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'histoire du syndrome de Gouqerot-Sjoqren (SGS) remonte

à environ 112 ans [1]. Elle a commencé à la fin de l'ère

victorienne (1888) mais n'a pris son véritable envol que vers

les années 80. Entre temps, le monde scientifique manquait

d'éléments pour déterminer les causes de cette pathologie et d'une manière plus

générale de toute autre maladie auto-immune. C'est uniquement au cours de

ces deux dernières décennies, quand des percées majeures au niveau des

connaissances ont été réalisées (notamment sur le cycle cellulaire, l'exploration

fonctionnelle, l'immunologie, l'activation cellulaire, l'apoptose... ), que des voies

se sont enfin ouvertes vers la compréhension de certains mécanismes

pathogéniques de cette maladie.

Aujourd'hui encore, ce syndrome reste controversé. Ses symptômes sont

nombreux et leurs méthodes de diagnostic variées. Il en a résulté de nombreux

systèmes de classification [2-9]. Ce manque d'uniformité dans les critères

conduit à une confusion dans la pratique clinique et dans les publications

scientifiques. Par exemple, l'incidence d'une maladie particulière en association

avec le SGS (comme un lymphome) ou les réponses à une thérapie particulière

sont directement affectées par l'inclusion et l'exclusion de certains critères pour

le groupe étudié.

Pour remédier à cela, des tentatives sont en cours pour essayer d'unifier les

différents critères et avoir un seul système de classification international. En

attendant, les professionnels de la santé doivent traiter les études publiées sur le

sujet avec précaution en analysant les différences entre critères diagnostics

d'inclusion et d'exclusion.

D'autre part, étant donné le nombre élevé et varié des symptômes, ce

syndrome reste difficile à diagnostiquer. Les patients risquent par conséquent de

voir différents médecins spécialistes. Il est toutefois impératif d'identifier les

personnes atteintes de cette maladie en vue de prévenir toute implication des

2
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organes extra-glandulaires et de rassurer les autres qui n'ont pas de preuves

d'un désordre systémique. Par exemple, prenons le cas d'un individu se

plaignant de sécheresse oculaire. Ce symptôme peut être dû au SGS, mais il

pourrait, tout simplement, être le résultat d'une augmentation générale du

nombre d'heures de travail passées devant l'écran d'un ordinateur dans un

environnement faible en humidité ou encore d'une prise médicamenteuse.

Il est important que le pharmacien s'informe auprès du patient de tous ses

traitements, et, dans le cas du SGS, qu'il soit familiarisé avec les médicaments

prescrits aussi bien par le rhumatologue, que le dentiste, l'ophtalmologue, l'oto­

rhino-Iaryngologiste, le dermatologue, le pneumologue, le neurologue, le

gynécologue ou tout autre thérapeute pouvant rencontrer les patients souffrant

de cette maladie.

Le pharmacien peut aussi jouer un rôle central dans cette maladie pour

tout ce qui est relatif aux soins du patient: son rôle de coordinateur entre les

différents praticiens est essentiel d'autant plus que certains spécialistes

pourraient avoir moins d'expérience devant les besoins thérapeutiques

particuliers de ces patients. Ainsi, certains médicaments prescrits

(psychotropes ...) pourraient notamment exacerber les symptômes de

sécheresse, l'une des plus grandes caractéristiques de cette maladie.

Dans la première partie de ce travail, nous définirons le syndrome de

Gougerot-Sj6gren. Nous listerons ensuite les critères pour son diagnostic,

décrirons son épidémiologie, discuterons les conditions de survenue de la

maladie, aborderons enfin l'évaluation des symptômes et les options de

traitement actuel. Dans une seconde partie, nous traiterons d'une nouvelle

approche de traitement et nous détaillerons notre contribution, via la

modélisation moléculaire, à la concrétisation potentielle de cette nouvelle voie.

·1!"".y~
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A. Introduction

1. Définition

Le syndrome de Gougerot-Sjôgren est une maladie auto-immune

inflammatoire chronique de cause inconnue. Elle est souvent caractérisée par

une diminution de la sécrétion des glandes lacrymales, déterminant une

xérophtalmie, et par une réduction de la sécrétion des glandes salivaires,

responsable d'une xérostomie, d'où la dénomination de "syndrome sec" souvent

utilisée [10-12].

Syndrome de Sjogren

Collagénoses
PR, LED,
Connectivites
mixtes ...

Antécédents familiaux de
collagénoses

Anomalies Biologiques
dysimmunitaires isolées
(Latex Waa1er-Rose,
cryo globulinérnie ...)

Figure 1. Le syndrome de Gouqerot-Sjôqren : syndrome-carrefour au sein des
collagénoses. [13J

Le SGS est lié à l'infiltration lympho-plasmocytaire des glandes exocrines,

notamment salivaires et lacrymales, mais aussi de nombreux autres organes,

expliquant le polymorphisme clinique de cette affection. En effet, chez plus d'un

tiers des patients, la maladie peut inclure des sites extra-glandulaires affectant

les reins, les poumons, les vaisseaux sanguins et le foie [14].

5
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Spécificit é d'organe

pas de spécificité d'organe

Thyroïdite de Hashimoto
Myxœdème primitif
Maladie de Basedow
Anémie pernicieuse (Biermer)
Gastrite atrophique auto-immune
Maladie d'Addison
Ménopause précoce (quelques cas)
Diabète juvén ile insulino-dépendant
Syndrome de Goodpasture
Myasthénie
Stérilité mascul ine (quelques cas)
Pemphigus vulgaire
Pemphigoïde
Ophtalmie sympathique
Uvéite phacogénique
Sclérose en plaque (?)
Aném ie hémolytique auto-immune
Purpura thrombopénique idiopathique
Leucopénie idiopathique
Cirrhose biliaire primit ive
Hépatite chronique active à antigène HBs
négatif
Cirrhose nodulaire post-nécrotique (quelques
cas)
Rectocolite hémorragique
Syndrome de Sjogren
Polyarthrite rhumatoïde (PR)
Dermatomyosite
Lupus érythémateux discoïde
Lupus érythéma teux disséminé (LED)

Figure 2. Eventail des maladies auto-immunes [15].

Ce syndrome Iympho-exocrinien peut survenir seul: il s'agit alors du

syndrome de Gougerot-Sj6gren primitif ou pSS. Dans d'autres cas, il est associé

à une autre connectivite ou maladie auto-immune : il s'agit alors du syndrome de

Gougerot-Sj6gren secondaire ou sSS (Tab./). Des différences cliniques ,

sérologiques et immunogénétiques existent entre ces deux variétés de SGS.

Par ailleurs , le SGS constitue un syndrome carrefour d'une part au sein

des collagénoses (Fig.1), d'autre part au sein des maladies auto-immunes

(Fig.2) et enfin entre les maladies auto-immunes et les syndromes

Iymphoprolifératifs. En effet, une proportion significative de patients est

susceptible de développer des affections Iymphoprolifératives malignes , comme

le lymphome à cellules B suite à une expansion clonale des lymphocytes B [8].

6
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Tableau 1. Circonstances au cours desquelles le syndrome de Gougerot-Sj6gren
secondaire est possible [16].

1/ est classique dans:

• la polyarthrite rhumatoïde

• le lupus érythémateux disséminé

• la sclérodermie systémique (forme CREST)

1/ est fréquent dans:

• la polymyosite/dermatomyosite

• la cirrhose biliaire primitive

• la thyroïdite

• la connectivite mixte

Il est possible dans:

• le diabète juvénile insulino-dépendant

• l'artérite temporale de Horton

• le SIDA

II. Controverse autour de la définition du syndrome de Sjogren

Tout au long de son histoire, le SGS est resté une pathologie

controversée. Son étude est compliquée par les manifestations cliniques

diverses , les résultats variés des différents laboratoires de recherche et le

manque de critères de diagnostic bien définis et acceptés communément. Il

existe cependant quelques signes majeurs dans cette maladie:

• Une accumulation des cellules lymphoïdes dans les glandes

exocrines,

• une baisse fonctionnelle de l'activité sécrétoire exocrine qui en

résulte (avec une xérostomie et une xérophtalmie encore appelée

kérato-conjonctivite sèche ou KCS),

7
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• et une production d'autoanticorps.

Différents ensembles de critères de classification ont été proposés par le

passé pour le SGS [2-7]. Ils ont généralement été formulés par des experts sur

la base de leurs expériences cliniques ou dérivent de données recueillies dans

un seul centre. Aucun d'entre eux n'est utilisé de façon unanime par la

communauté scientifique [17]. Ces différents tests diagnostics sont résumés

dans le tableau II.

De cette table, il ressort qu'une biopsie des glandes salivaires accessoires

(minor salivary glands) est l'examen incontournable pour l'établissement du

diagnostic d'un SGS. Dans la pratique, cela requiert un prélèvement sans gravité

d'une glande salivaire au niveau de la lèvre inférieure. Cependant, l'inconfort

relatif généré par cette biopsie limite parfois son utilisation. Le diagnostic est

alors basé uniquement sur d'autres signes et symptômes caractéristiques ainsi

que sur la présence d'autoanticorps antinucléaires.
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Symptômes subjectifs et tests diagnostiques
Daniels TE

et al. [2]

Manthorpe R

et al. [3]

Skopouli FN

et al. [4]

Fox RI

et al. [5]

Homma M

et al. [6]

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

Symptômes oculaires subjectifs

Evaluation objective oculaire

Test de Schirmer 1

Test au Rose Bengale

Test du temps de rupture du film lacrymal

Test à la Fluorescéine

Symptômes oraux subjectifs

Evaluation des glandes salivaires

Mesure du flux salivaire avant stimulation

Mesure du flux salivaire après stimulation

Sialographie parotidienne

Scintigraphie des glandes sal ivaires

Glande salivaire accessoire

Histopathologie +* + +* +* +

Autoanticorps

Facteur rhumatoïde - - - +

Anticorps antinucléaires - - - +

Anticorps ant i-Ro ou ant i-La - - - +

(+) inclus ou (-) non inclus dans l'ensemble de critères. * considéré comme cond ition sine qua non pour la classification.

Tableau 1/. Comparaison de différents ensembles de critères de classification proposés avant 1990.
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Nous observons aussi dans le tableau Il que, même si la composante

xérophtalmique du SGS est relativement bien définie, les critères de

classification de la composante orale sont controversés.

Pour ces raisons, un groupe de chercheurs européens a entrepris, entre 1988 et

1996, une étude multicentrique durant laquelle de nouveaux critères de

classification ont été définis et validés (Tab.1I1) [8,9,18]. Rapidement, ces critères

européens ont été très largement acceptés pour classer les patients présentant

un pSS ou un sSS. Ils sont aujourd'hui parmi les plus utilisés. Ils devraient, par

ailleurs, conduire à un plus grand accord sur l'incidence de ce syndrome.

En analysant le tableau III, nous remarquons que le facteur rhumatoïde et

les anticorps antinucléaires, autres que les anti-SSA ou anti-SSB, sont exclus

des nouveaux critères. Ces marqueurs ont été évoqués auparavant par les

autres groupes de classification mais aussi dans d'autres études après 1996

[19].

Notons également que ces critères se limitent, pour les tests sérologiques, à la

présence ou l'absence d'anti-SSA ou anti-SSB, sans spécifier ni la méthode de

recherche, ni la concentration d'anticorps minimale à obtenir.

10
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1- Symptômes oculaires : Une réponse positive à au moins l'une des 3 questions.

1. Avez-vous eu, quotidiennement, d'une manière persistante, des troubles de

sécheresse oculaire durant plus de 3 mois?

2. Avez-vous une sensation récurrente de sable ou de gravier dans les yeux?

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

Il - Symptômes oraux: Une réponse positive à au moins l'une des 3 questions.

1. Avez-vous eu une sensation quotidienne de bouche sèche durant plus de 3 mois?

2. Avez-vous eu, étant adulte, des gonflements persistants ou récurrents des glandes

salivaires ?

3. Consommez-vous fréquemment des boissons pour vous aider à avaler les aliments

secs?

III - Signes oculaires : preuve objective de l'implication oculaire définie par un résultat positif

pour au moins un des deux tests suivants :

Test 1de Schirmer (= 5 mm en 5 minutesï'.

Score au Rose Bengale (= 4 selon le système d'évaluation van BijsteNeld)

IV - Histopathologie : nombre de foyers =1 dans une biopsie de glande salivaire accessoire (un

foyer est défini comme un agglomérat d'au moins 50 cellules mononuclées : le nombre de

foyers est défini pour 4 mm 2 de tissu glandulaire)

V - Implication des glandes salivaires: une preuve objective d'implication des glandes salivaires

définie par un résultat positif pour au moins un des trois tests diagnostiques suivants :

Scintigraphie salivaire

Sialographie parotidienne

Mesure du flux salivaire avant stimulation (= 1,5 ml en 15 minutes)§

VI - Autoanticorps : présence dans le sérum des autoanticorps suivants :

Anticorps anti-Ro(SSA) ou anti-La(SSB), ou les deux.

REGLES DE CLASSIFICATION : Chez les patients sans aucune maladie potentielle

associée, la présence de 4 parmi les 6 critères est révélatrice de pSS.

Chez les patients avec une maladie associée (pour l'instant une autre connectivite) , la

présence des critères 1et 1/ plus 2 des 3 critères III, IV, V est révélatrice de sSS.

CRITERES D'EXCLUSION: Lymphome préexistant, SIDA, sarcoïdose, maladie du greffon

contre l'hôte ou une sialoadenose. Usage d'antidépresseurs, d'antihypertenseurs, de

neuroleptiques ou de médicaments parasympatholytiques.

§ Comme il a été démontré que ce test peut être abaissé chez des sujets normaux après 60 ans,

il devrait être exclu des critères ou considéré comme non fiable pour un diagnostic de SGS chez

les sujets âgés.

Tableau III. Les critères de classification européens validés pour le SGS.
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B. Epidémiologie

L'épidémiologie du SGS n'a pas été étudiée de façon systématique. De

plus, l'évaluation de sa prévalence n'est pas une tâche aisée. Il convient, en

effet, d'insister sur le manque de consensus international, notamment sur sa

définition.

D'après l'OMS, la prévalence du SGS est inconnue [20]. Pour certains

auteurs, il est considéré comme l'une des maladies auto-immunes les plus

répandues. Il viendrait au deuxième rang des maladies auto-immunes, derrière

la polyarthrite rhumatoïde (PR) (prévalence 1% [19]); mais devant le lupus

érythémateux disséminé (LED) (prévalence 0,03% [19]) [11]. Il reste cependant

une pathologie peu connue et moins étudiée que le LED par exemple.

Selon les critères utilisés, la prévalence du pSS varie de 0,04% à 4,8%. Cette

variabilité importante de la fréquence estimée (plus d'un facteur 100 !) est en

partie due aux différences entre les critères de classification utilisés, mais aussi

à la différence entre l'âge des groupes étudiés et aux différentes méthodes

employées pour apprécier l'hypofonctionnement salivaire et lacrymal. Un autre

problème qui rend la comparaison difficile entre les études, est que les

recommandations des divers ateliers (workshops) établissant des critères

objectifs pour les tests ne sont pas toujours strictement suivies [21]. En effet, la

biopsie de glandes salivaires est parfois considérée comme non éthique lors

d'une étude (à la différence d'un diagnostic). De plus, elle n'est pas toujours

acceptée par des patients à qui on demande de répondre à l'étude ... D'autres

facteurs peuvent aussi entrer en jeu comme la prise de certains médicaments ou

encore le tabagisme [19].

-,/'/4
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Une étude épidémiologique récente en Suède, a estimé la prévalence du

pSS dans la population adulte à 2,7%, une autre à 0,77% en Chine [20]. Aux

Etats-Unis, il y a 10 ans, on estimait le nombre de patients atteints de SGS à

moins de 100 000. Aujourd'hui, les estimations de sa prévalence varient entre

500 000 et 2 millions. Malgré cela, ce syndrome reste sous-diagnostiqué [22]. Le

temps moyen entre le début des symptômes et le diagnostic est de 8 à 9 ans. Le

SGS a été trouvé dans presque tous les grands pays du globe, et la distribution

géographique des cas apparaît être relativement uniforme. Il affecte, comme la

plupart des maladies auto-immunes, typiquement les femmes, avec plus de 90%

des cas. Il survient généralement durant la quatrième ou la cinquième décennie

de leur vie. Des cas isolés de SGS chez les enfants ont été signalés [23].

Outre la maladie, il a été démontré que l'âge des patients diagnostiqués

selon la classification de Copenhague [3J influence certains de ces symptômes,

comme les manifestations subjectives qui sont plus fréquentes chez les jeunes

patients ou ceux d'âge moyen que chez les patients plus âgés [24].

D'autres études ont observé que l'expression immunologique, elle aussi, diffère

dans des groupes d'âges variés. Des sous-groupes de patients ont ainsi été

suggérés. En effet, des descriptions initiales ont attiré l'attention sur le manque

d'anomalies immunologiques et sérologiques dans le groupe de personnes

âgées atteintes de pSS. Plus tard, plusieurs enquêtes sur la population

pédiatrique ont montré que les jeunes patients avaient une positivité des

anticorps plus grande que celle des patients adultes. Lors d'une étude récente, il

a été démontré que les patients adultes atteints de pSS, avec un début de

maladie avant l'âge de 35 ans, avaient une fréquence plus grande

d'autoanticorps et un risque de survenue de lymphomes plus élevé que les

patients avec un début tardif de la maladie [24]. L'âge du début de la maladie a

ainsi une valeur pronostique.

D'autres chercheurs ont trouvé par ailleurs que les patients séropositifs anti­

SSA/SSB atteints de pSS avaient un début de maladie plus précoce (en

moyenne 39 ans) que les patients séronégatifs (50 ans). Pour résumer, le jeune

patient atteint de pSS aurait une prévalence plus grande de maladie

immunologiquement active, comme indiqué par une fréquence plus grande

vi1y----------------------------
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d'autoanticorps, que le patient plus âgé. En outre, puisque des études ont

montré que la présence d'autoanticorps est associée aux manifestations extra­

glandulaires dans le pSS, nous pouvons avancer que les jeunes patients

auraient une fréquence plus élevée de ces manifestations que les patients

adultes [24].

Par ailleurs, en plus de l'âge, le sexe du patient pourrait influencer la

survenue ou non d'un certain nombre de symptômes. En effet, selon une étude

récente, les femmes atteintes de SGS auraient des concentrations d'anticorps

antinucléaires significativement plus élevées que les hommes et se plaindraient

plus souvent de fatigue. Il n'y aurait pas de différences supplémentaires entre les

2 sexes pour les autres manifestations extra-glandulaires [25].

Enfin, en ce qui concerne le sSS, sa prévalence chez les sujets atteints

de LED varie de 8 à 30% selon les études. Un nombre plus élevé a été observé

chez les sujets atteints de PR où la prévalence de ceux qui ont en plus un SS

varie de 31 % selon une étude grecque à 55% dans des données espagnoles

[19].

Connectivites mixtes
Sclérodermie

Dermato­
colvmvoslte

Maladie lupique

Polyarthrite
rhumatoïde

Syndrome de Gougerot­
Sj6gren

Hépatite chroniqueactive
Cirrhosebiliaireprimitive
Thyroïdite de Hashimoto
Myasthénie
Anémiede Biermer

Figure 3. SGS: associations [11].
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c. Physiopathologie

1. Introduction

Parler de la pathogénie de la maladie de Gouqerot-Sjëqren n'est pas

simple. En effet, à l'instar de sa définition, les différents chercheurs ne sont, ici

aussi, pas d'accord sur les mécanismes à l'origine de cette pathologie. Par

exemple, si certains pensent que la diminution de la production salivaire est une

conséquence directe de la destruction des glandes qui la sécrètent, d'autres

observations révèlent que la xérostomie pourrait précéder toute destruction

massive de tissu glandulaire acineux (FigA) . Il Y aurait donc un composé qui

viendrait inhiber spécifiquement la sécrétion salivaire. L'atrophie du tissu

glandulaire ne serait , par conséquent, que le résultat (et non plus la cause!!) de

la perte de cette fonction sécrétoire [26].

Figure 4. Structure des glandes salivaires. Plusieurs acini sont réunis par un
tissu conjonctif en lobules glandulaires (AB). Un exemple de la
structure microscopique d'un lobule d'une glande salivaire se trouve en
C [27].
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En dépit de ces divergences, tout le monde s'accorde, néanmoins, à dire que le

processus pathogénique de cette maladie est complexe, très probablement

multi-factoriel et implique différentes molécules et cellules du système

immunitaire organisées en un réseau inextricable d'interactions. Nous tâcherons,

dans ce qui va suivre, de détailler les différents acteurs intervenant dans ce

processus avant d'essayer dans un dernier chapitre de les regrouper pour bâtir

un schéma d'ensemble.

II. Les lésions pathologiques et leur environnement

La pathologie principale du SGS concerne les glandes exocrines, surtout

salivaires. L'histologie de la parotide ou encore des glandes sous-maxillaires

(Fig.5) est reflétée par celle des glandes salivaires accessoires (GSA). Les

biopsies de ces dernières sont indicatrices.

