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Résumé 

Le syndrome de Sjögren primitif (SSp) est une maladie auto-immune (MAI) 

systémique ayant des caractéristiques communes avec le lupus érythémateux. Ces 

caractéristiques incluent des mécanismes physiopathologiques et des facteurs de 

predispositions génétiques. Notre équipe et d‟autres groupes ont pu mettre en evidence une 

signature interféron (IFN) dans les glandes salivaires et les PBMCs de patients ayant un SSp. 

Cette découverte a permis de mettre en évidence de nouvelles voies à explorer dans la 

pathogénie du SLE et SSp en permettant la focalisation des recherches sur le rôle de 

l‟immunité innée et de la voie IFN. 

Nous avons confirmé le rôle de 2 gènes importants dans le SSp, impliqués dans les 

voies des IFN. Le premier est IRF5 sur la voie IFN de type I et STAT4 sur la voie IFN de type 

II. Nous avons pu mettre en évidence une fonctionnalité de l‟allèle à risque d‟IRF5 

(Polymorphisme Indel situé dans le promoteur). Concernant STAT4, son expression n‟était 

pas altérée par le SNP associé à la maladie. Toutefois, l‟ARNm de STAT4 était corrélé à 

l‟expression des gènes IFN de type I.  

Les dérégulations épigénétique pourraient jouer un rôle important dans la pathogénie 

de nombreuses MAI, en particulier la méthylation de l‟ADN qui est hautement liée à 

l‟extinction de l‟expression des gènes. Nous avons étudié la méthylation du promoteur d‟IRF5 

et nous n‟avons pas trouvé de régulation de ce promoteur par le méthylation. Une analyse de 

la méthylation avec une approche globale du méthylome est en cours dans notre équipe et 

permettra d‟identifier de gènes cibles d‟une dérégulation épigénétique pouvant être impliqués 

dans les MAI. 

Nous avons essayé de comprendre la relation entre STAT4 et gènes IFN de type I. 

Ainsi, nous rapportons que l‟IL-12 induit spécifiquement l‟IFN de type I par intéraction entre 

deux partenaires cellulaires, les lymphocytes T CD4
+
 et les cellules dendritiques 

plasmacytoïdes. Ces résultats pourraient expliquer l‟implication des polymorphismes de 

STAT4 dans les MAI dépendantes de l‟IFN de type I. Ces résultats suggèrent également que 

les MAI dépendantes des IFN de type I et II ne s‟opposent pas. Elles seraient seulement le 

Yin et le Yang d‟un facteur d‟activation commun, STAT4, capable d‟induire les IFNs de type 

I et II. 
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Abstract : 

 

Primary Sjögren‟s syndrome (pSS) is a systemic autoimmune disease (AID) that 

presents similar characteristics to systemic lupus erythematosus. These characteristics include 

pathophysiology and genetic factors. Our team and other groups have highlighted an 

interferon (IFN) signature in salivary glands and PBMCs from patients with Sjögren 

syndrome. This signature demonstrates new pathways in pSS and lupus, focusing research on 

innate immunity and in the IFN pathway. 

 

We have confirmed the implication of 2 genes in the pSS, and these genes are 

involved in the IFN pathway. The first gene is IRF5 which is in the type I IFN pathway and 

the second is STAT4 which is in the type II IFN pathway. We have shown a functional 

consequence of IRF5 at-risk allele. Regarding STAT4, the associated SNP did not altered 

STAT4  mRNA expression  but was highly correlated with type I IFN genes expression. 

 

The epigenetic deregulation could play a triggering role in autoimmune diseases, 

particularly through DNA methylation which is highly implicated in the suppression of gene 

expression. We studied the methylation of IRF5 promoter and found no methylation.  Our 

team is currently undertaking a global approach with methylome analysis. This methylome 

study will assess specific gene methylation patterns and will allow a better understanding of 

the role of these genes in autoimmune diseases. 

 

We further demonstrated that IL-12 specifically induces a type I IFN signature 

through a CD4
+
 T cells and pDCs crosstalk. These results could explain the implication of 

STAT4 polymorphism not only in type II IFN-dependent AIDs but also in type I IFN-

dependent AIDs. Our data confirm that type I IFN- and type II IFN-mediated AIDs do not 

have to be opposed. They are only the yin and the yang of a common STAT4 activation which 

may induce secretion of both cytokines. 
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1. INTRODUCTION 

1.1. IMMUNITE INNEE 

1.1.1. Les différents types d’interférons 

Tous les interférons (IFN) sont nommés d‟après leur capacité à stimuler l‟activation 

d‟un large panel de gènes antiviraux et également par leur efficacité à interférer avec la 

propagation et la réplication virale (Katze, He et al. 2002). Il y a 2 catégories d‟interférons, 

l‟IFN de type I et l‟IFN de type II. Ces 2 classes d‟interférons correspondent à leur capacité à 

se fixer sur 2 récepteurs de surface cellulaire distincts. Il y a le récepteur de l‟IFN-  (IFNAR), 

qui possède 2 sous unités  (IFNAR1 et IFNAR2) et il y a le récepteur de l‟IFN  type II (IFN-γ) 

qui est composé de 2 chaînes IFN gamma récepteur (IFNGR): IFNGR1 et IFNGR2 (Stark, 

Kerr et al. 1998) . Les  récepteurs de l‟IFN ont en commun l‟activation des Janus Kinases 

(JAK) et des signaux de transduction et d‟activation de la transcription (STAT) qui leur 

permettent de réguler l‟expression de gènes impliqués dans la réponse immunitaire (Levy and 

Darnell 2002). 

Comme énoncé avant, tous les interférons induisent des mécanismes de défense 

antivirale quand ils  sont  ajoutés dans le milieu de culture. Néanmoins ces 2 types d‟IFNs ont 

des rôles bien distincts dans la réponse immunologique. L‟activité prédominante de l‟IFN de 

type I est d‟induire les cellules de l‟immunité antivirale. A l‟opposé, l‟IFN-  a des fonctions 

prédominantes sur les macrophages pour induire l‟activation des cellules qui permettent un 

état microbicide contre les pathogènes non viraux et contre les éléments intracellulaires du 

non soi. 

En accord avec leurs activités anti-pathogène intracellulaire, à la fois l‟IFN de type I et 

de type II sont capables de participer à la polarisation des cellules T helper (TH1). 
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De toutes les cytokines membres de la famille des IFN type I de classe II -hélicoïdale 

aussi bien chez l‟homme que chez la souris, l‟IFN-  et l‟IFN-β sont les mieux caractérisés et 

les plus fréquemment exprimés (Decker, Muller et al. 2005). D‟autres types d‟IFN ont été 

moins bien caractérisés, car ils pourraient être tissus spécifiques et ne pas être  représentés 

dans toutes les espèces. 

1.1.2. L’interféron de type I 

L‟IFN de type I a été décrit maintenant il y a plus de 50 ans comme facteur 

responsable du phénomène de l‟interférence virale
1
.  

Les IFNs de type I font partie d‟une famille de gènes qui compte environ 20 membres, 

avec des variations en fonction des espèces de mammifères. Le génome des mammifères 

contient les gènes de l‟IFN- , l‟IFN-β, l‟IFN-ω, l‟IFN-κ et l‟IFN-ε. De plus, l‟IFN-δ (aussi 

connu sous le nom de limitin) est un IFN de type I qui jusqu‟à maintenant n‟a été décrit que 

chez la souris, tandis que l‟IFN-τ et l‟IFN-δ sont retrouvés respectivement chez les ongulés et 

le porc (Hardy, Owczarek et al. 2004; Pestka, Krause et al. 2004; van Pesch, Lanaya et al. 

2004). 

L‟IFN-β ne possède qu‟un seul gène chez les mammifères alors que la famille de 

l‟IFN-  est formée de 13 gènes fonctionnels chez l‟homme et de 14 gènes chez la souris. 

L‟impact biologique de beaucoup de ces gènes reste encore inconnu. L‟activité des protéines 

de l‟IFN-  diffère mais une bonne corrélation est habituellement trouvée entre leurs activités 

antivirales et antiprolifératives (van Pesch, Lanaya et al. 2004). En contraste, il y a une 

importante différence dans la capacité des différentes protéines de l‟IFN-  à activer les 

cellules « natural killer » (NK). En effet, le cas de l‟IFN- 7 humain est le plus marquant car il 

perd complètement cette capacité d‟activation (Pestka, Krause et al. 2004). En prenant en 

compte que tous les différents types d‟IFN-  ont la capacité de se fixer sur le même 
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récepteur, il n‟est pas encore bien compris pourquoi ces différents types d‟IFN-  ont des 

effets différents. 

Une importante conséquence  de ces différents IFN de type I pourrait être liée à la 

régulation de leur expression. Les cellules épithéliales et fibroblastes produisent de l‟IFN de 

type I en réponse à une infection virale (Bogdan, Mattner et al. 2004). En contraste, l‟IFN-γ 

est produit principalement par les lymphocytes T et les cellules NK, ces derniers types 

cellulaires n‟étant pas connus pour produire de l‟IFN de type I.   

1.1.3. La reconnaissance des agents pathogènes 

Il est important de noter à ce stade de la Thèse que les 3 lauréats de l‟année 2011 pour 

le prix Nobel de médecine ont permis de progresser de façon majeure dans la compréhension 

des mécanismes de reconnaissances des agents pathogènes par l‟immunité innée : Bruce 

Beutler et Jules Hoffmann qui ont découvert les protéines réceptrices qui reconnaissent les 

micro-organismes et activent le système immunitaire, première étape de la réponse 

immunitaire de l'organisme. Ralph Steinman a découvert les cellules dendritiques du système 

immunitaire et leur capacité unique à activer et réguler l'immunité adaptative, dernière étape 

de la réponse immunitaire. 

Les mammifères ont mis en place au cours de leur évolution des stratégies très 

perfectionnées afin de se protéger en détectant des pathogènes étrangers. La découverte des 

récepteurs Toll-like (TLRs) a pu montrer que la reconnaissance de ces pathogènes par 

l‟immunité innée était hautement spécifique, reposant sur l‟identification de motifs par des 

récepteurs putatifs nommé PRR (Pattern recognition receptor). Les PRR ont évolués afin de 

détecter les composants de pathogènes étrangers liée à la présence de ces motifs conservés à 

leur surface que l‟on appelle les PAMPs (Pathogen-associated molecular patterns) (Akira, 

Takeda et al. 2001; Janeway and Medzhitov 2002). Les TLRs sont des protéines 

transmembranaires de type I possédant des répétitions d‟ectodomaines, des leucines qui 

http://conjugaison.lemonde.fr/conjugaison/search?verb=activer
http://conjugaison.lemonde.fr/conjugaison/search?verb=r%C3%A9guler
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médient la reconnaissance des PAMPs, des domaines transmembraires et un domaine 

recepteur intracellulaire Toll-interleukine (IL) 1 requis pour une répression de la transduction 

du signal. Actuellement, il y a 10 et 12 TLRs fonctionnels qui ont été identifiés chez l‟homme 

et la souris respectivement, avec TLR1 à TLR9 commun pour les 2 espèces. Après la 

découverte des TLRs, plusieurs classes de PRRs cytosoliques, incluant de récepteurs RIG-I 

(RLRs) et les récepteurs NOD (NLR), ont été mis en évidence. La famille des RLR est 

représenté par 3 membres –  RIG-I, Mda5 et LGP2 – qui ont la propriété de détecter les virus 

à ARNm (Yoneyama and Fujita 2009). La famille des NLR est composée de plus de 20 

membres dont plusieurs répondent à de nombreux PAMPs, des particules non-PAMPs et de 

stress cellulaires qui ciblent la réponse proinflammatoire, incluant la secrétion d‟IL-1β 

(Stetson and Medzhitov 2006; Yoneyama and Fujita 2009). Ces PRRs sont exprimés par 

beaucoup de types cellulaires. 

Les TLRs sont divisés en 2 sous groupes dépendant de leurs localisations cellulaires et 

de leurs ligands respectifs. Le premier groupe est composé de TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, 

TLR6 et TLR11, lesquels sont exprimés sur la surface des cellules et reconnaissent 

principalement des composants de membranes microbiennes comme les lipides, les 

lipoprotéines et les protéines. Le second groupe est composé de TLR3, TLR7, TLR8 et TLR9, 

lesquels sont exprimés exclusivement dans des vésicules intracellulaires comme le réticulum 

endoplasmique, les endosomes, les lysosomes et les endolysosomes, où ils reconnaissent les 

acides nucléiques microbiens. 

1.1.3.1. TLRs membranaires 

Certains TLRs membranaires peuvent jouer un rôle dans l‟induction d‟IFN de type I. 

TLR4 a été identifié comme le récepteur qui répond au lipopolysaccharide (LPS) des 

bactéries qui est un composant des bactéries à Gram négatif et qui peut causer un choc 

septique (Figure 1) (Akira, Uematsu et al. 2006). TLR4 forme un complexe avec MD2 sur la 
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surface de la cellule et en association ils permettent la liaison au LPS. La formation de ce 

récepteur multimérique est composée de 2 complexes TLR4-MD2-LPS qui permettent 

l‟initiation de la phase précoce de l‟activation de la voie IFN de type I en recrutant des 

molécules adaptatrices intracellulaires comme TRAM et TRIF une fois que le complexe est 

internalisé. Vient ensuite une dimérisation du facteur de régulation de l‟interféron (IRF) 3 qui 

transloquera dans le noyau et activera la transcription de l‟IFN de type I.  

TLR2 est lui impliqué dans une large reconnaissance de PAMPs dérivés des bactéries, 

champignons, parasites et virus (Figure 1) (Coban, Igari et al.). Ceci inclut les lipopeptides de 

bactéries, le peptidoglycane et l‟acide lipotechoïque des bactéries à Gram positif, 

lipoarabinomannose de mycobactéries, zymosan de champignons, tGPI-mucin de 

Trypanosoma cruzi et la proteine hémaglutinine du virus measles. TLR2 forme généralement 

un hétérodimère avec TLR1 ou TLR6. Spécifiquement, l‟hétérodimère TLR1-TLR2 reconnait 

les lipopeptides des bactéries à Gram négatif et mycoplasmes ; tandis que l‟hétérodimère 

TLR6-TLR2 reconnait des lipopeptides de bactéries à Gram positif et mycoplasmes. D‟autre 

part, TLR2 possède la capacité d‟agir avec d‟autres corécepteurs sur la surface cellulaire 

assistant la reconnaissance des PAMPs. Ces corécepteurs incluent CD36, lesquels agissent 

ensemble avec l‟hétérodimère TLR2-TLR6 pour permettre la détection de quelques-uns des 

agonistes de TLR2, et la dectine-1, un type-C de lectine qui lie de β-glucan fongique ayant 

pour conséquence l‟induction de son internalisation (Hoebe, Georgel et al. 2005). Longtemps 

les agonistes de TLR2 ont été considérés comme induisant directement la production de 

cytokines inflammatoires et non de l‟interféron type I dans les macrophages et DCs. Il a été 

montré ultérieurement que TLR2 avait la capacité de pouvoir déclencher la production 

d‟interféron de type I dans des monocytes durant la réponse à une infection virale du type 

Vaccina virus (Barbalat, Lau et al. 2009). Ceci suggère que TLR2 a un rôle différent selon le 

type cellulaire pendant une infection virale. Il semble que les acides nucléiques, lesquels sont 
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habituellement responsable de la production d‟IFN de type I, ne participent pas à l‟activation 

de TLR2. 

TLR5 a la propriété de reconnaître la protéine de la flagelline composant des bactéries 

à flagelle (Figure 1) (Akira, Uematsu et al. 2006). Les cellules dendritiques CD11c
+
CD11b

+
 

de la lamina propria du petit intestin expriment fortement le TLR5 (Jin, Kim et al. 2007). Les 

cellules dendritiques de la lamina propria sont uniques pour promouvoir l‟induction des 

lymphocytes T helper produisant de l‟IL-17 (TH17), ainsi que la différenciation de 

lymphocytes B naïfs en cellules plasmatiques productrices immunoglobulines (Ig) A en 

réponse à la flagelline (Uematsu, Fujimoto et al. 2008). De plus, les cellules dendritiques de la 

lamina propria sont capables de produire des acides rétinoïques, lesquels facilitent la réponse 

humorale et la réponse immunitaire cellulaire. Le rein et la vésicule biliaire possède une forte 

expression de TLR11 chez la souris, lequel est l‟équivalent à TLR5 chez l‟homme. TLR11 

permet la reconnaissance des composants bactériens uropahtogéniques du fait que les souris 

TLR11 knock-out sont suceptibles aux infections avec ces bactéries (Zhang, Zhang et al. 

2004). 
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Figure 1. Représentation des TLRs membranaire : TLR4 et TLR2 sont retrouvés sur les 

monocytes et macrophages. Les cellules dendritiques de la lamina propria CD11c
+ 

CD11b
+
 dans le petit intestin exprime fortement TLR5. Kawai & Akira. Nat Immunol, Vol 11 (5) 373-384. 2010 

1.1.3.2. TLRs intracellulaires 

TLR3 était originellement identifié comme reconnaissant un analogue synthétique de 

l‟ARN double brin comme l‟acide polyinosinic-polycytidylic (poly (I:C)), lequel mime 

l‟infection virale et est capable d‟induire une réponse immunitaire anti-virale par la 

production à la fois d‟interféron de type I et de cytokines inflammatoires (Figure 2). Les 

mécanismes de reconnaissance de TLR3 on été élucidés par une analyse structurelle de 

l‟ectodomaine de TLR3, partie capable de fixer l‟ARN double brin. L‟ectodomaine de TLR3 

est formé d‟un large « fer à cheval » qui a la particularité d‟augmenter sa surface de détection 

et faciliter la reconnaissance des ARN doubles brins. Les ARN doubles brins se lient à 2 sites 

différents au niveau des régions N et C sur la face latérale de la surface convexe de 

l‟ectodomaine de TLR3, lequel fournit assez de stabilité pour permettre au TLR3 de former 
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un homodimère via sa région C-terminale. En plus de pouvoir reconnaître le poly (I:C), TLR3 

reconnait l‟ARN génomique de Reovirus, l‟ARN double brin produit durant la réplication 

virale ainsi que l‟ARN simple brin, le virus responsable de l‟encéphalomyocardite, le virus 

West Nile ainsi que certains petits ARN interférants (Akira, Uematsu et al. 2006; Kawai and 

Akira 2008). TLR3 déclenche la réponse immunitaire antivirale à travers la production d‟IFN 

de type I et de cytokines inflammatoires, suggérant que TLR3 a un rôle essentiel dans la 

prévention des infections virales. D‟autre part, les souris knock-out pour TLR3 sont 

susceptibles aux infections létales associées au Cytomegalovirus murin (Tabeta, Georgel et al. 

2004) et la déficience de TLR3 chez l‟homme est associé à une susceptibilité à l‟Herpes 

simplex virus type I (HSV-1) (Zhang, Jouanguy et al. 2007). 

TLR7 a quant à lui était identifié comme reconnaissant les dérivés imidazoquinolines 

comme l‟imiquimod et le resiquimod (R-848) ainsi que les analogues de guanine comme la 

loxoribine (laquelle possède des propriétés antivirales et antitumorales), reconnaissant 

également les ARN doubles brins de virus à ARN comme le virus influenza A et le virus de 

l‟immunodéficience humaine  (Figure 2) (Akira, Uematsu et al. 2006; Kawai and Akira 2006). 

TLR7 a donc la faculté de pouvoir reconnaître les poly U d‟ARN synthétiques et ainsi que 

certains petits ARN interférants (Hornung, Guenthner-Biller et al. 2005). Une très forte 

expression de TLR7 est retrouvée dans les cellules dendritiques plasmacytoïdes (pDCs), 

lesquelles sont capables de produirent de très grandes quantités d‟interféron de type I en 

réponse à une infection virale. Cette induction de cytokines par les pDCs en réponse aux 

infections virales est totalement dépendante de TLR7 (Janeway and Medzhitov 2002; Akira, 

Uematsu et al. 2006), ce qui suggère que TLR7 agit comme détecteur des infections par des 

virus à ARN simple brin. De plus, TLR7 est exprimé sur les cellules dendritiques 

conventionnelles (cDCs) leur permettant de détecter des ARN provenant de bactéries 

appartenant par exemple au groupe des Streptococcus et donc de produire de l‟interféron de 
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type I (Mancuso, Gambuzza et al. 2009). La reconnaissance de virus à travers TLR7 dans les 

pDCs se produit de manière indépendante de la réplication virale. Les virus sont internalisés 

et recrutés au niveau des endolysosomes, puis la reconnaissance des simples brins ARN par 

TLR7 et l‟initiation de la réponse antivirale peut s‟enclencher. D‟autre part, TLR7 peut 

détecter la réplication de  virus qui entrent dans le cytoplasme par autophagie. Ce procédé 

implique la formation de vésicules à double membrane appelé autophagosomes. Les pDCs qui 

ont une perte de capacité de la formation d‟autophagie, liés à une mise en défaut de la 

protéine Atg5, ont une incapacité à former des autophagosomes et montrent un défaut de 

production d‟IFN-  après infection virale (Lee, Lund et al. 2007). La formation 

d‟autophagosomes dans la pDCs a été montrée comme constitutive. Ces découvertes 

suggèrent que l‟autophagie des pDCs est intimement liée à sa capacité de détecter les ARN en 

cours de réplications dans le cytosol afin d‟amener l‟ARN viral au lysosome, où TLR7 

participe à leur reconnaissance et permet l‟initiation de la réponse antivirale. 

TLR8 est phylogénétiquement plus similaire à TLR7. Chez l‟homme, le TLR8 permet 

la reconnaissance de R-848 et de l‟ARN viral simple brin. En contraste avec les souris TLR7
-/-

, 

les souris TLR8
-/-

 répondent normalement à leurs agonistes (Akira, Uematsu et al. 2006; 

Kawai and Akira 2006). TLR8 est exprimé dans de nombreux tissus, avec sa plus importante 

expression dans les monocytes. Son expression est fortement induite après infection 

bactérienne. 

TLR9 permet la reconnaissance de motif tel que le 2‟-deoxyribo (cytidine-phosphate-

guanosine) (CpG) non méthylé qui est fréquemment présent dans les bactéries et les virus 

mais peu présent chez les cellules de mammifères (Figure 2). Le CpG synthétique fonctionne 

comme ligand du TLR9 et active directement les cellules dendritiques, les monocytes, les 

lymphocytes B, et conduit ainsi à une forte réponse TH1 (Akira, Uematsu et al. 2006). La 

structure glucosidique de l‟ADN, 2‟-desoxyribose, est importante dans la reconnaisance par le 
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TLR9 quand les oligonucleotides de l‟ADN ont une structure phosphodiester (Haas, Metzger 

et al. 2008). Les cellules exprimant fortement TLR9 sont les pDCs leur permettant de détecter 

des infections de virus à ADN dans les lysosomes (murine cytomegalovirus, HSV1 et HSV2) 

(Akira, Uematsu et al. 2006; Kawai and Akira 2006). En addition à la reconnaissance de 

l‟ADN, TLR9 reconnait directement le crystal non soluble de l‟hémozoine, lequel est généré 

par un produit dérivé du procédé de détoxification après digestion de l‟hémoglobine infectée 

par Plasmodium falciparum (Coban, Igari et al.). 

 

Figure 2. Représentation des TLRs intracellulaires : TLR9 et TLR7 sont retrouvés fortement 

exprimés dans les cellules dendritiques plasmacytoïdes. Kawai & Akira. Nat Immunol, Vol 11 (5) 373-384, 2010. 
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1.1.4. Voie de signalisation de l’IFN de type I 

La transduction du signal de l‟IFN de type I passe par le récepteur à l‟interféron alpha 

(IFNAR). Ce récepteur se compose de deux chaînes – IFNAR1 et IFNAR2 – qui sont en 

permanence associés respectivement avec les membres de la famille des protéines Janus 

tyrosine kinase 2 (TYK2) et JAK1 (Figure 3). La liaison du ligand sur IFNAR stimule 

l‟activation des Janus kinases et entraine la phosphorylation du complexe/récepteur dans sa 

partie cytoplasmique. Ainsi, le motif de phospho-tyrosine va permettre le recrutement de 

STAT1 et STAT2. Les Janus kinases vont ensuite permettre la tyrosine phosphorylation des 

protéines STATs qui ont été mobilisées. Le facteur de stimulation du gène de l‟IFN 3 (ISGF3) 

est un hétérodimère STAT1-STAT2 qui est complexé avec le facteur de régulation de l‟IFN 

(IRF) 9. L‟ISGF3 s‟associe à une séquence d‟ADN qui est connue comme un élément de 

réponses à la stimulation de l‟IFN (ISRE) trouvée dans le promoteur de beaucoup de gènes 

qui répondent à la stimulation de l‟IFN de type I (ISGs). L‟ISGF3 est donc directement 

impliqué dans l‟expression des ISGs (Pestka, Krause et al. 2004). Parmi les ISGs induit par 

l‟IFN de type I on peut citer : Myxovirus (virus influenza) resistance 1 (Mx1), RNA-activated 

Protein Kinase (PKR), InterFeron Induced TransMembrane protein 1 (IFITM1), InterFeron-

Induced protein with Tetratricopeptide repeats 1 (IFIT-1). Ces gènes sont le reflet de 

l‟activation de l‟IFN de type I et sont souvent utilisés comme témoin de la signature IFN de 

type I (Kariuki, Kirou et al. 2009). 
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Figure 3. Activation de la voie IFN de type I : De la fixation de l’IFN- /β à l’induction de ses 

gènes cibles via le complexe ISGF3. Dunn et al. Nat Rev Immunol.  6, 836–848, 2006. 

1.2. LE SYNDROME DE SJOGREN PRIMITIF 

1.2.1. Généralités 

Les maladies auto-immunes, spécifiques d‟organes et systémiques réunies, sont peu 

connues du grand public et constituent pourtant la 3ème cause de morbidité en Europe 

Occidentale. A ce jour plus de 80 maladies auto-immunes ont été individualisées. Les 

maladies auto-immunes d‟organe les plus courantes sont le diabète de type I, la thyroïdite 
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d‟Hashimoto (hypothyroïdie), la maladie de Basedow (hyperthyroïdie), la sclérose en plaques 

et le syndrome de Guillain Barré. Les pathologies auto-immunes systémiques les plus 

communes sont le lupus érythémateux disséminé, la polyarthrite rhumatoïde et le syndrome 

de Sjögren. 

Les maladies auto-immunes sont des pathologies touchant 4 à 5% de la population 

occidentale. Ce sont principalement des atteintes chroniques qui résultent d‟une rupture de 

tolérance des lymphocytes B et des lymphocytes T vis-à-vis des antigènes du soi. 

On considère les maladies auto-immunes comme étant des affections multifactorielles 

complexes impliquant des facteurs génétiques et environnementaux. Plusieurs facteurs 

peuvent favoriser l‟émergence de pathologies auto-immunes. Bien que plusieurs éléments 

suggèrent un rôle important de la composante génétique dans la prédisposition aux maladies 

auto-immunes comme par exemple, une taux de concordance de ces maladies entre jumeaux 

monozygotes plus élevé qu‟entre jumeaux dizygotes ou qu‟entre membre d‟une même fratrie,  

les facteurs environnementaux semblent jouer un rôle non négligeable dans la survenue des 

maladies auto-immunes. Ils ont pu être mis en évidence grâce à des études de populations 

génétiquement homogènes mais vivant dans des conditions environnementales différentes. En 

effet, il existe ce que l‟on appelle un gradient Nord-Sud de répartition de certaines maladies 

auto-immunes.  

C‟est le cas par exemple, du diabète de type I et de la sclérose en plaque (SEP) dont 

l‟incidence diminue du Nord au Sud dans l‟hémisphère Nord et du Sud au Nord dans 

l‟hémisphère Sud (Kurtzke 2000; Green and Patterson 2001 ). L‟importance des facteurs 

environnementaux est confirmée par le taux de concordance des maladies auto-immunes chez 

les jumeaux monozygotes, qui n‟est que de 15 à 40% (Barnett, Eff et al. 1981; Deapen, 

Escalante et al. 1992; Kaprio, Tuomilehto et al. 1992). Les gènes ne sont donc pas à eux seuls 

responsables du développement de ces maladies. On suppose en effet que les maladies auto-
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immunes trouvent leur origine dans l‟association d‟un terrain génétique favorable et 

d‟éléments déclencheurs extérieurs.  

Ces dernières années, de nouveaux concepts ont été élaborés permettant une meilleure 

compréhension de la physiopathologie des maladies auto-immunes qui, schématiquement, se 

déroule en deux temps. Tout d‟abord, il existe une rupture de tolérance du système 

immunitaire vis-à-vis des antigènes du soi, secondaire à un facteur déclenchant 

environnemental notamment infectieux sur un terrain génétique prédisposé mettant ainsi en 

jeu l‟immunité innée. Ensuite, la réponse auto-immune se pérennise avec mise en jeu des 

cellules de l‟immunité adaptative, en particulier les lymphocytes T et B. Les cytokines et 

chimiokines interviennent, quant à elles, à chacune de ces étapes. Par ailleurs, le rôle de la 

cellule cible de l‟auto-immunité (appelée également cellule résidente) a récemment été mis en 

avant, parce qu‟elle présenterait un dysfonctionnement primitif responsable de l‟activation du 

système immunitaire aboutissant à sa destruction. 

Les travaux de recherche d‟interface en lien direct avec les services cliniques prenant 

en charge les maladies auto-immunes abordent ces différents domaines par des études 

génomiques, cellulaires (lymphocytes ou cellules cibles) ou cytokiniques en utilisant donc du 

matériel humain provenant des patients. Ce type de travaux, associés aux travaux de recherche 

plus fondamentaux, ont permis de décrypter certains mécanismes immunopathologiques 

aboutissant rapidement à l‟identification de cibles thérapeutiques et à des traitements 

spécifiques appartenant à la famille des biothérapies. 

Dans ce travail, nous nous sommes focalisés sur une maladie auto-immune, le 

syndrome de Sjögren primitif (SSp) qui constitue un modèle d‟étude intéressant et par lequel 

il est possible d‟aborder de nombreux aspects physiopathologiques des maladies auto-

immunes.  
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1.2.2. Le syndrome de Sjögren primitif  

 Le SSp est une maladie auto-immune systémique qui se caractérise par une sécheresse 

oculaire et buccale, une infiltration lymphocytaire des glandes salivaires et lacrymales ainsi 

que par la production d‟auto-anticorps. La triade symptomatique comporte : la sécheresse, la 

fatigue et les polyarthralgies.  

Avec une prévalence de 0,1 à 0,4% de la population (Bowman, Ibrahim et al. 2004) et 

un pic de fréquence de début vers l‟âge de 50 ans, le SSp à la deuxième maladie auto-immune 

après la polyarthrite rhumatoïde. L‟incidence est évaluée à 4 à 5 nouveaux cas par an pour 

100 000 habitants. Le SSp touche préférentiellement les femmes (sexe ratio de neuf femmes 

pour un homme). 

Le SSp peut exister de manière isolée ou être associé à d‟autres maladies auto-

immunes (SS secondaire ou associé). Cette maladie, qui se caractérise par une sécheresse 

oculaire et buccale très invalidante, peut affecter l‟ensemble des glandes exocrines. Il s‟agit 

d‟une véritable maladie systémique puisque les atteintes ne se restreignent pas à un seul tissu : 

le rein, les poumons ainsi que le système nerveux peuvent être touchés. 

Au plan biologique, on observe une augmentation sérique de la cytokine BAFF ainsi 

qu‟une activation lymphocytaire B importante se traduisant par une hypergammaglobulinémie, 

une augmentation des IgG sériques, la présence d‟auto-anticorps tels que les anticorps anti-

SSA et anti-SSB ainsi que la positivité du facteur rhumatoïde. Le SSp est par ailleurs au 

confluent de l‟auto-immunité et des lymphoproliférations B malignes puisque 5% des patients 

développent un lymphome avec un risque relatif de 15 à 40 (Royer, Cazals-Hatem et al. 1997; 

Ioannidis, Vassiliou et al. 2002; Zintzaras, Voulgarelis et al. 2005; Ekstrom Smedby, Vajdic 

et al. 2008) correspondant à l‟association la plus élevée des maladies auto-immunes avec le 

lymphome.  
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Les chaînes libres et la bêta-2-microglobuline sériques, deux marqueurs biologiques 

de l‟activation du lymphocyte B, sont augmentées avec une association entre un taux de bêta-

2-microglobuline élevé et la présence de complications systémiques correspondant aux SSp 

les plus graves (Gottenberg, Busson et al. 2005 ; Gottenberg, Aucouturier et al. 2007).  

Parmi les maladies auto-immunes, le SSp constitue un modèle d‟étude 

particulièrement intéressant par plusieurs aspects : 

 au plan clinique, cette maladie est à la croisée des maladies auto-immunes spécifiques 

d‟organe et des maladies systémiques. 

 au plan épidémiologique, c‟est la deuxième maladie auto-immune systémique par 

ordre de fréquence derrière la polyarthrite rhumatoïde 

 au plan physiopathologique, tous les mécanismes immunopathologiques des maladies 

auto-immunes sont rencontrés dans le SSp. L‟immunité innée et l‟immunité adaptative 

sont donc impliquées. 

 cette maladie est au croisement de l‟auto-immunité et du lymphome.  

 au plan pratique, l‟accès au tissu cible est aisé et peu invasif car nécessaire au 

diagnostic 

Ces arguments font du SSp un excellent modèle d‟étude des maladies auto-immunes. 

Le service de Rhumatologie de l‟hôpital Bicêtre est un centre de référence pour le SSp 

avec une consultation pluridisciplinaire impliquant tous les praticiens concernés 

(rhumatologues, psychiatres, ophtalmologues, ORL, stomatologie) et la réalisation d‟examens 

biologiques permettant le diagnostic de SSp. Au terme de ces investigations, le diagnostic de 

SSp peut être porté. Enfin, les patients peuvent participer avec leur accord à des études de 

recherche translationnelle comme celle qui sera présentée dans ce travail. Peuvent  alors être 

prélevés des échantillons de sérums, d‟ADN et de salive de patients. 
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Le diagnostic de la maladie est porté selon les critères du groupe de consensus 

Européen-Américain (Vitali, Bombardieri et al. 2002). Un syndrome appelée « Syndrome 

asthénie, polyalgies, sicca » (SAPS) proche de la fibromyalgie est caractérisé par la présence 

d‟un syndrome sec subjectif mais aussi parfois objectif sans signes d‟auto-immunité sérique 

ou histologique (Mariette, Caudmont et al. 2003). Les diagnostics sont validés selon une 

procédure impliquant les praticiens séniors du service de rhumatologie de l‟hôpital Bicêtre. 

On précise pour chaque patient s‟il s‟agit d‟un SSp strictement glandulaire ou d‟un SSp avec 

atteinte systémique (forme extra-glandulaire), plus grave.  

La définition du SS primitif a longtemps souffert de l‟absence de critères 

diagnostiques précis et reconnu par tous. Ceci est important car les symptômes présentées par 

les malades – la sécheresse, la fatigue et les douleurs – sont fréquents dans la population 

générales et peuvent être présents en dehors de toute maladie auto-immune du fait de la prise 

de nombreux médicaments, d‟un syndrome anxio-dépressif ou même tout simplement du 

vieillissement. Récemment, la plupart des experts de la maladie se sont mis d‟accord pour 

utiliser les dits critères « du groupe de consensus Européano-américain » qui exigent la 

présence d‟une anomalie immunologique objective : la présence d‟un infiltrat inflammatoire 

nodulaire, c‟est à dire de grade supérieur ou égal à 3 de Chisholm sur la biopsie de glandes 

salivaires accessoires ou présence d‟auto-anticorps anti-SSA ou anti-SSB. Les différents 

critères consensuels « Européano- américains » qui entrent en compte dans le diagnostic du 

syndrome de Sjögren sont référencés dans le tableau ci-après (Figure 4). 
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Figure 4. Critères consensuels “Européano-américains” des signes cliniques pour les 

patients présentant un syndrome de Sjögren. Vitali C, et al Ann Rheum Dis, 61(6):554-8. 2002. 

 

Au jour d‟aujourd‟hui, aucun traitement de fond n‟a fait la preuve de son efficacité 

pour diminuer la sévérité des signes cliniques de la maladie. Cependant l‟hydroxychloroquine 

(Plaquenil
®
) est souvent utilisé car il a montré une efficacité dans deux études ouvertes 

comprenant respectivement 10 et 50 malades. La seule étude randomisée contre placebo a été 

effectuée en « crossover» sur seulement 19 malades (Kruize, Hene et al. 1993). Cette étude a 



33 

 

mis en évidence une diminution de l‟hypergammaglobulinémie polyclonale mais n‟a pas 

démontré d‟effets cliniques du Plaquenil
®
. Une grande étude randomisée multicentrique était 

donc souhaitable et a été réalisée sous l‟impulsion du Pr Mariette. Les résultats sont en cours 

d‟analyse. En pratique quotidienne, en attendant les résultats de cette étude, le Plaquenil
®
 (à la 

dose max de 6,5 mg/kg/jour) doit être proposé en cas de purpura vasculaire associé à une 

hypergammaglobulinémie et il peut être donné en cas de polyarthrite ou de polyarthralgies 

invalidantes. Par contre, ce médicament n‟a pas d‟effet démontré sur le syndrome sec. 

Le Methotrexate a été proposé dans une étude ouverte sur 17 patients avec quelques 

résultats encourageants. Cependant une étude contrôlée serait nécessaire. En pratique 

quotidienne, le Methotrexate pourrait être proposé devant une polyarthrite vraie (et non des 

polyarthralgies) invalidante et après échec du Plaquenil
®
. 

L‟azathioprine (Imurel) est parfois utilisé en cas de complications viscérales même si 

aucune étude ne documente son efficacité. 

Une étude randomisée portant sur l‟efficacité  des anti-TNF  utilisant l‟infliximab 

(Remicade
®
) qui est un anticorps monoclonal chimérique anti-TNFα chez les patients ayant 

un SS et ayant eu des signes extra-glandulaires a montré l‟absence d‟efficacité sur la 

sécheresse buccale, l‟asthénie et les douleurs (Mariette TRIPS).  

Compte tenu de l‟importance des lymphocytes B dans la physiopathologie de la 

maladie, une approche thérapeutique inhibant les lymphocytes B est très intéressante. 

Plusieurs observations publiées font été d‟une amélioration possible des signes systémiques 

de la maladie avec le rituximab, un anticorps monoclonal chimérique anti-CD20 (Pijpe, van 

Imhoff et al. 2005). D‟autres approches sont à l‟étude avec des inhibiteurs de BAFF. 
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1.2.2.1. La cellule épithéliale salivaire : cellule cible de l’auto-immunité 

Au cours du SSp, la cellule épithéliale salivaire semblerait jouer un rôle actif dans le 

processus physiopathologique aboutissant à sa propre destruction. Ces dernières années, 

plusieurs études se sont intéressées aux différentes propriétés que pouvaient acquérir des 

types cellulaires n‟appartenant pas au système immunitaire, comme par exemple la cellule 

épithéliale (ou encore endothéliale). Ces études suggèrent que ces types cellulaires pourraient 

jouer un rôle actif en participant à l‟installation d‟une réponse immunitaire (Knolle and 

Limmer 2001; Koch, Kohl et al. 2006; Racanelli and Rehermann 2006). En effet, le tissu 

épithélial semble être impliqué dans les mécanismes d‟initiation et de maintenance d‟une 

tolérance immunologique vis-à-vis des antigènes du soi, alors qu‟un dysfonctionnement de 

ces fonctions pourrait aboutir au développement de réactions auto-immunes (MacDermott 

1996 ; Marelli-Berg and Lechler 1999). De plus, l‟altération des fonctions immunologiques de 

ce tissu favoriserait le développement de maladies auto-immunes au cours d‟infections 

chroniques par divers micro-organismes (Tomer and Davies 1993; D'Elios, Appelmelk et al. 

2004 ). 

1.2.2.1.1. L‟activation in situ des cellules épithéliales au cours du SSp  

 L‟une des principales caractéristiques du SSp est la présence d‟un infiltrat 

lymphocytaire au sein des glandes salivaires et particulièrement autour des cellules 

épithéliales canalaires. D‟autre part, des analyses immunohistochimiques de biopsies de 

glandes salivaires de patients atteints d‟un SSp, ont révélé que les cellules épithéliales 

canalaires et acineuses exprimaient des quantités non négligeables de molécules immuno-

actives, comme, par exemple, des molécules de homing des lymphocytes ou encore de 

présentation antigénique. 
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Ainsi, il a été montré que les cellules épithéliales adjacentes au site inflammatoire 

expriment un niveau élevé de molécules du complexe majeur d‟histo-compatibilité (CMH) de 

classe I (HLA-ABC) et de classe II (HLA-DR) (Lindahl, Hedfors et al. 1985 ; Moutsopoulos, 

Hooks et al. 1986), des molécules d‟adhésion CD45/ICAMI, CD106/VCAM (St Clair, 

Angellilo et al. 1992; Kapsogeorgou, Moutsopoulos et al. 2001; Tsunawaki, Nakamura et al. 

2002) ainsi que des molécules de co-stimulations CD80/B7.1 et CD86/B7.2 (Manoussakis, 

Dimitriou et al. 1999 ; Matsumura, Umemiya et al. 2001; Tsunawaki, Nakamura et al. 2002 ).  

D‟autres études ont montré une augmentation de l‟expression de certaines cytokines 

pro-inflammatoires par les cellules épithéliales salivaires de patients atteints de SSp, comme 

l‟IL-1, l‟IL-6 et le TNF-  (Fox, Kang et al. 1994; Boumba, Skopouli et al. 1995 ). Il a été 

également rapporté que les cellules épithéliales canalaires de patients exprimaient in situ des 

niveaux élevés d‟IL-12 (Horiuchi, Yamano et al. 1999) et d‟IL-18 (Bombardieri, Barone et al. 

2004). De plus, l‟expression de plusieurs molécules chémoatractives a pu être détectée au sein 

de l‟épithélium canalaire, CCL3/MIP-1 , CCL4/MIP-1 , IL-8 et CCL5/RANTES (Cuello, 

Palladinetti et al. 1998). Toutes ces anomalies de la cellule épithéliale salivaire justifient le 

terme d'«épithélite auto-immune», proposé par HM Moutsopoulos (Moutsopoulos and 

Kordossis 1996). 

Notre équipe a pu montrer par un marquage immunohistochimique que la cytokine 

BAFF n‟était pas seulement exprimée par les cellules infiltrant les glandes salivaires mais 

également par les cellules épithéliales canalaires (Figure 5) (Lavie, Miceli-Richard et al. 

2004).  
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Figure 5. Expression de la cytokine BAFF par des cellules épithéliales salivaires au sein 

d’une glande salivaire d’un patient atteint du SSp. Lavie F et al. Ann Rheum Dis. 66(5):700-3. 2006. 

 

1.2.2.1.2. Fonction immunologique de la cellule épithéliale salivaire 

 Au cours de ces dernières années, la mise au point d‟un protocole reproductible de 

culture de cellules épithéliales salivaires primaires à partir de biopsies de glandes salivaires 

accessoires humaines (Dimitriou, Kapsogeorgou et al. 2002) a permis de mieux étudier les 

propriétés intrinsèques de ces cellules. Cette technique permet notamment d‟analyser les 

différents aspects phénotypiques et fonctionnels de ce type cellulaire mais également le 

caractère constitutif ou inductible de certains de leur constituant.  

Ainsi il a été montré que ces cellules, en présence d‟IFN- ou de TNF- , ont la 

capacité d‟exprimer des molécules pro-apoptotiques (CD95/Fas et CD95L/Fas-ligand), des 

molécules du CMH de classe I et II, des molécules de co-stimulation (CD80/B7.1 et 

CD86/B7.2), ainsi que des molécules d‟adhésion (CD54/ICAM-1 et CD106/VCAM) et CD40 

(Manoussakis, Dimitriou et al. 1999; Kapsogeorgou, Dimitriou et al. 2001; Kapsogeorgou, 
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Moutsopoulos et al. 2001; Dimitriou, Kapsogeorgou et al. 2002). La cellule épithéliale 

salivaire semble donc être bien équipée pour se comporter comme une cellule présentatrice 

d‟antigène (CPA). En effet, certaines équipes ont pu démontrer que cette cellule a la capacité 

d‟induire une prolifération lymphocytaire (Tsunawaki, Nakamura et al. 2002 ; Ishimaru, 

Arakaki et al. 2008).  D‟autre part, il a été montré que la stimulation d‟une lignée de cellules 

épithéliales salivaires (HSG), transfectée par le gène du rétinoblastome puis stimulée par de 

l‟IL-18, sécrète de l‟IFN-  (Ishimaru, Arakaki et al. 2008). Les auteurs suggèrent que cette 

production d‟IFN-  pourrait être la cause d‟une expression « aberrante » du CMH de classe II 

à la surface des cellules épithéliales salivaires. 

1.2.2.2. Facteurs infectieux 

Les virus ont été incriminés de longue date dans le déclenchement du SSp étant donné 

l‟atteinte des glandes exocrines qui sont, par leur interaction avec le milieu extérieur, 

particulièrement exposées aux agressions infectieuses. La « signature interféron » les a mis 

encore récemment au premier plan dans le SSp. 

L‟EBV a été particulièrement incriminé du fait de sa présence à l‟état latent dans 

l‟oropharynx des sujets saints, d‟une augmentation de la présence de protéines ou de génome 

de l‟EBV dans les glandes salivaires de patients atteints de SSp (Fox, Pearson et al. 1986; 

Pflugfelder, Crouse et al. 1990 ; Mariette, Gozlan et al. 1991 ), et parce qu‟il a été rapporté 

une réactivité croisée entre les anticorps anti-SSB (La) et les antigènes Eber1 et Eber2 propres 

à l‟EBV (Lerner, Andrews et al. 1981). L‟EBV pourrait avoir un rôle dans la prolifération 

lymphoïde salivaire mais il est également possible que sa présence ne soit que consécutive à 

la destruction de la glande. L‟EBV pourrait, par ailleurs, être responsable de la génération 

d‟un produit de dégradation anormal et potentiellement immunogène d‟une protéine 

possiblement impliquée dans la physiopathologie du SSp, la fodrine. La fodrine est un 

constituant du cytosquelette qui peut se lier à l'actine ou à la calmoduline et comprend une 



38 

 

sous-unité a de 240kDa et une sous-unité b de 235 kDa (Inoue, Tsubota et al. 2001). 

L‟hypothèse virale est renforcée par le fait que des rétrovirus tels que le Human T cell 

Leukemia Virus type 1 (HTLV1) (Nakamura, Eguchi et al. 1997) ou le Virus de 

l'Immunodéficience Humaine (VIH) (Itescu, Brancato et al. 1989) ou le virus de l’hépatite C 

(VHC) (Haddad, Deny et al. 1992) peuvent donner des manifestations proches du SSp avec 

un syndrome sec et un infiltrat épithélial lymphoïde. L‟absence de ces infections est 

désormais un critère nécessaire pour porter le diagnostic positif de SSp.  

L‟hypothèse des rétrovirus endogènes, comme le rétrotransposon LINEs (long 

interspersed nuclear element 1), est considérée actuellement comme particulièrement 

intéressante. En effet, le génome humain contient plus de 500 000 copies LINEs lesquelles 

sont des éléments mobiles appartenant à la famille des rétrotransposons (20% du génome 

humain). Leur duplication requiert une transcription et une intégration de l‟ADN 

complémentaire dans le génome. Les séquences complètes de LINEs se composent de 2 

cadres de lectures ouvertes (ORFs) encodant des protéines impliquées dans les mécanismes de 

rétrotransposition.  

Des résultats préliminaires suggérent l‟implication de LINEs dans les maladies auto-

immunes. En effet, une étude menée dans la polyarthrite rhumatoïde révéle une expression 

plus importante des transcrits LINEs dans les tissus issus de biopsies synoviales (Neidhart, 

Rethage et al. 2000). De récents travaux en cours de soumission décrivent une surexpression 

de LINEs à la fois dans les glandes salivaires de patients présentant un syndrome de Sjögren 

ainsi que dans les tissus de rein provenant de patients lupiques (Résumé 1602 – Mavragani et 

al, American College of Rheumatology – 2007). Les auteurs ont également montré que 

l‟expression de LINEs était associée à l‟expression de l‟IFN- . La surexpression des 

séquences LINEs pourraient être liées à une dérégulation épigénétique par hypométhylation 

des régions régulatrices de la transcription de LINEs. Ces résultats pourraient suggérer que la 
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surexpression de ces séquences endogènes serait capable de participer à la signature IFN de 

type I. Cette hypothèse repose sur le fait qu‟un facteur viral déjà préintégrer dans le génome 

serait dé-réprimé suite à des événements intercurrents. 

Parmi les autres virus, des séquences d‟ARN consensus d‟entérovirus et de la protéine 

VIP du virus cocxsackie ont été identifiées dans les glandes salivaires de patients atteints de 

SSp et pas chez les témoins (Triantafyllopoulou, Tapinos et al. 2004). Cependant, avec une 

technique identique de PCR nichée sur des ARN salivaires de très bonne qualité, nous 

n‟avons pas pu reproduire ces résultats (Gottenberg, Pallier et al. 2006). 

Ainsi, par leur tropisme pour les muqueuses, on peut considérer que les virus peuvent 

déréguler la physiologie des cellules épithéliales avec des modifications la rendant cible de 

l‟auto-immunité. Cette hypothèse est bien illustrée par l‟exemple des souris B6-lpr/lpr 

déficientes en Fas, génétiquement prédisposées à faire une maladie auto-immune systémique 

avec glomérulonéphrite mais sans atteinte salivaire vers l'âge de 6-8 mois. Ces souris 

développent une maladie inflammatoire des glandes salivaires proche du SSp 3 mois après 

avoir été infectées par le cytomégalovirus murin mais qui a été pourtant complètement 

éliminé des glandes salivaires au moment où apparaît la maladie auto-immune (Fleck, Kern et 

al. 1998). 

L‟infection virale comme facteur déclenchant a été plus encore mise en exergue depuis 

la démonstration de la signature « interféron » au cours du SSp évoquée plus haut. Les IFN de 

type I sont des cytokines clés en réponse à toute infection virale mais il a été montré que les 

cellules dendritiques plasmacytoïdes, considérées comme les cellules professionnelles de 

sécrétion d‟interféron infiltrent également les glandes salivaires (Bave, Nordmark et al. 2005; 

Gottenberg, Cagnard et al. 2006 ). Ces cellules peuvent être stimulées par des infections 

virales mais aussi par des complexes immuns comme les antigènes SSA et anticorps anti-SSA 
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ou antigène SSB et anticorps anti-SSB ou des complexes chromatine/IgG via l‟activation des 

TLR (Bave, Nordmark et al. 2005). 

Une fois le déclenchement de la réponse auto-immune par les complexes immuns, la 

synthèse d‟interféron pourrait continuer par le biais de complexes immuns agissant sur les 

cellules dendritiques plasmacytoïdes.  Les complexes immuns peuvent comme les virus 

stimuler la synthèse d‟interféron. Il peut s‟agir de complexes immuns contenant de la 

chromatine et des IgG, activant le TLR-9 exprimé par les cellules dendritiques 

plasmacytoïdes, ou de complexes immuns contenant des auto-anticorps associés à des ARN 

simple ou double-brin, activant respectivement TLR-7 ou TLR-8 (TLR-7 : cellules 

dendritiques plasmacytoïdes, TLR-8 : cellules dendritiques myéloïdes) et TLR-3 (exprimé par 

les cellules dendritiques myéloïdes) (Figure 6). 

 

Figure 6 : IFN-a, induit par des virus,  initie des perturbations du soi et qui conduit 

par rétrocontrôle à la production d’auto-anticorps. Marshak-Rothstein. Nat Rev Immunol. 6 : 823-835,  2006 
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1.2.2.3. Facteurs hormonaux 

La maladie survient le plus souvent après 50 ans chez la femme, dans une période de 

déficit en oestrogènes. Le taux sanguin de DHEA serait diminué et le taux de prolactine 

augmenté chez les patientes ayant un SSp. Le déficit hormonal pourrait favoriser l‟apoptose 

des cellules épithéliales (Hayashi, Arakaki et al. 2004). Les souris ovariectomisées 

développent un infiltrat salivaire, associé à des auto-anticorps anti-alpha-fodrine ; le clivage 

anormal de la fodrine est lié à l‟activation de la caspase 1. Les souris invalidées pour le gène 

de l‟aromatase développent également un infiltrat salivaire, rénal, une prolifération 

lymphocytaire B médullaire, et la sécrétion d‟anticorps anti-fodrine (Shim, Warner et al. 

2004). Un traitement par tamoxifène provoque l „apoptose de lignées épithéliales salivaires, 

qui expriment de manière prédominante le récepteur béta de l‟oestradiol (Ishimaru, Saegusa et 

al. 1999; Ishimaru, Arakaki et al. 2003 ). L‟influence des hormones, observée pour de 

nombreuses maladies auto-immunes, peut s‟expliquer par la régulation hormono-dépendante 

de l‟expression de gènes variés, notamment ceux des cytokines (augmentation de l‟IFN-

gamma, de l‟IL-6...). Les oestrogènes ont également un rôle important et complexe de 

régulation de la maturation des lymphocytes B (Peeva and Zouali 2005). Plus récemment, il a 

été montré que des souris transgéniques pour la protéine rétinoblastome, dont l‟expression est 

dépendante de la diminution d‟oestrogènes, développaient des signes d‟auto-immunités 

proches du SSp (Ishimaru, Arakaki et al. 2008). 

Des souris déficientes en œstrogènes ont une induction d‟expression d‟un facteur de 

transcription RbAP48. La surexpression de ce facteur de transcription induit une sécheresse 

oculaire et buccale, un infiltrat lymphocytaire dans les glandes exocrines (salivaires et 

lacrymales) et la production d‟autoanticorps anti-SSa et anti-SSb et d‟anti-fodrine. Elle 

entraîne également l‟apoptose des cellules épithéliales et la production d‟auto-antigènes [38]. 
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Récemment et de manière très intéressante, des récepteurs aux œstrogènes ont été identifiés à 

la surface des cellules épithéliales de glandes salivaires [39]. L‟œstrogène inhiberait 

l‟expression d‟une molécule d‟adhésion inductible par l‟IFN-γ (Interféron gamma), ICAM-1 

(Inter-Cellular Adhesion Molecule 1) dont l‟expression est augmentée dans le SSp [40]. 

Néanmoins, l‟implication des hormones dans la pathologie du syndrome de Sjögren restent 

controversée 

1.2.2.4. Vieillissement 

Le SSp survient dans la deuxième moitié de la vie. Les modèles murins les plus 

proches de la maladie développent les premiers signes de maladie après 6 à 10 mois. La 

contribution du vieillissement à la physiopathologie de la maladie a été essentiellement 

étudiée dans le modèle NFS/sld. Les souris NFS/sld âgées ont une activation lymphocytaire T 

plus marquée et un titre d‟anticorps anti-fodrine plus élevé que les souris NFS/sld plus jeunes. 

Ces anomalies pourraient résulter d‟une diminution de la sensibilité à la mort cellulaire 

programmée des lymphocytes T auto-réactifs par répression de l‟expression de Fas (Ishimaru, 

Yoneda et al. 2000).  La modification liée à l‟âge du profil d‟expression des cytokines 

pourrait également contribuer à la physiopathologie de la maladie. 

Au terme de cette partie, il en ressort que le SSp semble être une maladie : 

- multifactorielle faisant intervenir des facteurs environnementaux et génétiques. 

- où la cellule cible de l‟auto-immunité, qu‟est la cellule épithéliale salivaire, présente 

des dysfonctionnements phénotypiques et fonctionnels suggérant qu‟elle puisse avoir 

un rôle actif dans la physiopathologie de cette maladie auto-immune. 

- qui à l‟instar du LED, se caractérise par une signature IFN et une augmentation de la 

cytokine BAFF 
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1.3. LA SIGNATURE INTERFERON 

Des études transcriptomiques comparant le profil d‟expression d‟ARNm extraits de 

glandes salivaires et PBMCs de patients ayant un syndrome de Sjögren et de témoins ont pu 

mettre en évidence l‟expression différentielle de gènes inductibles par l‟interféron de type I 

dans les cellules mononuclées du sang périphériques (PBMCs) et dans les cellules épithéliales 

de glandes salivaires (SGECs) qui sont le tissu cible du SSp. Cette expression différentielle a 

été attribuée en partie à la présence d‟un sous type particulier de cellules dendritiques qui se 

trouve être la cellule dendritique plasmacytoïde (pDCs) (Bave, Nordmark et al. 2005; 

Hjelmervik, Petersen et al. 2005 ; Gottenberg, Cagnard et al. 2006 ). En effet, la pDCs 

possède la caractéristique de pouvoir produire à elle seule 1000 fois plus d‟IFN de type I que 

n‟importe quelle autre cellule en réponse à l‟activation de ses PAMPs ou de ses ligands 

endogènes. Ces pDCs ont été retrouvées dans l‟infiltrat lymphocytaire situé dans l‟organe 

cible du syndrome de Sjögren : les glandes salivaires (figure 7).  

Figure 7: Identifications de pDCs 

dans les glandes salivaires de 

patients (A,C,E) comparé à des 

glandes salivaires de témoins 

(B,D,F). Les pDCs sont représentées 

comme les cellules positives pour 

CD123 (A), CD303 (BDCA2) 

comme marqueurs spécifiques des 

pDCs (C) et positives pour TLR-9 

(E). Aucune pDCs n’est observée 

chez les contrôles. Gottenberg et al. PNAS. 

103:2770-2775, 2006. 
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D‟autres part des cellules dendritiques myéloïdes (mDCs) ont été retrouvées 

également présentes dans les glandes salivaires de patients ayant un SSp (Aziz, McCluskey et 

al. 1997).  

L‟activation de l‟infiltrat lymphocytaire et des pDCs à travers les TLRs permet de lier 

l‟immunité innée et adaptative. L‟augmentation rapide de la secrétion de l‟IFN de type I 

(IFN- β) par les pDCs/IPCs (cellules produisant de l‟IFN de type I, IPCs) s‟effectue dans les 

premières 24H après une infection virale. Dans les 48 à 72H qui suivent, les pDCs/IPCs 

subissent une différenciation en cellules dendritiques matures lesquelles expriment très 

fortement le CMH de classe I et de classe II ainsi que des molécules de costimulation telles 

que CD80 et CD86. Ces DCs matures dérivées de pDCs/IPCs produisent moins d‟IFN de type 

I mais sont capables d‟induire des lymphocytes T naïfs allogéniques leur permettant d‟initier 

une forte prolifération et différenciation TH1 avec production d‟IFN  de type II (IFN-γ) et IL-

12 (Moseman, Liang et al. 2004). Ceci permet de mettre en évidence la coexistance de 

cellules à profil TH1 et cellules productrices d‟IFN de type I dans l‟organe cible du Sjögren 

(Figure 8) (Liu 2005) 

 

Figure 8 : Fonctionnalité de la plasticité des pDCs sous infection virale et sous infection 

parasitaire. Yong-Jun Liu. Annu. Rev. Immunol. 23 :275-306, 2005 
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De plus, la sécrétion d‟IFN-  et d‟IL-6 par les pDCs résulte en la différentiation des 

lymphocytes B en plasmocytes et de la production d‟anticorps. D‟autre part, l‟activation des 

pDCs augmente leurs capacités à présenter l‟antigène mais cette présentation reste beaucoup 

moins importante que celle des DCs matures.  

Le premier suspect responsable de la production et sécrétion d‟IFN de type I par la 

stimulation des TLRs par la pDCs est l‟infection virale (Theofilopoulos, Baccala et al. 2005). 

De manière intéressante, le virus Epstein-Barr, le virus de l‟hépatite C, rétrovirus ou 

entérovirus ont été suggérés comme jouant un rôle dans le syndrome de Sjögren. Cependant, 

il n‟y a pas de ferme association entre une infection virale et le syndrome de Sjögren ayant pu 

être établie à ce jour (Fox, Pearson et al. 1986; Mariette, Zerbib et al. 1993; Mariette, 

Agbalika et al. 2000; Triantafyllopoulou, Tapinos et al. 2004). Les composants viraux 

peuvent être reconnus par de nombreux TLRs, incluants TLR3, TLR7, TLR8, TLR9 (Akira, 

Uematsu et al. 2006). L‟expression de TLR8 et TLR9 est retrouvée augmentée dans les 

glandes salivaires de patients avec un syndrome de Sjögren (Gottenberg, Cagnard et al. 2006). 

Néanmoins, le niveau inchangé de TLR3 et TLR7 ne permet pas d‟écarter leur implication 

dans la pathogénèse du SSp. 

De manière intéressante, cette signature reflétant l‟expression des gènes induit par 

l‟interféron n‟est pas seulement restreinte au syndrome de Sjögren. En effet, une signature 

IFN a été également mis en évidence dans le lupus érythémateux (Figure 9) (Baechler, 

Batliwalla et al. 2003). Une analyse de profils d‟expression de gènes dans des PBMCs de 

patients présentant un SLE suggère que plus de 90% des patients sont exposés à une 

surexpression de gènes induits par l‟IFN- . Cependant, l‟activité de l‟IFN-  dans le sérum de 

ces patients n‟était présente que pour seulement 40-50% des cas. Ceci suggère qu‟il puisse y 

avoir une augmentation de la sensibilité à l‟IFN-  résultant en une augmentation de 

l‟expression des gènes IFN induits sans pour autant avoir des taux anormaux d‟IFN-  dans le 
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sérum des patients lupiques (Bennett, Palucka et al. 2003; Pascual, Banchereau et al. 2003; 

Kariuki, Kirou et al. 2009; Ronnblom, Alm et al. 2009).  

 

Figure 9 : Expression différentielle de gènes dans les cellules de glandes épithéliales 

salivaires de malades et contrôles. Haut : Profils d’expression de gènes, rouge = 

surexprimés ; vert = réprimés. Bas : Ratio >1 = surexpression, Ratio <1 = répression. 

Gottenberg et al. PNAS.103(8):2770-2775. 2006 

La découverte de cette signature interféron a été une avancée importante dans la 

compréhension de la physiopathologie du SSp et a conduit plusieurs équipes à explorer d‟un 

point de vue génétique l‟existence de polymorphismes pouvant être associés au SSp et d‟autre 

part, leur impact fonctionnel, notamment au regard de la production d‟IFN de type I. 
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1.4. MALADIES AUTO-IMMUNES ET GENETIQUE 

1.4.1. Rôle des facteurs génétiques de prédisposition 

De nombreux faits plaident en faveur d‟un terrain génétique particulier au SSp. Les 

cas familiaux sont certes peu fréquents, mais il n‟est pas rare de retrouver une autre 

pathologie auto-immune parmi les proches d‟un sujet atteint d‟un SSp (Criswell 2004), 

suggérant une agrégation familiale de l‟autoimmunité. 

Dans la population caucasienne, il existe un lien très net entre l‟haplotype 

A1/B8/DR3/DQ2 et le SSp (Chused, Kassan et al. 1977 ; Fye, Terasaki et al. 1978 ; Fei, Kang 

et al. 1991). En effet, cet haplotype est lié à la présence d‟anticorps anti-SS-B et non à la 

maladie.  Ainsi, les SSp sans anticorps anti-SSA ou anti-SSB ne sont pas associés à un 

antigène d‟histocompatibilité, les SSp avec anti-SSA seuls sont associés à DR15, et les SSp 

avec anti-SSA et anti-SSB sont associés à DR3 (Gottenberg, Busson et al. 2003). 

1.4.2. Le syndrome de Sjögren et le facteur de régulation de l’IFN 5 (IRF5) 

Les facteurs de régulations de l‟interféron (IRFs) appartiennent à la famille de facteurs 

de transcription ayant la particularité de posséder un motif de liaison à l‟ADN N-terminal 

Helix-Turn-Helix, leur permettant ainsi de se fixer sur le promoteur des gènes IFN de type I 

(Escalante, Yie et al. 1998). Actuellement, il y a 9 IRFs qui ont été identifiés (IRFs 1 – 9) et il 

a été correctement établi qu‟IRF-1, IRF-2, IRF3, IRF-4, IRF-7 et IRF8 jouent un rôle 

important dans la régulation du système immunitaire (Taniguchi, Ogasawara et al. 2001).  

IRF5 participe dans l‟induction des gènes de l‟IFN-  et l‟IFN-β.  

L‟activation d‟IRF5 par la phosphorylation est virus spécifique. En effet, IRF5 est le 

premier membre de la famille des IRFs à montrer une réponse différentielle en fonction des 

virus, puisque l‟activation d‟IRF5 par la phosphorylation et l‟induction du gène de l‟IFN-  

étaient uniquement détectées dans les cellules infectées par le virus NDV (Newcatle disease 
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virus, paramixovirus) et non dans les cellules infectées par le virus Sendaï, bien que Sendaï 

active IRF3 et IRF7 (Barnes, Moore et al. 2001). Le virus NDV est reconnu par RIG-I 

(retinoic-acid-inducible protein 1) et Sendaï est reconnu par TLR7. Les cellules infectées par 

NDV exprimant IRF5 ou IRF7 ont montré des profils d‟expression différents des gènes de 

l‟IFN- . En effet, les cellules infectées et exprimant IRF7 permettait l‟induction du gène de 

l‟IFN- 1 alors que les cellules infectées et exprimant IRF5 résultait en une induction de 

l‟expression de l‟IFN- 8. Donc IRF5 est un élément important dans les mécanismes de 

défenses qui engagent l‟immunité innée et la réponse cellulaire (Barnes, Moore et al. 2001). 

Les IRFs apparaissent inductible de différente manière selon le type de stimulations et 

permettent ainsi une modulation différentielle des gènes de l‟IFN de type I. 

Les premières études mettant en exergue le rôle d‟IRF5 dans une maladie auto-

immune se rapporte au lupus érythémateux systémique (SLE) (Sigurdsson, Nordmark et al. 

2005). En effet, une approche gène candidat de 13 gènes impliqué dans la voie IFN de type I a 

été réalisée chez des patients avec SLE afin de comprendre leur liaison avec la susceptibilité 

de la maladie. Sur les 44 « single nucleotide polymorphism » (SNPs) analysés, un fort signal 

d‟association a été observé pour le SNP rs2004640 (G/T) situé  dans le premier intron du gène 

d‟IRF5 et ainsi que 2 autres SNP d‟IRF5 (rs759302 & rs752637) (Figure 10) (Sigurdsson, 

Nordmark et al. 2005).  
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Figure 10 : Représentation schématique du gène d’IRF5. La position des exons est symbolisée 

par des boîtes grises et le site de début de transcription est représenté par une flèche. Sigurdson 

et al. Am. J. hum. Genet. 765 :528-537, 2005. 

 

 L‟étude de la séquence génomique d‟IRF5 a montré que le rs2004640 est localisé dans 

la région intronique d‟IRF5 à 2 paires de bases de l‟exon 1B et permet la création d‟un site 

donneur de splicing correspondant à une séquence consensus GT (Graham, Kozyrev et al. 

2006). Le splicing d‟IRF5 est connu pour être très complexe. Dans les cellules dendritiques 

plasmacytoïdes humaine, IRF5 est transcrit en 4 isoformes distinctes (V1, V2, V3 et V4), 

alors que 2 isoformes supplémentaires sont retrouvés dans les PBMCs (V5 et V6) (Mancl, Hu 

et al. 2005). Les isoformes V1, V2 et V3 d‟IRF5 possèdent chacun des exons 1 non codant 

différents et des motifs de délétion bien distincts situés dans l‟exon 6. En effet V1 et V3 ont 

des sites permettant le début de la transcription qui sont différents et sont régulés par 2 

promoteurs. Le promoteur de V1 est constitutivement actif, contenant un site de fixation IRF-

E (séquence de fixation des IRFs) qui est reconnu par la famille des facteurs de transcription 

IRFs. A l‟opposé, le transcrit V3 est surexprimé lors d‟une stimulation par l‟IFN de type I et 

le promoteur de V3 contient un site de fixation du complexe ISGF3 (ISRE). De plus, les 

transcrit V5 et V6 ont été retrouvés exprimés dans les PBMCs de témoins alors que de 

manière intéressante l‟expression de V7, V8 et V9 a été mis en évidence seulement dans des 

tissus cancéreux (Figure 11) (Mancl, Hu et al. 2005). IRF5 se révèle donc être un facteur de 
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transcription important dans la voie de signalisation de l‟IFN de type I et l‟expression de ses 

variants de splicing est cellule spécifique.  

 

 

Figure 11 : Schématisation des différents variants de splicing du gène d’IRF5.Les exons sont 

représentés par des boîtes noires. Les 3 différents exons 1 sont représentés : Exon 1a par une 

boîte grise, exon 1b par trait fin et exon 1c par une boîte blanche. Mancl et al. JBC. 280, 22 :21078-21090. 

2005 

Le rs2004640 est donc associé au SLE et a été associé à un groupe d‟haplotypes qui 

contient à la fois le site donneur du splicing alternatif qui permet l‟expression de multiple 

variants d‟IRF5 contenant l‟exon 1B et un effet génétique séparé associé à une expression 

plus importante de l‟ARNm d‟IRF5 dans le SLE (Graham, Kozyrev et al. 2006). IRF5 a été 

associé également à d‟autre maladie auto-immune : polyarthrite rhumatoïde (Sigurdsson, 

Padyukov et al. 2007), maladie de Crohn (Anderson, Boucher et al.; Dideberg, Kristjansdottir 

et al. 2007), sclérose en plaque (Kristjansdottir, Sandling et al. 2008) psoriasis (Sanchez, 

Linga Reddy et al. 2008), syndrome de Sjögren (Nordmark, Kristjansdottir et al.; Miceli-

Richard, Comets et al. 2007; Nordmark, Kristjansdottir et al. 2009) et slérodermie (Dieude, 

Dawidowicz et al.; Kristjansdottir, Sandling et al. 2008; Dieude, Guedj et al. 2009; Dieude, 

Wipff et al. 2009; Ito, Kawaguchi et al. 2009). 
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Le rs10954213 est rapporté associé au LES et il se révèle être fonctionnel. En effet, sa 

localisation au niveau du signal de polyadénilation lui permet d‟avoir une forme plus courte, 

plus stable d‟ARNm d‟IRF5. Ce SNP est associé à une expression plus importante d‟IRF5 

(Graham, Kyogoku et al. 2007). 

D‟autre part un haplotype à risque pour le LES a été montré comme régulant le 

splicing et l‟expression du gène d‟IRF5. Cet haplotype est constitué de 3 SNPs qui sont 

hautement associés au LES : 

- rs2004640 : Région intronique situé à 2 pb de l‟Exon 1b. 

- rs752637 : Région intronique entre Exon 1 et Exon 2. 

- rs2280714  : Situé à 5kb de la région 3‟ d‟IRF5 

Le rs729302 est localisé en 5‟ de l‟haplotype marqué par le rs2004640, rs752637 et le 

rs2280714. L‟analyse des niveaux d‟expressions d‟IRF5 permettait de montrer que le 

rs2280714 T est plus associé à une augmentation de l‟ARNm d‟IRF5 dans le Lupus que le 

rs2004640 T (Figure 12). Néanmoins le rs2280714 n‟est pas situé dans une région régulatrice 

et donc il pourrait y avoir une variation génétique additionnelle en déséquilibre de liaison 

avec ce SNP qui conduirait à modulation de l‟expression d‟IRF5.  

Comment l‟isoforme de l‟exon 1b d‟IRF5 pourrait augmenter le risque aux maladies 

auto-immunes ?  L‟IFN de type I et les TLRs sont connus pour induire la phosphorylation 

d‟IRF5, permettant la transactivation de gènes en aval, incluant les gènes IFN de type I eux-

mêmes (Barnes, Moore et al. 2001; Barnes, Kellum et al. 2002; Barnes, Field et al. 2003; 

Barnes, Richards et al. 2004). Les multiplies isoformes d‟IRF5 sont initiés à partir de l‟Exon 

1b. Ces isoformes permettent d‟avoir des variants d‟IRF5 qui sont fonctionnels ou non. Donc 

les transcripts de l‟exon 1b peuvent former différentes protéines d‟IRF5 qui peuvent avoir des 

effets différents sur l‟impact biologique dans les voies de signalisation. En effet des études de 

transfection ont montré que les isoformes d‟IRF5 (protéines) ont des effets différents dans 
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leur capacité à transactiver le gène de l‟IFN- (Mancl, Hu et al. 2005). Par exemple, le variant 

d‟IRF5 exon 1b V2 stimule la production d‟IFN-β mais pas celle de l‟IFN- 1, suggèrant donc 

que l‟expression différentielle des isoformes d‟IRF5 peut influencer directement la réponse 

IFN de type I (Mancl, Hu et al. 2005). 

 

Figure 12 : A. Structure haplotypique de la région d’IRF5 (chromosome 7). B. Risque 

haplotypique en fonction des fréquences alléliques dans le LES pour 4 SNPs. Graham et al. Nat Genet. 

38,5 :550-555. 2006 

Récemment un nouveau polymorphisme d‟insertion délétion (InDel) a été décrit dans 

le promoteur d‟IRF5 et a été associé à la maladie de Crohn ainsi qu‟au Lupus (Dideberg, 

Kristjansdottir et al. 2007; Sigurdsson, Goring et al. 2008). Il s‟agit d‟une insertion de 5 paires 

de bases localisée à 64 paires de bases de l‟exon 1A d‟IRF5. Ce polymorphisme a la 

caractéristique de permettre la fixation supplémentaire d‟un facteur de transcription protéine 

spécifique 1 (Sp1) (Sigurdsson, Goring et al. 2008). En effet, l‟allèle associé aux maladies 

A

B
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auto-immunes correspond au variant 4R qui possède la particularité de rajouter une séquence 

CGGGG (4R, 4 répétitions) à 3 séquences CGGGG préexistantes (3R, 3 répétitions). Un 

motif supplémentaire de fixation de Sp1 (CCGCC) est donc présent sur l‟allèle à risque 

(Dideberg, Kristjansdottir et al. 2007; Sigurdsson, Goring et al. 2008). La quantité de protéine 

IRF5 dans les PBMCs d‟homozygote porteur de l‟allèle à risque 4R CCGGG était retrouvée 

également plus importante que dans les PBMCs d‟homozygotes 3R CGGGG. Il en va de 

même pour l‟ARNm d‟IRF5 avec une expression d‟IRF5 plus importante dans les PBMCs 

d‟homozygotes 4R CGGGG (Dideberg, Kristjansdottir et al. 2007; Sigurdsson, Goring et al. 

2008). 

IRF5 se révèle donc être un gène essentiel dans la susceptibilité aux maladies auto-

immunes permettant d‟ouvrir de nouvelles perspectives sur une implication fonctionnelle 

d‟IRF5 au sein des maladies auto-immunes dans la voie IFN de type I. 

1.4.3. Maladies auto-immunes et STAT4 

Signal Transducer and Activator of the transcription (STAT) 4 est un facteur de 

transcription qui a un rôle clé dans la polarisation de la voie TH1 et qui est responsable de 

l‟induction de gènes tel que l‟interféron-gamma (IFN- ), T-bet. STAT4 a été montré 

directement impliqué dans la voie de signalisation de l‟interleukine 12 (Jacobson, Szabo et al. 

1995). Son rôle physiologique sera revu en détails dans la partie 7. 

Le gène de STAT4 se trouve sur le chromosome 2 (2q32.2) et code pour 2 variants : 

STAT4-  et STAT4-β (Hoey, Zhang et al. 2003). Les 2 formes de STAT4 semblent avoir des 

rôles distincts et communs. En effet, STAT4-  induit des gènes qui ont un rôle dans la 

capacité à faire proliférer la cellule. STAT4-  induit également un facteur de splicing qui a la 

capacité à augmenter la production du transcrit STAT4-β. STAT4-β active un panel de gènes 

impliqués dans la formation de vésicules qui peuvent augmenter la secrétion de cytokines et 
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d‟autres facteurs de régulations. STAT4-β active aussi des protéines de surfaces qui ont un 

rôle dans l‟inflammation et l‟adhésion cellulaire (Hoey, Zhang et al. 2003). Biologiquement, 

il a été montré que STAT4-  est requis pour une réponse maximale à l‟IL-12 pour la 

production d‟IFN-γ, alors que STAT4-β est requis pour une réponse proliférative normale 

sous IL-12 (Hoey, Zhang et al. 2003). Les 2 isoformes de STAT4 sont capables de médier 

l‟induction de gènes sous IL-12. Ces résultats sont encore peu clairs et nécessitent d‟être 

confirmés. 

STAT4 est très impliqué sur le plan de la génétique dans plusieurs maladies auto-

immunes. En effet, la première étude portait sur une analyse de SNPs de 13 gènes candidats 

dans la région du chromosome 2q à la susceptibilité à la polyarthrite rhumatoïde (PR) et au 

LES (Remmers, Plenge et al. 2007). Il en résultait qu‟un haplotype dans le 3
ème

 intron de 

STAT4 était associé à la susceptibilité à faire un LES ou une PR. 

Depuis, STAT4 a été confirmé comme gène de susceptibilité dans le LES (Harley, 

Alarcon-Riquelme et al. 2008; Taylor, Remmers et al. 2008; Abelson, Delgado-Vega et al. 

2009) et la PR (Lee, Remmers et al. 2007; Orozco, Alizadeh et al. 2008; Zervou, Sidiropoulos 

et al. 2008) et jusqu‟à maintenant de nombreux SNPs de STAT4 (Figure 13) ont été associés à 

d‟autres maladies auto-immunes : sclérodermie (Dieude, Guedj et al. 2009; Rueda, Broen et 

al. 2009; Tsuchiya, Kawasaki et al. 2009), syndrome de Sjögren (Korman, Alba et al. 2008; 

Nordmark, Kristjansdottir et al. 2009), diabète de type I (Lee, Park et al. 2008), psoriasis 

(Zervou, Goulielmos et al. 2009) et maladie de Crohn (Glas, Seiderer et al.). 
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Figure 13 : Vue schématique des variations génétiques de STAT4. Les positions des exons 

sont notées avec les lignes verticales et le site du début de transcription est représenté par 

une flèche. Le Log10 négatif de la valeur du P pour l’association de chaque SNP avec le SLE 

déterminée par un test exact de Fischer est montré par un point dans le diagramme. Sigurdsson et 

al. Hum Mol Genet, 17-18 :1868-2876. 2008. 

 

Des associations ont été détectées pour plusieurs SNPs à travers le gène de STAT4 et 

la région intergénique de STAT1/STAT4, avec une forte association au rs3821236, 

rs3024866, rs75744865 et rs1467199. La structure de la région en déséquilibre de liaison 

définit 6 blocks d‟haplotypes, dont 2 sont localisés dans le gène de STAT1, 1 dans la région 

intergénique STAT1/STAT4 et 3 dans le gène de STAT4 (Figure 14). Les résultats montraient 

qu‟il y avait une association de 2 blocks d‟haplotypes supplémentaires en plus du block 6 qui 

contient le rs7574865 : il s‟agissait du block 3 contenant le rs1467177 et le block 4 contenant 

le rs3821236 et rs 3024866. Ces résultats montraient qu‟il y avait un effet individuel des 

SNPs (Abelson, Delgado-Vega et al. 2009). 
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Figure 14 : Localisation de 6 blocks d’haplotypes de 2 gènes juxtaposés sur le chromosome 2 

– STAT1 et STAT4. Les blocks d’haplotypes sont représentés par des lignes rouges. Abelson et al. 

ARD 68; 11:1746-53, 2009. 

 

1.4.4. Epistasie entre IRF5 et STAT4 

Des études dans le LES ont été menées pour étudier si l‟effet de STAT4 était 

indépendant d‟IRF5 ou s‟il y avait un effet épistatique entre les SNPs de ces gènes. 

L'épistasie désigne l'interaction existant entre deux ou plusieurs gènes. Ainsi, des analyses de 

régression logistique ont été réalisées et révélent qu‟il n‟y avait aucune interaction génétique 

entre les SNPs d‟IRF5 et STAT4 (Sigurdsson, Nordmark et al. 2008; Abelson, Delgado-Vega 

et al. 2009). Néanmoins, il était observé une augmentation significative de la susceptibilité au 

LES quand les SNPs d‟IRF5 et STAT4 étaient additionnés (figure 15). Ces résultats ont donc 

suggérés que les SNPs d‟IRF5 et STAT4  agissaient de manière additive pour la susceptibilité 

du LES (Sigurdsson, Nordmark et al. 2008; Abelson, Delgado-Vega et al. 2009). Cet effet 

additif a été confirmé dans d‟autres maladies auto-immunes telles que dans la sclérodermie 

(Dieude, Guedj et al. 2009), syndrome de Sjögren (Nordmark, Kristjansdottir et al. 2009). 

http://fr.wikipedia.org/wiki/G%C3%A8ne
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Figure 15 : Effet des allèles à risques de SNPs d’IRF5 et STAT4 : allèle de l’INDEL CGGGG 

et allèle C du rs10488631 d’IRF5, C allèle du rs7582694 de STAT4. (A) Distribution du 

nombre de patients et de témoins en fonctions du nombre d’allèles à riques d’IRF5 et STAT4. 

(B) Analyse par régression linéaire montrant un effet additif des SNPs d’IRF5 et STAT4. 

Sigurdsson et al. Hum Mol Genet. 17 ;18 :2868-2876. 2008 
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1.5. EPIGENETIQUE 

1.5.1. Historique de l’épigénétique 

C‟est souvent à Conrad Waddington (1905-1975) que l‟on attribue l‟invention du 

terme « épigénétique », en 1942, pour nommer « la branche de la biologie qui étudie les 

relations de cause à effet entre les gènes et leurs produits, faisant apparaître le phénotype. La 

notion de phénotype non porté par des variations de bases nucléotidiques est capitale. La 

première mention de l‟épigénétique dans la littérature est apparue au milieu du XIXème 

siècle, mais on peut faire remonter l‟origine du concept à Aristote (384-322 av. J.-C.). Il 

croyait en une épigénèse : c‟est-à-dire le développement d‟une forme organique individuelle 

dérivée de l‟informe. Ce point de vue contesté était le principal argument contre une forme de 

développement à partir de minuscules corps déjà formés. Encore aujourd‟hui, la question de 

savoir dans quelle mesure nous sommes préprogrammés ou façonnés par l‟environnement 

continue à susciter des controverses. Le domaine de l‟épigénétique est apparu pour combler la 

brèche entre l‟inné et l‟acquis.  

1.5.2. Définition de l’épigénétique 

L‟épigénétique est l‟étude des caractères, tel les changements des états de transcription 

des gènes, qui sont héritables au cours des divisions cellulaires mais qui n‟impliquent aucun 

changement de la séquence d‟ADN. Ces caractères sont en général réversibles (« 

reprogrammables » selon le type cellulaire) et sont portés par des modifications dites 

épigénétiques. La pollution chimique, les médicaments et les drogues, le vieillissement et 

l'alimentation sont des facteurs qui peuvent agir sur l'épigénome. 

 

 

 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Pollution
http://fr.wikipedia.org/wiki/M%C3%A9dicament
http://fr.wikipedia.org/wiki/Drogue
http://fr.wikipedia.org/wiki/Vieillissement
http://fr.wikipedia.org/wiki/Alimentation
http://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89pig%C3%A9nome
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1.5.3. Modification et mécanismes épigénétique 

1.5.3.1. Méthylation de l’ADN 

La méthylation de l‟ADN est la seule modification de l‟ADN génétiquement 

programmé chez les mammifères. Cette modification est presque exclusivement trouvée sur la 

position 5‟ de la cytosine dans un contexte de séquence dinucléotidique CpGs (Bird 2002). La 

méthylation en 5‟ de la cytosine représente environ 1% de l‟ensemble des bases du génome 

variant en fonction des tissus. La majorité de ces CpGs (75%) du génome des mammifères  

est méthylée (Ehrlich, Gama-Sosa et al. 1982). D‟autres types de méthylation comme la 

méthylation des cytosines dans un contexte de séquence de trinucléotides CpNpG (où N est 

Adénine (A), Cytosine (C) ,Guanine (G) ou Thymine (T)) (Jackson, Lindroth et al. 2002) ou 

CpA ont été détectées dans des cellules souches embryonnaires de souris et de plantes, mais 

sont généralement rares dans les tissus somatiques des mammifères. Les CpGs sont sous 

représentés dans le génome, probablement parce qu‟ils agissent comme des mutations 

hotspot, c'est-à-dire qu‟il y a une déamination des CpGs méthylés en TpGs (T : Thymine). Ce 

taux de mutation des sites CpGs a été estimé être de 10 à 50 fois plus importants que les 

mutations „classiques‟ de bases qui se produisent de manière naturelle dans l‟ADN. Ce taux 

de mutations élevé est lié à la déplétion des dinucléotides durant l‟évolution. Les régions 

riches en CpGs, qui représentent des clusters de 1 à 4 kilobases (kb), sont appelées des CpG 

islands. Ces CpG island sont retrouvés au niveau des promoteurs et de l‟exon 1 de beaucoup 

de gènes (Illingworth, Kerr et al. 2008).  

Les CpGs non méthylés correspondent à la maintenance à l‟état ouvert de la structure 

de la chromatine et donc potentiellement à l‟état activé de la transcription d‟un gène. Et donc 

à l‟inverse, l‟hyperméthylation des CpG island est habituellement lié à la perte d‟expression 

d‟un gène et dans un très faible nombre de cas à une augmentation de l‟expression d‟un gène 

(Costello, Fruhwald et al. 2000; Renaud, Loukinov et al. 2007).  Il y a environ  30 000 ilôts 
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CpGs dans le génome humain. Comme les CpG islands sont essentiellement non méthylés  

dans le tissu germinal, ils sont moins sensibles à la déamination et sont donc conservés. 

La méthylation de l‟ADN est le résultat de l‟activité  enzymatique des ADN méthyl 

transférase ADN (DNMT). La méthylation de l‟ADN s‟opère immédiatement après la 

réplication par un transfert d‟un groupement méthyl provenant du S adénosyl L methyonine 

(SAM) à la cytosine des CpGs dinucléotide en réaction au DNMTs (Figure 16). Les DNMTs 

sont une famille de 5 membres. Ils sont répartis en 2 classes : La classe des DNMT3 (a, b, L) 

et DNMT1. La DNMT2 représente une protéine tronquée et non fonctionnelle. La famille des 

DNMT3 établie les motifs de méthylation sur les CpGs de novo alors que la DNMT1 permet 

le maintien de l‟état méthylé durant la réplication des chromosomes (Chen and Li 2006).  
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Figure 16 : (A) Schéma des modifications épigénétiques ; (B) Schéma du changement 

réversible de la conforamtion de la chromatine qui influence l’expression des gènes. Licensed 

by Professor Le Dinh Luong under a Creative Commons Attribution License (CC-BY 3.0), and is an Open Educational Resource. Last edited 

by Vietnam OpenCourseWare on Jul 2, 2009 5:07 am GMT-5. 

 

1.5.3.2. Modifications des histones 

La modification des histones a été définie comme une modification épigénétique. La 

modification postranscriptionnelle des histones, incluant l‟acétylation et la méhtylation des 

résidus lysine a été très étudiée ces dernières années. 

L‟ADN est étroitement lié à des paquets d‟octamères de protéines histones, 

notamment comme H2A, H2B, H3 et H4 qui sont liées entre elles par H1 (Berger 2001). La 

http://cnx.org/member_profile/ledinhluong
http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/
http://opened.creativecommons.org/definition
http://cnx.org/member_profile/vocw
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méthylation des histones peut être un marqueur à la fois pour une région active et inactive de 

la chromatine. La methylation de la lysine 9 sur la régtion N terminale de l‟histone H3 est une 

marque de l‟état silencieux de l‟ADN et est globalement distribué tout le long des régions 

hétérochromatiniques  au niveau des centromères et des  télomères. Cette méthylation de la 

lysine 9 est retrouvée sur le chromosome X inactif et sur les régions promotrices non actives. 

En contraste la méthylation de la lysine 4 de l‟histone H3 permet un état actif de la 

chromatine et est trouvée de façon prédominante dans les promoteurs actifs. Plusieurs études 

ont montrées que l‟activation des gènes était associée avec l‟acétylation des histones (Cheung, 

Briggs et al. 2000). Cette acéthylation est catalysée par des enzymes appelées histone 

acétyltransférase (HAT), comme par exemple CBP/p300, laquelle a pour rôle d‟être un co-

activateur de la transcription. D‟autre part, des facteurs de transcription semblent avoir leurs 

propres domaines HAT qui donc leur permet d‟agir sur l‟acétylation des histones. La 

phosphorylation des histones est aussi généralement associée avec l‟augmentation de 

l‟activité de la transcription des gènes (Mahadevan, Willis et al. 1991). Les enzymes histones 

déacétylases (HDAC) ont un rôle opposé aux HAT et ont pour fonction de réduire 

l‟expression des gènes à travers la déacétylation des histones (Figure 17).  
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Figure 17 : Schématisation des différents états de la chromatine. Ces changements sont 

médiés par la modification structurale des histones. Colleen A McClung et al. Neuropsychopharm 33, 3–17. 2008 

 

1.5.3.3. Micro-ARN 

Les ARNs dit non codants participent de manière surprenante à de nombreux éléments 

de la régulation, allant du contrôle du nombre de copies dans les bactéries (del Solar and 

Espinosa 2000) au contrôle de l‟expression de gènes chez l‟homme.  Les Micro-ARN 

(MiARNs) appartiennent à une famille de petits ARNs de 21 à 25 nucléotides qui, pour ceux 

qui ont été caractérisés, régulent négativement l‟expression des gènes à un niveau post-

transcriptionnel (Ambros 2003; Lai 2003; Bartel 2004). 

Peu de choses sont encore connues sur la régulation transcriptionnelle des pré-

MiARNs. Les MiARNs proviennent de gènes qui leur sont propres et dont ils sont les uniques 

produits. Néanmoins, certains pré-MiARNs sont localisés dans les introns de gènes contre 

lesquels ils sont dirigés, leur permettant ainsi d‟avoir potentiellement une régulation 

transcriptionnelle au travers du promoteur du gène cible (Lagos-Quintana, Rauhut et al. 

2003). 
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Les transcrits des MiARNs sont au départ des molécules ARN simple brin de la taille 

d‟environ un millier de nucléotides. Chacun de ces transcrits comporte le long de sa séquence 

des motifs nucléotidiques intrachaînes partiellement complémentaires ce qui leur permet de 

former une structure secondaire en forme de longue épingle à cheveux. Cette structure peut 

être divisée en trois parties : la première représentant le « corps » qui permet de former des 

séquences plus au moins complémentaires sur le simple brin résultant en un appariement par 

vis-à-vis ; la seconde se trouve être la tête (en forme de boucle) et la troisième appelée « les 

jambes » représente les séquences simples brins n‟ayant pas trouvé de complémentarités. 

A partir de cette forme, une succession d‟étapes va permettre la formation du MiARNs 

en sa forme finale : 

- L‟enzyme Drosha, une ribonucléase de type III, permet d‟apporter la première 

modification qui a pour but d‟effectuer une première série de coupures réduisant 

considérablement la taille du MiARN en une centaine de nucléotides. La forme du 

MiARNs est toujours en « épingle à cheveux » (Short hairpin RNA : shRNA) mais 

sans ses « jambes ». Une exportine-5 va permettre la migration du shRNA dans le 

cytoplasme. 

- Dans le cytoplasme, le shRNA va être soumis à une seconde ribonucléase de type 

III que l‟on appelle Dicer. Cette ribonucléase va achever le travail précédemment 

commencé par l‟enzyme Drosha en infligeant une seconde série de coupures au 

shRNA (Lee, Jeon et al. 2002; Lee, Ahn et al. 2003). Ces coupures éliminent la 

partie de la « tête » de l‟épingle. Des protéines du type hélicases vont désaparier le 

petit ARNdb subsistant en deux ARNs simple brin d‟une vingtaine de nucléotides. 

- Le MiARN néosynthétisé va ensuite s‟associer à un complexe protéique appelé 

RISC (Complexe induisant l‟inhibition des ARNs) (Zamore, Tuschl et al. 2000). 



65 

 

C‟est sous cette forme que le MiARNs associé à RISC va pouvoir se fixer sur sa 

séquence cible (Khvorova, Reynolds et al. 2003; Schwarz, Hutvagner et al. 2003). Dans le cas 

d‟un appariement parfait, l‟ARNm est éliminé et la traduction ne peut donc plus être réalisée 

(Figure 18). 

 Les complexes RISC restent opérationnels après cette destruction de l‟ARNm, ce qui 

leur permet d‟opérer sur de nouveaux ou d‟autres ARNm de même spécificité. C‟est ce 

« recyclage » qui les rend particulièrement offensifs. Il est à noter que dans le cas d‟un 

appariement imparfait du complexe miARN/RISC, la traduction de l‟ARNm est inhibée. 

 

Figure 18: Régulation postranscriptionnelle des genes par les MiARNs. Lin He et al. Nat Rev 

Genet. 5, 522-531. 2004 
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1.5.4. Epigénétique et Maladies auto-immunes 

Les maladies auto-immunes sont généralement considérées comme des maladies 

complexes et/ou multi-factorielles. Avec le recul actuel de la génétique qui confère une 

susceptibilité ou une protection contre les maladies auto-immunes, la génétique ne se retrouve 

pas seule comme cause du développement de la maladie. Récemment, l‟épigénétique s‟est 

superposée à la génétique comme facteur de prédisposition aux maladies auto-immunes. 

Comme mentionné précèdement, la méthylation de l‟ADN est un acteur fondamental 

de la structure de la chromatine ayant un rôle primordial sur l‟expression des gènes. Des 

anomalies portées sur les mécanismes de la méthylation de l‟ADN résultent en une 

augmentation aberrante ou inversement une diminution de l‟expression du gène, lesquelles 

peuvent être impliquées dans de nombreuses maladies. La première évidence du rôle de la 

modification du statut de la méthylation de l‟ADN a été mise en évidence dans les 

lymphocytes T de patients avec un LES actif. En effet, le niveau de méthylation dans les 

lymphocytes T était retrouvé significativement abaissé (Richardson, Scheinbart et al. 1990). 

Des études plus récentes ont mis en exergue une association entre l‟hypométhylation de 

l‟ADN dans le LES et une baisse de l‟activité des DNMTs. Le rôle de la méthylation dans le 

LES a pu être mis en évidence par des traitements qui ont pour effet de déméthyler l‟ADN et 

qui déclenchaient des LES dits « induits » comme avec le procaïnamide (anti-arythmique, 

agent inhibiteur des DNMTs par compétition) et l‟hydralazine (anti-hypertenseur, 

déméthylant) (Scheinbart, Johnson et al. 1991). La procaïnamide est responsable de  

l‟inhibition de la voie de signalisation ERK qui diminue les niveaux d‟activités de la DNMT1 

et la DNMT3 durant la mitose cellulaire (Deng, Lu et al. 2003). Le plus courant des 

traitements ayant un rôle déméthylant et induisant un LES chez la souris est la 5-Azacytidine 

(5-AzaC). En effet, la 5-AzaC est un analogue structural de la cytosine qui contient un atome 

azoté en position 5‟ d‟une base de pyrimidine et qui est incorporé au cours des divisions 
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cellulaires dans le nouveau brin néosynthétisé permettant ainsi d‟abroger la méthylation des 

sites CpG. Cette molécule est utilisée en pratique clinique à visée anticancéreuse dans les 

syndromes myélodysplasiques par exemple (Vidaza
®
). Le traitement par la 5-AzaC cause 

donc une hypométhylation générale du génome résultant en une altération de l‟expression des 

gènes. L‟exposition des lymphocytes T aux agents déméthylants résultent en une 

déméthylation du génome de ces cellules et sont responsables de la survenue d‟un LES 

(Cornacchia, Golbus et al. 1988; Quddus, Johnson et al. 1993; Yung, Quddus et al. 1995; 

Yung, Powers et al. 1996).  

Il a été décrit que les lymphocytes T déméthylés de LES présentaient une 

augmentation de l‟expression des récepteurs aux intégrines comme LFA-1 (CD11a/CD18) 

(Richardson, Strahler et al. 1992; Takeuchi, Amano et al. 1993). La surexpression de LFA-1 a 

été montrée comme ayant un effet direct sur l‟auto-réactivité (Yung, Powers et al. 1996). 

D‟autre gènes ont été montrés impliqués également dans la pathogénèse du LES  via une 

hypomethylation conduisant à leur surexpression : CD40L (Lu, Wu et al. 2007; Zhou, Yuan et 

al. 2009), CD70 (Lu, Wu et al. 2005; Sawalha and Jeffries 2007). Actuellement, aucune étude 

épigénétique portant sur l‟analyse de la méthylation n‟a été réalisée dans le SSp ouvrant ainsi 

une nouvelle voie à explorer sur la potentialité de son implication dans la pathogénie du 

Sjögren. 
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1.6. LIEN ENTRE L’IMMUNITE INNEE ET L’IMMUNITE ADAPTATIVE 

1.6.1. STAT4 et voie TH1 

1.6.1.1. Les STATs 

Il y a 7 protéines STATs identifiées chez les mammifères qui répondent à des stimuli 

distincts et induisent la transcription de gènes qui peuvent mener à des états physiologiques 

différents : STAT1 (Schindler, Fu et al. 1992; Shuai, Schindler et al. 1992), STAT2 (Improta, 

Schindler et al. 1994), STAT3 (Zhong, Wen et al. 1994), STAT4 (Yamamoto, Quelle et al. 

1994; Zhong, Wen et al. 1994), STAT5A, STAT5B (Hou, Schindler et al. 1995) et STAT6 

(Hou, Schindler et al. 1994). La caractérisation des STATs implique un arrangement 

structural de leurs motifs fonctionnels. Ces motifs fonctionnels sont attribués à un domaine N-

terminal qui joue un rôle dans la dimérisation des STATs, à une partie coiled-coil (enroulée) 

qui est souvent impliquée dans l‟interaction avec d‟autres protéines d‟un domaine central de 

liaison à l‟ADN, d‟un domaine SRC-homology (SH2) et d‟un résidu tyrosine dans la région 

carboxyle qui selon l‟état d‟activation des STATs est phosphorylé ou non (Figure 19). 

 

Figure 19 : Représentation linéaire des différents motifs fonctionnels d’une protéine STAT. 

DBD = domaine de liaison à l’ADN, CC = coiled-coil (partie enroulée), SH2 = domaine 

SRC-homologue, Tyr = résidu tyrosine (situé en région carboxyle). Reich NC, Nat Rev Immunol. 2006; 

6(8):602-12. 

Jusqu‟à maintenant les STATs sont les seuls facteurs de transcription qui ont été 

montrés activés par une phosphorylation de tyrosine. Cette modification permet la formation 

de dimère à travers l‟interaction réciproque de la phosphorylation des tyrosines et des 

domaines SH2. C‟est la conformation de la phosphorylation de la tyrosine qui confère au 
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STATs leur capacité à se fixer sur leur gène cible (Becker, Groner et al. 1998; Chen, 

Vinkemeier et al. 1998; Neculai, Neculai et al. 2005). 

Il y a de nombreux moyens pour activer la phosphorylation des tyrosines des protéines 

STATs : les récepteurs de cytokines, les récepteurs couplés à la protéine-G et les récepteurs 

aux hormones de croissance. Lorsqu‟une cytokine se fixe à son récepteur, le récepteur se 

dimérise permettant la transphosphorylation et l‟activation de tyrosines kinases. Les domaines 

intracellulaires des récepteurs cytokiniques, comme le récepteur à l‟IFN (IFNAR), le 

récepteur à l‟IL-12 sont physiquement associés à des tyrosines kinases de la famille des Janus 

kinase (JAK). Jusqu‟à présent, il y a 4 JAK chez les mammifères qui ont été identifiés : 

Tyrosine kinase 2 (TYK2), JAK1, JAK2 et JAK3 qui sont associées aux récepteurs de 

cytokines. Suivant la cytokine liant son récepteur, le JAK associé à ce récepteur va s‟activer et 

permettre la phosphorylation de la queue du domaine intra-cytoplasmique du récepteur, lequel 

est impliqué dans le recrutement et la phosphorylation des protéines STATs (Greenlund, 

Morales et al. 1995) (Figure 20). 

 

Figure 20 : Voie canonique de la voie JAK-STAT. JAK = Janus kinase, STAT = Signal 

de transduction et d’activation de la transcription, P = phosphorylation. Nat Rev Mol Cell Biol. 2002 

Sep;3(9):651-62. 
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Cette voie d‟activation est souvent référencée comme la voie JAK/STAT. Les JAKs 

peuvent donc être activées en réponse à des ligands distincts qui se lient à la protéine G qui 

est couplé au récepteur et stimule la phosphorylation des résidus tyrosines des STATs. Ces 

protéines kinases vont permettre le recrutement des molécules STATs. Cette phosphorylation 

va engendrer une modification de la structure des protéines STATs qui leur permettra d‟avoir 

la capacité de passer de la membrane cytoplasmique au noyau afin de se lier à leur domaine 

de fixation sur l‟ADN. 

1.6.1.2. Signal de transduction et d’activation de la transcription 4 (STAT4) 

STAT4 est un facteur de transcription qui est directement impliqué dans la voie de 

signalisation de l‟IL-12 et a été montré participer activement à la polarisation TH1 des 

lymphocytes et la production d‟IFN-γ (Hsieh, Macatonia et al. 1993; Zhong, Wen et al. 1994). 

STAT4 est positionné sur le chromosome 2 (2q12.33) (Ihle 2001). L‟activation des 

lymphocytes T humains par l‟IL-12 permet l‟activation de STAT4 par phosphorylation puis 

fixation sur le promoteur de l‟IFN-γ (Barbulescu, Becker et al. 1998).  

Les modèles de souris STAT4
-/-

 sont viables et leur phénotype est similaire aux souris 

IL-12
-/-

 ou IL-12R
-/-

 (Kaplan, Sun et al. 1996; Kaplan, Wurster et al. 1998). Les souris 

STAT4
-/-

 ont un défaut dans l‟engagement de la voie de différenciation TH1, dans la 

production d‟IFN-γ, dans l‟immunité cellulaire, bien qu‟il est à noter que les modèles murins 

double KO pour le gène de STAT4 et STAT6 présentent une réponse TH1 résiduelle (Kaplan, 

Wurster et al. 1998). Les souris STAT4
-/-

 ont donc une augmentation de la suceptibilité aux 

infections incluant : Listeria monocytogenes, Mycobactérium Tuberculosis, Leishmania 

major, Leishmania Mexicana, Toxoplasma gondii et Trypanosoma cruzi (Kaplan, Sun et al. 

1996; Stamm, Satoskar et al. 1999; Cai, Radzanowski et al. 2000; Tarleton, Grusby et al. 

2000; Buxbaum, Uzonna et al. 2002; Aguilar-Delfin, Wettstein et al. 2003; Sugawara, 

Yamada et al. 2003). 
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La réponse des souris STAT4
-/-

 aux microorganismes à Gram négatif est complexe et 

dépend en partie du système employé. Dans les modèles de péritonite septique, l‟absence de 

STAT4 est associée à une réduction de l‟inflammation hépatique et de la formation d‟abcès 

ainsi qu‟à une amélioration de la survie (Godshall, Lentsch et al. 2001; Matsukawa, Kaplan et 

al. 2001; Chung, Kasper et al. 2003). Une étude a montré qu‟un niveau significativement plus 

important d‟IL-17, cytokine proinflammatoire exclusivement produite par les lymphocytes 

CD4
+
 activés, était associé à la formation d‟abcès dans des systèmes mettant la voie TH2 en 

défaut (STAT6
-/-

) et à l‟opposé était retrouvé très diminué dans les souris STAT4
-/-

. 

Cependant, les modèles STAT4
-/-

 ont une augmentation de la susceptibilité à la létalité lors de 

l‟administration de LPS (lipopolysaccharide) dans les modèles non infectieux (Lentsch, Kato 

et al. 2001). Donc STAT4 semble impliqué à la fois au niveau pro-inflammatoire et anti-

inflammatoire, dépendant du modèle employé. 

L‟importance de l‟IL-12 et de STAT4 a été examinée dans de nombreux modèles 

murins développant des maladies auto-immunes et les souris STAT4
-/-

 semblent généralement 

résistantes aux maladies auto-immunes caractérisées par une réponse TH1. Ceci inclus les 

modèles de diabète, l‟encéphalite expérimentale auto-immune, myocardite, arthrite (Holz, Bot 

et al. 1999; Afanasyeva, Wang et al. 2001; Chitnis, Najafian et al. 2001; Finnegan, Grusby et 

al. 2002; Wang, Ostlie et al. 2004). Inversement, dans un modèle de souris lupique (new 

Zealand mixed Mice : NZM), l‟invalidation de STAT4 accélérait la néphrite et augmentait la 

mortalité de ces souris (Jacob, Zang et al. 2003; Singh, Saxena et al. 2003).  

Jusqu‟à maintenant, hormis les associations génétiques, aucun patient avec une 

mutation invalidante du gène de STAT4 n‟a été rapporté dans la littérature. Néanmoins un 

patient avec une infection récurrente à Mycobactérium Avium a été rapporté comme 

présentant un défaut de la translocation nucléaire de STAT4 (Toyoda, Ido et al. 2004). 
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1.6.1.3. L’interleukine 12 

L‟interleukine (IL) 12 est une cytokine hétérodimérique composée de 2 sous unités – 

p35 et p40 (Gately, Desai et al. 1991; Gubler, Chua et al. 1991; Wolf, Temple et al. 1991; 

Trinchieri and Scott 1999) – qui sont codées sur 2 chromosomes différents. L‟IL-12 a été 

caractérisée à partir de surnageants provenants de la lignée B-EBV activée avec 

phorboldiester. En effet, les surnageants des cultures de ces lignées avaient un effet activateur 

sur les cellules NK, ce qui lui valu à l‟IL-12 d‟être nommée initialement Natural Killer 

Stimulating Factor (NKSF) (Kobayashi, Fitz et al. 1989; Chan, Perussia et al. 1991; Valiante, 

Rengaraju et al. 1992). La sous-unité p40 est l‟homologue du récepteur à la cytokine alors que 

l‟unité p35 possède des homologies avec d‟autres cytokines comme l‟IL-6 et G-SCF 

(Granulocyte colony-stimulating factor) (Merberg, Wolf et al. 1992). Quand ces 2 sous-unités 

sont synthétisées de manière ordonnées dans la cellules, la p70 active est sécrétée (Gubler, 

Chua et al. 1991). L‟IL-12p70 est produite par une variété de cellules incluant les 

macrophages, cellules dendritiques (Macatonia, Hosken et al. 1995), monocytes et 

macrophages (D'Andrea, Rengaraju et al. 1992), les lymphocytes B (Airoldi, Guglielmino et 

al. 2002), les neutrophiles et les kératinocytes (Aragane, Riemann et al. 1994; Cassatella, 

Meda et al. 1995). L‟IL-12p70 est induite par les pathogènes comme les bactéries à GRAM 

positif et négatif, parasites, virus et champignons. Les produits bactériens induisent une 

production d‟IL-12p70 par les cellules de l‟immunité innée via les TLR (Akira, Takeda et al. 

2001; Barton and Medzhitov 2002; Scanga, Aliberti et al. 2002). L‟IL-12 régule positivement 

sa propre production via l‟IFN-  qui permet l‟activation de l‟expression de l‟IL-12Rβ2. 

D‟autre part, L‟IL-12p35 est exprimée de manière ubiquitaire, alors que l‟expression de la 

p40 est restreinte aux cellules productrices d‟IL-12 (Trinchieri 1998).  

Les membres de la famille de l‟interleukine 12 diffèrent des autres membres des 

familles des cytokines de type I (Figure 21). En effet, en 2000, une nouvelle protéine appelée 
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p19 a été identifiéesur la base de son homologieavec l‟IL-6 et la chaîne p35 de l‟IL-12 

(Oppmann, Lesley et al. 2000). Cette protéine a été montrée associée avec la chaîne p40 pour 

former une autre cytokine hétérodimérique connue sous le nom de l‟IL-23. Cette découverte 

est liée à la réévaluation de la fonction de l‟IL-12 dans les expériences qui sont basées sur la 

neutralisation ou la suppression de la chaîne p40 ou de son récepteur, l‟IL-12 recepteur β1 

(IL-12Rβ1). Une approche similaire a permis la découverte de l‟interleukine 27, laquelle est 

formée de la protéine p28 et de la protéine formant une chaîne EBI3 (Epstein-Barr virus-

inducted gene 3), protéines qui ont respectivement une homologie de séquence avec la chaîne 

p30 et p40 (Pflanz, Timans et al. 2002). D‟autres combinaisons de protéines pourraient donc 

avoir des rôles physiologiques pertinent, comme EBI3 qui a été rapporté comme étant capable 

de s‟associer avec p35 (Devergne, Birkenbach et al. 1997). 

Les membres de la famille de l‟IL-12 ont été initialement suggérés comme ayant la 

capacité à polariser les lymphocytes vers la voie TH1. Il est donc maintenant bien établi qu‟en 

dépit de leurs similarités structurales et fonctionnelles, l‟IL-12, l‟IL-23 et l‟IL-27 (IL-35) 

possèdent des fonctions différentes. L‟IL-12 a un rôle central dans l‟induction de la 

différenciation des lymphocytes CD4
+
 naïfs en cellules effectrices TH1 et joue un rôle tout 

aussi important sur les lymphocytes T CD8
+
 et les cellules NK dans la prodution d‟IFN-γ 

(Trinchieri 2003). 
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Figure 21 : Famille des cytokines de l’interleukine 12. Goriely et al. Nat Rev Immunol; 8:81-86. 2008 

 

1.6.1.4. Le récepteur à l’interleukine 12 

Le récepteur de l‟IL-12 est composé de 2 sous unités – β1 & β2 (Gubler, Chua et al. 

1991; Schoenhaut, Chua et al. 1992; Chua, Chizzonite et al. 1994; Presky, Yang et al. 1996) 

(Figure 21) – lesquelles sont structurellement liées à la superfamille des cytokines de type I 

(Chua, Chizzonite et al. 1994; Chua, Wilkinson et al. 1995; Presky, Yang et al. 1996).  Les 

gènes des chaînes β1 et β2 sont situés respectivement sur le chromosome 19p13.1 et le 

chromosome 1p31.2. L‟affinité de la chaîne β1 pour l‟IL-12 est faible sans la coexpression de 

l‟IL-12Rβ2, l‟expression des 2 chaînes étant requise afin d‟avoir une réponse efficiente 

(Presky, Yang et al. 1996). L‟IL-12p40 interagit avec la sous-unité β1 de l‟IL-12R alors que 

l‟IL-12p35 interagit avec l‟IL-12Rβ2. La sous-unité β2 est la chaîne du récepteur qui transduit 

le signal. En effet, chez l‟homme, la tyrosine 800 est critique pour le recrutement de STAT4 

(Naeger, McKinney et al. 1999). En contraste, la chaîne β1 ne possède pas de résidu tyrosine 
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intracellulaire et n‟est donc pas capable de transduire le signal. L‟IL-12Rβ1 est plus impliqué 

dans la liaison avec l‟IL-12 (Wu, Wang et al. 2000). L‟IL-12R est exprimé sur les 

lymphocytes T, les cellules NK et les cellules dendritiques (Grohmann, Belladonna et al. 

1998).  

La voie de signalisation de l‟IL-12 a un rôle important dans la régulation de 

l‟expression de la chaîne de l‟IL-12Rβ2, laquelle permet exclusivement la polarisation des 

cellules vers la voie TH1 (Szabo, Dighe et al. 1997; Szabo, Kim et al. 2000). La voie de 

signalisation de l‟IL-12 a été montrée invalidée dans des lymphocytes T de modèles murins 

transgéniques pour le gène de SOCS3 (Membres suppressif de la signalisation des cytokines). 

En effet, la fonction inhibitrice de SOCS3 est basé sur son intéraction avec la phosphorylation 

de la tyrosine de JAK ou du recepteur cytokinique (Sasaki, Yasukawa et al. 2000). 

L‟inhibition de la voie de signalisation de l‟IL-12 par SOCS3 réduit la différenciation TH1 

(Seki, Inoue et al. 2003). 

1.6.1.5. Voie de signalisation de l’interleukine 12 et STAT4 

Les cellules eucaryotes ont évolué avec des informations génétiques séparées du 

compartiment du cytoplasme par l‟intermédiaire de la membrane nucléaire. Cette séparation a 

co-évolué avec des mécanismes régulateurs qui permettent le contrôle du trafic des protéines 

et de l‟ARNm vers l‟intérieur ou l‟extérieur du noyau. Ce trafic s‟effectue à des endroits 

précis de la membrane nucléaire. Il se réalise en effet au niveau de pores nucléaires (NPCs) 

(Davis 1995; Rout, Aitchison et al. 2000; Suntharalingam and Wente 2003). Les petites 

molécules peuvent diffuser à travers ces NPCs mais les grosses protéines doivent faire appel à 

des  protéines cargo. Ces protéines cargo sont des séquences d‟acides aminés qui permettent 

soit de donner un signal de localisation nucléaire (NLSs) ou soit de donner un signal 

d‟exportation nucléaire (NESs). Ces transporteurs font parties de la famille des karyophérines 

et ils ont donc habituellement pour fonction de permettre l‟export ou l‟import de protéines, et 
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c‟est pour cette raison qu‟ils sont nommés respectivement importine et exportine (Gorlich and 

Mattaj 1996; Mattaj and Englmeier 1998; Macara 2001; Pemberton and Paschal 2005). 

L‟interleukine 12 a la capacité de phosphoryler STAT4 à travers l‟IL-12R. En effet, 

après fixation de l‟IL-12, la phosphorylation de la tyrosine 800 de l‟IL-12Rβ2 va permettre le 

recrutement de STAT4 qui se trouve à l‟état latent dans le cytoplasme. STAT4, une fois 

phosphorylé, va se dimériser et pouvoir transloquer dans le noyau par l‟intermédiaire de 

kariophérines importine- 5 et importine-β1. Le dimère STAT4, une fois dans le noyau, va se 

fixer dans le promoteur de ses gènes cibles, comme celui de l‟IFN-γ (Figure 22) (Jacobson, 

Szabo et al. 1995). 

 

Figure 22 : Signalisation de l‟interleukine 12 et STAT4. 

1.6.2. STAT4 et voie interféron de type I 

Les mécanismes moléculaires permettant la différenciation TH1 ont été liés à 

l‟identification de 2 majeurs acteurs de cette voie de signalisation. Il s‟agit du couple IL-
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12/STAT4 (Hsieh, Macatonia et al. 1993; Jacobson, Szabo et al. 1995; Kaplan, Sun et al. 

1996; Magram, Connaughton et al. 1996) et de l‟IFN- /STAT1/T-bet (Szabo, Kim et al. 2000; 

Lighvani, Frucht et al. 2001; Mullen, High et al. 2001; Szabo, Sullivan et al. 2002). La voie 

de signalisation de T-bet a été la plus importante car dans des souris T-bet knock-out (KO) la 

différenciation TH1 se retrouve être invalidée. Le facteur de transcription T-bet est essentiel 

pour une activation précoce du promoteur de l‟IFN-γ (Szabo, Kim et al. 2000; Mullen, High 

et al. 2001; Afkarian, Sedy et al. 2002; Szabo, Sullivan et al. 2002). 

La fonction de l‟IFN- /β et IFN-γ dans l‟induction de la différenciation des 

lymphocytes T naïfs humains et murins en cellules effectrices de type TH1 reste très 

controversée. Néanmoins, il y a maintenant de plus en plus d‟arguments dans la littérature 

montrant l‟implication de l‟IFN de type I dans la phosphorylation de STAT4 chez l‟homme 

(Cho, Bacon et al. 1996; Rogge, D'Ambrosio et al. 1998; Matikainen, Sareneva et al. 1999). 

En effet, il a été montré que cet effet sur la phosphorylation de STAT4 est direct sur les 

lymphocytes T en l‟absence de cellules présentatrices d‟antigènes ou de facteurs exogènes 

autres que l‟IFN- /β (Figure 23) (Rogge, D'Ambrosio et al. 1998). L‟implication de l‟IFN de 

type I dans l‟activation de STAT4, et donc dans la production d‟IFN-γ, permet de mettre en 

évidence que la différenciation cellulaire TH1 peut se réaliser en l‟absence d‟IL-12. 

 

Figure 23 : Induction de la tyrosine phosphorylation de STAT4 par l’IFN de type I 

dans des cellules TH1 et TH2 humaines. Rogge et al. J Immunol. 15 ;161(12) :6567-74. 1998 
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Dans les modèles murins, l‟implication de l‟IFN-  dans la phosphorylation de STAT4 

reste très controversée. En effet, le gène de STAT2 chez la souris présente des insertions de 

mini-satellites qui altèrent la partie carboxy-terminale de la protéine STAT2 et donc empêche 

la phosphorylation de STAT4 mais pas des autres STATs. Ce résultat suggère que le STAT2 

murin ne permet pas un développement TH1 des lymphocytes T CD4
+
 par l‟intermédiaire de 

STAT4 comme cela a pu être montré chez l‟homme (Banchereau, Bazan et al. 1994; Rogge, 

Barberis-Maino et al. 1997; Ozaki, Coren et al. 1999; Ruedl, Kopf et al. 1999). Néanmoins, 

des études ont montré que l‟IFN de type I a la capacité de pouvoir phosphoryler STAT4 pour 

initier la production d‟IFN-γ (Nguyen, Watford et al. 2002; Berenson, Gavrieli et al. 2006). 

D‟autre part des études ont montré que la phosphorylation de STAT4 par l‟IFN-  ne 

permettait pas d‟avoir une expression stable de T-bet et donc de permettre une différenciation 

TH1 en absence d‟IL-12 (Persky, Murphy et al. 2005; Ramos, Davis et al. 2007). 

Dans le processus d‟activation de STAT4 sur la voie de signalisation de l‟IL-12, c‟est 

la protéine STAT4 qui va se fixer à la sous-unité β2 de l‟IL-12R. Des travaux ont pu mettre 

en évidence que le mécanisme de recrutement de STAT4 dans la signalisation de l‟IFN de 

type I. Il apparait que l‟activation de STAT4 ne peut se faire directement au niveau du 

récepteur IFNAR et que cette activation ne peut se faire sans l‟implication d‟un 

intermédiaire : STAT2 phosphorylé (Figure 24) (Farrar, Smith et al. 2000). 

Si l‟IFN de type I peut induire une polarisation TH1 via STAT4, aucune donnée n‟est 

disponible dans la littérature pour suggérer que l‟IL-12 puisse médier l‟induction d‟IFN /β ou 

de protéines de la voie IFN de type I via STAT4. 
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Figure 24 : Signalisation de l’IFN de type I à travers STAT2/STAT4 
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2. OBJECTIFS 

Le but de ce travail de thèse de Sciences, effectué sur une période de 3 ans, a été de 

progresser dans l‟identification et la compréhension des conséquences fonctionnelles des 

facteurs génétiques et épigénétiques impliqués dans la prédisposition au syndrome de Sjögren. 

L‟ensemble de ces facteurs étant impliqués directement ou indirectement dans l‟induction 

d‟une signature IFN de type I, ce travail de thèse était ainsi axé sur « Les causes et 

conséquences de l’activation de l’IFN de type I dans les maladies auto-immunes. Etude dans 

le modèle du syndrome de Sjögren ». 

Facteurs génétiques de prédisposition au syndrome de Sjögren : 

La génétique joue un rôle important dans la susceptibilité aux maladies auto-immunes. 

Récemment les gènes IRF5 et STAT4 ont été fortement associés aux maladies auto-immunes. 

Une partie de ce travail était de démontrer une implication de ces gènes dans le modèle du 

syndrome de Sjögren ainsi que d‟y associer un rôle fonctionnel. 

Facteurs épigénétiques de prédisposition au syndrome de Sjögren 

IRF5 est un gène qui a pour caractéristique d‟avoir dans son promoteur un CpG island. 

Les CpG island peuvent être soumis à une régulation épigénétique par la méthylation. Le but 

de cette partie était de rechercher une dérégulation épigénétique d‟IRF5 pouvant conduire à 

une augmentation de l‟expression de son ARNm dans le syndrome de Sjögren. 

Etude du rôle de STAT4 dans la voie IFN de type I observée au cours du 

syndrome de Sjögren 

STAT4 a été montré associé au syndrome de Sjögren. Il était cependant étonnant de 

retrouver un gène impliqué dans la voie IFN de type II associé à une maladie ayant une 

signature IFN de type I tel que le syndrome de Sjögren. D‟autre part, nous avons montré que 

l‟ARNm des gènes IFN de type I induit était directement corrélé à l‟ARNm de STAT4. Ces 
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deux observations nous ont amenées à rechercher le rôle potentiel direct de STAT4 dans la 

signalisation de la voie IFN de type I. 
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3. RESULTATS 

3.1. ARTICLE 1 

The CGGGG insertion/deletion polymorphism of IRF5 promoter is a strong risk 

factor for primary Sjögren’s Syndrome 

 

Précédement, notre équipe a associé le rs2004640, un polymorphisme d‟IRF5, au 

syndrome de Sjögren (Miceli-Richard, Comets et al. 2007). Ce SNP est localisé dans une 

région intronique située à 2 paires de bases de l‟exon 1B et joue un rôle important dans le 

splicing d‟IRF5 en faveur d‟une augmentation des transcrits contenant l‟exon 1B. 

Récemment, un polymorphisme d‟insertion/délétion situé dans le promoteur d‟IRF5 a été 

décrit dans les maladies inflammatoires chroniques instestinale (MICI) et dans le LES 

(Dideberg, Kristjansdottir et al. 2007; Sigurdsson, Goring et al. 2008). La relevance 

fonctionnelle de ce polymorphisme localisé dans la région promotrice commune à l‟ensemble 

des variants d‟IRF5 semble plus importante. 

Le but de ce travail a été de démontrer que ce polymorphisme d‟insertion/délétion de 5 

paires de bases (CGGGG) dans le promoteur d‟IRF5 puisse être associé à la susceptibilité au 

syndrome de Sjögren (SS) primaire et de procéder à une analyse fonctionnelle de ce 

polymorphisme. 

Une cohorte exploratoire était composée de 185 patients avec un SS primitif et de 157 

témoins ainsi qu‟une cohorte de réplication était composé de 200 patients avec un SS primitif 

et de 282 controls, tous d‟origine Caucasienne. L‟expression de l‟ARNm d‟IRF5 était 

analysée sur les cellules mononuclées du sang périphériques (PBMCs) de 30 patients avec un 

SSp  et dans des cultures de 4 semaines de cellules de glandes salivaires infectées ou non par 
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Réovirus provenant de patients avec un SSp ou de témoins présentant des symptômes de 

sécheresse buccale et/ou occulaire sans maladie auto-immune (syndrome sec idiopathique). 

L‟allèle à risque du polymorphisme 4R CGGGG d‟IRF5 était fortement associé à une 

augmentation de la susceptibilité au SSp dans les 2 cohortes (odds ratio 2.00 [IC 95% 1.5-

2.7], P = 6.6 x 10
-6

). En plus de cette association génétique avec le SSp primaire, l‟expression 

de l‟ARNm d‟IRF5 était retrouvée plus élevé en présence de l‟allèle à risque 4R CGGGG 

(p=0.002). IRF5 étant impliqué dans la transduction du signal de la voie IFN de type I, nous 

avons recherché une corrélation avec des l‟expression de gènes de cette voie. De fait, 

l‟ARNm d‟IRF5 était retrouvé corrélé à l‟ARNm de Mx1 et IFITM1 dans les PBMCs de SSp. 

D‟autre part, l‟ARNm d‟IRF5 dans les cellules de glandes épithéliales salivaires de patients 

porteurs de l‟allèle à risque CGGGG était retrouvé augmenté (p=0.04) et cette augmentation 

était renforcée après infection par Réovirus (p=0.026) 

Ce travail a permis de mettre en évidence une association génétique du 

polymorphisme de l‟allèle à risque CGGGG d‟IRF5 dans le syndrome de Sjögren. L‟allèle à 

risque de ce polymorphisme se révèle être fonctionnel avec une augmentation de l‟expression 

de l‟ARNm d‟IRF5 dans les PBMCs et cellules de glandes épithéliales salivaires de SSp en 

particulier en présence d‟une stimulation de l‟immunité innée via TLR3. Les patients avec 

une forte expression de l‟ARNm d‟IRF5 présentaient aussi une forte expression d‟ARNm 

pour les gènes IFN de type I induits dans les PBMCs. 

Cette étude montre l‟importance de ce gène dans le déterminisme du Sjögren avec une 

fonctionnalité mettant en exergue le rôle de l‟immunité innée et de la cellule résidente dans 

l‟induction de la signature IFN type I.  



86 

 

 



87 

 

 



88 

 

 



89 

 



90 

 



91 

 



92 

 

 



93 

 

3.2. ARTICLE 2  

STAT4 is a confirmed genetic risk factor for Sjögren’s syndrome and could be 

invovled in type I interferon pathway signaling 

 

STAT4 est un facteur de transcription activé par l'IL-12, qui conduit à la sécrétion 

d'interféron (IFN) de type II. STAT4 est très impliqué sur le plan de la génétique dans 

plusieurs maladies auto-immunes : polyarthrite rhumatoïde (PR), lupus érythémateux 

systémique (LES), sclérodermie, diabète de type I, psoriasis et maladie de Crohn. Le 

polymorphisme rs7582694 (SNP) de STAT4 a été significativement associé au syndrome de 

Sjögren primitif (SSp) par 2 groupes indépendants. 

Toutefois, les conséquences fonctionnelles de ce SNP restent incomprises. Cette étude 

a pour but de confirmer l'association entre le rs7582694 de STAT4 et le SSp, et d'étudier les 

conséquences fonctionnelles des génotypes à risque sur le niveau d'expression de l'ARNm de 

STAT4 (sous-unités  et ). De plus, les gènes de STAT4 et STAT1 sont juxtaposés sur le 

chromosome 2 permettant de poser l‟hypothèse d‟un déséquilibre de liaison du rs7582694 

avec un SNP fonctionnel de STAT1. Nous avons donc recherché une association entre les 

génotypes du rs7582694 de STAT4 et l‟expression de l‟ARNm de STAT1. 

De plus, nous avons montré que le polymorphisme CGGGG d'IRF5 et le rs7582694 de 

STAT4 sont deux facteurs contribuant à la susceptibilité au SSp. Nous avons donc recherché 

s'il y avait un effet additif ou multiplicatif entre ces 2 gènes. 

Nous avons analysé le rs7582694 de STAT4 dans une cohorte exploratoire de 190 

patients SSp et 152 contrôles. Cette analyse a été répliquée dans une seconde cohorte 

indépendante de 192 SSp et 483 témoins. Le niveau d'expression de l'ARNm de STAT4  et 
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STAT4  a été évalué par PCRq dans les PBMCs de 30 patients SSp, et corrélé avec le niveau 

d'expression en ARNm des gènes PKR, Mx1 et IFITM1 comme marqueurs d'induction de la 

voie IFN de type I. L'intéraction entre l'insertion délétion du CGGGG de l'IRF5 et l'allèle C 

du rs7582694 de STAT4 a été analysée par régression logistique. 

L'allèle à risque C du rs7582694 du gène de STAT4 a été trouvé parmi 28% des 

patients SSp contre 17% pour les contrôles (P = 1,6.10
-3

 - OR 1.81 - 95% IC 1,25 - 2,63). 

Dans la cohorte de réplication, l'allèle à risque C du rs7582694 de STAT4 avait une fréquence 

comparable à celle des patients de la cohort exploratoire (30%). L'OR résultant pour les 2 

cohortes était de 1,57 (95% IC 1.28 - 1.93 - P < 1.10
-4

). Cet OR était supérieur entre patients 

SSp et témoins homozygotes pour l'allèle à risque C du rs7582694, suggérant un effet récessif 

de l'allèle à risque de STAT4 : OR de 2.47 (95% IC 1.46 - 4.15 ; P = 7.10
-4

). Le modèle de 

régression logistique suggèrait un effet additif entre l'IRF5 et STAT4. L'OR, en choisissant 0 

allèle à risque comme référence, était de 1,75 pour les porteurs d'un allèle à risque (95% IC 

1,35-2,26), 3,06 pour les porteurs de 2 allèles à risque (95% IC 1,83-5,12) et 5.36 pour les 

porteurs de 3 ou 4 allèles à risque (95% IC 2,48-11,59). Le niveau d'ARNm de STAT4  et 

STAT4  dans les PBMCs était indépendante du génotype de STAT4 (P = 0,99 et P = 0,17 

respectivement).  

De façon non attendue, le niveau d‟ARNm de STAT4  était fortement corrélé avec le 

niveau d'ARNm des gènes IFN de type I dépendants: PKR (P = 4.10
-3

), MX-1 (P = 2.10
-4

) et 

IFITM-1 (P = 8.10
-3

). 

Ces résultats confirment l'association du SNP rs7582694 de STAT4 avec le SSp. Nous 

n'avons pas pu mettre en évidence d‟épistasie entre STAT4 et IRF5. Nos résultats ne mettent 

pas en évidence un rôle fonctionnel du rs7582694 sur le niveau d'expression de l'ARNm de 

STAT4 /  ou de STAT1. Toutefois, l'ARNm de STAT4  était fortement corrélé avec 
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l'expression de gènes induits par l'IFN de type I. Ceci suggère une implication de STAT4 non 

seulement dans la voie IFN de type II mais aussi dans la voie IFN de type I. Ce résultat est 

surprenant dans la mesure où STAT4 est décrit comme impliqué dans la polarisation TH1. Il 

paraissait plus « logique » de retrouver STAT4 impliqué dans des maladies auto-immunes 

associées à l‟IFN de type II (IFN-γ) comme la polyarthrite rhumatoïde. 

Néanmoins, plusieurs travaux décrivent une activation de la phosphorylation de 

STAT4 par l‟IFN de type I. Si l‟IFN de type I peut induire une polarisation TH1 via STAT4, 

aucune donnée n‟est disponible dans la littérature pour suggérer que l‟IL-12 puisse médier 

l‟induction d‟IFN- /β ou de protéines de la voie IFN de type I via STAT4. L‟étude du rôle 

potentiel de STAT4 dans l‟induction des gènes de la voie IFN de type I fera ainsi l‟objet d‟un 

travail développé ultérieurement dans ce travail de Thèse. 
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3.3. ARTICLE 3  

Methylation profiles study of the promoter region of IRF5 gene 

 in primary Sjögren’s syndrome. 

En soumission à Arthritis Research and Therapy (ART) 

 

Le facteur de regulation de l‟interféron (IRF) 5 est un facteur de transcription impliqué 

dans la voie de signalisation de l‟IFN de type I. Récemment, au plan génétique, un 

polymorphisme d‟insertion délétion de 5 paires de bases (CGGGG InDel) localisé dans le 

promoteur d‟IRF5 a été associé à la susceptibilité au syndrome de Sjögren et dans de 

nombreuses maladies auto-immunes.  

Des travaux ont montré que cet allèle à risque 4xCGGGG permettait de donner un site 

de  fixation supplémentaire pour Sp1. En effet, il a été montré que la fixation de sondes 

comportant ou non l‟allèle à risque d‟IRF5 était plus importante pour la condition comportant 

l‟Indel 4xCGGGG. Ce modèle prédictif de fixation 

pourrait jouer un rôle important dans l‟activation de la 

transcription du gène d‟IRF5 par l‟intermédiaire de 

Sp1 (Dideberg, Kristjansdottir et al. 2007) (Figure 25). 

Figure 25 : 1, seulement les sondes marquées. 

2, sondes marqués et extraits nucléaires. 3, sondes 

marqués, extraits nucléaires et sondes non marqués 

(100 fois plus que les marqués agissant ainsi en 

compétition avec les marqués). Dideberg V et al. Hum. Mol. 

Genet. 16:3008-3016. 2007 
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Le rôle de la méthylation dans le LES a été montré pour 2 gènes : CD40L et CD70 qui 

sont tout deux des molécules de costimulation des lymphocytes T. En effet, CD40L et CD70 

ont été montré significativement déméthylés dans le lupus par rapport aux témoins. Cette 

déméthylation s‟accompagnait d‟une augmentation de l‟expression de l‟ARNm de ces 2 

gènes. Ces études soutiennent l‟importance que peut avoir la régulation épigénétique par la 

méthylation dans les maladies auto-immunes.  

Le CGGGG d‟IRF5 répété 3 ou 4 fois est situé dans une région CpG island qui 

pourrait être régulée par des mécanismes épigénétiques. Le but de ce travail est d‟analyser si 

une dérégulation épigénétique par méthylation dans le promoteur d’IRF5 est capable de 

moduler l‟expression de l‟ARNm d‟IRF5. Les anomalies épigénétiques en combinaison à 

celle de la génétique permettraient d‟expliquer l‟augmentation de l‟ARNm d‟IRF5 chez les 

malades atteint d‟un syndrome de Sjögren. 

Les PBMCs de 21 patients avec un SS primitif et 15 contrôles étaitent isolés par 

Ficoll. L‟ADN était extrait des PBMCs de 4 patients avec un SSp. Les lymphocytes T CD4
+
, 

les lymphocytes B ainsi que les monocytes étaient isolés. L‟ADN des cellules de glandes 

épithéliales salivaires étaient également extrait après culture cellulaire pour 2 contrôles 

présentant des symptômes secs sans SSp. Tous les ADN étaient soumis à un traitement par 

bisulfite. Les régions d‟intérêt de l‟ADN bisulfité comprenant la région contenant la répétition 

CGGGG et la région ATG codante d‟IRF5 (les deux régions importantes pour la regulation du 

gène) étaient amplifiées par PCR et soumises à une analyse par pyroséquençage. De plus, 

l‟effet d‟un agent déméthylant (5-Azacytidine, 5-AzaC) sur l‟expression de l‟ARNm d‟IRF5 

était étudié par PCR quantitative. 

Le pourcentage de méthylation dans les différentes sous populations cellulaires 

étudiées chez les témoins était inférieur à 15%. De la même manière, l‟analyse de la 

méthylation dans les régions d‟intérêts du promoteur d‟IRF5 au sein des différentes sous 
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populations cellulaires étudiées dans le SSp était inférieure à 15% et non statistiquement 

différente des témoins. D‟autre part, la 5-AzaC ne permettait pas d‟augmenter l‟expression de 

l‟ARNm d‟IRF5 dans les lymphocytes T CD4
+
 de 6 témoins. Le gène contrôle de 

déméthylation était CD40L. L‟ARNm de CD40L était retrouvé augmenté dans les cultures de 

lymphocytes T CD4+ en présence de 5-AzaC. 

L‟absence de méthylation dans les régions d‟intérêts étudiées dans le promoteur 

d‟IRF5 des différentes sous populations cellulaires isolées ne permet pas d‟exclure d‟autres 

mécanismes épigénétiques impliqués dans la modulation du gène d‟IRF5 au cours du 

syndrome de Sjögren. Néanmoins la méthylation du promoteur d‟IRF5 ne semble pas 

impliquée dans la pathogénèse du syndrome de Sjögren. 

Les approches gène candidat pour la regulation épigénétique peuvent être décevantes 

comme ce qui a été le cas dans certaines approches cas-témoins en génétique de susceptibilité 

aux MAI. Néanmoins, les progrès technologiques permettent maintenant d‟analyser le 

méthylome (méthylation globale du génome) et ces techniques permettront dans un futur 

proche de mieux cibler les gènes pouvant être soumis à une dérégulation par la méthylation 

dans les maladies auto-immunes. 
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ABSTRACT 

Background: 

The interferon (IFN) regulatory factor 5 (IRF5) is a transcription factor of the type I interferon 

pathway involved in the genetic susceptibility to various autoimmune diseases. A 5-bp 

insertion/deletion (CGGGG indel) polymorphism located in the promoter region of IRF5 is 

associated with primary Sjögren‟s syndrome (pSS). This sequence is located in a CpG island 

region and could be epigenetically deregulated in pSS. 

Objective: 

To investigate whether epigenetic deregulation of IRF5 could explain the increased 

expression of IRF5 mRNA observed in pSS patients, in combination with the risk conferring 

by genetic polymorphism.  

Method: 

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from 19 pSS patients and 24 controls were 

isolated by density-gradient centrifugation. DNA was extracted from total PBMCs or from 

isolated CD4
+
 T cells, B lymphocytes and monocytes. Cultures of salivary gland epithelial 

cells (SGECs) were established from minor salivary glands. DNA from these various cellular 

populations was bisulfite treated for DNA methylation analysis. Regions of interest, 

encompassing respectively the CGGGG repeat and the ATG initiation codon region were 

amplified by PCR and analysed by pyrosequencing. Further, the effect of the demethylating 

agent 5-AzaC on IRF5 mRNA expression was quantified by RT-PCR. 

Results: 

Among healthy controls, the average methylation of the 9 CpG pairs of the CGGGG repeat 

region and of the 18 CpG pairs of the initiation codon ATG region in each cell population was 

lower than 15% in CD4
+
 T cells, B lymphocytes, monocytes and SGECs. Methylation profiles 
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were not significantly different between patients and controls in CD4
+
 T cells and B 

lymphocytes.  

Conclusion: 

The absence of aberrant DNA methylation profiles of the putative regulatory regions of IRF5 

in CD4
+
 T cells, B lymphocytes, and monocytes from patients with pSS do not support the 

hypothesis that epigenetic deregulation could combine with the genetic polymorphism to 

explain the increase of IRF5 mRNA in pSS patients.  
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INTRODUCTION 

Autoimmune diseases (AIDs) affect about 8% of the population (Cooper, Bynum et al. 

2009), result from the interaction between genetic and environmental factors, and involve 

both innate and adaptive immunity. Sjögren‟s syndrome (SS), which is also referred to as 

autoimmune epithelitis, is a prototypic systemic autoimmune disease since it can be primary 

(pSS) or secondary to other systemic connective tissue diseases (e.g., rheumatoid arthritis, 

systemic lupus erythematosus [SLE], scleroderma). pSS is, after rheumatoid arthritis, the 

most common systemic autoimmune disease with a prevalence of 0.1 to 0.6 % in the general 

population (Bowman, Ibrahim et al. 2004). Lymphoid infiltration of lacrimal and salivary 

glands leading to xerophthalmia and xerostomia, as well as dramatic polyclonal B 

lymphocytes activation, represents the hallmarks of the disease. The disease mainly affects 

exocrine glands (particularly salivary and lacrimal glands) but can also present as a systemic 

disease with musculoskeletal (arthralgia, arthritis, myalgia), gastrointestinal, pulmonary, 

dermatologic, hematologic, neurologic and renal manifestations. 

Until 2007, the most important genetic factors associated with pSS were alleles of the 

major histocompatibility complex (MHC) and more specifically the ancestral haplotype HLA-

A1-B8-DR3-DQ2, association restricted to pSS patients with autoantibodies (Chused, Kassan 

et al. 1977; Kang, Fei et al. 1993). More recent data elucidating the pathogenic mechanisms 

involved in pSS support the role of the interferon (IFN) pathway through an IFN signature, 

both in peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) and in salivary glands (Hjelmervik, 

Petersen et al. 2005; Gottenberg, Cagnard et al. 2006). Following these observations, research 

has mainly focused on genes involved in innate immunity and on the IFN pathways. These 

approaches have successfully demonstrated the role of two crucial genes: STAT4, a gene 

involved in TH1 differentiation (Miceli-Richard, Comets et al. 2007; Miceli-Richard, 

Gestermann et al. 2009) and interferon regulatory factor 5 (IRF5), a gene implicated in type I 
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IFN secretion after stimulation of innate immunity, and in type I IFN signal transduction 

(Barnes, Moore et al. 2001). The most strongly associated polymorphism within IRF5 gene is 

a 5-bp insertion/deletion (CGGGG indel) polymorphism located 64 bp upstream of the first 

untranslated exon (exon 1A) within the promoter region of IRF5 (Miceli-Richard, 

Gestermann et al. 2009; Nordmark, Kristjansdottir et al. 2009). This 5-bp CGGGG indel 

polymorphism has been significantly associated with other various AIDs: inflammatory bowel 

diseases (IBD) (Dideberg, Kristjansdottir et al. 2007), systemic lupus erythematosus (SLE) 

(Sigurdsson, Goring et al. 2008).  

The transcription factor Specificity protein 1 (Sp1) is widely expressed in tissues and 

binds GC box motifs in promoters. The 3 x CGGGG repeat of the IRF5 promoter contains 

two Sp1 binding sites while the 4 x CGGGG repeat, the risk conferring allele for the various 

associated autoimmune diseases, provides an additional Sp1 binding site and might thus lead 

to an increased fixation of Sp1 (Sigurdsson, Goring et al. 2008). We recently described 

functional consequences of the risk allele on IRF5 mRNA expression in pSS patients (Miceli-

Richard, Gestermann et al. 2009). 

Epigenetic modifications such as DNA methylation play a crucial role in the 

regulation of gene transcription. Hypomethylation of gene regulatory sequences usually 

induces overexpression of the associated genes in AIDs, as demonstrated recently for CD40L 

and CD70 which are upregulated through DNA hypomethylation in T-cells from SLE patients 

as compared with healthy controls (Lu, Wu et al. 2005; Lu, Wu et al. 2007). Potential 

epigenetic deregulation of IRF5 has not been assessed to date in pSS. 

Interestingly, the 5-bp CGGGG indel sequence lies within a GC-rich region (69%) 

meeting the criteria of a CpG island. This region is susceptible to epigenetic deregulation as 

recently shown by a microarray analysis of methylated genes in hepatocellular carcinoma, in 

which IRF5 was frequently found to be methylated (Shin, Kim et al.). IRF5 methylation was 
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correlated with low expression levels or silencing of IRF5 mRNA. IRF7, another IRF family 

member, is also known to be epigenetically silenced by methylation in Li-Fraumeni 

fibroblasts (Lu, Au et al. 2000).   

We therefore hypothesized that epigenetic deregulation could combine with the 

genetic polymorphism to explain the increase of IRF5 mRNA in pSS patients. In this study, 

we assessed the IRF5 methylation profile in various cell types in pSS patients and healthy 

controls: B lymphocytes, T lymphocytes, monocytes, and salivary gland epithelial cells, the 

target of auto-immunity in pSS.  

MATERIELS AND METHODS 

Patients 

The subjects included in this study consisted of 19 unrelated female patients with pSS 

(16 positive for anti-SSA and/or anti-SSB antibodies) fulfilling the European American 

consensus group criteria (Vitali, Bombardieri et al. 2002) (age 57.6 ± 15.2 years) and 24 

healthy controls (23 females and 1 male) (age 43.6 ± 13.1 years, mean ± SD). All patients and 

controls were Caucasians. Controls had sicca symptoms without any feature of autoimmunity 

and referred to the Rheumatology Department of the Bicêtre Hospital for a diagnostic 

procedure. All patients underwent the same clinical, biological and immunological screening. 

The study received approval from the local ethics committee, and informed consent was 

obtained from all subjects. 

Isolation of cell populations 

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from 19 pSS patients and 24 healthy 

subjects were isolated by density-gradient centrifugation. Among these pSS patients and 

controls, CD4
+
 T cells, B lymphocytes and monocytes were isolated by positive selection 

(Miltenyi Biotec, Paris, France). CD4
+
 T cells were stained with CD3-FITC and CD4-
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APCH7, B lymphocytes were stained by CD19-PE and monocytes were stained with CD14-

PE (BD Biosciences, France). All cell fractions were analyzed with a BD Facs Canto
TM

. The 

purity of cell was above 95% for all cell fractions. 

Cell culture 

Primary cultures of salivary gland epithelial cells (SGEC) were established from 

minor salivary glands as described (Dimitriou, Kapsogeorgou et al. 2002). Briefly, DMEM, 

Ham's F-12 and DMEM/F-12 were purchased from Invitrogen (Cergy Pontoise, France), 

penicillin and steptomycin from PAA (France), FBS and 0.125% trypsin-EDTA from 

Seromed (Berlin, Germany), hydrocortisone from Pharmacia (Guyancourt, France), insulin 

from Novo Nordisk A/S (Denmark) and EGF from BD Bioscience (Le Pont de Claix, France). 

Briefly, each lobule was cut into small fragments and set in six 75-cm
2
 flasks with basal 

epithelial medium (a 3:1 mixture of Ham's F-12 and DMEM) supplemented with 2.5% FBS, 

EGF (10ng/mL), hydrocortisone (0.4μg/mL), insulin (0.5μg/mL), penicillin (100IU/mL) and 

streptomycin (100μg/mL) and incubated at 37°C with 5% CO2. After four to five weeks of 

culture, cells at 70–80% confluence were dissociated with 0.125% trypsin-EDTA. 

CD4
+
 T cells were stimulated respectively with phytohemagglutinin (PHA) (5µg/mL, 

Sigma-Aldrich Saint Quentin Fallavier, France), interleukin 2 (IL-2) (20U/mL, Roche 

Diagnostic) for 72h and treated - or not - with 5-azacytidine (5-AzaC) (Sigma-Aldrich, Saint 

Quentin Fallavier, France) at 1µM. Cell division and apoptosis were controlled as successive 

halving of the fluorescence intensity of 5(6)-Carboxyfluorescein diacetate N-succinimidyl 

ester (CFSE) (Sigma- Aldrich Saint Quentin Fallavier, France) with 7-aad (eBiosciences, 

France). As a control, we analyzed the methylation profiles of CD40L, a gene located on the 

X chromosome and submitted to a random methylation of one allele in healthy women. The 

mean percentage of methylation of the studied CpG within the promoter region of CD40L 

was analyzed by pyrosequencing in T-cell cultures from healthy women, with or without 5-
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AzaC treatment. Similarly, the level of CD40L mRNA expression with or without 5-AzaC 

treatment was compared. 5-AzaC significantly reduced the methylation levels of the studied 

CpG and also significantly increased the level of CD40L mRNA expression (data not shown), 

thus demonstrating the effectiveness of 5-AzaC as a demethylating agent. 

Cell media were RPMI 1640 glutamax Gibco supplemented with 10% SVF 

(Dutscher), penicillin (100 U/mL), streptomycin(100µg/mL), buffer HEPES 10mM, pyruvate 

of sodium 1mM and amino acids (Invitrogen). 

Real-time PCR and reverse transcriptase RT-PCR  

Total RNA was isolated from cells with use of the RNeasy Mini kit (Qiagen,). cDNA 

synthesis was performed with the Enhanced Avian HS RT-PCR kit (Sigma-Aldrich).  

IRF5 and -actin mRNA levels were detected by the use of LightCycler FastStart 

DNA Master SYBR Green I (Roche Diagnostics) in using Light Cycler based kinetic 

quantitative RT-PCR  (Roche Diagnostics, Meylan, France). Amplification involved the 

following primers : IRF5, (forward) 5‟-CAT TAC TGT ACA GGT GGT GC-3‟
 
and (reverse) 

5‟- AGA TGT GAT GGA GCT CCT TG -3‟; -actin, (forward) 5'-GCT GTG CTA CGT 

CGC CCT-3' and (reverse) 5'-AAG GTA GTT TGG TGG ATG CC-3'. Primers for IRF5 were 

specific to exon 8 and exon 9, which allowed the amplification of all IRF5 transcripts 

containing exon 1A. Each sample was processed in duplicate, with initial incubation at 96°C 

for 10 minutes, followed by 40 cycles at 95°C for 10 seconds, 63°C for 10 seconds, and 72°C 

for 10 seconds. Variations in mRNA recovery and reverse transcription yield were normalized 

to that of β-actin. 

DNA analysis 

DNA from CD4
+
 T cells, B lymphocytes, monocytes and SGECs was isolated using 

the QIAamp® DNA Mini Kit, (Qiagen, Courtaboeuf, France) and bisulfite treated with 
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EpiTect® Bisulfite Kit (Qiagen). Regions of interest, encompassing 66 bp and 132 bp 

containing respectively the CGGGG repeat and the ATG initiation codon region were 

amplified with HotStar Taq DNA polymerase (Qiagen). Then, DNA methylation patterns 

were analyzed by pyrosequencing (Tost and Gut 2007). The following primers were used for 

amplification and pyrosequencing analysis: IRF5 CGGGG region, (forward) 5‟-TTT TGT 

TAT TTT AGA TTG TTA AAA GAG TTA-3‟, (reverse) 5‟-Biotin-CCA AAC TAA ACT 

CTA CCC AAA CTA C-3‟ and (sequencing primer) 5‟-GGA TTT GTA GTT GTT AGG TT-

3‟ ; IRF5 ATG region, (forward) 5‟-GTT TAG GTT TAG ATT GGG TTT-3‟, (reverse) 5‟-

Biotin-CCT AAA TCA CTA AAC TCC CC-3‟, (sequencing primer 1) 5‟-TTC GCG TTT 

TTT AGG TA-3‟, (sequencing primer 2) 5‟-GGG ATG AAG ATT GGA GTA-3‟; 

(sequencing primer 3) 5‟-GGG GGG GTG TTT ATA GTA-3‟ and (sequencing primer 4) 5‟-

GGT TTG GGA TTT TTA AAG-3‟. PCR protocols were with initial incubation at 96°C for 

10 minutes, followed by 50 cycles at 95°C for 10 seconds, ∆°C for 10 seconds, and 72°C for 

10 seconds (∆ is 62°C for CGGGG region and 60°C for ATG region). Methylation data were 

analyzed with Pyro Q-CpG
TM

 software (Qiagen). The degree of methylation at each CpG was 

expressed as percentage of methylated cytosines over the sum of methylated and 

unmethylated cytosines at the respective CpG. We used non-CpG cytosines as control to 

verify completeness of bisulfite conversion. Each sample was processed in duplicate. 

Statistical analyses 

The statistical analyses were performed with GraphPad Prism 5. IRF5 mRNA 

expression and DNA methylation level were analyzed with the non-parametric Mann Whitney 

test. P<0.05 was considered as statistically significant. 
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RESULTS 

DNA methylation patterns of IRF5 

DNA methylation patterns of 10 CpGs of the region encompassing the 5-bp CGGGG 

indel polymorphism and the 19 CpGs surrounding the start site (ATG codon) of IRF5 were 

assessed (Figure 1). The methylation patterns of these 29 CpGs were studied in PBMCs from 

4 pSS patients and in different cell sub-populations isolated from the 24 healthy controls and 

19 pSS patients. The mean level of methylation of each studied region is expressed hereafter 

as a percentage.  

We first assessed the global level of DNA methylation within the CGGGG and ATG 

regions in PBMCs from 4 pSS patients. Both regions were unmethylated among patients: 

mean 4.8% (range 3.4 – 5.6) within the ATG region and mean 4.6% (range 4.2 – 5.0) within 

the CGGGG region. Methylation profiles between patients carrying 3 x CGGGG repeat or the 

4 x CGGGG repeat were similar (data not shown). 

As we hypothesized that IRF5 could be demethylated among pSS patients as 

compared with controls, we further aimed to assess whether both regions had higher levels of 

methylation among controls. These analyses were performed in the various mononuclear cells 

subpopulations (CD4+ T cells, B lymphocytes, monocytes), and in SGECs. 

Among controls, methylation profiles were studied on sorted CD4
+
 T cells (n=21), B 

lymphocytes (n=15), monocytes (n=4) and salivary gland epithelial cells (SGECs) (n=2). The 

CGGGG repeats region was largely unmethylated in all studied cell populations: CD4
+
 T 

cells: mean 6.9% (range 2.8 - 11.9; n=9); B lymphocytes: mean 9.9% (range 6.3 – 12.2; n=5), 

monocytes: mean 4.5%, (range 3.6 – 5.7; n=4), SGECs: mean 6.5% (range 6.2 - 6.9; n=2) 

(Figure 2A). Within the region surrounding the ATG codon, we again found unmethylated 

profiles: CD4
+
 T cells: mean 6.1% (range 3.3 - 12.3; n=15); B lymphocytes: mean 5.5% 
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(range 3.8 – 6.5; n=10), monocytes: mean 5.6%, (range 3.8 – 6.7; n=4), SGECs: mean 5.9% 

(range 5.7 - 6.2; n=2) (Figure 2B). 

Among pSS patients, methylation profiles of both regions were studied on sorted 

CD4
+
 T cells (n=14), and B lymphocytes (n=11). Within the CGGGG region, we found  

unmethylated patterns in both CD4
+
 T cells and B lymphocytes. CD4

+
 T cells: mean 7.1% 

(range 1.5 – 12.2; n=10); B lymphocytes: mean 6.7% (range 3.2 - 11.7; n=7). Within the ATG 

region, unmethylation profiles were observed in CD4
+
 T cells: mean 8.0% (range 5.7 – 14.3; 

n=5) and in B lymphocytes: mean 7.1% (range 5.8 – 9.9; n=5).  

Taken together, these results demonstrated unmethylated profiles in all studied cell 

populations, with no significant differences between patients and controls in CD4
+
 T cells or 

in B lymphocytes either in the CGGGG region (Figure 3A and 3B) or in the ATG region 

(Figure 4A and 4B).  

IRF5 mRNA expression in culture with 5-AzaC 

IRF5 might be subjected to methylation in alternative regulatory regions among 

controls, with aberrant demethylation occurring in pSS patients. We thus performed further 

functional studies in healthy controls to assess whether 5-AzaC, an irreversible DNA 

methyltransferase inhibitor, would lead to an increased level of IRF5expression. In order to 

maximize the demethylating effect of 5-AzaC requiring cell divisions, T cell were cultivated 

under stimulating conditions (PHA/IL-2), with or without 5-AzaC (1µM) for 72h. No 

significant difference in IRF5 mRNA expression was observed between both conditions, i.e. 

in presence (0.51 ± 0.6; mean ± SD), or in absence (0.30 ± 0.23; mean ± SD) of 5-AzaC.  
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DISCUSSION 

The present study is the first to investigate the DNA methylation patterns of regulatory 

regions of IRF5 in primary Sjogren‟s syndrome. Our results demonstrate the absence of an 

aberrantly demethylated profile in the region encompassing the 5-bp CGGGG indel 

polymorphism and the region surrounding the ATG start site of IRF5 in patients with pSS. 

Functional experiments with 5-AzaC do not support the hypothesis of other highly methylated 

sequences in controls that could be subject to demethylation in pSS patients.   

IRF5 is a transcription factor that plays a key role in bridging innate and adaptive 

immune responses: IRF5 contributes to B lymphocytes activation (Lien, