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Syndrome de Gougerot-Sjogren

Vers une médecine de précision
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> Le syndrome de Gougerot-Sjogren est
une maladie auto-immune caractéri-
sée par une infiltration lymphocytaire
des glandes exocrines, principale-
ment lacrymales et salivaires, et par
la production d’autoanticorps contre
des antigénes nucléaires solubles [1].
Cette maladie inflammatoire chronique
se manifeste souvent par une triade
associant sécheresse (oculaire, buc-
cale, cutanée, génitale, ou bronchique),
douleur (articulaire ou musculaire), et
fatigue. Elle touche entre 0,1 et 0,4 %
de la population adulte, principalement
les femmes, avec un pic d’incidence
entre 55 et 65 ans. Le diagnostic en est
difficile, souvent retardé de plusieurs
années, en raison de sa présentation
clinique hétérogene et de sa progres-
sion insidieuse. Celle-ci peut se com-
pliquer d’une atteinte pulmonaire, neu-
rologique, ou rénale, et le risque de
développer un lymphome est majoré. Le
diagnostic repose actuellement sur une
combinaison de critéres cliniques, séro-
logiques, histologiques et fonctionnels,
ces derniers mesurant la détérioration
de la qualité de vie des patients. Bien
que de nombreux travaux aient souli-
gné Iimplication physiopathologique
des interférons [2], les mécanismes
immunopathologiques a I'origine des
manifestations cliniques restent mal
compris. Le traitement est principale-
ment symptomatique, visant a améliorer
la qualité de vie du patient, et n’agit
pas sur la progression de la maladie.
Les échecs de nombreux essais théra-
peutiques peuvent en partie s’expliquer
par ’hétérogénéité de la maladie au
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plan moléculaire, qui n’est pas prise
en compte dans les classifications cli-
niques. L'établissement d’une taxonomie
moléculaire du syndrome de Gouge-
rot-Sjogren pourrait donc permettre
d’identifier des marqueurs prédictifs de
complications de la maladie ou de la
réponse au traitement, et déboucher sur
une approche thérapeutique personna-
lisée. Cela a été I'objectif d’un travail
collaboratif réalisé par les équipes de
recherche de I’Unité 1227 de I'lnserm et
de I'Institut de recherches internatio-
nales Servier [3]. Dans le prolongement
de notre contribution au projet PRECISE-
SADS IMI JU [4], nous avons exploité
la base de données collectées a partir
de la cohorte de patients atteints du
syndrome de Gougerot-Sjogren et nous
avons déterminé un profil moléculaire
intégré a partir des données disponibles,
pour 304 patients et 330 volontaires
sains appariés pour I’Gge et le sexe. Le
diagnostic de la maladie a été confirmé
par la présence d’autoanticorps anti-
SSA/Ro! ou d’une sialadénite (inflam-
mation d’une glande salivaire) lympho-
cytaire focale attestée par un focus
score = 12. Pour chaque patient, nous
disposions de données multi-omiques
(génétiques, épigénomiques, transcrip-

! Les anticorps anti-SSA(Sjogren’s syndrome A)/Ro sont
des auto-anticorps reconnaissant des polypeptides fixés
sur de petits ARN appelés YRNA, préférentiellement cyto-
plasmiques, mais également nucléaires. Ces complexes
ribonucléoprotéiques (YRNP) sont présents sur la membrane
cytoplasmique ou sur les vésicules d’apoptose a la suite de
stimulations diverses.

2 Un focus désigne un infiltrat de cellules mononucléées
contenant au moins 50 cellules inflammatoires. Le focus
score correspond au nombre de focus visibles dans une sec-
tion glandulaire de 4 mm?.
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tomiques) complétées par des analyses
immuno-phénotypiques par cytométrie
en flux et d’expression de cytokines, que
nous avons exploitées en lien avec les
données cliniques et sérologiques habi-
tuellement collectées chez ces patients.
Les données transcriptomiques ont été
examinées en utilisant une méthode
appliquée précédemment au cancer du
sein [5], et qui fait alterner des étapes
supervisées et non supervisées. Par ail-
leurs, nous avons réparti les échantil-
lons en deux groupes, a des fins res-
pectivement d’identification (75 % des
patients) et de validation (25 % res-
tants). Trois méthodes différentes de
regroupement ont été testées pour éta-
blir une stratification des patients en
quatre groupes. Une signature de 257
genes, identifiée au cours de I"étape
supervisée, permet de séparer les 304
patients atteints du syndrome de Gouge-
rot-Sjdgren en quatre groupes (Figure 1).
Cette signature peut étre décomposée en
trois modules : M.a (105 génes), M.b (20
geénes) et M.c (132 geénes).

Les genes différemment exprimés entre
les groupes de patients et de volontaires
sains ont été ensuite analysés a I’aide du
programme [ngenuity pathway analysis.
Cette analyse d’enrichissement a été
complétée a I'aide d’un répertoire de
382 modules transcriptomiques établi
dans le sang [6]. Les quatre groupes de
patients se distinguent par leurs profils
moléculaires immunologiques. Trois des
quatre groupes (clusters C1, C3 et C4)
présentent une hyper-expression notable
des genes de la voie des interférons.
En revanche, ils se différencient par
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Figure 1. Distribution des profils transcriptomiques des patients présentant un syndrome de Gougerot-Sjogren en quatre groupes. Carte « de cha-

leur » (heatmap) montrant la distribution des profils d’expression des transcrits dans les quatre groupes de patients. Les groupes de patients

(clusters C1, C2, C3, C4) sont disposés en colonnes, et les trois modules fonctionnels de genes (M.a, M.b, M.c) en lignes. Chaque groupe de patients

est représenté séparément. La surexpression d’un géne est indiquée en rouge, et son expression réduite en bleu. €n haut de la figure sont indiqués

les traitements recus pour chaque patient (AP : antipaludéens ; CS : corticostéroides ; IMS : immunosuppresseurs), son Gge et son sexe. ANTISSA-
POS : présence d’autoanticorps anti-SSA/Ro ; FOCUSSCOREPOS : focus score = 1.

leur enrichissement en transcrits des
génes associés a la présence des diffé-
rents types d’interférons (de type | ou
de type Il). Le groupe Cl se distingue
par la plus forte signature interféron
(signature mixte d’interférons de type |
et I1), tandis que la signature interfé-
ron du groupe C3 est moindre, avec une
prédominance des transcrits des génes
exprimés en présence des interférons de
type I. Celle du groupe C4 est plus orien-
tée vers les transcrits de génes exprimés
lors d’une stimulation par 'interféron
de type Il. U'enrichissement en trans-
crits de genes impliqués dans la signa-
ture interféron de type Il est cependant
comparable entre les groupes C3 et C4.
Le profil transcriptomique du groupe
C2 est proche de celui des volontaires
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sains, avec toutefois une surexpression
significative de genes impliqués dans
la signature interféron de type | et I,
notamment chez les patients possédant
des autoanticorps anti-SSA.

Les anomalies transcriptomiques
constatées pour le groupe Cl concernent
principalement la voie de I'interféron,
le role antiviral et antibactérien des
récepteurs PRR (pattern recognition
receptor) et I’activation du facteur
régulateur de I’interféron (interferon
regulatory factor, IRF). Le groupe (3
se caractérise par une augmentation
significative de "activité de voies cano-
niques de signalisation liées a I’activa-
tion des lymphocytes B, notamment
a la transduction du signal déclenché
par I’activation de leur récepteur de

I’antigéne et a leur prolifération. Le
groupe C4 est le groupe qui présente le
plus grand nombre de génes exprimés de
maniere différentielle, reflétant notam-
ment I'activation des lymphocytes B et
T (Thl et Th2), ainsi qu’une signature
inflammatoire fortement associée aux
cytokines comprenant les interleukines
IL(interleukine)-6, IL-10 et IL-15, et &
la voie de signalisation impliquant le
facteur de transcription STAT3 (signal
transducer and activator of transcrip-
tion 3).

Les données omiques et cliniques dis-
ponibles ont permis de compléter la
caractérisation de chacun de ces quatre
groupes de patients. Leurs caractéris-
tiques principales sont résumées dans
la Figure 2.
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Figure 2. Combinaison des paramétres biologiques permettant la caractérisation des patients

x—mean(x) .

x—meank) o,
sd(x)

x représente la mesure du paramétre biologique, mean(x) sa valeur moyenne, et sd(x) I’écart-

par endotypes. Distribution des paramétres biologiques & partir des Z-score (

type). Une présence importante du paramétre est indiquée en rouge, et sa sous-représentation
en vert. Lymphocytes B : rapport du nombre de lymphocytes B sur celui des leucocytes ; Lym-
phocytes : rapport du nombre de lymphocytes totaux sur celui des leucocytes ; RNL: rapport
du nombre de granulocytes neutrophiles sur celui des lymphocytes ; PNN : rapport du nombre
de polynucléaires neutrophiles sur celui des leucocytes ; IL-1 RIl : concentration du récepteur
de Pinterleukine 1 de type Il ; MMP-8 : concentration de la métalloprotéinase matricielle-8 ;
IFN-o : concentration de Iinterféron de type | alpha ; CXCL-10/IP-10 : concentration du ligand
10 de la chimiokine a motif C-X-C; M1.2 : niveau d’expression du module de genes inductibles
par I’interféron [11] ; M5.12 : niveau d’expression d’un module de génes inductibles par Iinter-
féron [11]; CLL: concentration de chaines légéres d’immunoglobulines libres ; Auto-anticorps
anti-SSA : concentration d’autoanticorps anti-SSA/Ro ; Fraction C4 : concentration de la frac-

tion C4 du complément ; PSN : abondance des polymorphismes d’un seul nucléotide.