Glande sublinguale

~~1i;@:;..<-_G, lande sous-maxillaire

Figure 5. Représentation des principales glandes salivaires.
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Les premières étapes de l'infiltration lymphocytaire, retrouvée dans le

SGS, impliqueraient des changements au niveau des cellules endothéliales de la

paroi des veinules post-capillaires des glandes sécrétoires. Ces cellules sont

activées et expriment un ensemble de molécules d'adhésion. Une variété de

cytokines et de chémokines (molécules attirant les lymphocytes) est libérée dans

le milieu. Les cellules T CD4+ de la circulation sanguine adhèrent à cet

endothélium. Cette adhésion se fait notamment grâce à la molécule LFA-1

(Lymphocyte Function Associated molecule). Cette intégrine est une

glycoprotéine qui, avec son ligand ICAM-1 (Molécule d'Adhérence

InterCellulaire-1), joue un rôle important dans la migration leucocytaire lors de

l'inflammation. Les cellules T s'infiltrent donc dans la glande. Elles sont activées

et libèrent l'IFNy, l'IL-1, et le TNF-a (molécules qui aident à l'activation des

cellules endothéliales et qui vont auto-entretenir le système) [15]. Cet infiltrat de

cellules mononucléées va s'étendre progressivement et finira par remplacer le

tissu fonctionnel [12]. D'ailleurs, l'histologie des glandes salivaires accessoires ,

lors de ce syndrome, est très spécifique (Fig.6).

Figure 6. Histologie d'une glande salivaire lors d'un syndrome de Sjoqren.
En haut : la glande normale ne présente pas d'infiltration
lymphocytaire.
En bas : lors d'un syndrome de Sjôçren, il y a un infiltrat important de
cellules mononucléées autour des canaux excréteurs.
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L'analyse des cellules infiltrantes révèle que la majorité est composée de

lymphocytes 1. Ces derniers expriment sur leur surface la molécule d'adhésion

LFA-1. Ils sont, par ailleurs, dans 60-70% des cas, des lymphocytes T CD4+

(lymphocytes T auxiliaires). Ces cellules sont en majorité pourvues d'antigènes

de maturation (la molécule CD29 est exprimée et le complexe CD45RA

transformé en CD45RO) et de marqueurs d'activation (antigènes HLA de classe

Il et récepteurs de l'interleukine 2). Il s'agit donc de lymphocytes mémoires

activés [16].

Des cellules B activées sont également trouvées dans la biopsie de la glande.

Leur activation polyclonale explique notamment l'hypergammaglobulinémie,

souvent présente dans ce syndrome, ou encore la sécrétion de nombreux

anticorps. Ces immunoglobulines sont caractérisées par la prédominance des

isotypes IgG et IgM, au contraire des cellules B des glandes salivaires normales

où l'isotype IgA est majoritaire [28].

Enfin, les monocytes, les macrophages (qui sont l'une des principales

Cellules Présentatrices de l'Antigène ou CPA) et les cellules Natural Killer (NK)

sont peu présentes au sein des lésions. Concernant ces cellules tueuses

naturelles, des chercheurs pensent que des troubles de leur activité pourraient

être un des éléments expliquant la fréquence relative des maladies lymphoïdes

malignes au cours de cette affection [11].

III. Rôle des cellules épithéliales

Le déficit en cellules spécialisées dans la présentation de l'antigène

(monocytes, macrophages) au niveau des lésions pathologiques lors du SGS, a

relancé les recherches. En effet, il est important d'identifier les cellules qui

joueraient un tel rôle dans le cas de SGS et de comprendre comment les

différents acteurs interagissent et communiquent au niveau de ces lésions. Pour

la première question, beaucoup pensent à un rôle des cellules épithéliales. Pour

la seconde, les recherches se sont tout naturellement orientées vers les
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différentes interleukines. Des données intéressantes sur la production de ces

cytokines depuis les glandes salivaires de patients atteints de SGS ont pu être

recueillies (Tab.IV).

IL1~ IL-2 IL-4 IL-6 IL-10 IFN-y TNF-a, TGF-~

Cellules T + + + + + + + +

Cellules épithéliales + + +

Tableau IV. Profil de la production de cytokines par les infiltrats des lymphocytes
T et par les cellules épithéliales dans les biopsies des glandes
salivaires accessoires chez les patients atteints de SGS [14].

Nous remarquons dans ce tableau que l'IL-1p et l'IL-6 sont aussi

exprimées par les cellules épithéliales des glandes salivaires accessoires. Ceci

est un argument en faveur de la participation active de ces cellules à la réponse

inflammatoire, plutôt que d'être des cibles passives. D'autres études révèlent,

par ailleurs, que ces cellules expriment des molécules du complexe majeur

d'Histocompatibilité de classe Il (CMH Il). Cette expression permettrait aux

cellules épithéliales de présenter l'antigène aux cellules T CD4+ infiltrantes,

amplifiant ainsi et perpétuant les réactions immunitaires au sein des GSA [14].

Les lymphocytes T reconnaissent l'antigène associé aux molécules du CMH

grâce à leur récepteur TCR (T Cell Receptor) .

Cependant, lors de l'interaction entre les cellules T et les CPA, d'autres

molécules sont nécessaires pour la transformation des lymphocytes. Ces

molécules ont pour fonction de délivrer, conjointement au TCR, un cosignal

d'activation appelé "deuxième signal". En l'absence de ce deuxième signal, les

cellules T exposées à l'antigène seraient soit inactivées, ce qui aboutirait à un

état de tolérance spécifique des cellules T auxiliaires désigné sous le nom

d"'anergie clonale", soit auto-détruites (Fig.7) [29]. Les plus puissantes

molécules de costimulation sont 87-1 (CD80) et 87-2 (CD86). Ces protéines

sont exprimées de façon constitutive ou induite sur de nombreuses CPA. Ce

sont des ligands de molécules membranaires des lymphocytes T : CD28 et son
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homologue CTLA-4 dont l'expression est augmentée au cours de l'activation des

lymphocytes T. La stimulation par la voie de CD28 prolonge et augmente la

production de l'IL-2 (responsable de la prolifération des cellules T), et celle

d'autres cytokines [15].

Or, justement, des études immunohistochimiques des biopsies de GSA chez des

patients atteints du SGS ont révélé que les molécules 87-1 et 87-2 étaient

exprimées par les cellules épithéliales, tandis que CD28 a été localisé dans les

infiltrats des lymphocytes T. L'expression de ces molécules de costimulation,

dans les biopsies des GSA chez un groupe de patients contrôle, était négative

[14,30].

A. Interaction avec le
non-soi

B. Interaction avec le non-soi
dans un contexte de danger

1 \

APOPTOSE ANERGIE ACTIVATION

Figure 7. Une interaction de haute affinité entre les récepteurs d'un lymphocyte
et le non-soi (A) transmet un signal fort (signal 1), qui, s'i! est seul,
entreîne l'autodestruction du lymphocyte ou son inactivation (anergie).
En revanche, quand le lymphocyte reçoit non seulement un premier
signal fort, mais aussi un second signal (§J, qui lui est transmis par la
cellule dendritique lorsqu'elle détecte un danger, le lymphocyte est
activé et se transforme en combattant [29].
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Enfin, d'autres chercheurs ont pensé à un rôle du monoxyde d'azote dans

le SGS [31]. En effet, NO, avec le TNFa, fait partie des nombreux mécanismes

cytotoxiques dont disposent les cellules myéloïdes. Des études ont révélé que

les cellules épithéliales acineuses et ductales des glandes salivaires expriment

l'iNOS (iNOS : inducible nitric oxide synthase) sous l'action d'un certain nombre

de cytokines (dont IFNy, IL-1, TNFa). Cette enzyme est responsable de la

conversion de L-arginine en NO et L-citrulline. Il en résulte une augmentation de

la production de NO dans les GSA des patients atteints de SGS.

Au vu de tous ces résultats, il devient clair que les cellules épithéliales des

glandes exocrines affectées présentent des propriétés d'activation cellulaire

(comme l'expression de proto-oncogènes (c-myc) ou encore de cytokines pro­

inflammatoires). De même, elles acquièrent des capacités de présentation

d'antigène, avec une expression inappropriée d'HLA-DR et de molécules de

costimulation. Elles jouent par conséquent un rôle dans le processus

pathogénique de la maladie de Gougerot-Sjëgren.

Propriétés des cellules épithéliales

Production de cytokines (IL-1p, IL-5, TNF-a)

Expression d'iNOS

Expression d'HLA-DR

Expression de proto-oncogènes (c-myc)

Expression de molécules de costimulation (87-1, 87-2)

Expression d'autoantigènes (La/SS8, a-fodrine)

Expression de molécules reliées à l'apoptose (Fas, FasL, Bax)

Expression de facteurs de régénération (pS2)

Tableau V. Propriétés des cellules épithéliales des biopsies des glandes
salivaires accessoires chez les patients atteints de SGS. (FasL : ligand
Fas) [14].
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IV. Autoantigènes / Autoanticorps

La réponse anticorps dans le SGS est essentiellement dirigée contre deux

antigènes. Ces derniers sont deux ribonucléoprotéines connues sous les noms

de SSA (Sj6gren's Syndrome A) et de SSB [32-36]. Ils correspondent

respectivement dans l'ancienne nomenclature à Ro et La. De nombreux autres

anticorps ont néanmoins été décrits au cours du SGS : le facteur rhumatoïde,

présent surtout dans le syndrome sec associé à la polyarthrite rhumatoïde (60%

des cas), les anticorps anti-cellules pariétales de l'estomac (20% des

observations), les anticorps anti-canaux excréteurs des glandes salivaires

(environ 50% des cas) ou encore tout dernièrement des anticorps anti-n fodrine,

des anticorps anti-CD4 et des anticorps anti-Helicobacter pilori. [11,14,37-39].

La présence d'autoanticorps anti-Ro/SSA et anti-La/SSB chez des

patients atteints du SGS a été décrite depuis 1975 [35]. Si les anti-Ro/SSA sont

présents chez 30 à 50% des patients atteints de lupus systémique, ces anticorps

précipitants sont, par contre, plus fréquents dans le SGS et sont retrouvés chez

50 à 90% des sujets. Nous les retrouvons aussi chez 10-20% des patients

souffrant de polyarthrite rhumatoïde. Les anticorps anti-La/SSB sont, eux,

présents dans approximativement les mêmes proportions chez les patients qui

souffrent du SGS, mais à un degré moindre chez les patients atteints de lupus

érythémateux systémique (18-25%). Ainsi, ces derniers autoanticorps

semblent être plus spécifiques du SGS que les anti-Ro/SSA [40].

Bien que l'origine de ces autoantigènes ne soit pas claire, leur site de

production semble être les glandes exocrines affectées. En effet, certaines

études ont démontré que les GSA des patients atteints de pSS, avec une

sérologie anti-La positive, sont un site d'expression de l'ARNm de La/SSB. C'est

là une preuve qu'il existe une synthèse active de cet antigène au sein de ces

organes, par rapport à des patients souffrant de sialadénites non spécifiques par
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exemple [41]. Quant aux autoanticorps, ils sont présents sur les lieux de

l'inflammation. Des chercheurs ont, en effet, retrouvé des anti-Ro/SSA et des

anti-La/SSB dans le cytoplasme de cellules plasmatiques infiltrant les GSA, et la

salive de ces patients est riche en anticorps anti-La [41].

La production d'autoanticorps in situ, avec la surexpression d'ARNm de La/SSB,

laisse à penser qu'ils sont produits après une stimulation antigénique.

IV.1. Structures et fonctions de RolSSA et de LaiSSa

La molécule Ro/SSA, initialement localisée dans le cytoplasme, contient

au moins deux composants protéiques de masse moléculaire de 52 kDa et 60

kDa en association non covalente avec un petit ARN cytoplasmique. Cet ARN

est en fait, selon les cas, l'un des quatre ARN de 83 à 112 nucléotides, appelés

hYARN (human cYtoplasmic RNA). De plus, ces ARN sont formés par l'ARN

polymérase III et possèdent tous une chaîne polyuracile à l'extrémité 3'

terminale. Le motif antigénique reconnu par les anticorps semble être porté par

la partie protéique de la molécule car une digestion par une ARNase ne semble

pas altérer son activité. La fonction biologique de la protéine Ro/SSA n'est pas

très comprise [42-47].

La protéine La/SSB a, quant à elle, une masse moléculaire de 46,7 kDa et

peut être associée à tous les transcrits de l'ARN polymérase III, y compris

l'hYARN. Cet antigène joue un rôle dans plusieurs fonctions biosynthétiques

comme la transcription ou la conservation d'ARNm. Il est notamment impliqué

dans la liaison avec des ARN viraux d'adénovirus ou du virus d'Epstein-Barr

(EBV). Il intervient également dans l'expression de certains gènes du poliovirus

ou du VIH. Ainsi, il a été démontré que l'infection d'un certain nombre de lignées

cellulaires comme les cellules HeLa ou Vero avec des adénovirus,

cytomegalovirus ou encore HSV (Herpes Simplex Virus), multipliait, par un

facteur de 2 à 15, l'expression de la protéine La/SSB. En outre, cette protéine

peut être transportée activement du noyau vers le cytoplasme et vice versa,
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grâce à une séquence spécifique appelée séquence de localisation nucléaire

(Nuclear Localization Sequence: NLS), pour accomplir son rôle physiologique

dans la transcription. Elle joue le rôle de facteur de terminaison de transcription

pour l'ARN polymérase III et de navette, transportant des ARN du noyau vers le

cytoplasme. Selon certains chercheurs, le complexe Ro/SSA est associé, au

moins d'une manière transitoire, à la protéine La/SSB [28,35,41,47-49].

L'implication directe des autoanticorps anti-Ro/SSA et anti-La/SSB dans le

mécanisme pathogénique du SGS n'a pas encore été démontrée. Toutefois, des

observations indirectes laissent supposer qu'ils auraient un rôle non négligeable.

IV.2. Implication pathologique

Les autoanticorps IgG et IgM anti-Ro/SSA et anti-La/SSB sont retrouvés

plus communément chez des personnes touchées par le pSS, atteintes

précocement, avec une évolution plus longue de la maladie. D'ailleurs, chez ces

dernières, on retrouve souvent une inflammation des glandes parotides et/ou

des autres glandes salivaires principales et les biopsies de leurs GSA montrent

des infiltrations lymphocytaires intenses. De plus, ces patients présentent

fréquemment les manifestations systémiques de la maladie avec une

hypergammaglobulinémie, une vasculite ou encore une cryoglobulinémie [50].

Cette présence a aussi été corrélée avec d'autres symptômes spécifiques

de maladies auto-immunes, comme une photosensibilisation ou une néphrite

sévère dans le cas d'un lupus érythémateux disséminé (LED) ou un bloc

auriculo-ventriculaire (BAV) dans le cas d'un lupus néonatal [43]. Cependant, le

rôle de ces autoanticorps dans la pathogénie demeure obscur.

Parmi les tentatives d'explication, De Wilde et ses collaborateurs [51J ont

montré que l'antigène La/SSB, présent à la fois dans les cellules conjonctives et

épithéliales acineuses du SGS, est redistribué. Migrant du nucléole, au
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nucléoplasme et jusqu'au cytoplasme, il est souvent localisé sur la membrane

cellulaire acineuse chez les patients atteints de SGS. D'autres études ont, par

ailleurs, démontré que l'irradiation à la lumière ultraviolette ou l'infection virale ­

voire encore l'apoptose- pouvaient causer la translocation de ces autoantigènes

[40]. L'expression aberrante de La/SSB, par exemple, sur les membranes

cellulaires n'implique, par elle-même, aucune fonction physiologique de la

protéine. Par contre, elle devrait provoquer une réponse immunitaire locale

dirigée contre La/SSB, conduisant à l'initiation de la synthèse d'autoanticorps.

Ainsi, l'expression de ces antigènes par les cellules épithéliales acineuses (du

moins pour La/SSB), de même que leur association avec les molécules HLA Il

au sein des glandes salivaires, vont stimuler les cellules B présentes à ce

niveau, produisant ainsi des autoanticorps et provoquant l'inflammation et la

destruction de ces glandes salivaires. Ceci confirme que le SGS est une

epithé/ite auto-immune [41].

En outre, chez les patients atteints de SGS, la production d'autoanticorps

est chronique et continue. Il y a donc, nécessairement, perpétuation de cette

réponse immunitaire initiée. Le système immun a besoin, selon toute

vraisemblance, d'une grande source d'autoantigènes. Pour atteindre un taux

critique de ces derniers, il est probable qu'une nouvelle synthèse se met en

place dans les cellules épithéliales et mononucléaires des glandes exocrines

affectées, comme n'importe quelle autre protéine nouvellement synthétisée.

Cependant, les mécanismes responsables de ce phénomène sont inconnus.

Certaines hypothèses sont quand même avancées. Premièrement, la synthèse

active de la protéine peut être le résultat d'une régénération cellulaire rapide

dans la lésion immunopathologique. En effet, Kong et ses collaborateurs ont

démontré que les cellules épithéliales dans le cas du pSS présentent un

pourcentage significatif d'apoptose et de marqueurs de régénération, comme la

protéine pS2 [52]. Deuxièmement, La/SSB est complexé avec tous les transcrits

cellulaires de l'ARN polymérase III, y compris l'hYARN et plusieurs transcrits

viraux. Les virus (et spécialement les rétrovirus) sont aussi suspectés d'être des

agents étiologiques dans la pathogenèse du pSS. A partir de là, des demandes

accrues de La/SSB par la machinerie de réplication virale, conduiraient à une
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synthèse accrue d'ARNm de La/SSB, spécialement par les cellules infectées.

Cependant, les protéines Ro/SSA, sélectivement liées aux hYARN, ne seraient

pas produites en grandes quantités. Par conséquent, si des virus sont inclus

dans la pathogénie du SGS, ils ne sont pas les seuls en cause. Les

autoanticorps anti-Ro/SSA, qui ne possèdent pas la même spécificité vis-à-vis

de la maladie en comparaison avec les anti-La/SSB, pourraient être synthétisés,

après expression et présentation de Ro/SSA, dans d'autres tissus et cellules,

comme les kératinocytes ou des lymphocytes périphériques, via des

mécanismes impliqués dans la mort cellulaire programmée [41].

Enfin, il convient de signaler qu'en 1987, Gaither et ses collaborateurs

avaient mis en évidence la présence de ces autoanticorps dans les sérums

d'individus en bonne santé. Ils en ont conclu que ces molécules existaient

normalement dans l'organisme où elles sont contrôlées par des lymphocytes T

suppresseurs. La perte de cette fonction, suite à un stimulus, provoquerait la

transition de l'état "normal" à l'expression de la maladie, avec activation et

expansion de clones produisant ces anticorps [47].

1V. 3. Détection des anticorps

C'est seulement depuis ces trente dernières années que l'on détecte la

présence des autoanticorps IgG et IgM anti-Ro/SSA et La/SSB dans l'étude du

SGS.

La technique traditionnellement utilisée est celle de l'immunodiffusion double (ID)

en gélose (méthode d'Ouchterlony) (Fig.8) [53].
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Figure 8. Immunodiffusion double (ID) : Des puits sont creusés dans les gels,
puis remplis d'antigène ou d'anticorps qui vont diffuser ,- quand ils se
rencontrent, ils se combinent et précipitent au point d'équivalence en
formant une ligne de précipitation. Schématiquement, trois situations
peuvent être observées. Dans la réaction (a), les arcs de précipitations
formés par l'anticorps et les deux antigènes sont en continuité, ce qui
indique que l'anticorps a précipité des antigènes identiques dans
chaque préparation (épitope 1). Cela n'implique pas que les antigènes
soient nécessairement identiques ,- ils ne sont identiques que dans la
mesure où l'anticorps ne peut révéler la différence. Dans la réaction (b)
l'anticorps reconneît trois antigènes différents qui forment trois arcs de
précipitation différents. Dans la réaction (c) les antigènes portent
l'épitope 1 mais un seul antigène possède un épitope supplémentaire
2. Une ligne d'identité est obtenue avec l'anti-épitope 1, avec en plus
un éperon où l'anti-épitope 2 a réagi avec le second épitope, indiquant
par-là une identité partielle entre les antigènes.

Lors de manifestations cliniques, la plupart des données concernant ces

autoanticorps ont été obtenues par ce procédé . Ceci explique pourquoi dans

beaucoup d'études, leur présence est indiquée d'une manière qualitative. L'ID

est une méthode simple, peu onéreuse, spécifique, mais qui présente un
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manque de sensibilité. Heureusement, le développement des techniques de

purification des antigènes nucléaires a rendu possible la détection de ces

anticorps par des méthodes immuno-enzymatiques de type ELISA [54,55J

(Fig.9). Cette dernière présente en outre l'avantage d'être beaucoup plus

sensible, semi-quantifiable et de détecter les anticorps non précipitants.

L'immunodiffusion double d'Ouchterlony demeure, néanmoins, la plus spécifique.

D'autres approches sont également employées comme l'immunofluorescence

indirecte, la cytométrie de flux ou encore l'immunoblot [35,49}.

Grâce à ces nouvelles techniques, nous savons que, dans le SGS, la

réponse autoanticorps dominante est de type IgG (dans le sérum: 5-8 IJg/ml

(certains chercheurs ont trouvé 11000 IJg/ml d'anti-SSB ! [36])) suivie des types

IgM (2-3 IJg/ml) puis IgA (0,5-1,0 IJg/ml). La spécificité de l'épitope des

autoanticorps IgA est presque la même que celle d'lgG et d'lgM. Chez des

individus sains, IgA est l'isotype principal produit localement par la muqueuse

buccale. Les anticorps de cette dernière participent à la lutte contre les virus et

les bactéries, protégeant ainsi la muqueuse et le reste du système [2B}.

En plus de ces désordres sériques, il existe des modifications dans la

glycosylation de certaines immunoglobulines. En effet, au cours du SGS, les IgG

et IgA sériques présentent des anomalies significatives de leurs glycoformes. La

quantité d'lgG sans acide sialique est anormalement élevée chez les malades,

alors qu'IgA1 et IgA2 semblent être hyper-sialylées. Cela pourrait être le résultat

d'un dysfonctionnement de certaines enzymes : les sialyltransférases. Le

mécanisme de cette dysrégulation des enzymes mérite d'être identifié [56,57}.
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Figure 9. Test ELISA : Un ligand couplé à une enzyme vient se fixer sur
l'anticorps à doser et, après lavage, est révélé par l'addition d'un
chromogène, substrat incolore activé par la portion enzymatique du
ligand pour donner un produit coloré. La quantité d'anticorps est
déterminée à partir de la mesure de l'absorbance des puits de la
plaque, due à l'apparition du produit coloré.

