une maladie systémique associée ( PR, Lupus ...).

Annexe |l : Schémareprésentant les voies de mort cellulaire programmée
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1 : lavoie «extrinseque» mettant en jeu des récepteurs membranaires de mort cellulaire, 2 : lavoie
«intrinséque» mitochondriae (Riva., et al, 2005)



Annexelll :
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Figure: Lafamille de protéine Bcl-2.

The Bcl-2 family proteins regulate apoptosis at the mitochondrial outer membrane. They share up to four
Bcl-2 homology (BH) domains, of which the BH3 domain is functionaly critical. They are divided into pro-
survival and -apoptotic categories. There are pro-apoptotic members possessing the BH3 domain ony (BH3-
only proteins) in the pro-apoptotic category. They inhibit pro-survival members, but some BH3-only proteins

can activate Bax and Bak directly (activator BH3-only), (Laura A. Gilliesand Tomomi Kuwana, 2014).

AnnexelV :
Matériel biologique.

Figure: les biopsies des glandes salivaires accessoires (originale)



AnnexeV :

Matériel non biologique.

Appareillage

Réactifs et solutions

Matériel et verreries

-Appareil de circulation

[y

Y
i

-Paraffine

-porte lames




s i
L Lamelles

-Microscope équipé d’un
appareil photo numérique relié

aun micro-ordinateur.

Les anticorps primaire (Anti-
BCL2 et Anti-p53)

- moule en métal.

-Eau distillé

- cassette en plastique

-Hotte.

-Alcool




-Bain marie -Chromogene.

-Congéateur -Solution de démasquage. -Gants

Tableau 1 : le matériel non biologique
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