Le groupe C2 présente un profil trans-
criptomique trés similaire a celui des
volontaires sains, et les patients de ce
groupe ont des signes cliniques de fatigue,
sécheresse ou douleur comparables a ceux
des patients des autres groupes [7]. Ce
groupe est également enrichi en patients
présentant des manifestations glandu-
laires attestées par un focus score = 1 et
I’absence d’autoanticorps anti-SSA.

Les groupes Cl et C3 se distinguent par
une hypergammaglobulinémie, la présence
d’autoanticorps anti-nucléaires, anti-
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SSA52/anti-SSA60, et un titre élevé de
chaines libres circulantes d’immunoglobu-
lines, sans caractéristique clinique parti-
culiére. Uanalyse des données du méthy-
lome confirme la forte signature interféron
observée dans ces deux groupes [8]. Par
ailleurs, les concentrations de CXCL10/
IP-10 (interferon y-induced protein), CCL8/

¥ Le méthylome désigne le profil de méthylation de I’ADN cel-
lulaire, un processus épigénétique dans lequel la cytosine, 'une
des quatre bases nucléotidiques constitutives de ’ADN, est
modifiée par I'addition d’un groupement méthyle. Le méthy-
lome conditionne I’expression des génes dans chaque cellule.

MCP-2 (chemokine [C-C motif] ligand/
monocyte chemo attractant protein 2) et
TNF-ou (tumor necrosis factor o) sont éle-
vées dans les groupes Cl et C3, en accord
avec leur forte signature interféron. Le
groupe Cl est également caractérisé par
I’enrichissement en CXCL13/BLC (chemo-
kine [C-X-C motif] ligand 13/B lymphocyte
chemo attractant), I1L-6 et IL-1RA (anta-
goniste du récepteur de I'lL-1). Les taux
sériques de Pinterféron o (dosé avec le
test SIMOA [single-molecule array]) sont
positivement corrélés avec la signature
interféron de type |, notamment pour le
groupe Cl et, a un moindre degré, pour le
groupe C3. Les taux sériques de Iinterfé-
ron O ne sont pas corrélés au score total
ESSDAI (EULAR Sjgren’s syndrome disease
activity index) d’activité de la maladie,
mais il existe une association entre les taux
élevés de cet interféron et les domaines
biologiques et hématologiques de ce score.
Des SNP (single nucleotide polymorphisms)
associés aux génes du complexe majeur
d’histocompatibilité de classe Il sont sur-
tout observés chez les patients du groupe
(Cl1, et sont corrélés avec I'intensité de la
signature interféron et le titre élevé d’au-
toanticorps [9]. Enfin une augmentation
du nombre des lymphocytes B dans le sang
est retrouvée dans le groupe C3, en lien
avec la stimulation des voies canoniques
d’activation de ces lymphocytes dans ce
groupe.

Le groupe C4 présente une tendance a un
phénotype clinique plus sévere. Ce groupe
se caractérise par une forte signature
inflammatoire transcriptomique, avec
une activation des cytokines pro-inflam-
matoires. U'analyse des données du
méthylome révele un profil aberrant, avec
plus de 3600 genes différemment méthy-
lés et principalement associés a la voie
de dégranulation des granulocytes. Les
patients appartenant a ce groupe ont une
lymphopénie massive et des taux élevés
de granulocytes [10].

Un modéle composite de prédiction des
patients présentant un syndrome de Gou-
gerot-Sjogren pour chacun des quatre
groupes identifiés a été construit en deux
étapes a 'aide d’outils de machine lear-



ning, avec une précision globale de 95 %
(99 % pour la premiére étape et 96 %
pour la seconde). Les patients sont éva-
lués pour leur appartenance au groupe C4
en fonction de I’expression de 10 genes,
puis I’évaluation de I’expression de 31
génes permet leur allocation aux groupes
C1, C2 ou C3. Une fonction d’interpola-
tion fondée sur six genes d’expression
constante permet I'utilisation de cet
algorithme* dans différentes bases de
données transcriptomiques.

Ainsi, cette étude a permis de caractéri-
ser et de stratifier les patients atteints du
syndrome de Gougerot-Sjogren d’aprés
leur profil moléculaire détaillé obtenu
a partir de "analyse d’un échantillon
de sang. Ses résultats apportent des
clés pour une stratégie thérapeutique
personnalisée fondée sur des combi-
naisons médicamenteuses ciblant des
mécanismes physiopathologiques com-
plémentaires. Ces travaux confirment la
nécessité d’approfondir notre compré-
hension physiopathologique du syndrome
de Gougerot-Sjogren, notamment celle
de la relation entre ces anomalies molé-
culaires, Pactivité de la maladie et I'effet
de différents traitements sur son évolu-
tion. De méme, "étude des liens entre ces

4 https://Ibai-infolab.github.io/ SjTree/(33)
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profils endotypiques systémiques et I"ex-
pression tissulaire ou les caractéristiques
de linfiltrat des glandes salivaires devra
étre approfondie. Ces questions sont en
cours d’investigation dans le cadre d’un
projet européen’. ¢

Sjogren’s syndrome: Towards precision
medicine
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