V. Apoptose

Nous avons vu dans le chapitre précédent comment, un certain nombre

de molécules antigèniques de l'organisme, était responsable de la réaction

immunitaire dans le syndrome de Gouqerot-Sjôqren. La question qui vient à

l'esprit est : comment ces ribonucléoprotéines intracellulaires sont-elles
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transférées sur la membrane cellulaire pour être présentées au système

immunitaire? Deux mécanismes possibles, et probablement interactifs, ont été

étudiés: l'apoptose et l'infection virale.

L'apoptose est un mécanisme inné de Suicide Cellulaire Programmé

(SCP). Elle est invoquée dans des situations biologiques diverses, allant du

développement embryonnaire à la suppression d'une malignité et la régulation

de populations de cellules immunitaires. Par ailleurs, l'apparence morphologique

d'une cellule apoptotique est, entre autres, caractérisée par une condensation

nucléaire et le développement de corps apoptotiques (fig. 10) [29].

Figure 10. Cette cellule est en train de se suicider. Elle fragmente son contenu
(dont le noyau) et forme de petits ballonnets (les corps apoptotiques).

Durant l'apoptose, il y a une augmentation de l'activité de certaines

protéases dans la cellule qui peut conduire à un clivage de plusieurs protéines

(dont des protéines du cytosquelette comme la fodrine) . Les produits de

dégradation enzymatique peuvent jouer un rôle d'autoantigène et provoquer une

réponse auto-immune dans le SGS. En plus, l'apoptose pourrait être

responsable de la translocation d'un autoantigène intracellulaire à la surface des

corps apoptotiques et son exposition au système immun. En fait, des études ont

montré que Ro/SSA était localisé dans des corps apoptotiques et serait ainsi

devenu immunogénique [14].
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L'induction et la régulation de l'apoptose est un processus complexe. En

effet, un certain nombre de molécules de surface cellulaire (récepteur du facteur

de nécrose des tumeurs (TNF-R), Fas), de protéines intracellulaires (famille Bel­

2, p53, e-mye) et d'enzymes (caspases, protéine kinases, sphingomyélinases,

phosphatases... ), y sont impliquées [58].

L'expression de Fas (CD95) et de son ligand (FasL) a été étudiée au

niveau des glandes salivaires des patients atteints de pSS [52,59]. Ainsi, il a été

trouvé une surexpression de l'antigène Fas sur les cellules épithéliales des

glandes salivaires et une surexpression de FasL dans les cellules T infiltrantes

suggérant un mécanisme d'apoptose via l'interaction Fas/FasL. Par ailleurs, une

autre analyse révèle que les cellules épithéliales acineuses et ductales

présentent un taux élevé de mortalité programmée au cours du SGS, à la

différence des lymphocytes infiltrants dont l'apoptose est inhibée et qui ne

montrent qu'un taux limité [60,61]. La raison du blocage de ce processus serait,

d'une part, l'existence des cytokines (IL-2, IL-10), des molécules d'adhésion, de

costimulation et d'oxyde d'azote [62J ; et d'autre part, la présence du proto­

oncogène suppresseur Bel-2. Ce dernier acteur est le prototype d'une famille

d'oncogènes qui agissent sur l'apoptose. Cette famille contient au moins 23

membres, dont 12 (Bel-2 et Bel-xd inhibent les cascades de l'apoptose, alors

que les 11 autres (Bel-xs, Bax, Bak) l'activent (Fig. 11). Si Bel-2 ne se manifeste

que chez un faible pourcentage de cellules épithéliales lors du SGS, il est, par

contre, surexprimé dans les lymphocytes infiltrants. Cela explique la moindre

extension de l'apoptose au sein de cette dernière population, qui pourra survivre

et perpétuer la réaction auto-immune. BcI-2 aurait, en outre, un rôle potentiel

dans la Iymphoprolifération des cellules B, et la prédisposition des patients

atteints de SGS à développer des lymphomes [63]. Par ailleurs, nous retrouvons

la protéine Bax au sein des cellules épithéliales acineuses.
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Figure 11. Le déclenchement de l'autodestruction est contrôlé par des
mécanismes complexes. La cellule reçoit des signaux externes de
suicide (flèche orange) et des signaux de survie (flèches bleues). Les
signaux externes de suicide sont soit des signaux indiquant un stress,
soit la liaison, sur le récepteur Fas, de son ligand spécifique, soit
encore des mécanismes cytotoxiques via la perforine et les granzymes.
A l'intérieur de la cellule, les différents maillons de la cheîne de
réponse peuvent être activés (flèches oranges) ou inhibés (flèches
rouges quand l'apoptose est favorisée et flèches vertes quand la survie
cellulaire est favorisée). Parmi les molécules schématisées, Bax est un
activateur du suicide alors que, Bcl-2 est un inhibiteur. " agit en se liant
à Bax pour l'empêcher de continuer son action. Bad ou Bcl-xs pourront,
eux, se lier à Bcl-2 et l'empêcher de s'associer à Bax. AIF est un
facteur induisant l'apoptose ,. les IAP, des inhibiteurs [14,29,63].

Ce mécanisme d'apoptose est observé également dans d'autres maladies

auto-immunes comme la thyroïdite d'Hashimoto. L'analyse in vitro des cellules

épithéliales indique, dans ce cas, que la cytokine proinflammatoire IL-1p induit

l'expression du récepteur Fas sur les cellules thyroïdiennes qui expriment déjà le
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FasL. Cependant, ces voies d'apoptose ne sont pas les seules à exister au cours

du SGS.

D'autres mécanismes de destruction cellulaire (cellules cytotoxiques,

perforines) pourraient, en effet, survenir dans cette maladie, comme cela est

indiqué par l'augmentation de l'expression de la perforine et des granzymes A et

B dans les biopsies de glandes salivaires chez les patients atteints du syndrome

de Sjëqren [14,60,63,64]. La perforine et les granzymes constituent un second

chemin extrinsèque pour l'apoptose. La perforine est un médiateur cytolytique

produit par les lymphocytes tueurs. Elle y est, notamment, stockée et est libérée

par des granules cytoplasmiques. Elle est, de plus, partiellement analogue aux

composants terminaux du Complexe d'Attaque Membranaire (MAC) du

complément et produit des pores, jusqu'à 20 nm de diamètre, sur les

membranes cibles. Parallèlement à la perforine, des sérine-protéinases,

appelées granzymes, sont aussi excrétées dans le milieu. La granzyme B entre,

par exemple, dans le cytoplasme de la cellule cible, via les pores occasionnés

par la perforine, et induit une apoptose par clivage de certaines protéines. En

résumé, la perforine et les granzymes agissent d'une manière synergique sur

une voie endogène de l'apoptose, avec comme résultat la dissolution de la

membrane nucléaire de la cellule cible et la fragmentation de l'ADN. Les

lymphocytes CD8 cytotoxiques activés, dispersés dans les infiltrats, libèrent des

perforine et granzymes et pourraient, ainsi, jouer un rôle significatif dans la

perpétuation de l'apoptose de la cellule épithéliale.

Ces différentes voies d'apoptose semblent fonctionner ensemble pour

provoquer la mort des cellules épithéliales. Il existe toutefois un mécanisme

défensif des cellules épithéliales pour contrer ce phénomène comme cela peut

être pressenti par l'expression de certains marqueurs de régénération comme la

protéine pS2 [52]. Il faut, de plus, signaler que cette protéine est induite par des

œstrogènes, connus par ailleurs comme étant des inhibiteurs de l'apoptose [14].

Comme le SGS est une pathologie typiquement féminine, le rôle des hormones

sexuelles vient compliquer davantage les mécanismes.
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Enfin, en cas de SGS, des concentrations élevées de métalloprotéinases

de matrice ont été observées. Elles provoqueraient une dégradation de

l'interaction des cellules épithéliales avec leur matrice extra-cellulaire (relation

nécessaire à la survie cellulaire). Ces enzymes pourraient ainsi contribuer à

l'induction de l'apoptose des cellules épithéliales, à la formation et à la libération

d'un certain nombre d'antigènes [63].

VI. Rôle des virus

Les maladies rhumatismales ont longtemps été considérées comme la

conséquence d'agents environnementaux sur un fond de susceptibilité

génétique. La présence d'anticorps antiviraux et le mimétisme moléculaire entre

les antigènes viraux et les autoantigènes sont souvent cités pour renforcer cette

hypothèse [65,66]. Ainsi, par exemple, une homologie entre l'épitope auto­

immun de l'antigène La/SSB et la protéine virale gag du VIH, a été démontrée

[14]. En plus, la translocation de La/SSB du noyau vers le cytoplasme puis la

membrane cellulaire peut être induite, in vitro, après infection virale. Il serait

donc possible que la réponse auto-immune dans le SGS soit due à une réaction

croisée des anticorps dirigés à l'origine contre d'autres protéines ou

autoantigènes humains ou viraux. Dans le cas du syndrome de Sj6gren,

l'étiologie virale a été suspectée d'autant plus du fait de la fréquence du portage

viral dans la cavité oropharyngée.

Au cours de la dernière décennie, l'attention s'est focalisée sur trois types

de virus pouvant être associés ou impliqués dans l'étiologie du SGS : le virus

d'Epstein-Barr (EBV) et certains autres virus du groupe herpès, les rétrovirus et

le virus de l'hépatite C (VHC).
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VI. 1. Les virus du groupe herpès

Plusieurs groupes de chercheurs ont exploré cette voie. Ainsi, comme

nous l'avons déjà vu, il a été démontré que l'infection de certaines lignées

cellulaires, comme les cellules Vero, avec des cytomégalovirus, provoquait une

augmentation de La/SSB de 2 à 15 fois [49]. En plus, il existe une réactivité

croisée des anticorps anti-La/SSB avec les ARN Eber 1 et Eber 2 synthétisés

par le virus Epstein-Barr (EBV). Un autre argument en faveur de l'implication de

EBV est qu'il est présent, chez l'adulte normal, à l'état latent dans l'oropharynx,

siège de sa réplication active durant la primo-infection. Une réponse

lymphocytaire T anormale contre EBV sur ce site de latence pourrait aboutir à la

formation d'un infiltrat lymphoïde et, secondairement, à la destruction des

glandes salivaires [67]. Néanmoins, il n'y a toujours pas de preuves directes

quant à une éventuelle implication du cytomégalovirus, de EBV ou encore du

virus Herpès 6 (HHV6 : Human Herpes Virus 6) dans le SGS. Les résultats des

études restent peu concluants, voire contradictoires [68].

VI. 2. Les rétrovirus

L'idée d'une éventuelle association entre rétrovirus et syndrome de

Sjôgren est née de l'observation de certains patients infectés par le virus de

l'immunodéficience humaine (VIH) et qui présentaient des anomalies cliniques et

histologiques très semblables à celles observées dans le syndrome de Sjôgren.

Ainsi 2 à 5% des individus infectés par VIH-1 présentent une infiltration

lymphocytaire diffuse des glandes salivaires et d'autres organes (poumon, foie,

rein ... ). Cependant, la majorité de ces lymphocytes infiltrants sont des cellules T

CD8+ et, de plus, les anticorps anti-Ro/SSA et anti-La/SSB sont absents [68].
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Par ailleurs, chez des patients atteints de SGS et indemnes de toute infection

par VIH, des anticorps dirigés contre la protéine p24 gag du VIH ont été

retrouvés dans environ 30% des cas, en l'absence d'anticorps contre les autres

protéines du VIH. En fait, il s'agissait probablement d'une réaction croisée entre

ces anticorps et un épitope présent sur la protéine p24 dénaturée par Western

blot et absent sur la protéine naïve, comme le suggérait l'absence de réactivité

en utilisant la méthode de radio-immunoprécipitation [67].

Par conséquent, ces observations ne peuvent pas constituer un argument en

faveur d'une infection rétrovirale à l'origine du syndrome de Sjëqren.

VI. 3. Le virus de l'hépatite C

Une relation possible entre le SGS et le virus de l'hépatite C a été

évoquée en 1992. En effet, une infection chronique au VHC pourrait mimer les

grandes figures cliniques et histologiques du pSS [69]. De plus, le tropisme

salivaire de HCV est bien démontré: ce virus est présent dans la salive d'environ

la moitié des malades ayant une virémie plasmatique [67]. Cependant les

autoanticorps habituellement retrouvés dans le syndrome de Sjogren sont

absents dans le sérum des patients porteurs d'une hépatite chronique associée

àVHC.

En outre, il faut souligner la fréquence des sérologies VHC faussement positives

en utilisant des tests ELISA chez des patients atteints du syndrome de Sjëqren :

la prévalence des anticorps anti-VHC varie entre 14 et 19% [69]. Ces fausses

positivités sont probablement en rapport avec l'hypergammaglobulinémie

fréquemment observée chez les patients atteints de SGS [67].

Ainsi, à ce jour, les arguments en faveur d'un lien de causalité entre SGS et VHC

sont minces.
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VII. Nouvelles approches, récepteurs muscariniques

Les raisons de la baisse des sécrétions salivaire et oculaire sont, en fait,

complexes et pas complètement élucidées. Ainsi, le degré de xérostomie des

patients atteints de SGS ne peut pas être complètement expliqué par l'extension

de la destruction glandulaire. En effet, lors de l'évaluation de biopsies de GSA de

patients atteints depuis un long moment de ce syndrome, seulement la moitié

des structures acineuses était détruite (70). L'autre moitié des cellules

glandulaires est encore détectée. L'épithélium sécrétoire restant devrait alors

fonctionner même à un niveau sous-optimal. De plus, à supposer qu'il existe un

lien entre la diminution du flux salivaire et des sialadénites, la baisse du premier

n'est pas corrélée à l'augmentation du nombre des secondes.

Ces observations indiquent qu'il y aurait un dysfonctionnement du tissu

glandulaire résiduel. Pour l'expliquer, il faut d'abord savoir comment il fonctionne.

VII. 1. Physiologie de la sécrétion

La production de larmes ou de salive requiert une interaction des

fonctions nerveuses, vasculaires et sécrétoires (fig.12). Ainsi, en réponse à une

irritation de la muqueuse buccale ou cornéenne, les nerfs afférents remontent

vers des régions spécifiques du système nerveux. Ces zones reçoivent aussi

d'autres signaux corticaux suite à des stimuli comme le goût, l'odeur, l'anxiété ou

encore la dépression. Une fois ces différentes données intégrées et analysées,

les nerfs cholinergiques efférents conduisent l'influx vers les glandes lacrymales

et salivaires. Enfin, au niveau des terminaisons nerveuses, l'acétylcholine est

libérée et stimule les récepteurs localisés dans les cellules glandulaires. De plus,

un autre signal, cette fois-ci transmis par des nerfs adrénergiques efférents,

circule entre le système nerveux central et les vaisseaux sanguins locaux. Ces

derniers doivent être plus perméables pour devenir une source pour les glandes

qui y "pompent" leurs eaux et leurs nutriments.
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A. Normal SCCl'ClOryFunction B. Sjogren Syndrome
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Figure 12. (A) Un "circuit" qui contrôle normalement le flux lacrymal
(B) Interruption de ce circuit en cas de SGS.

Grâce à des études par microscopie électronique, des chercheurs ont

remarqué que le nombre de récepteurs au niveau glandulaire est plus grand que

le nombre de terminaisons nerveuses. Cet excès a été expliqué comme un

mécanisme d'amplification du signal nerveux, l'acétylcholine pouvant stimuler

plusieurs récepteurs consécutivement. D'un point de vue thérapeutique, ces

derniers seront disponibles pour la stimulation par des analogues de

l'acétylcholine.

Les récepteurs à acétylcholine sont, cependant, divisés en récepteurs

nicotiniques et muscariniques. De plus, il existe au moins 5 types de récepteurs

du genre muscarinique. Pour les fonctions glandulaires lacrymales et salivaires,

le récepteur muscarinique M3 est le plus important. Sa stimulation génère une

augmentation des sécrétions lacrymales et salivaires. En comparaison, le

récepteur M2 est trouvé dans les tissus cardiaques et sa stimulation conduit à

des changements dans le rythme cardiaque. Ainsi, la capacité d'un agoniste à

stimuler sélectivement le récepteur M3 (sans stimuler M2) sera un objectif dans

la thérapie du SGS.
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VII. 2. Dysfonctionnement du tissu glandulaire

Un dysfonctionnement du tissu glandulaire résiduel peut survenir pour

plusieurs raisons. Ainsi, certains facteurs immunologiques peuvent influencer la

diminution des flux salivaire et lacrymal. Parmi eux, il y a des cytokines comme

l'IL-1 et le TNF-a, dont il a été démontré qu'ils inhibaient la réponse lacrymale

basale et stimulée. En outre, le traitement des cellules avec l'IFN-y et le TNF-a

produit une réponse similaire à l'induction de la mort cellulaire programmée [71].

Mais, au-delà de l'apoptose, ces cytokines sont aussi des substances agissant

sur les circuits neuro-sécrétoires, inhibant la libération de l'acétylcholine par les

nerfs locaux et la réponse à ce neurotransmetteur par les cellules épithéliales.

Par ailleurs, une réponse auto-immune contre le récepteur muscarinique

M3 a été détectée dans les sérums de patients atteints de SGS. Une preuve

expérimentale a permis de découvrir que ces anticorps peuvent empêcher une

réponse adéquate des glandes à une stimulation neuronale [72]. Ces anti­

récepteurs M3 feraient donc partie des facteurs impliqués dans la

physiopathologie de la sécheresse. De plus, d'autres études ont indiqué que ces

anticorps sont dirigés contre un site de liaison agoniste de l'acétylcholine à la

surface cellulaire ; ils interfèrent avec la capacité d'agonistes du récepteur

muscarinique (comme le carbachol ou la pilocarpine) à activer la cascade

aboutissant à la sécrétion salivaire [73]. Si nous avons à l'esprit que

l'introduction de ces autoanticorps, in vivo, n'induit pas l'augmentation de la

destruction des cellules épithéliales via l'apoptose, nous pouvons conclure que

l'interaction de l'anticorps anti-M3 avec son récepteur conduit à une quiescence

fonctionnelle des tissus exocrines plutôt qu'à une agression destructive [71].
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VIII. Susceptibilité génétique

Comme de nombreuses autres maladies auto-immunes, les facteurs

génétiques contribuent à la pathogénie et au développement du SGS.

Cependant, pour cette maladie, ils sont multifactoriels et les résultats obtenus

suggèrent une transmission autosomale dominante mais surtout la

responsabilité d'allèles HLA [74]. En effet, il a été démontré que les molécules

du CMH de classe Il sont produites anormalement et précocement à la surface

des cellules épithéliales des glandes salivaires et lacrymales lors du SGS.

Toutefois, d'autres études montrent qu'il existe des prédispositions génétiques

différentes chez les sujets atteints du syndrome de Sjôgren isolé, et chez ceux

ayant un sSS [13]. Ainsi, les antigènes les plus fréquemment associés au pSS

sont HLA-B8 et HLA-DR3, mais il n'y a pas de consensus sur un locus HLA

unique pour cette maladie dans les différentes populations [50,74,75]. La forme

associée à la polyarthrite rhumatoïde est, par contre, plutôt liée au phénotype

HLA-DR4 [11].

En outre, les patients atteints de SGS et porteurs des antigènes HLA-B8,

DR3 et DRw52 ou encore du génotype hétérozygote HLA-DRB1*15-*03 ont des

formes plus sévères que les autres, tant du point de vue clinique (manifestations

extra-glandulaires ou hématologiques par exemple) qu'histologique [50,62,76].

De plus, la fréquence plus élevée d'allergies aux médicaments et autres

manifestations allergiques observées chez les patients atteints de SGS pourrait

être liée au HLA-DR3 [77].

Enfin, certaines études insistent sur un rôle combiné d'HLA-DR2 et DR3

dans la production d'anti-Ro et d'anti-La en cas de SGS, alors que d'autres

évoquent plutôt un rôle du locus HLA-DQ et particulièrement d'hétérozygotes

DQ1/DQ2 dans la production de ces anticorps. " est également rapporté que la

présence d'anti-Ro/SSA est plutôt associée avec l'halotype DR2/DQ1 [35,50,78].

Il reste cependant beaucoup à apprendre sur le contrôle génétique détaillé de
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ces anticorps, et le CMH n'est pas le seul locus impliqué, capable d'affecter la

production de ces auto-anticorps. Les différences de spécificité d'anti-Ro/SSA

peuvent aussi être influencées par les gènes des régions V des

immunoglobulines et par les gènes des récepteurs des cellules T [44].

IX. Résumé

L'étiologie du SGS est complexe, notamment à cause du début insidieux

de la maladie qui fait qu'elle est déjà bien développée quand on la découvre. De

nombreuses pistes ont été explorées. En effet, les chercheurs ont évoqué des

facteurs génétiques, viraux ou encore hormonaux. D'autres ont même pensé au

métabolisme de la vitamine D qui pourrait y être impliqué [79]. Il reste,

cependant, beaucoup de chemin à parcourir avant d'en connaître tous les

mécanismes.

Parmi les différents acteurs concernés par la pathogénie du SGS, les

cellules épithéliales des glandes salivaires accessoires des patients atteints de

SGS semblent jouer un rôle dominant, car elles peuvent présenter les peptides

antigéniques à leur surface, attirer les cellules T et influer sur la réaction auto­

immune. Par ailleurs, les cellules T peuvent reconnaître des antigènes

spécifiques et devenir réactives alors qu'avec les cellules épithéliales, elles

produisent des cytokines conduisant à la perpétuation de la réaction

inflammatoire, et même à l'activation des cellules B (Fig.14). L'apoptose des

cellules épithéliales dans le SGS semble être la cause majeure de décès

cellulaire et un mécanisme possible pour expliquer la présentation de l'antigène

par ces cellules.

Actuellement, plusieurs chercheurs parlent d'un modèle de pathogénie en deux

étapes comme pour la thyroïdite d'Hashimoto (Fig.13). La première étape,

indépendante des lymphocytes, serait probablement causée par des anomalies

de régulation de l'apoptose ou une sensibilité augmentée à celle-ci dans
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l'épithélium. Elle conduirait notamment à la mort des cellules épithéliales,

provoquant ainsi une diminution des sécrétions glandulaires et la génération de

protéines autoantigéniques qui vont induire la synthèse d'autoanticorps sériques

(anti-Ro/SSA, anti-La/SSS).

i.e. Constitutional symptoms.
Diminished quality of Iife.

LOCAL AND SYSTEMIC
INFLAMMATION

i
EPITHELIAL CELL

APOPTOSIS
LYMPHOCYTIC

--.~ INFILTRATION WITH
BLOCKED APOPTOSIS

AUTOANTIBODY
--~. PRODUCTION

LOCAL TISSUE DAMAGE

i.e.
anti-r-mAChRs (Sicca symptoms)
anti-Ro, anti-La (Skin and articular
manifestations), anti-a-fodrin.

i.e.
• Salivary gland swelling.
• Pulmonary, Gastric and

Renal involvement.
• Pseudolymphoma.
• MALT-Lymphoma.

Figure 13. Le modèle à deux étapes de la physiopathologie du SGS. (emi-r­
mAChRs : anticorps monoclonaux dirigés contre le récepteur M3 de
l'acétylcholine, chez les rongeurs) [62].

La seconde phase dépendrait des lymphocytes et serait associée à une

inhibition de l'apoptose dans les lymphocytes glandulaires infiltrants, à l'opposé

de l'apoptose rencontrée dans le tissu épithélial acineux. Pendant cette étape, il

y aurait une infiltration lymphocytaire et une agression auto-immune au cours de

laquelle une destruction glandulaire progressive et une incapacité fonctionnelle

surviennent. Le système immunitaire, au lieu d'aider à la combattre, propagerait

la maladie par son incapacité à tempérer son action. Les anticorps anti-récepteur
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muscarinique M3 de l'acétylcholine, qui sont aussi considérés parmi les facteurs

impliqués dans la physiopathologie de la sécheresse, seraient aussi retrouvés

durant cette étape.

Cependant, même dans ce modèle qui répond à certaines questions, le

stimulus initial pouvant altérer la balance entre la vie et la mort et conduire les

cellules épithéliales et les lymphocytes T à une réaction auto-immune demeure

inconnu.
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D. Caractéristiques cliniques et examens diagnostiques

Comme le lupus, le SGS peut endommager les organes vitaux de

l'organisme avec des symptômes pouvant s'aggraver, rester tels quels ou

évoluer vers une rémission de la maladie. Chez certaines personnes, les

symptômes vont uniquement se limiter aux yeux et bouche sèches, alors que

chez d'autres, il y aura une alternance de périodes avec des manifestations

sévères (incluant des symptômes systémiques comme le syndrome de Raynaud

ou d'autres manifestations pulmonaires ou nerveuses) et d'autres sans gravité

(Fig.15).

Skin

Liver--I--jl-f.

++-+--Lungs

Stomach s;
T"'""H-+ Pancreas

Î""'""Îi--t- Kidrwys

\./----#~--Va~ina

Amos that may be affeGled by Si():~ren's

syndrome.

Figure 15. Localisations pouvant être affectées par le syndrome de Sj6gren.
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Si la xérophtalmie et la xérostomie sont les deux symptômes les plus

fréquents, le SGS peut atteindre tellement d'autres organes qu'il conduit à de

nombreuses consultations. Il est à la fois nécessaire de cerner cette maladie

dans sa globalité pour ne pas donner des traitements qui peuvent soulager un

symptôme mais en aggraver un autre ; et d'écarter toutes les autres causes

pouvant simuler un "faux" syndrome de Gouqerot-Sjëqren et dues à d'autres

maladies ou souvent à une prise médicamenteuse.

J. Manifestations exocriniennes

1.1. Atteinte des glandes lacrymales

La xérophtalmie, consécutive à l'atteinte des glandes lacrymales,

détermine une kérato-conjonctivite sèche (KCS), souvent cliniquement latente,

ce qui explique que ce syndrome soit considéré, à tort, comme rare [80}.

L'interrogatoire permet de découvrir des brûlures oculaires, une impression de

corps étranger dans les yeux, des paupières "collées" au réveil ou encore des

conjonctivites à répétition. Ces symptômes résultent du frottement accru lors du

passage de la paupière au-dessus de la surface oculaire. Ils sont souvent

apaisés par l'instillation de larmes artificielles utilisées par beaucoup de patients

avant même d'aller consulter. Ces symptômes sont, cependant, peu spécifiques

de cette maladie.
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1.1.1. Test de Schirmer

La diminution de la sécrétion lacrymale est mise en évidence par un test

de Schirmer anormal. Ce test est effectué avec une bande de papier buvard

calibrée dont une extrémité est placée dans le cul-de-sac lacrymal inférieur

(Fig. 16). Le volume du flux lacrymal est apprécié par la longueur du papier

buvard humidifiée au bout de 5 minutes. Le test est considéré comme

pathologique lorsque moins de 5 à 8 mm de papier sont imbibés.

Figure 16. Le flux lacrymal mesuré par le test de Schirmer.

Il s'agit toutefois d'un test grossier comportant de faux positifs et de faux

négatifs. Sa sensibilité augmente, néanmoins, quand il est effectué à deux

reprises [81]. Chez le sujet âgé, son interprétation est difficile à cause de la

réduction physiologique des sécrétions. Il reste cependant simple et utile comme

élément de dépistage lorsque le diagnostic de SGS est soupçonné.

Il existe, en fait, plusieurs variantes de ce test. Les critères d'interprétation

seront différents selon que l'on utilise telle ou telle variante . Ainsi, nous pouvons

avoir des tests (Schirmer 1) avec ou sans anesthésique local. La présence de ce

dernier cause moins d'irritation pour le patient mais provoque une diminution des

sécrétions.

De plus, il existe aussi un test avec stimulation du réflexe de la glande

nasolacrymale (Schirmer Il). Il est réalisé en insérant doucement l'extrémité d'un

coton-tige dans le nez pour effleurer le méat ethmoïde. Ce test peut aider à
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différencier deux catégories de patients. En effet, chez ceux atteints de SGS, les

glandes lacrymales sont détruites par l'infiltrat lymphocytaire. Elles ne vont alors

pas répondre à une stimulation. Par contre, les patients présentant une kérato­

conjonctivite sèche sans être atteints par le SGS, ont un larmoiement de base

faible mais une capacité normale à réagir au réflexe nasolacrymal. [82].

Hyposécrétion lacrymale

Alacrymie héréditaire , congénita le

Lésions acquises des glandes et canaux

Atrophie et/ou obstruction après :

• Brûlure chimique

• Radiothérapie faciale

Inflammation conjonctivale (trachome , pemphigus)

Sarcoïdose

Affections neurologiques (V et Vil e paires)

Toxiques et médicaments

Parasympath icolytiques

Neuroleptiques

Fluor

Hypolacrymie sénile

Kératoconjonctivites sèches

Localisations conjonctivales de dermatoses bulleuses :

During-Brocq

Ectodermose pluri-orificielle

Epidermolyse bulleuse

Pseudo-pemphigus oculaire

Tableau VI. Autres causes des hyposécrétions lacrymales et des kérato ­
conjonctivites sèches [83].
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1.1.2. Test de la coloration au rose Bengale

Cette épreuve consiste à instiller dans l'œil une solution de rose Bengale

qui colore sélectivement les cellules de la conjonctive et de la cornée, lésées par

la maladie. Ce colorant permet ainsi grâce à un examen à la lampe à fente, de

visualiser les zones sèches. En effet, au niveau de la "zone d'exposition" (entre

les deux paupières), l'évaporation du film est plus rapide et la sécheresse peut

être prolongée et sévère. Par conséquent, des érosions peuvent survenir. Ce

test sert à dépister les ulcérations débutantes et montre parfois une kératite

filamenteuse caractéristique (Fig. 17). Ce colorant ne devrait pas être laissé dans

l'œil du patient pendant une période prolongée car il peut mener à une irritation

locale.

Figure 17. Coloration au rose Bengale démontrant des anomalies des surfaces
conjonctivale et cornéenne.

Outre la perturbation quantitative, le film lacrymal peut aussi présenter

des anomalies qualitatives. En effet, les larmes contiennent habituellement des

lipides qui aident à la stabilité du film et retardent son évaporation. Dans le cas

d'un SGS, les glandes de Meibomius produisant ces lipides et la surface

cornéenne deviennent inflammées, provoquant ainsi une blépharite. De plus, la

perte de production lipidique va exacerber la xérophtalmie. Les cliniciens

apprécient la stabilité du film lacrymal au biomicroscope. Le temps de rupture

(break up time), qui est normalement de 12 à 15 secondes, est généralement

inférieur à 10 secondes pour un SGS. D'autres examens enfin peuvent être

effectués. L'évaluation du taux de lysozyme dans les larmes a été proposée car

il s'avère qu'il est souvent diminué.
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Enfin, les verres de contact, particulièrement les souples et perméables

aux gaz, peuvent contribuer aux abrasions cornéennes parce que le film adéquat

de larme peut ne pas être disponible pour effacer les substances étrangères

emprisonnées sous les lentilles. Ainsi, les patients qui en portent devraient les

enlever la nuit et devraient être avertis du risque d'abrasions cornéennes.

1.2. Atteinte des glandes salivaires

/.2.1. Symptômes cliniques

La diminution de la sécrétion salivaire est souvent cliniquement latente en

cas de SGS peu évolué. A l'interrogatoire, le médecin peut retrouver une simple

gêne à la mastication, parfois associée à des troubles du goût [84]. A une phase

tardive, l'hyposialie est évidente, déterminant une xérostomie très importante :

les malades doivent s'humecter la bouche en permanence surtout pour avaler de

la nourriture. Ils se lèvent la nuit à cause de la nycturie qui se développe ou pour

boire à cause de la sécheresse buccale. Ces patients sont obligés de prendre de

l'eau avec eux tout le temps ou de sucer sans cesse des bonbons.

La xérostomie peut entraîner de véritables glossodynies avec troubles

fonctionnels extrêmement importants, notamment pour l'élocution [83]. L'examen

buccal met en évidence la sécheresse des muqueuses, qui sont vernissées,

avec une langue dépapillée et une chéilite (Fig.18).
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Figure 18. Langue "crocodilienne" d'un patient présentant le syndrome de
Sj6gren.

Il Ya des différences importantes entre les micro-environnements oraux et

oculaires. En effet, l'œil est un milieu "propre" (non colonisé) tandis que, dans la

bouche, résident un grand nombre de micro-organismes aérobies et anaérobies.

Aussi, les types de glycoprotéines, d'agents anti-bactériens ou encore de

cytokines trouvés dans le film lacrymal, sont-ils sensiblement différents de ceux

trouvés dans la salive. Ces différences expliquent pourquoi, dans le SGS, les

infections oculaires se produisent d'une manière relativement rare à l'exception

de la blépharite, alors que le tarissement salivaire est souvent associé à une

augmentation de candidoses (Fig.19) et de bactéries cariogéniques [85]. Ces

dernières font que les patients souffrant du SGS sont prédisposés à la perte

d'émail et aux caries dentaires , en particulier à la base des dents (Fig.20). C'est

une forme particulièrement agressive d'affaiblissement dentaire qui peut

réellement causer l'amputation de la couronne de la dent en l'entourant au

niveau du collet, menant ainsi à sa rupture.
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Figure 19. Candidose buccale.

Une conséquence de ces remarques est que la prochaine génération de

larmes artificielles, de salives artificielles et de dentifrices pourrait contenir des

mucines ou stimuler leur production.

Figure 20. Émail dentaire diminué chez un patient présentant un syndrome de
Sjogren.

Dans environ la moitié des cas, il existe une hypertrophie des glandes

salivaires touchant le plus souvent les parotides [10]. Cette tuméfaction peut être

aiguë, intermittente ou chronique, donnant alors au patient un faciès en poire ou

en "écureuil" (Fig.21). Ce symptôme n'est cependant pas spécifique du SGS et il

faut être vigilant dans le diagnostic en tenant compte de toutes les autres causes

possibles (TabVII) [83].
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Figure 21. Hypertrophie des glandes parotidiennes lors du SGS.

Tuméfactions parotidiennes

Causes infectieuses

Virales: oreillons, coxsackies, cytomégalovirus

Bactériennes, notamment tuberculose

Sialadénite chronique

Actinomycose, histoplasmose

Causes systémiques

Sarcotdose

Maladie cœliaque

Fibrose kystique du pancréas

Sialadénose

Causes nutritionnelles

Cirrhoses hépat iques

Hyperl ipoprotéinémie

Diabéte sucré

Malnutrition chronique

Déficits vitaminiques A, B6, C

Affections tumorales

Tumeur mixte de la parotide

Lymphomes malins et leucémie lymphoïde chronique

Cystadénolymphome

Tableau VII. Principales causes des tuméfactions parotidiennes [83].
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1.2.2. Explorations complémentaires

Plusieurs tests peuvent être utilisés pour confirmer l'atteinte des glandes

salivaires. Parmi eux, il y a la mesure du flux salivaire, avant et/ou après

stimulation par du jus de citron. Ce test, censé confirmer l'insuffisance de

sécrétion salivaire, est peu utilisé en pratique car soumis à de larges variations

individuelles, y compris chez les personnes "saines". En effet, même si un faible

taux de flux salivaire est objectivement établi, il n'y a pas de raisons pour définir

à 100% une anormalité chez un patient. De plus, cette diminution n'est pas

spécifique, si on prend en compte les effets de plusieurs médicaments (Tab. VIII)

ou de certaines maladies chroniques autres que le SGS (Tab./X). En outre, il

existe des patients atteints de SGS qui ne présentent pas de symptômes de

bouche sèche [37,70).

D'autres chercheurs préconisent plutôt la mesure du flux parotidien (spontané et

stimulé). Apparemment, cette mesure serait meilleure que la précédente mais

elle reste peu utilisée et surtout beaucoup moins puissante que la biopsie des

glandes salivaires pour le diagnostic du SGS (70).

D'autres examens peuvent être effectués. Ainsi, la xérostomie peut être

objectivée par le "test au sucre", mesurant le temps nécessaire à la fonte d'un

sucre n04 mis sous la langue (normale < 5 min) (83). Il est également possible

de doser, dans la salive, le taux de la p-2 microglobuline qui peut être augmenté

(>1000 IJg/L). Une élévation majeure de ce taux devrait faire chercher une

transformation maligne. Le taux du lysozyme peut aussi être augmenté et les

IgG, habituellement absentes de la salive, sont souvent retrouvées.

En plus des dosages, les praticiens peuvent aussi se servir des

techniques d'imagerie médicale comme la scintigraphie salivaire séquentielle au

technétium. Cette technique est cependant peu spécifique dans le SGS. La

sialographie est aussi utilisée. Elle permet d'objectiver des anomalies du

parenchyme glandulaire. C'est une technique très sensible (presque aussi

sensible que la biopsie des glandes salivaires labiales). Elle a cependant

l'inconvénient d'être invasive ce qui pourrait exacerber le processus
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inflammatoire ou induire des surinfections [86]. Récemment, des chercheurs ont

introduit l'ultrasonographie dans le diagnostic et le suivi de patients atteints de

SGS. Cette méthode quantitative s'est révélée très intéressante pour évaluer

l'implication des glandes salivaires. Elle peut remplacer les deux techniques

précédentes [86,87].

Psychotropes :

• Phénothiazines,

• Hypnotiques

• Antidépresseurs (Imipraminiques, Sérotoninergiques, IMAO)

• Anxiolytiques (Hydroxyzine)

Antihypertenseurs

• l3-bloquants

• Antihypertenseurs d'action centrale (Clonidine, Méthyldopa)

• Antihypertenseurs vasodilatateurs (a-bloquants)

Inhibiteurs calciques (Diltiazem)

Antispasmodiques anticholinergiques

Myorelaxants antispastiques (Baclofène)

Antiparkinsoniens (agonistes dopaminergiques)

Décongestionnants (pseudoéphedrine)

Antihistaminiques anticholinergiques

Antiénurétiques (Imipraminiques, Oxybutinine)

Tableau VIII. Médicaments pouvant simuler un syndrome de Sjogren [83].

Enfin, le meilleur moyen diagnostique du SGS est histologique. La biopsie

des glandes salivaires principales n'est pratiquement jamais utilisée. En

revanche, on réalise des biopsies des glandes salivaires accessoires prélevées,

le plus souvent, sur la lèvre inférieure. Ce geste sans gravité montre des lésions

caractéristiques du SGS (Fig.6). Il permet en outre une appréciation du pronostic

selon le degré de destruction des acini et l'importance de la prolifération

Iymphoplasmocytaire. Dans les formes évoluées , on peut constater une fibrose

plus ou moins importante.

Cet examen est la méthode la plus spécifique pour confirmer le diagnostic de

SGS. Sa sensibilité peut, par contre, être diminuée dans le cas d'un patient
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fumeur. Le tabac peut aussi influencer négativement la recherche d'anti-Ro/SSA

et anti-La/SSB dans le sang [88).

En fonction de l'importance et du nombre des follicules, une cotation semi­

quantitative en cinq stades a été proposée par Chisholm :

• Stade 0 : glande normale;

• Stade 1 : infiltrat léger;

• Stade 2 : infiltrat moyen comportant moins d'un foyer pour 4 mm" ;

• Stade 3 : 1 foyer pour 4 mm2
;

• Stade 4 : plus d'un foyer pour 4 mm2

(un foyer est défini par l'agrégat de plus de 50 cellules mononuclées).

Les stades 3 et 4 sont pratiquement spécifiques du SGS [11,40).

1.3. Autres atteintes viscérales

Il arrive parfois que d'autres glandes exocrines soient atteintes. Ainsi, la

sécheresse du nez, de l'oropharynx postérieur, du larynx et du tractus

respiratoire peut provoquer une épistaxis, une dysphonie, une otite moyenne

récidivante, une trachéo-bronchite ou une pneumonie [10). De plus, une

pancréatite aiguë ou chronique, une hépatopathie et une gastrite atrophique,

volontiers associée à des anticorps anti-cellules pariétales gastriques, peuvent

s'observer.

La muqueuse vaginale est également sèche, et les femmes se plaignent souvent

de dyspareunie. Ce problème, relativement commun dans le cas du SGS, n'est

pas souvent exprimé au médecin parce que la femme est embarrassée.

Pourtant, il peut être facilement diminué avec des lubrifiants topiques et un

traitement œstrogènique local (chez les patientes plus âgées). Comme les

femmes sont peu souvent disposées à évoquer ce sujet, il est essentiel que le

praticien initie cette discussion.
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Xérostomie

Affections congénitales

Aplasie des glandes salivaires principales

Dysfonctionnement

Imperforation des canaux salivaires

Atteinte organique des glandes salivaires

Parotidectomie et évidement sous-maxillaire

Radiothérapie cervico-faciale

Parotidites et sous-maxillites virales

Déficits transitoires

Déshydratation cellulaire (diabète, fièvre... )

Médicaments :

• Parasympatholytiques (belladone, atropine, anti-parkinsoniens)

• Opiacés

• Psychotropes

• Réserpine, clonidine

• ~-bloquants

Déficits chroniques

Asialies neurologiques :

• Sclérose En Plaques

• Diabète insipide post-traumatique

• Parkinson
Intoxication médicamenteuse chronique

Tableau lX. Principales causes des asialies.

Il. Manifestations systémiques

Fréquentes, parfois au premier plan de la scène clinique, elles posent

bien évidemment le problème de les rapprocher de la présence d'un SGS et de

leur autonomie fondée sur l'élimination de toute autre vascularite associée (lupus

par exemple). Leur survenue semble influer sur le devenir du patient avec une

mortalité globale augmentée par rapport aux patients atteints de SGS sans avoir

les symptômes qui vont à présent être décrits [89].
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Il. 1. Manifestations articulaires

Les patients présentant le syndrome de Sjôgren développent des

symptômes extra-glandulaires semblables à ceux que présentent les patients

dans d'autres maladies rhumatismales, en particulier le lupus érythémateux

disséminé. Ils développent des arthralgies de type inflammatoire qui peuvent

évoluer en polyarthrite. En général, cette dernière est non érosive, non

destructrice, ce qui permet au fil de l'évolution la distinction avec la polyarthrite

rhumatoïde. Ceci est très important d'autant que les malades ont très souvent un

niveau élevé de facteur rhumatoïde circulant.

Il.2. Manifestationspulmonaires

Elles sont dominées par la fibrose interstitielle diffuse et par la pneumonie

interstitielle lymphocytaire. Des épanchements pleuraux ont aussi été retrouvés.

Il peut exister des infections pulmonaires à répétition secondaires à la diminution

des sécrétions muqueuses.

Certains chercheurs pensent qu'une détérioration au niveau pulmonaire pourrait

précéder l'apparition d'autres signes du SGS, mais un suivi à long terme (10 ans)

de maladie pulmonaire chez des patients atteints de pSS a été rassurant

[90,91].

Il.3. Manifestations rénales

Liées à l'infiltration lymphocytaire, elles sont dominées par l'acidose

tubulaire rénale [92]. Une néphrocalcinose (Fig.22) et une lithiase peuvent

également s'observer. La glomérulopathie dans les formes primitives du SGS est

rare, sauf lorsqu'il y a une cryoglobulinémie associée. Il s'agit alors d'une

glomérulonéphrite par complexes immuns.
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Figure 22. Néphrocalcinose dans le syndrome de Gougerot-Sj6gren.

1/.4. Manifestations neurologiques

Elles seraient de deux types en fonction de l'infiltrat mononucléé ou

neutrophile. Les observations neurologiques les plus fréquentes sont des

neuropathies périphériques sensitivo-motrices ou des atteintes sensitives du

trijumeau. Les troubles centraux font, quant à eux, l'objet de plusieurs

publications et leur présence dans le SGS varie de "très fréquentes" à

"inexistantes" [93-95]. Des troubles psychiatriques sont parfois observés , avec

des états d'anxiété, de dépression , d'irritabilité... Ils ne sont pas tous secondaires

aux handicaps fonctionnels [83,96].

1/.5. Manifestations vasculaires

20% des malades atteints du syndrome de Sjôgren primaire se plaignent d'un

syndrome de Raynaud et 25% d'une vascular ite. Un purpura

hyperglobulinémique (Fig.23) ou cryoglobulinémique, reflétant le dépôt de

complexes immuns, peut être observé.
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Figure 23. Syndrome primaire de Sjogren. Cette éruption purpurique est
caractéristique et ressemble à la macroglobulinémie de Waldenstrom.

III. Fatigue et fibromyalgie

Un symptôme commun de syndrome de Sjëqren est la fatigue. La fatigue

peut être débilitante et n'est pas souvent prise au sérieux par le médecin traitant

ou par la famille du patient. Il est important de déterminer si la fatigue résulte

d'un processus inflammatoire, d'un déséquilibre hormonal, ou de problèmes non

immunitaires et/ou non hormonaux. La fatigue liée à une maladie immunitaire est

généralement attribuée à l'action nerveuse centrale de cytokines tels qu'IL-1 ou

TNF. En outre, les patients présentant le syndrome de Sjôqren ont une

fréquence plus élevée d'hypothyroïdisme qui peut être une cause hormonale.

Les causes non immunitaires et/ou non hormonales sont, quant à elles, mal

comprises.

La fatigue est généralement associée à une fibromyalgie et peut être plus

fréquente chez les patients présentant le syndrome de Sjëqren. La grande

fréquence des plaintes de sécheresse chez les patients souffrant de fibromyalgie

sans être atteints par Sjëqren (par exemple des biopsies de glandes salivaires

normales) suggère que des zones du système nerveux central sont peut-être

impliquées dans la fibromyalgie. Les conséquences de cette dernière peuvent

être encore aggravées par de mauvaises habitudes de sommeil. Par exemple,
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dans le SGS, les nuits se trouvent souvent perturbées par des réveils fréquents

liés à la sécheresse buccale. Ces patients se réveillent pour boire puis se lèvent

encore pour uriner. Ce cycle peut être répété plusieurs fois par nuit et la

multiplication de ces sommeils interrompus peut prédisposer à la fibromyalgie.

IV. Anomalies biologiques et immunologiques

Nous retrouvons un syndrome inflammatoire, avec augmentation de la

vitesse de sédimentation globulaire, parfois une anémie et une leucopénie. Plus

évocatrice est la constatation d'une hyperprotidémie parfois majeure avec

syndrome d'hyperviscosité. L'électrophorèse sérique objective une forte

hypergammaglobulinémie polyclonale. Un composant monoclonal doit être

systématiquement recherché. Il ne traduit pas toujours l'existence d'un

lymphome car des gammapathies monoclonales bénignes peuvent être

observées dans le cas d'un SGS. Cependant, lorsqu'un lymphome est

soupçonné, la biopsie d'une adénopathie ou d'une glande salivaire accessoire

permet le diagnostic et montre en général une prolifération maligne de

lymphocytes B. La survenue possible d'un lymphome nécessite une surveillance

rigoureuse du taux de p2 microglobuline dans le sérum (son élévation devrait

attirer l'attention).

Sur le plan immunologique, en plus de l'excès d'immunoglobulines,

l'existence d'une hypocomplémentémie, de complexes immuns circulants ou de

cryoglobulinémie sont autant d'anomalies rencontrées. Cette dernière est le plus

souvent de type mixte, mais elle peut aussi être monoclonale : elle est alors

volontiers associée à une prolifération lymphoïde maligne.

Mais, lors du SGS, nous constatons surtout une forte apparition d'autoanticorps

dont les anticorps antinucléaires. Les anti-SSAIRo et surtout les anti-SSB/La,

plus spécifiques de la maladie, ont été évoqués auparavant. Leur présence est

bien corrélée avec celle du facteur rhumatoïde. Ce dernier est nettement plus

fréquent dans les SGS secondaires à la polyarthrite rhumatoïde (60% des cas)
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que dans les formes primitives. On peut donc se demander s'il ne s'agit pas plus

d'un épiphénomène de la polyarthrite rhumatoïde que d'une manifestation liée

au syndrome sec [11].

Enfin, la pièce sécrétoire étudiée par El Kaissouni, Béné et Faure pourrait

être proposée comme un nouveau marqueur diagnostique du SGS. Cette

glycoprotéine est normalement synthétisée par certaines cellules épithéliales et

assure le transport des immunoglobulines IgA ou IgM polymériques depuis la

lamina propria vers les secrétions. Cette étude a montré une grande corrélation

entre le SGS et la surexpression de cette pièce sécrétoire dans les cellules

épithéliales acineuses des glandes salivaires [97,98].

V. Lymphome

Le SGS est une maladie auto-immune bénigne en général mais qui, pour

certains patients, peut être fatale. En effet, les malades présentent un risque

accru de développer un lymphome, une macroglobulinémie de Waldenstrôm ou

encore une hyperactivité lymphoïde (pseudo-lymphome) (Tab.X) [99,100].

Le terme "pseudo-lymphome" a été employé pour décrire un patient qui a

les symptômes cliniques du lymphome (sueurs nocturnes, Iymphadénopathie)

mais qui ne montre pas de lymphome franc sur les biopsies. Au cours du

pseudo-lymphome, les lymphocytes B ont une sécrétion polyclonale mais

l'infiltrat Iymphocytique, observé dans les biopsies, est principalement composé

de cellules T auxiliaires. Les lymphomes sont, quant à eux, généralement

composés de lymphocytes B monoclonaux. Ces pseudo-lymphomes peuvent

guérir ou évoluer vers un lymphome.
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Eventail des syndromes de Sjogren

malin=bénin C'=============::======--
Sjogren classique ~==~> pseudolymphome ~===> macroglobulinémie

réticulosarcome

clinique
xérostomie
xérophtalmie
polyarthrite rhumatoïde

Iymphadénopathie
hépatosplénomégalie
infiltrats pulmonaires

issue fatale

pathologie
bénin
infiltrats lymphoïdes limités à
la glande

extraglandulaires
pseudotumoraux
infiltrats lymphoïdes

infiltrats lymphoïdes
extraglandulaires malins

Tableau X. Eventail des syndromes de Sjogren [12].

Les lymphomes, quant à eux, constituent une complication classique mais

heureusement rare du SGS. Leur apparition est certainement favorisée par le

déficit cellulaire T et l'hyperactivité lymphocytaire B qui finit par isoler un clone

tumoral. Le risque de développer un lymphome est donc apparemment relié à la

sévérité de la Iymphoprolifération associée au SGS [101].

Le risque relatif de développer un lymphome non hodgkinien pour un patient

atteint de SGS est d'environ 40 [102]. Plusieurs facteurs de risque ont été

signalés. Certains sont dus aux éléments intrinsèques de la maladie comme la

tuméfaction parotidienne ; d'autres aux agents extrinsèques auxquels les

patients sont exposés comme une irradiation de la parotide pour le traitement de

leurs glandes salivaires ou une prise de médicaments cytotoxiques.
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VI. Femmes enceintes

On a observé que le lupus néonatal est une complication fœtale

beaucoup plus fréquente chez les patientes enceintes souffrant de SGS. Ceci

serait le résultat d'un transfert actif des anticorps anti-SSA, à travers le placenta,

pendant le second trimestre de la grossesse. Dans la circulation fœtale, on

suppose que ces anticorps initient une inflammation du myocarde. Cette

dernière pourrait endommager définitivement le système de conduction

cardiaque et aboutir à un bloc cardiaque congénital, souvent à la fin du second

ou au début du troisième trimestre [45].

Le lupus néonatal peut aussi se manifester par une dermatite qui survient après

la naissance. Le rash disparaît avec le temps, les anticorps maternels finissant

par être métabolisés [35].
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E. Evolution et thérapeutique

La thérapie du syndrome de Gougerot-Sjôgren demeure empirique et

symptomatique. En effet, comme son étiologie reste inconnue, la thérapeutique

s'attache à corriger le syndrome sec avec des traitements locaux (pour les yeux,

la bouche et autres surfaces sèches) et à apporter des soins pour les

composantes auto-immunes systémiques telles que la vasculite, et pour les

symptômes non spécifiques tels que les désordres de fatigue ou de sommeil.

1. Traitement des manifestations glandulaires

1.1. Yeux secs

Les larmes artificielles (Tab.XI) sont le principal soutien du traitement pour

les yeux secs. Ces agents sont, néanmoins, limités par leur courte durée

d'action. Au cours de ces dernières années, de nouvelles formulations ont été

proposées pour des études cliniques avec différentes concentrations en

électrolytes (pour mimer la composition des larmes) et des tampons

bicarbonates. Ces derniers sont censés interagir avec les mucines et former un

gel mucines-bicarbonates qui aura, comme conséquence, une protection accrue

de la surface oculaire. Les premiers résultats de ces études sont encourageants

[103].

Les larmes artificielles sont conditionnées de deux manières: avec ou

sans conservateurs. Quelques-uns de ces excipients (notamment les dérivés

mercuriels) ont un effet irritant sur l'œil chez certains patients souffrant de
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xérophtalmie, d'autant plus qu'ils ne sont pas dilués par les larmes du patient et

restent à une concentration relativement élevée. Il faudra alors changer de

produit, ou mieux, utiliser des larmes artificielles sans conservateurs

actuellement disponibles en unidoses.

Lors de l'évaluation des larmes artificielles, il est nécessaire de déterminer

si la goutte reste suffisamment longtemps ou si elle est immédiatement évacuée

après son instillation dans l'œil. Si tel est le cas, une préparation plus visqueuse

devra alors être utilisée. Néanmoins, ces produits peuvent causer un brouillard

visuel et sont à utiliser avec prudence chez les conducteurs et utilisateurs de

machine.

Produits à faible viscosité

Sans conserveteur

UNILARM®

Avec consetveteurs

LARMES ARTIFICIELLES® DIALENS® L1QUIFILM®

Produits à haute viscosité

Sans conserveieur

LACRYVISC UNIDOSES® LACRYPOS UNIDOSES® CELLUVISC UNIDOSES®

Avec conserveteurs

DULCILARMES®

LACRIGEL®

DACRYOLARMES@

GEL-LARMES®

LACRINORM®

LACRYVISC®

LACRYPOS®

Tableau XI. Produits de suppléance lacrymale.

Le volume des larmes sur la surface oculaire reflète leur taux de

production versus leur taux de pertes à la fois par évaporation et par drainage

par les canaux lacrymaux. Une occlusion à ce niveau peut être effectuée par

l'ophtalmologiste, chez les patients présentant une sécheresse oculaire sévère,

en utilisant temporairement des bouchons en collagène, en matières plastiques

ou plus durablement par une cautérisation. Cette intervention peut aider certains

patients en réduisant la fréquence d'utilisation des larmes artificielles. Plus

rarement, les chirurgiens peuvent utiliser une blépharorraphie latérale qui a pour

but de rétrécir la fente palpébrale et diminuer l'évaporation lacrymale. Mais,
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avant d'utiliser ces procédures lourdes, le patient peut tout simplement essayer

des lunettes à chambre humide ou des verres protecteurs contre les effets

desséchants du vent.

Enfin, d'autres études sont actuellement en cours pour tester des

stimulateurs locaux. Ainsi, un dérivé de la bromhexine (N-cyclohexyl-N-methyl-2­

phenylethylamine, HCI) utilisé habituellement comme agent fluidifiant (Bisolvon't)

aurait des effets bénéfiques en favorisant une sécrétion lacrymale et salivaire.

D'autres substances comme la ciclosporine-A à 2% dans de l'huile d'olive

(traitement de la KCS) ou le 3-isobutyl-1-methylxanthine, un stimulateur de

l'AMPc (diminution de la coloration au rose bengale, c'est-à-dire des zones

sèches), sous forme de collyres, font également l'objet d'essais cliniques [103].

D'autres chercheurs, en partant de la constatation que le SGS touche

principalement les femmes, ont émis l'hypothèse que la déficience androgénique

serait un facteur étiologique critique dans la survenue du syndrome des yeux

secs. Un traitement androgénique de la surface oculaire pourrait alors favoriser

les fonctions des glandes lacrymales et meibomiennes. Le résultat démontre que

les androgènes régulent ces deux fonctions, et suggère qu'une administration

topique d'androgènes pourrait servir comme thérapie efficace pour le traitement

des yeux secs lors d'un SGS [104].

1.2. Traitements pour bouche sèche.

Le traitement de la xérostomie est difficile. En effet, en plus de la

sécheresse chronique, les patients risquent de développer des caries dentaires

ou encore des candidoses. Aussi, la démarche thérapeutique adoptée devra-t­

elle avoir plusieurs objectifs:

• Une bonne hygiène buccale pour prévenir les caries dentaires, en

évitant de prendre des produits sucrés et en utilisant des dentifrices

et des bains de bouche au fluor pour aider à retarder la perte

d'émail.
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• Minimiser l'inconfort buccal par l'utilisation de substituts salivaires.

Ainsi, le patient pourra prendre du Sulfarlem S25® ou Artisial". Des

prises fréquentes de gorgées d'eau et l'utilisation de chewing-gum

sans sucre pour stimuler la sécrétion sont parfois suffisantes pour

soulager la xérostomie.

Par ailleurs, chez certaines patientes, la sécheresse des sinus conduit à

une respiration par la bouche pendant la nuit, renforçant ainsi la sécheresse

buccale. S'appliquer donc à laisser les sinus ouverts peut grandement aider à

atténuer les symptômes buccaux. Un rinçage doux, avec par exemple une

solution saline diluée, destinée à enlever les sécrétions de mucus sec, peut

s'avérer utile. Enfin, pour les candidoses buccales, l'amphotéricine B

(Funqizone'î) ou la Nystatine (Mycostatine'") sont les traitements de choix.

1.3. Nouvelles approches de la stimulation des fonctions salivaires

et lacrymales dans le syndrome de Gouqerot-Sioçren

Nous avons vu, en abordant la physiologie de la sécrétion, qu'il y avait un

excès de récepteurs M3 disponibles pour la stimulation par des analogues de

l'acétylcholine. C'est ainsi qu'il a été trouvé que l'administration de pilocarpine

(analogue oral de l'acétylcholine) augmentait le confort des patients avec une

xérostomie consécutive à un SGS [105). Cette molécule paraît efficace pour une

administration au long court et semble bénéfique pour réduire les symptômes de

la xérostomie, même si le taux de sécrétion des glandes salivaires ne semble

pas augmenter. Les effets secondaires les plus fréquents sont une sueur accrue

et une intolérance gastro-intestinale, qui sont généralement contrôlés en

diminuant les doses. La dose optimale, qui est la moins susceptible de donner

des effets secondaires, est de 5 mg, 4 fois par jour [106].

Plus récemment, la cévimeline (autre analogue oral de l'acétylcholine qui montre

plus de spécificité vis-à-vis du récepteur M3 que la pilocarpine) a été étudiée et a

conduit à des résultats favorables [107,108]. Cette molécule a une durée de
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fixation sur le récepteur M3 plus grande que celle de la pilocarpine et des essais

cliniques suggèrent que, pour les symptômes oculaires, elle est plus bénéfique.

II. Approches de la thérapie pour les manifestations systémiques

L'approche de la thérapeutique dans le cadre des manifestations

systémiques chez le patient atteint de SGS est complexe. En effet, si les

corticostéroïdes sont efficaces dans ce syndrome [109,110}, comme dans

d'autres maladies auto-immunes, notamment lors d'une implication rénale

(glomérulonéphrite), pulmonaire (lésions interstitielles), d'une vasculite ou encore

en usage local (pour diminuer l'inflammation de la surface conjonctivale), leurs

effets secondaires limitent leur dose thérapeutique et leur durée de traitement.

Dans le cas de leur utilisation chez des patientes enceintes avec des preuves de

détresse fœtale et des risques de bloc cardiaque néonatal, le traitement à la

dexamethasone est préféré à celui à la prednisone car la dexamethasone passe

à travers le placenta et ne requiert pas d'activation métabolique.

Un autre traitement a lui aussi été souvent cité dans différentes

publications car il est utilisé pour la polyarthrite rhumatoïde, autre maladie auto­

immune [111-113]. Il s'agit de l'hydroxychloroquine (Plaquenil"). Cependant,

l'efficacité de cette molécule est controversée. Si certains la préconisent pour les

arthralgies ou l'anémie à raison de 5-7 mg/kg/j, d'autres ne lui trouvent aucun

bénéfice clinique dans le cas d'un SGS.

Les patients seront aussi amenés à prendre des anti-inflammatoires non

stéroïdiens, notamment pour les myalgies. Cependant, ces patients ont

apparemment une plus grande fréquence d'intolérance gastro-intestinale. Ceci

pourrait résulter de la déficience du flux salivaire (normalement plusieurs litres

par jour) qui neutralise l'acidité gastrique qui contribue aux symptômes de reflux

gastro-œsophagien parfois observé dans le SGS.
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Enfin, le malade doit proscrire toute drogue à effets anti-cholinergiques

(phénothiazines, anti-spasmodiques ... ), et bien entendu, en raison de la

possibilité d'évolution Iymphomateuse, les immunodépresseurs, et plus

particulièrement les agents alkylants (Endoxan, Chloraminophene) doivent, eux

aussi, si possible, être évités.
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F. Conclusion

Le syndrome de Gougerot-Sjôgren est un désordre immunitaire

systémique largement inconnu dans la pratique clinique, et souvent sous

diagnostiqué. Deux raisons principales à cela:

• les symptômes sont variables et souvent non spécifiques,

• la prévalence de cette maladie, sa pathogenèse, son développement

ainsi que son impact sur la qualité de vie des patients sont encore mal

compris [114].

Cette pathologie complexe n'a pas trouvé de traitement curatif efficace.

Jusqu'à présent, les praticiens se sont contentés de traiter les symptômes à

défaut de pouvoir traiter la cause. Cette médication uniquement symptomatique

a révélé ses limites. Aujourd'hui, les chercheurs se tournent vers une nouvelle

approche, considérant la pathologie dans sa globalité. De nombreuses voies

sont explorées. Ainsi, certains investigateurs pensent que le SGS est d'origine

virale et évaluent l'efficacité d'antiviraux dans cette maladie [115]. D'autres se

tournent vers la voie immunologique poursuivant deux orientations majeures:

• empêcher la destruction des cellules épithéliales,

• stimuler les récepteurs muscariniques, pour augmenter la sécrétion

des cellules épithéliales non détruites.
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A. Introduction / Exposé du problème

Par les recherches actuelles, les scientifiques tentent de trouver un

remède véritablement spécifique et curatif pour traiter le syndrome de Gougerot­

Sjôgren. Parmi les voies d'investigation, nous avons vu précédemment que l'on

pouvait s'attaquer à la machinerie immunitaire qui se dérègle au cours de cette

maladie. Ainsi, par exemple, un groupe de chercheurs a essayé avec succès

d'inhiber, in vitro, la production du TNFa induite par la métalloprotéinase de

matrice 9 en introduisant de l'ADNc srlxBa [116].

D'autres stratégies peuvent cependant être imaginées:

• Réguler la réponse immunitaire pour induire une tolérance ou une

anergie des cellules B et T autoréactives,

• Bloquer cette réponse en empêchant les autoanticorps nocifs

d'exercer leur action. Deux démarches sont envisageables:

1. Séparer les autoanticorps anti-La/SSB du sérum des patients

par plasmaphérèse sur résine, obtenue par greffage de

molécules capables de complexer fortement et sélectivement

ces anticorps. La méthode pourrait s'appliquer aussi bien aux

anti-Ro/SSA mais nous ne parlerons dans ce qui va suivre que

de La/SSB et de son anticorps, plus spécifique du SGS,

2. Développer des anticorps anti-idiotypiques capables d'interagir

avec les autoanticorps nocifs présents lors du SGS. En effet, à

partir d'un ARN1 (Fig.24) codant pour un autoantigène La/SSB

des cellules B, on peut déduire un ARN2 complémentaire. Cet

ARN2 code pour un peptide qui, en théorie, est

complémentaire à cet autoantigène. Nous appellerons ce

peptide complémentaire: peptide cpl, alors que l'autoantigène

111"' _
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est appelé ncpl ou peptide non complémentaire. La démarche

thérapeutique sera alors d'injecter à des rats ce peptide cpl

pour obtenir des anticorps anti-idiotypiques issus de la réaction

immunitaire. Ces derniers devraient logiquement, une fois

administrés à l'Homme, réagir avec les autoanticorps du

patient, les empêchant ainsi d'exercer leur effet nocif.

Autoantigène

Immunisali01

~

Anticorps .--------Y
auto-immun Lv-

ARN 1
UCU UAC UCC AUG...

AGA AUG AGG UAC...
ARN2

Cpl : Peptide
:z=J\,complémentaire

Immunisation

~
Anticorps anti-idiotypique

Figure 24. Schéma de la relation des ARN complémentaires entre eux et des
peptides (unités de reconnaissance) qu'ils génèrent ainsi que des
anticorps induits par ces unités [117].

Pour ces deux dernières approches, la modélisation moléculaire couplée

à la RMN permet d'étudier les peptides antigéniques afin d'engendrer des

composés superactifs (c'est à dire ayant une plus grande affinité vis-à-vis des

autoanticorps) capables de bloquer spécifiquement la réponse auto-immune.

En effet, dans l'organisme, les peptides sont rapidement dégradés par des

protéases. La connaissance de la structure tridimensionnelle du peptide

antigénique est donc indispensable à la génération d'analogues pseudo­

peptidiques mimant efficacement une conformation donnée et ayant une demi­

vie accrue vis-à-vis des protéases.

74
(vM

.·il) -----------------------------



Il est toutefois difficile, dans bon nombre de cas, et même si on connaît la

structure du peptide actif, de concevoir des analogues superactifs. Ainsi, par

exemple, lors d'une étude sur la myasthénie, menée par le groupe de recherche

du Dr CUNG (UMR7568 CNRS-INPL) sur le peptide MIR (Main Immunogenic

Region) : pour obtenir une meilleure affinité vis-à-vis des autoanticorps, la partie

N terminale devait être structurée sous forme d'un repliement p alors que la

partie C terminale devait rester flexible pour entrer dans le site actif avant de se

structurer ultérieurement [118,119]. Introduire une séquence pseudo-peptidique

pour que le produit ne soit pas reconnu par les protéases peut également

s'avérer une opération complexe.

Lors d'études précédentes, des chercheurs du Laboratoire de Biochimie

de l'Université d'Ioannina (Grèce) ont pu identifier et synthétiser l'épitope

peptidique 289-308 La/SSB, autoantigène des cellules B [120,121]. Il s'agit d'un

peptide de 20 résidus que nous appellerons par la suite peptide non

complémentaire ou ncpl, ayant comme séquence: Ac-AIa1-Asn2-Asn3-Gly4-Asn5­

Leu6-Gln7-Leu8-Arg9-Asn1°_Lysii_Glu12_Val13_Thr14_Trp15_Glu16_Val17_Leu18_Glu19_

GllO-NH2.

Ce peptide est codé par une séquence d'ARN dont la séquence complémentaire

code pour un autre peptide qui sera désigné peptide complémentaire (cpI289) et

qui aura comme séquence: Ser1-Phe2-Glu3-Tyr4-Phe5-Pro6-Ser7-His8-Phe9­

Phe1o_Val11_pro12_Glu13-Leu14_Glu15_Val16_Thr17-lIe18_lIe19_Cys20(Acm)-NH2.

Le peptide cpl289 a été greffé sur le support SOCn (Sequential

Oligopeptide Carrier [122]) pour induire des anticorps anti-idiotypiques. Ce

travail est en cours au laboratoire d'immunologie du professeur H.M.

MOUTSOPOULOS, Athènes (Grèce).

Nous nous proposons, lors de ce travail, de déterminer la structure

tridimensionnelle des peptides complémentaire et non complémentaire. Nous

commencerons par un rappel sur les conformations pouvant être adoptées par

un peptide. Nous développerons ensuite les deux étapes principales d'une

analyse structurale:
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• L'attribution des résonances protoniques du peptide à partir des

expériences COSY, TOCSY et NOESY; l'estimation des distances

interprotoniques (à partir des corrélations NOE) et des contraintes

angulaires (à partir des constantes de couplage 3JNHa) nécessaires à la

construction du modèle moléculaire.

• La construction de la structure tridimensionnelle à partir des données

RMN en utilisant les techniques de modélisation moléculaire.

Nous terminerons enfin par une analyse des résultats avant de conclure.

76
vt1J----------------------------



B. Rappels sur la structure des peptides

Les protéines et les peptides résultent du couplage, par des liaisons

amides, d'une série de groupes amines et carboxyles d'acides a-aminés. Le

nombre, la nature chimique et l'ordre d'enchaînement de ces résidus a-aminés

sont des paramètres importants, influençant les propriétés biologiques

extrêmement diversifiées des peptides qu'ils composent. Toutefois, d'autres

facteurs entrent aussi en jeu. Ainsi, la façon dont sont disposées dans l'espace

certaines fonctions chimiques peut jouer un rôle décisif.

Il est donc capital de connaître les propriétés conformationnelles de ces

molécules, a priori assez flexibles, que sont les peptides.

1. Conformation du squelette peptidique

La conformation du squelette peptidique est caractérisée par trois angles

rotationnels ~, \jf et œ respectivement définis par les atomes autour des liaisons

N_Ca, Ca-CO et CO-N (Fig.25).

Par convention, les angles ~ et \jf varient de -180 0 à 180 ; les valeurs ~ = \jf =
1800 étant celles de la chaîne étirée.

Oi·1

Figure 25. Définition des angles dièdres d'une unité peptidique utilisant la
nomenclature standard définie par la commission IUPAC-IUB pour les
atomes et les angles de torsion [123].
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En raison du caractère partiellement double de la liaison amide, l'angle œ

ne prend que des valeurs proches de ro=O°, correspondant à la disposition cis de

l'enchaînement peptidique, ou de ro=180°, correspondant à la disposition trans

(Fig.26).

Lorsque le peptide est constitué d'acides aminés classiques, la différence

d'enthalpie libre entre les deux conformations (i1Go >4 Kcal mol") est telle que

l'enchaînement est totalement trans. Par contre, lorsqu'intervient un résidu

proline ou des acides aminés N-substitués, la différence d'enthalpie libre entre

les deux conformations diminue, et il existe le plus souvent un équilibre entre les

dispositions cis et trans. Nous pouvons trouver aussi la disposition cis dans

certains peptides cycliques.

Ca'

C !
a'C/ ""'H

1\o
cis (w:OO)

Figure 26. Représentation des deux dispositions cis et trans de l'encheînement
peptidique.

Il. Carte conformationnelle

A priori, le squelette peptidique peut adopter un nombre infini de

conformations, définies par des couples d'angles de torsion (~, \If). Cependant,

beaucoup de ces conformations sont exclues par des recouvrements stériques
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défavorables d'atomes. Grâce à l'analyse conformationnelle, une carte

représentant les régions permises a été proposée par Ramachandran (Fig.27).

.,
"'-1euilletp. . .
• . . . . : .....• : .• "- - 'riéllôé"ci

: : .AC:

~~~~i'" ~~~)e'~'" ~."" .. ~" .....
, ~ .. . ,

o ~: ~ :- ~ : ... .. ,

:~':: :
1 ".

-60 .--- ... :" . +'hélfëëéiÀ"'~-"""

, . ; hélicé 3.10 :
1 • 1 •, ,

-120 : ~ ; ; .
1 1 • •

: : k ~euillel ~

-180~~"""~~~~~~~:..: ' .

·180 -120 -60 0 60 120 180

Figure 27. Principales régions (fjJ, If!} permises pour les résidus peptidiques (sauf
Pro et Gly) représentées sur la carte conformationnelle de
Ramachandran [124].

Nous voyons par exemple qu'une conformation avec ~ =0° et \jf =0° ne

peut physiquement pas exister.
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c. Résonance magnétique nucléaire

1. Acquisition des données

L'avènement de la RMN à haute résolution a été un bond majeur dans

l'étude des peptides et des protéines. Ainsi, de nombreux renseignements sur la

structure (conformations et interactions moléculaires) des peptides en solution

ont pu être obtenus. Néanmoins, la présence d'un même résidu plusieurs fois

dans le peptide, et celle de résidus très proches dans le même peptide font que

les spectres RMN sont relativement complexes du fait de la superposition des

signaux issus de protons de même nature.

Toutes les expenences ont été réalisées avec un spectromètre RMN

Bruker DRX-600 MHz. L'analyse des données a été effectuée sur une station

Silicon Graphies, gérée par le système d'exploitation UNIX, en utilisant le logiciel

Bruker XWINNMR.

Il. Attribution des signaux

Figure 28. Spectre RMN protonique 10 du peptide complémentaire en solution
dans le DMSO.
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D'après la figure 28, il paraît évident qu'une attribution complète et

univoque de ce spectre est impossible au premier abord du fait de sa

complexité. Ainsi, il a été nécessaire de faire appel aux techniques de RMN à

deux dimensions. " en est de même pour le spectre du peptide non

complémentaire.

Une expérience à deux dimensions est constituée par l'enregistrement

d'une succession de spectres à une dimension utilisant une séquence RMN

composée de plusieurs périodes. Le résultat d'une expérience de RMN à deux

dimensions est représenté sur la figure 29 sous forme d'une carte bi­

dimensionnelle.
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Figure 29. Carte des corrélations TOCSY du peptide complémentaire dans le
DMSO.
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Les résultats se présentent sous forme d'une carte carrée où la présence

d'un signal aux coordonnées x, y matérialise soit l'existence d'une constante de

couplage scalaire entre deux protons correspondant à des déplacements

chimiques x et y (expérience COSY, TOCSY ou HOHAHA...), soit l'existence

d'un couplage spatial dipôle-dipôle c'est à dire d'un effet NOE (expérience

NOESY, ROESY).

L'expérience 1H,1H-COSY (COrrelation SpectroscopY) [123J permet

d'établir les corrélations des protons entre eux à l'intérieur d'un même résidu

acide aminé par l'intermédiaire de leur couplage scalaire vicinal à travers trois

liaisons comme par exemple les corrélations: NH/Hu, HU/HP, HP/HY... ou par

l'intermédiaire de leur couplage scalaire géminai à travers deux liaisons (Hu/Hu

avec Gly, HP/HP, HY/HY... ).

L'intensité des pics de corrélations est proportionnelle à la valeur de la

constante de couplage.

Nous pouvons aussi effectuer une expérience COSY relayée pour générer des

corrélations à plus longue distance NH/HP ou HU/HY...

L'expérience TOCSY (TOtal Correlated SpectroscopY) ou HOHAHA

(HOmonuclear HArtmann HAhn) fournit les corrélations complètes des protons

au sein d'un même résidu qui sont relayées par les constantes de couplage

scalaire. En effet, lorsqu'un proton HU est couplé en même temps aux deux

protons NH et HP, nous observons un pic de corrélation entre les signaux RMN

de ces deux derniers (le proton HU sert de relais d'aimantation aux deux protons

NH et HP ). Nous pouvons de la même manière observer des relais à plus longue

distance NH/HY, NH/Ho...

L'expérience 1H,1H-NOESY (Nuclear Overhauser Enhancement

SpectroscopY) est utilisée pour déterminer les corrélations dipolaires qui

s'effectuent par l'échange d'aimantation à travers les couplages dipôle-dipôle

(effet overhauser nucléaire: NOE). Elle renseigne ainsi sur la proximité dans

l'espace entre deux protons distants de moins de 5 À L'effet NOE qui est
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inversement proportionnel à la puissance 6 de la distance inter-protonique

décroît très vite lorsque les deux protons s'éloignent l'un de l'autre.

La présence d'effet NOE entre le proton Ha d'un résidu (i) et celui de la fonction

NH du résidu suivant (i+1), due à leur proximité à travers l'espace, permet le

séquençage de la chaîne peptidique.

En général, pour un peptide au delà d'une séquence composée de cinq à six

résidus (dans notre cas, nous en avons vingt), il est difficile avec la séquence

COSY de remonter à l'attribution directe des protons H~, HYet HOde chacun des

résidus concernés à cause de la superposition de leurs signaux. Nous avons eu

recours systématiquement à l'expérience TOCSY (Fig30).

A: cpl289
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Figure 30. Spectre TOCSY des peptides cpl289 (tl) et ncpl (f2) en solution dans
le DMSO avec étalement de la région NH/CJ-f. Attribution des signaux
protoniques des spectres des peptides.
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Prenons l'exemple du peptide cpl289 : si certains systèmes de spins sont

facilement identifiables (résidus Tyr4
, Ser/, His8

) , les résidus Glu, Ile, Phe, Val. .. ,

figurent plusieurs fois à différentes positions de l'enchaînement des acides

aminés et sont donc plus difficilement analysables. En plus, même si nous

arrivons à identifier leur système de spins, nous ne pourrions pas indexer les

résidus.

De même, pour le peptide non complémentaire, nous n'avons pas pu

avec l'expérience TOeSY seule, attribuer d'une manière précise tous les résidus

sur la carte car certains ont leurs pics de corrélation superposés ou d'autres

comme Asn, Glu, Leu, Gly et encore Val sont présents plusieurs fois dans la

séquence peptidique. Nous avons donc utilisé la séquence NOESY pour

effectuer l'attribution séquentielle et pour distinguer les systèmes de spins de

deux résidus identiques.

L'effet NOE est un mécanisme de relaxation croisée qui a lieu lorsqu'il

existe un couplage dipolaire (à travers l'espace) entre deux spins. L'irradiation

de l'un des spins par un champ magnétique se répercute sur le second

entraînant une modification de son aimantation.

L'attribution séquentielle des signaux est effectuée sur les deux parties

agrandies de la carte NOE (Fig.31,32,34 et 35) en suivant les corrélations eUH /

NH et eUHj / NH+1 (Fig.31 et 32) d'une part et les corrélations NH / NHi+1 (Fig.34

et 35) d'autre part. Nous avons tracé quelques lignes de connectivités à titre

d'exemple.
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Figure 31. Expansion de la partie NH/Cf-f de la carte de corrélations NOESY
du cpl289 dans le DMSO.
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III. Effet de la température

Les liaisons hydrogène inter ou intramoléculaires induisent sur les protons

amide, qui y participent, des déblindages importants. Lorsque la température est

augmentée, les liaisons hydrogène intermoléculaires avec le solvant sont

rompues plus rapidement que les liaisons hydrogène intramoléculaires, ce qui

entraîne une plus forte variation du déplacement chimique 3 des protons amide

solvatés. Il est empiriquement admis à ce jour que, dans un milieu aprotique fort

comme le DMSO, une variation 113/11T inférieure à -3.10-3 ppm/K, en valeur

absolue, caractérise une liaison hydrogène intramoléculaire et le proton amide

responsable est dit Il protégé du solvant ".

Les déplacements chimiques issus de l'attribution séquentielle ainsi que les

118/I1T sont regroupés dans les tableaux XII et XIII.
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. -,-....__.._._---_..." ..---.

8,09

113/11T

... ?!?? .. Ll,?~.. 2.,78 /~,02
-6,9.16~3 8,27 4,22 1,7/1,82

-4,7.10-
3

?,??4,Ll~?,E)E)L?,~4
~7,'2.16~3 8,44 4,64 2,78/2,98

__ ...Ll,.:1~... 1,_?§J_.1.L~?
f'''~T'
1 -7,2.10 4,18 3,54/3,65

-1,3.10-3 4,38 2,8/2,91r.=S,6.16~3 4,6"2~7TI2)3à'
-5,0.10-3 4,42 2,84/2,99
'=5,2.10:3' 4,29 ············· ..··~C9S·· b,Efs-········ .

1-~s,T.·1Ô~3 ········8,os..· ::;~ ····lJ~+~·~~~·JJ~,~~,~8},??L~,.E>.:1
-4,7.10-

3
],84 4,3 1,4.:1. ..J,.??

r=4,6.16~3 8,07 4,28 1,74/1,88 2,25

-3,9.10-
3

.. T,E)! .4,~ ..1.,~E>. 0,8
=6,1.10~3· 7,97 4,27 3,94 1

-3,1.10-3 7,62 ... A,.?? .J,7? .1,g8/ 1,42
.. ·······~3

-4,4.10 7,86 4,16 1,72 1,06/1,4
-5,5.10-3 8,02 4,38 2,72/2,88

RésiduSer
1

,... _ .

Phe2

Glu3

Tyr4

Phe5

Pro"
Ser7

His8

Phe9

Phe10

Val 11

pro12

GIU13

Leu14

Glu15

Val16

Thr17

Ile18

lIe19

Cys20

Tableau XII. Déplacements chimiques <5 (ppm) et valeurs de Lta'LtTpour chacun
des protons du peptide cp1289.
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0,8
.... -.- .... ---- -~.,,-.

, ,.... _.6,~~L!,4?

1,~_Q,~5 __.,
2,112,17 6,81/7,29

_J,?~ 9,?~_
1,45 3,05

6,99/7,38

7,13/7,52

N°H N&H et,
c;tlaromatique ..

__ 7,01/7,46
6,96/7,44

1,52

1,17
2,4812.,59
2,5/2,58

NH118/11T

-4,78.1 b~3 8,11 4,23
-4,62.10-3 .~,1.~ 4,5

r~L(1b.1 ()~3 8,06 4,46

r~~:1g:+~~: 8â:t ~:~~ 2,4772,6
-2,60.10-3},~4 4,161,.~.

1---·-·-·······-·~3

1 -3,26.10 7,91 4,16 1,78/1,92
-3,17.10-3 _?,??_4,~9_ _._J,4~

r-=5,2~10~3'- 7,94 4,27 1,56/1,73

-4,78.10-
3

_._. J3J_ 4!4~?A?J?,??
1-3,50.T()~3 7,88 4,17 1,54 11,71 1,3

1
_ ~~'-?~: l_Q~: ~,?___ 4,22 1,8-'-_1-,~? ._ .__ 2... 18 _.______

-2,87.10 7,67 4,19 2,0 0,8
- -3,61.10-3 7,8 4,13 3,95 0,98
~----------- -------. _o, a _. __,.__ ,__, .__ __._ __ .. _ __. . _. _._ __._____ -___ .._ . ._ .,..__.__ .,
1 -2,29.10- 7,82 4,53 2,98/3,17

-3,17.10-3 8,22 4,25_.,J_.?I,L1-,~?_,_ 2,16
r~4-,96:1():3"7:ir' 4,1 1,970,85

-4,60.10-3 7,98 4,27 1,46 1,61
r"-' -"'---'~3--- ------,-..-.--.--- ----..-..-...-------.- .---.. ----,. - ,.- --.-
1 -4,48.10 7,96 4,18 1,76/1,9 2,23

7,97 3,60

Ala1

Asn2

Asn"
Gil
Asn5

Leu6

Gin?
Leu8

Arg9

Asn10

Lys11

GIU12

Val13

Thr14

Trp15

GIU16

Val17

Leu18

GIU19

Gilo

Résidu

Tableau XIII. Déplacements chimiques 5 (ppm) et valeurs de L1&'L1T pour chacun
des protons du peptide non complémentaire.

Nous pouvons d'ores et déjà remarquer que le proton amidique du résidu

His" pour le peptide cpl289 et ceux des résidus l.eu", Val 13 et Trp15 pour le

peptide non complémentaire, devraient être impliqués dans des liaisons

hydrogène qui stabiliseraient la structure de ces deux peptides.
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D. Analyse conformationnelle

Cette analyse est essentielle. En effet, c'est grâce à elle que nous

pouvons introduire des contraintes qui vont nous aider à remonter à la structure

tridimensionnelle du peptide, en utilisant la modélisation moléculaire.

1. Contraintes angulaires

Lorsque deux protons sont séparés par moins de trois liaisons, le signal

RMN de chacun d'eux est dédoublé par la présence de l'autre. L'écart entre les

deux composantes du doublet est appelé constante de coup/age vicinal. Ce

phénomène a pour origine la circulation électronique dans /e système H-X-Y-H.

Karplus a établi une relation entre les constantes de couplage vicinal 3J et l'angle

dièdre e formé par les deux plans H-X-Y et X-Y-H d'un enchaînement H-X-Y-H

[126,127]. Cette équation s'écrit:

3J(e) =Acos2e - Bcosü + C.

Pour la liaison HN-cuH, nous utiliserons une relation du type de Karplus

étalonnée par Cung et Coll. [128J :

3J(HN-CUH) =4,3cos2e - 2,9cose + 4,3

L'angle dièdre e est lui-même relié à l'angle rotationnel ~ par la relation:

o= 1~-60 1 pour un résidu de configuration L (sauf Gly) (Fig.33).
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-o.

J(Hz.)

5.

o.

s.

o.

Figure 33. Courbe de Karplus [126].

Les constantes de couplage 3JNa ont été mesurées directement sur les

spectres 10 et les valeurs des angles eet des angles ~ ont été estimées ensuite.

D'après la relation e = 1~-60° l, pour une valeur de e, deux valeurs de ~ sont

possibles. Elles sont négatives dans notre cas car tous les résidus sont de

configuration L.

Etant donné la superposition de plusieurs pics du spectre 10 du peptide

non complémentaire, plusieurs constantes 3JNa ont été difficiles à obtenir avec

précision. C'est la raison pour laquelle il manque des valeurs dans le tableau XV.

Ces valeurs ont été résumées dans les tableaux suivants où nous avons

également fait figurer les valeurs des angles ~ obtenus par le calcul de

dynamique moléculaire.
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-103 ± 1
-117±5
-159 ± 7
-73 ± 12
-163 ± 2

-134±11
-101 ± 10
-97 ± 29
-144 ± 7

-94 ± 20
-109 ± 22

....................................

-96 ± 16
-177 ± 25

-76/-164
-80/-160
-85/-155
-83/-157

-87/-153

136
140
145
143

137
141
146
142
146

147

6,5
7,3
8,1
7,8

8,3

6,8
7,4
8,3
7,6

8,5

5,7

3J (Hz)Résidu
·......·1·····

Ser
Phe2

Glu3

Tyr4

... "5
Phe
Pro6

Se!"7
His8

...... g
Phe
Phe10

····VaPl
pro12

. '''13 .
Glu
Leu14

'Glù IS

Val 16
. ··············1T .

Thr
Ile18

GIU16

'VaPT
Leu18

'"''''19''' .
Glu
Gly20

8,6 148 -88/-152 -105 ± 1
9,3 152 -92/-148 -81 ± 12
8,1 144 -84/-156 -73±4
8,7 148 -88/-152 -88 ± 12..' . .

8,2 145 -85 / -155 -112 ± 19
8,6 148 -88/-152 -88 ± 1

............

9,1 151 -91/-149 -77±9
Cys20 8,3 146 -86/-154 -151±11

Tableaux XIV et XV. Valeurs moyennes des angles rjJ estimées par la relation de
type de Karplus et par le calcul de dynamique moléculaire avec le
logiciel Discover pour les peptides cpl (XIV-haut) et ncpl (XV-bas).

Résidu 3J (Hz) 8 JO) Karplus <1> (0) Karplus <1> e)Dis(:over
. 'Ala1 7" ... . 138 '~j8/~162 ... '-86±6' .

Asrr' 7 142 -82 / -158 -86 ± 9
Asr? 7,5 141 -81/-159 -139 ± 14
Gil 5,8 135 ± 39.. · · · 5 .
Asn 7,3 140 -80/-160 -72 ± 16
Leu" 7,7 142 -82/-158 -64 ± 7
Gin] 7,2 140 -80/-160 -78 ± 8
Leu" 7,5 141 -81 / -159 -86 ± 4
Argg

" " -125 ± 21

Asn 10 -98 ± 20"'T1 .
Lys 7,1 139 -79/-161 -128±13
GIU12 -89 ± 18

..···· .. ··13···
Val 6 133 -73/-167 -157 ± 8
Thr14 5,9 132 -72/-168 -96 ± 27

-72 ±8
-75 ± 13
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A partir des constantes de couplage 3JNa, nous avons pour chaque résidu deux

valeurs possibles pour l'angle ~ autour de -80° (structure repliée) ou -160°

(structure étirée).

Dans le cas général, lorsque la mesure de la constante de couplage 3JNa

n'est pas possible ou peu précise à cause de l'élargissement des signaux NH,

on introduit dans le calcul de modélisation moléculaire comme contrainte

angulaire pour l'angle ~ correspondant, une fourchette de (-170° ; _10°) de façon

à interdire au calcul de trouver des valeurs positives pour l'angle ~ (sauf dans le

cas de la Gly où les valeurs positives et négatives sont également valables).

D'après l'étude précédente (Tab.XIV et XV) et comme nous disposons de deux

valeurs possibles pour l'angle ~, nous avons introduit comme contrainte

angulaire la fourchette réduite de (-175° ; -60°) de façon à ne pas léser l'une ou

l'autre des deux valeurs.

Ce changement nous servira à rechercher l'ensemble des conformations

capables de satisfaire, au moins partiellement, les contraintes de RMN. Si cet

ensemble forme une famille cohérente avec les données expérimentales, nous

pourrons conclure à l'existence d'une conformation unique largement majoritaire.

Nous avons également imposé dans le fichier des contraintes angulaires

des peptides étudiés que l'angle 0) soit de ±180° pour avoir uniquement la

configuration trans, comme on la rencontre de façon dominante dans les

peptides et les protéines naturels. Ayant trouvé des connectivités da8(i,i+1) (Figure

37), nous avons étendu cette dernière contrainte aux résidus Pro du peptide

cp1289.

Sans ces contraintes, les calculs de dynamique moléculaire pourraient aboutir à

des valeurs de l'angle 0) proche de zéro, c'est à dire correspondant à la forme cis

de la liaison amide que nous aurions pu identifier grâce à la présence de la

corrélation daa(i,i+1). Or celle-ci est totalement absente dans pour les peptides

cpl289 et ncpl.
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L'autre angle de torsion \If ne peut, a priori, être déterminé pour aucun résidu des

deux chaînes car il n'y a pas de méthode simple faisant appel à la RMN pour

l'estimer.

Le peptide cpl289 contient deux résidus prolyles Pro" et Pro12. Dans une

protéine globulaire, les statistiques ont montré que les résidus Pro ont tendance

à interrompre une hélice a pour engendrer un feuillet p avec un coude p.

Pour une séquence peptidique courte, nous observons aussi un pourcentage

important de repliement p lorsque le peptide contient un résidu prolyle [129].

Dans le cas présent, et pour le peptide cp1289, si nous examinons les

caractéristiques NOE de la séquence PhesPro6Ser7HisB (Fig.37), l'absence du

proton amidique dans le résidu prolyle crée une cassure dans la continuité des

corrélations dNN (absence des corrélations dNN(s,6), dNN(6,7) et dNN(6,B)). Cependant,

la présence de la corrélation forte dNN(7,B) et la corrélation à longue distance

daN(6,B) (Fig.36 et 37) d'une part et des valeurs de l'angle ~ respectivement de ­

60° pour Pro6 et -7r pour Ser7 d'autre part, plaident en faveur de la présence

d'un repliement de type pl autour de la séquence PhesPro6Ser7HisB. Par ailleurs,

la probable existence d'une liaison hydrogène assurée par le proton amidique de

l'HisB (faible coefficient de température pour ce proton) vient conforter notre

analyse.

Pour tenir compte de ce repliement pl (dans une séquence AX1Y2Z : ~1 =-60°,

\If1 = -30°, ~2 = -90°, \lf2 = _0°), nous avons introduit les contraintes

supplémentaires suivantes : ~6 = (-70° ; -50°), \lf6 = (-40° ; _20°), ~7 = (-100° ; ­

70°), \lf7 =(-10° ; +10°) et d(os...NHB) =2,9 - 3,1 A.

Concernant le deuxième résidu prolyle Pro12, comme la corrélation

dNN(13,14) n'est pas intense et la corrélation à longue distance daN(12,14) est

absente, il y a peu de chance d'observer la formation d'un repliement autour de

la séquence Val11Pro12Glu13Leu14. Les valeurs des angles ~ de cette séquence

sont cependant compatibles avec la présence d'un repliement y autour de la

Pro12.
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Le peptide non complémentaire contient, quant à lui, deux résidus

glycyles dont un en position 4. Pour les résidus Gly, l'utilisation de la relation de

type Karplus pour une valeur de constante de couplage, conduit à quatre valeurs

d'angle ~ possibles (2 positifs et 2 négatifs) au lieu de deux (négatifs) seulement

pour les autres résidus L. Il est donc difficile de tenir compte de ces valeurs

comme contraintes dans le calcul. En conséquence, nous n'avons pas pu

objectivement définir ou, du moins, délimiter dans une fourchette donnée, l'angle

~ de Gll, introduisant ainsi un grand nombre de degrés de liberté. Le calcul de

modélisation moléculaire devrait par conséquent conduire, à son terme, à

plusieurs conformations différentes et gêner la sélection d'une seule structure ou

d'un groupe de structures similaires. L'autre résidu Gly du fait qu'il se trouve à la

fin de l'enchaînement, a peu d'influence dans l'interprétation.

Nous observons également pour ce peptide un certain nombre de corrélations

(Fig.38) de type i,i+3. La multiplication de ce type de corrélations indique en

général l'existence d'une hélice ; cependant, dans notre cas, le nombre de

corrélations n'est pas suffisamment important pour introduire des contraintes

supplémentaires. Ces corrélations concernent surtout la région Thr14Trp15Glu16

mais elles existent aussi dans la région Leu6Gln7Leu8
. L'existence de probables

liaisons hydrogène (trouvée par effet de la température) pour les hydrogènes

amidiques des résidus Leu6et Trp15 confortent nos hypothèses.
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Il. Contraintes de distance

Il.1. Quantification des effets NOE

. ._- ----- - - _.-- -- _._-_._ - - ,- - - - - ..------ -

7. 8

8.0

8. 2

~~~~---j-~~~8'
1­

! I-

_JL
1 i i 1 i i 1 i 1 1 l ' I i i 1 i i j i 1 I i i i i I ii i 1 i 1 i j 1 j i i 1 1 Ii i i 1 1 1 1 I i i 1 1 1 •

ppm 8.4 8.2 8.0 7.8 7.6

Figure 34. Partie NH/NH de la carte de corrélations NOESY pour le peptide
cp1289.
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7. 6

7.4

Q ppm

o

: i II I f i l i 1 J f il i i i i 1 ' I i i j 1 i i 1 i 1 1'1 11 1 111 1 1 1 i i i i l I ii 1 111, i 1 1 I II i i 1 i 1

ppm 8 . 4 8 . 2 8 . 0 7 . 8 7 . 6 7 . 4

Figure 35. Agrandissement de la partie NH/NH de la carte de corrélations
NOESY pour le peptide ncpl.

Les contraintes de distance sont estimées à partir des expériences

NOESY et en intégrant le volume des pics de corrélations NOE entre deux

protons en utilisant comme référence un pic de corrélation des deux protons d'un

CpH2. L'intensité est inversement proportionnelle à la puissance six de la

distance r entre deux noyaux (1/r6
) . Pour cette raison, au-delà de 5 Al'ettet NOE

n'est plus pris en compte.

L'ensemble des contraintes de distance a été introduit pour le calcul de

modélisation moléculaire. Nous avons réparti ces contraintes en trois groupes de

1/' .4
ve1) ------------- ----------------
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distances selon l'intensité relative des NOE: 1,8-2,8 A pour des corrélations

NOE intenses, 2,5-3,8 A pour les intensités moyennes et 3,5-5,5 A pour les pics

de faible intensité.

Les intervalles se recoupent pour ne pas perdre de l'information, surtout dans les

cas litigieux où l'intensité est, par exemple, moyennement forte ...

1/.2. Diagramme des effets NOE

Les constantes de couplage 3JNHa sont appréciées directement sur les

spectres 10. Les valeurs mesurées autour de 7 ou 8 Hz pour le peptide

complémentaire, qui ne peuvent pas être attribuées à une structure en hélice

eJNHa voisins de 4 Hz), correspondent soit à une conformation étirée, soit à une

conformation repliée ou à des valeurs moyennes de plusieurs conformations en

équilibre.

Toutefois, la présence d'un nombre important de corrélations NOE est en faveur

d'une conformation dominante et bien structurée.

Les valeurs des constantes 3JNHa pour le peptide non complémentaire

oscillent pour certaines autour de 7 ou 8 Hz. Nous trouvons cependant pour

certains résidus des valeurs de 6 Hz qui pourraient s'approcher plus d'une

structure en hélice s'ajoutant ainsi au faisceau d'indices relevés auparavant

concernant l'existence, au moins partiellement, d'une structure secondaire.

Cependant, beaucoup de valeurs 3J NHa manquent pour pouvoir aller plus loin

dans l'interprétation.

L'analyse conjointe des NOE et des constantes de couplage 3JNa permet

de caractériser les structures secondaires et tertiaires de la molécule (Fig.36, 37

et 38) ainsi que les états rotationnels des liaisons ca_cp, CP-CY••• , de leur chaîne

latérale. Les différentes distances interprotoniques qui en découlent constituent

une base de données à partir de laquelle nous pouvons remonter à la
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conformation tridimensionnelle des peptides par l'intermédiaire de la

modélisation moléculaire.

. 13.l'3 p · 1 a.-Hcrlix ~-Helix 1
Turn 1 Turn Il Turn l" Turn U' Half-Tum

i 1

do.N(t,i• 4) ! ---
1

1
!
1

1dal3(i,i.3) i

1

l -- 1

11 1i 1 1
da.N( i,i.3) i 1

1

__ 1-- I-==- 1 -- -
1 1

-11

do.Ci,i-2) 1
1 - -11 - - - -
1

da.N(i,i.2) ! -
- - - _. - -1

1

dNN ~ - -- - -
do.N --- - - -----
3.lt..a.(Hz) 999999 4444444 4 4 4 44 4 4 9 4 5 7 5 79 4 9

123456 1234561 123456 1 2 34 1 234 1 234 1 234 1 2 34

Figure 36. Diagramme des effets NOE d'intensité forte, moyenne ou faible
correspondant aux distances courtes, moyennes ou longues, selon la
nature des structures secondaires en présence (feuillets f3 parallèle et
antiparallèle, hélice a, hélice 310 et les différents types de repliements
de type [J-tum).

Les intensités relatives des NOE sont proportionnelles à l'épaisseur des

traits et inversement proportionnelles à r6
. Du fait de leur taille réduite par rapport

aux protéines, les structures en hélice a ou en feuillet 13 sont, en général,

relativement peu présentes dans les peptides. En effet, pour le cp1289, nous

constatons l'absence de connectivités consécutives daN(i,i+2), daN(i,i+3), daP(i,i+3)

(Fig.36 et 37). De même, aucune structure en feuillet 13, caractérisée par

l'existence simultanée des connectivités daN fortes et dNN de faible intensité, n'a

pu être identifiée. Toutefois, nous constatons la présence des corrélations

daN(i,i+2), dpN(i,i+2), dyN(i,i+2), voire da8(i,i+2).

Même si ces corrélations NOE sont de très faible intensité, elles laissent

présager qu'au moins une partie du peptide complémentaire est repliée.
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Concernant le peptide ncpl, nous avons quelques connectivités

consécutives daN(i,i+3), d~N(i,i+3), dyN(i,i+3) et dNN(i,i+3) (Fig.36 et 38) favorables à la

présence d'une hélice ou, du moins, d'une structuration partielle du peptide.

Nous observons aussi des corrélations du type daN(i,i+2), d~N(i,i+2), dyN(i,i+2), voire

da 8(i,i+2) qui, ajoutées au nombre globalement important de corrélations NOE,

plaiderait en faveur d'une conformation bien structurée.
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1
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aN(i,i+l

3JNHa

Figure 37. Diagramme des NOE relevés sur la carte NOESY du peptide complémentaire. Les intensités relatives des NOE sont
proportionnelles à l'épaisseur des traits et varient comme 1/,-5.

Remarque: Si nous comparons les figures 36 et 37, nous observons des effets NN(i,i+1) intenses pour certains résidus ce qui

laisse penser que la structure n'est pas complètement étirée.

L'existence mélangée de corrélations NOE aN(i,i+1) de forte et moyenne intensité n'est pas en faveur de la présence

d'une hélice a (caractérisée par des corrélations NOE aN(i,i+1) de faible intensité) au sein de la molécule.
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Figure 38. Diagramme des NOE relevés sur la carte NOESY du peptide non complémentaire.
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Ala Asn Asn Gly Asn Leu Gin Leu Arg Asn Lys Glu Val Thr Trp Glu Val Leu Glu Gly

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
a~(i,i) ~ - -.... -- - -
ay(i,i) -- -- - --
ao(i,i) - --
af:(i,i) --
~y(i,i) - -- -- -
~O(i,i) -- -

Iyo(i,i) - -
f:~(i,i) --
f:y(i,i) -
f:o(i,i) --
a~(i,i+1) ---- -- --
ay(i,i+1 ) -- --
ao(i,i+1) --
~a(i,i+1) ----
~~(i,i+1) --
ya(i,i+1) -- --
y~(i,i+1) ----
ao(i,i+2)

~2a(i,i) -- --
~2~(i,i) -
~2a(i,i+1) --
~2N(i,i) - --

3JNHa

Figure 38 (suite). Diagramme des NOE relevés sur la carte NOESY du peptide non complémentaire.
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E. Modélisation moléculaire

1. Description de la méthode

La modélisation moléculaire est une méthode relativement ancienne qui a

connu un développement spectaculaire grâce aux améliorations (vitesses de

calcul, puissance et coût) des stations graphiques individuelles. Son but est,

entre autres, de déterminer l'ensemble des structures tridimensionnelles des

molécules biologiquement actives (protéines, peptides ... ) sur la base des

données RMN et/ou de rayons X afin de concevoir notamment de nouveaux

médicaments (drug design).

Tous nos calculs, comme par exemple la distance géométrique, la

minimisation énergétique et la dynamique moléculaire, ont été effectués sur une

station Silicon Graphies en utilisant un ensemble de logiciels de MSI (BIOSYM).

Les modules INSIGHT_" et DISCOVER_3 ont été utilisés pour les calculs de

minimisation et de dynamique moléculaire.

La modélisation moléculaire permet la recherche d'une ou de plusieurs

conformations stables de la molécule étudiée à partir des principes de la

mécanique moléculaire. En effet, à chaque état conformationnel correspond une

énergie potentielle. Parmi tous les états, la molécule adoptera celui pour lequel

l'énergie associée est la plus basse.

En fait, à température ambiante, les effets dynamiques autorisent les peptides à

adopter plusieurs conformations. La recherche de ces conformations de moindre

énergie peut s'avérer très longue. Les renseignements géométriques

(contraintes angulaires, distances interprotoniques... ) déduites des expériences

RMN et/ou de rayons X nous permettent de restreindre l'espace conformationnel

à explorer et de réduire le temps des calculs. L'énergie de la molécule étudiée
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sera ainsi composée par les termes représentant les contraintes physiques

internes à la molécule et les termes des contraintes expérimentales.

Dans notre étude, nous avons utilisé le logiciel INSIGHT_" pour générer

une structure initiale tridimensionnelle, avant d'introduire les contraintes

géométriques pour les calculs de minimisation et de dynamique moléculaire

avec le programme DISCOVER de MS!.

Il. La minimisation d'énergie

La minimisation est le calcul le plus simple pour la recherche d'une

conformation de basse énergie.

Il existe de nombreux algorithmes plus ou moins rapides et efficaces pour cette

approche. Ainsi, nous avons utilisé:

• La méthode de la plus grande pente (steepest descent), efficace dans le cas

d'une minimisation préliminaire. Par contre, à proximité 9u minimum du

potentiel, là où la pente de la surface d'énergie est beaucoup moins grande,

cette méthode a tendance à joindre le minimum le plus proche, sans pouvoir

franchir les barrières de potentiel peu élevées. La convergence de cette

procédure au voisinage du minimum n'est pas très bonne.

• Méthode des gradients conjugués: par cette méthode, il est possible de

franchir, avec certaines limites, les barrières de potentiel. Sa convergence

vers un minimum d'énergie est donc meilleure que lors de la méthode

précédente.

• Méthode de Newton-Raphson: malgré son excellente convergence, cet

algorithme requiert un espace mémoire important et ne peut être appliqué

avec succès qu'aux molécules de petite taille. Nous l'avons utilisé en fin de

calcul pour la dernière minimisation.
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III. Le recuit simulé et la dynamique moléculaire

Le recuit simulé ou SA (pour Simulated Annealing) est une méthode de

simulation à température variable permettant une exploration rapide de l'espace

conformationnel.

La dynamique moléculaire a pour but de simuler le comportement dynamique du

système. Elle permet également d'explorer l'espace conformationnel grâce à

l'apport de l'énergie cinétique qui autorise le franchissement des barrières de

potentiel et permet de ne pas rester bloqué dans de faux minima. Il est possible

ainsi de déterminer la conformation la plus favorable correspondant à une

énergie minimale.

Le schéma adopté pour la simulation est le suivant: après une

minimisation initiale, notre système moléculaire est chauffé artificiellement à

haute température (1000 K). Après un temps de 10 picosecondes pour atteindre

son équilibre thermique, le système subit différentes dynamiques avec à chaque

fois une réduction plus ou moins forte des constantes de force appliquées aux

différents termes énergétiques de façon à éviter les minima locaux.

Le système est ensuite progressivement refroidi jusqu'à 300 K par pas de 100 K.

Les constantes de force sont ramenées progressivement à leur valeur normale,

avant d'effectuer une dynamique finale de 300 picosecondes où 41 structures

sont enregistrées pour voir si le système a vraiment atteint sa conformation

d'énergie minimale. Enfin, une minimisation ultime utilisant les trois algorithmes

précédemment cités a été effectuée.

Il est évident que cette méthode nécessite une grande capacité de mémoire et

de calcul. Le programme DISCOVER de MSI est bien adapté pour cela.
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F. Discussion

1. Peptide complémentaire

/. 1. Détermination des structures tertiaires

Nous avons effectué un calcul de dynamique moléculaire pour déterminer

la structure tridimensionnelle adoptée par le peptide cpl289 selon la procédure

décrite précédemment et en utilisant 146 contraintes de distance (31 contraintes

squelette-squelette, 115 contraintes squelette-chaînes latérales) et 42

contraintes angulaires relatives aux angles rotationnels ~i, \jfi et roi.

Quarante et une structures ont été générées au cours des 200 dernières

picosecondes du calcul de dynamique moléculaire à 300 K. Ces structures ont

subi ensuite un cycle de minimisation d'énergie afin de relaxer les structures (à

la fin du cycle de calculs de dynamique moléculaire, les angles de valence et les

distances de liaison s'écartent souvent des valeurs standards de la liaison amide

qui peut, par exemple, ne pas être idéalement plane).
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Résidu ..(\> e> Discover .\1'J~) (() et
Ser1 123 ±9
Phe2 -134 ± 11 112 ± 5 -176 ± 2
Glu3 -101 ± 10 -55 ± 7 -179 ± 2
Tyr4 -97 ± 29 -46 ± 31 -177 ± 2
Phe5 -144 ± 7 121 ± 20 -174 ± 5
Pro6 -55 ± 1 -24 ±3 171 ± 2
Ser7 -103 ± 1 -5 ±6 -170 ± 2
His8 -117 ± 5 38±7 -170 ± 5
Phe9 r -159 ± 7 53±22 173 ± 5

1

Phe10 -73 ± 12 149 ±3 166 ±5
Val11 r -163 ± 2 155 ±3 -178 ± 0
Pro12 -52 ± 5 -44 ±3 171 ± 2
GIU13 -105 ± 1 107 ±6 -171 ± 2
Leu14 -81 ± 12 -159 ± 6 174 ±6
Glu15 -73 ± 4 16 ± 11 -170 ± 4
Val16 -88 ± 12 -60 ± 11 -178 ± 5
Thr17 -112±19 -53 ±3 -179 ± 0
Ile18 -88 ± 1 82 ±2 173 ± 1
lIe19 -77 ± 9 -18 ± 5 170 ±2

Cys20 -151±11 -175±2

Tableau XVI. Valeurs moyennes des angles de torsion estimées pour le cpl289 à
partir des 41 structures enregistrées au cours des 200 dernières
picosecondes du calcul de dynamique moléculaire à 300 K.

Les 41 structures générées sont ensuite analysées à l'aide du logiciel

MOLMOL qui permet à partir du calcul de l'écart des moindres carrés RMSD

(Root Mean Square Deviation), de chercher des familles de structures ayant une

bonne convergence entre elles, de visualiser ces différentes familles et enfin de

déterminer les angles de torsion de la molécule (Tab.XVI).

Le RMSD mesure l'écart moyen entre les positions des atomes dans

chaque structure. Il peut être calculé avec les positions des atomes du squelette

peptidique (N, ca, C, 0) ou en prenant en compte aussi les chaînes latérales,

sans tenir compte des atomes d'hydrogène.

La superposition de toutes les structures fournit un RMSD de 0,69 A pour

le squelette et de 1,34 A pour l'ensemble des atomes lourds de la molécule.
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Cette valeur montre que le peptide cpl289 est globalement bien structuré.

Néanmoins, par une analyse plus poussée, nous avons constaté deux domaines

où les structures sont bien superposées (Fig.39).

A

H8

RMSD = 0,19

RMSD =0,63

RMSD =0,29

RMSD = 0,82

B

c

F5

D

Figure 39. Superposition des 15 dernières structures minimisées du calcul de
dynamique moléculaire (cpI289).

La figure 39 représente l'empreinte du squelette peptidique seul (A, B) ou celle

avec les chaînes latérales (C, 0). Sont mises en évidence à gauche (A et C) la

superposition de la partie N-terminale du peptide sur les résidus Ser' à His8 et, à

droite, la superposition de la partie C-terminale sur les résidus Phe10 à Cys20.

Cette figure montre que le peptide cp/289 est bien structuré dans ses

parties N-terminale (RMSO de 0,19 A pour la superposition des résidus Ser1 à

(,1)~
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His8
) et C-terminale (RMSD de 0,29 A pour la superposition des résidus Phe10 à

Cys20).

La superposition des atomes lourds (Fig.39 C et D) montre que l'orientation des

chaînes latérales est bien définie pour l'ensemble des deux fragments que nous

avons représentés. Les fluctuations observées dans la partie C-terminale du

peptide lorsque l'on superpose sa partie N-terminale et vice versa, ne seraient

donc pas dues à une flexibilité de la molécule dans ces parties mais, au

contraire, au manque de contraintes résultant de l'absence de NH au niveau des

deux résidus prolyles Pro" et Pro12, Ceci engendre à chaque fois une rupture des

corrélations NOE à courtes distances avec leurs deux résidus voisins (Fig.37) et

peut-être à longues distances avec les quatre résidus qui entourent les prolyles.

Ainsi, ces pseudo-fluctuations proviennent essentiellement de la

mauvaise définition de l'angle \jJ9 (incertitude assez importante \jJ9 = 53° ± 22°)

(Tab.XVI).

Le tableau XVI montre que les résidus Tyr", Phes et Thr17 sont aussi

relativement flexibles. En effet, les incertitudes sur l'estimation des angles ~4 et

\jJ4 sont relativement importantes (~4 =-97° ± 29°, \jJ4 =-46° ± 31°) ainsi que pour

les angles \jJs (121° ± 20°) et ~17 (-112° ± 19°).

1.2. Liaisons hydrogène intramoléculaires

Les résultats montrent que le peptide cpl289 adopte une conformation

repliée constituée de longs fragments étirés. (FigAO).

Les angles rotationnels estimés pour la séquence PhesPro6Ser7His8

autour des résidus Pro6 et Ser7 (~6 = -55° ± 1°, \jJ6 = -24° ± 3°, ~7 = -103° ± 1° et

\jJ7 = _5° ± 6°) correspondent à un repliement de type P l, stabilisé par la liaison

hydrogène Phes-CO ....HN-His8
, de type i+3--)oj renfermant un cycle à 10 atomes

(FigA1).
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T17

C20

Figure 40. Vues stéréo de la dernière (41ème
) conformation cpl enregistrée par

modélisation moléculaire. En haut avec les cnetnes latérales et en bas
sous forme d'un schéma en ruban.

Figure 41. Représentation du repliement de type pl.
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Nous dénombrons en plus deux repliements y avec formation d'une

liaison hydrogène de type i+2~i fermant un cycle à sept atomes (Fig.42) avec la

chaîne latérale du résidu central en position équatoriale (~ =-75°, \If =50°). Ce

repliement est observé autour du résidu Ile18 avec une occurrence de 90% (~18 =
-88° ± 10, \If18 = 82° ± 2°) et autour du résidu Glu15 avec une occurrence de 36%

(~15 = _73° ± 4°, \lf15 = 16° ± 11°).

Figure 42. Représentation de la conformation C7 forme équatoriale caractérisée
par une liaison hydrogène de type i+2-M.

Nous remarquons aussi dans 50% des cas une liaison hydrogène entre

l'hydrogène carboxylique (OH) de la chaîne latérale du résidu Glu15 et le

carbonyle du résidu Ile19, fournissant une stabilisation supplémentaire à la

structure du squelette de la molécule.

Enfin, avec le programme PROCHECK [130}, nous avons établi une carte

de Ramachandran à partir des valeurs des angles rotationnels ~i, \If; des

différents résidus de la molécule (à l'exception des résidus Pro et des résidus

aux extrémités N et C terminales) afin de tester la validité des structures

calculées par dynamique moléculaire. Ainsi le tracé de la carte de

Ramachandran pour les 41 structures du peptide cpl289 (Fig.43) donne une

bonne distribution des angles ~i, \lfi avec aucun résidu dans les régions interdites

et seulement 4 résidus sur 656 (0,6%) dans les régions faiblement permises.
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Sur ce tracé, nous retrouvons les angles ~i, \IIi de 16 résidus (20 résidus

moins les 2 résidus terminaux et les 2 prolyles) représentés chacun 41 fois (pour

toutes les structures générées) et nous pouvons constater que globalement,

50% de ces points se trouvent dans la région noire (la plus favorable) et l'autre

moitié dans la région gris foncé (favorable).
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Figure 43. Carte de Ramachandran des 41 structures générées par modélisation
moléculaire. Les régions les plus foncées sont les plus favorables et
celles en blanc sont celles qui sont complètement interdites.
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Il. Peptide non complémentaire

Il.1. Détermination des structures tertiaires

Pour le peptide non complémentaire, nous avons eu plus de difficultés à

obtenir un modèle qui pourrait décrire l'arrangement des résidus dans l'espace.

Cela est dû notamment à la présence de résidus Gly, à l'interprétation difficile

des cartes RMN (superposition de certains pics de corrélation) et au manque de

contraintes de distance de type squelette-squelette qui fixent la structure globale

de la molécule.

Aussi, le schéma de simulation moléculaire a-t-il été légèrement modifié

par rapport à celui du peptide cp1289. En effet, dans cette simulation, les temps

d'équilibre des différents calculs de dynamique moléculaire ont été allongés pour

atteindre globalement 190 picosecondes au lieu de 110 pour le peptide cp1289.

Le reste de la procédure est resté inchangé.

En addition à ces changements, 149 contraintes de distance (25

contraintes squelette-squelette, 124 contraintes squelette-chaînes latérales) et

43 contraintes angulaires relatives aux angles rotationnels ~i, \Vi et roi ont été

nécessaires pour arriver à proposer un arrangement tridimensionnel du peptide

ncpl.

41 structures ont été enregistrées au cours des 200 dernières

picosecondes de chaque calcul. Compte tenu de la difficulté d'obtenir un modèle

unique ou un ensemble d'arrangements proches, nous avons procédé à

plusieurs simulations sur différentes structures initiales et nous pouvons lire dans

le tableau XVII les valeurs moyennes des 205 structures retenues en final:

114
""1'"

v(;:1) ----------------------------



178 ± 2
180 ±4

174 ± 8
178 ± 5
180 ±4
179 +2

-178 ±4
167 ± 4

ID (0)
-179 ± 2
-180± 2

174 ± 4
-174+ 4

-177 ± 4
-177 ± 8

176 ± 3
-180 ± 5

-175 ± 6
178 + 10

-179 ± 7
176 ± 11

-3+ 42
-45 +6

-5I ±7

5 ± 48

64±6
61 ± 92

-43 +7
64±49

11 + 20
-51 ± 9 ==

-45 ± 52
-68 ± 14

ljI (0)
134 ± '1""5=--- - - -----:-:é::'-''-::-- -

86±45

-87 ±69

135 ± 64
107 ± 80

==-59 ± 17
91 ±6

-157 ± 8
-96 ± 27

-78 ± 8
-86 ±4

-72± 8
-75 ± 13

-139 ± 14
135 ± 39
-72 ± 16
-64 ±7

-128 ±13
-89 ± 18

-125 ±21
-98 + 20

-96 ± 16
-177 ± 25

-94 ± 20
-109 ± 22

cP (0) Discover
-86 ±6
-86± 9

Résidu
Ala'
Asn2

Asn3

Gil
Asn5

Leu6

Gln7

Leu8

Arg9

Asn10

Lys11

GIU '2
Val13

Thr14

Trp'"
GIU '6
Val17

Leu18

Glu19

Gly20

Tableau XVII. Valeurs moyennes des angles de torsion estimées pour le peptide
ncpl à partir des 205 structures enregistrées au cours des 200
demières picosecondes du calcul de dynamique moléculaire à 300 K.

Les 205 structures retenues ont été ensuite analysées à l'aide du logiciel

MOLMOL qui a permis de déterminer les angles de torsion de la molécule.

Nous pouvons déjà remarquer l'extrême variation au niveau de la Gly4 (Fig.44) et

au niveau des angles ljI en général.

Nous pouvons noter aussi que pour les résidus de la partie C-terminale, la

variation des angles ljI est encore plus prononcée, probablement à cause du

manque de contraintes dans cette région.
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Figure 44. Superposition de la partie N-terminale jusqu'à Gil des 205 structures
retenues. Nous remarquons l'extrême dispersion des résidus qui
viennent après la Gil.

Si nous poussons l'analyse un petit peu plus loin, nous nous apercevons,

qu'en superposant le squelette sur la partie Asn'Asn10 (la partie venant après

Gly\ nous avons un RMSO de 0,69 A ce qui indique que cette région est

relativement bien structurée. Cependant, en regardant ce qui vient après, nous

observons l'existence de deux familles de structures (Fig.45) qui divergent au

niveau de la liaison Glu12_VaI13. Nous isolons ainsi deux familles: F contenant

80% des structures analysées et 0 contenant les 20% restants.

,
,,

Figure 45. Superposition de la région Asn5Asn10 et existence de deux familles
de structure.
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/1.1.1. Famille F

La visualisation de la famille F soit avec la superposition des régions

Asn'Lys11 soit celle des régions Arg9G lu16 (Fig.46) avec des RMSO

respectivement de 0,64 A et de 0,71 A, indique que ces parties du squelette

peptid ique sont relativement bien structurées.

RMSO =0,71
RMSO =0,64

V13

B

Figure 46. Superposition des résidus Asn6Asn 11 (A' et Arf/Glu16 (m de la famille
F.

Nous observons pour les structures de la figure 468, un début de divergence au

niveau du résidu Va113
. La superposition de la séquence Thr14Leu

18 (Fig.47)

fournit un RMSO de 0,55 A, synonyme d'un arrangement quasi stable de cette

région. Cette superposition permet également d'isoler deux sous familles : F1

contenant 50% des structures et F2 contenant l'autre moitié.

Figure 47. Mise en évidence des 2 sous-familles F1 et F2 de la famille de
structure F.
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En prenant la sous famille F1, nous avons cette fois-ci un arrangement

tout à fait structuré pour les 82 enchaînements et un RM80 de 0,64 A pour la

part ie AsnSVal17 (Fig.48).

, .. .. /.- -..

Figure 48. Sous-famille F1.

L'autre sous-famille F2 présente, elle auss i, une même structuration avec un

RM80 de 0,57 A au niveau du fragment Asn5Val17 (Fig.49).

Figure 49. Sous-famille F2.

1/.1.2. Famille 0

Cette famille contient 41 structures qui sont relativement bien ordonnées.

En effet, en superposant la région Asn5Va l17 (Fig.50) nous obtenons un RM80

de 0,54 A.
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Nous remarquons aussi que selon l'angle adopté par la glycine, nous

aurons soit une structure ressemblant à celle de la famille F, refermée sur elle­

même en une sorte de couronne, soit une structure ressemblant à celle de la

famille 0 plus ouverte et un peu plus étirée. Il est possible, cependant, que le

peptide ncpl soit une molécule flexible qui oscille à ce niveau là.

Figure 50. Superposition du segment Asn5Val17 des structures de la famille O.

Il.2. Liaisons hydrogène intramoléculaires

Nous avons vu que le manque de contraintes ne nous permettait pas de

fixer certains angles ~ ou 'If ce qui entraîne des incertitudes relativement

importantes. Néanmoins, nous observons aussi que l'ensemble des

conformations retenues est bien structuré sur différentes parties de la molécule.

Cette observation est confirmée par l'existence de certaines liaisons hydrogène

qui viennent stabiliser l'ensemble de la molécule. Ainsi, pour la totalité des 205

structures, nous avons constaté que l'oxygène de Gly4 est impliqué dans deux

liaisons hydrogène: dans 44% des cas avec le proton amidique NH de Leu"

et/ou dans 35% des cas avec celui de t.eu", Ceci indique, comme nous l'avons

vu précédemment, que le fragment peptidique après le résidu Gil est fortement

structuré. Par ailleurs, nous retrouvons le proton amidique NH du résidu Arg9

impliqué dans 77% des structures dans une liaison Glu7-CO....HN-Arg9 tandis
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que le carbonyle de ce même résidu Arg9 est impliqué dans 45% des structures

dans une liaison Arg9-CO ....HN-Lys11,

De plus, nous avons dénombré dans 40% des structures la liaison Thr14_

CO....HN-Glu16.

Nous constatons donc que plusieurs portions de la molécule ncpl

semblent être bien structurées. Le manque de contraintes NOE dans le cas de

ce peptide, dû à la superposition des signaux de plusieurs résidus, ne permet

cependant pas aux calculs de dynamique moléculaire d'aboutir à une famille

majoritaire de structures stables.

Le logiciel MOLMOL indique par ailleurs l'existence d'une hélice

longtemps pressentie qui se retrouverait pour la famille F dans 41% des

structures, faisant intervenir le segment Thr14Trp15Glu16yal17et pour la famille 0

dans 51% des structures avec les segments Leu6Glu7Leu8Arg9 et

Thr14Trp15Glu16yal17, ce qui est en bon accord avec l'existence des liaisons

hydrogène à ces niveaux mais qui se justifie moins bien avec les valeurs

standards des angles pour les structures en hélice a ou en hélice 310.

Toutes ces structures contribuent à stabiliser globalement la molécule.

Enfin, avec le programme PROCHECK [130}, nous avons établi les cartes

de Ramachandran (le programme PROCHECK ne permettant pas d'analyser

205 structures en une fois), correspondant à la famille 0 et aux sous-familles F1

et F2, à partir des valeurs des angles rotationnels ~i, \jJi des différents résidus de

la molécule ( à l'exception des résidus Gly et des résidus aux extrémités N et C

terminales) afin de tester la validité des structures calculées par dynamique

moléculaire. Nous obtenons une très bonne distribution des angles ~i, \jJi

(Fig.51).
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G. Conclusion

En appliquant la notion de peptides complémentaires, nous avons

examiné au cours de cette étude: la séquence peptidique La/SSB 289-308,

épitope autoantigène des anticorps auto-immuns intervenant dans le syndrome

de Sjôgren, et son peptide complémentaire cp1289.

Nous avons montré, par cette étude, que le peptide cpl289 adopte une

structure relativement rigide. En effet, les deux grands fragments respectivement

1-8 et 10-20, apparaissent parfaitement superposables à l'exception du résidu

Phe9dont l'angle \jf9 reste mal défini par le fait de la présence des deux résidus

Pro6 et Pro12 qui créent une rupture dans les corrélations séquentielles dNN(i,i+1) et

dNN(i,i+2).

Prises individuellement, les 41 structures qui découlent du calcul de

dynamique moléculaire présentent un repliement 13 de type 1 au niveau du

fragment Phe5Pro6Ser7His8, deux repliements y au niveau des résidus Glu15 et

Ile18 et une interaction entre le proton carboxylique (OH) de la chaîne latérale du

résidu Glu15 avec le carbonyle du résidu Ile19 ce qui renforce davantage le

repliement de cette partie C-terminale.

Ces structures se présentent sous la forme d'une couronne assez large

avec une présentation des chaînes latérales aromatiques (Tyr4
, Phe5, His",

Phe10) similaire à celle du site de liaison d'un anticorps. Cette ressemblance

suggère que cette conformation pourrait mimer d'une façon avantageuse le site

de liaison d'un anticorps auto-immun.

Pour le peptide ncpl, à cause de la superposition de certains signaux NH,

l'estimation des contraintes de distance n'a pas pu être déterminée avec

précision. Les calculs de dynamique moléculaire à partir de ces données ont
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conduit à deux - voire trois - familles différentes de structures. Cependant

lorsque les signaux RMN des protons NH et CHu sont bien résolus pour certains

fragments de la molécule, les calculs de modélisation ont fait ressortir plusieurs

parties bien structurées, stabilisées par la présence de plusieurs liaisons

hydrogène intramoléculaires.

Le but de cette étude était de vérifier la complémentarité

conformationnelle des deux peptides cpl289 et ncpl. Nous avons entrepris des

essais de « docking » du peptide ncpl au centre de la structure en couronne

observée avec le peptide cp1289. Les résultats, quoique intéressants, ne se sont

pas révélés très concluants à cause de l'incertitude sur la structure exacte

adoptée par le peptide ncpl.

Récemment, les chercheurs du laboratoire d'Immunologie d'Athènes ont

obtenu un anticorps anti-idiotypique contre le peptide cpl289 accroché quatre

fois au support SOC et inoculé à des rats. Les essais préliminaires ont montré

que cet anticorps anti-idiotypique est bien reconnu par les anticorps des sérums

de patients atteints du syndrome de Sjôgren (communication personnelle). Les

résultats de cette étude sont importants et pourraient ouvrir une nouvelle voie

pour le traitement du SGS et d'autres maladies auto-immunes.

Il faudrait donc rapidement essayer d'identifier les résidus responsables

de cette reconnaissance mutuelle à la fois dans le peptide cpl et dans le peptide

ncpl pour pouvoir étudier la complémentarité conformationnelle entre les deux

peptides isolés et dans le complexe. Nous pourrions ainsi suivre les

modifications conformationnelles subies par les deux peptides libres au moment

de la formation du complexe peptide complémentaire/peptide non­

complémentaire.

('f/'/'
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Le syndrome de Gougerot-Sj6gren est une maladie méconnue, à laquelle

on ne pense encore que trop rarement lors des diagnostics différentiels. Sa

prévalence, sa pathogenèse et son évolution ne sont pas encore bien compris.

Sous ces termes "syndrome de Gougerot-Sj6gren" se cachent en réalité une

multitude de symptômes pouvant toucher différents organes. Ces signes

reflètent les lésions provoquées par des lymphocytes ou par des médiateurs

(principalement des autoanticorps) secrétés par ces cellules, suite à un

.événement, encore inconnu, qui déclenche la rupture de la tolérance immunitaire

vis-à-vis du soi et la réaction auto-immune. Les facteurs environnementaux,

génétiques ou hormonaux sont fortement soupçonnés.

La présence ou l'absence des manifestations cliniques offre de

nombreuses combinaisons rendant le diagnostic fastidieux et préjuge de

l'évolution de la pathologie. En effet, bien que dans la majorité des cas ce

syndrome reste bénin, limité à quelques manifestations glandulaires, il peut

parfois mettre en jeu le pronostic vital du patient, avec une implication

systémique (arthrite, néphrite ou pneumonie) et le développement de

lymphomes malins. Les critères diagnostiques incluent à la fois des symptômes

subjectifs (sensations de brûlures oculaires... ) et des tests objectifs comme les

mesures des flux salivaire et lacrymal, la biopsie des glandes salivaires

accessoires, et une grande variété de marqueurs sérologiques.

Dans l'état actuel des choses, la thérapeutique reste principalement

symptomatique. Malheureusement, les traitements locaux (comme les larmes

artificielles ou des substituts salivaires) sont limités dans leurs effets. Les

nouvelles approches de la stimulation des récepteurs muscariniques

(pilocarpine, cévimeline) sont, par contre, très prometteuses pour l'amélioration

du syndrome sec. Les traitements systémiques (principalement des corticoïdes),

offrant l'avantage de s'adresser à une plus grande gamme de symptômes,

voient, quant à eux, leur bénéfice limité à cause de leurs effets secondaires

importants.
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Les recherches actuelles ouvrent néanmoins les portes vers un traitement

curatif. Ainsi, des études utilisant des inhibiteurs de TNF ou une faible dose orale

de l'interferon a sont en cours, mais il est trop tôt pour en tirer des conclusions.

Pour notre part, nous nous sommes attachés à étudier la structure du peptide

complémentaire et non-complémentaire du peptide La/SSB épitope autoantigène

des lymphocytes B, qui peut être inclus dans la destruction de la structure

acineuse des glandes salivaires dans cette pathologie. Ce travail, effectué grâce

à la résonance magnétique nucléaire et à la modélisation moléculaire, a aboutit

à des résultats encourageants qui laissent espérer une application thérapeutique

dans les années à venir.
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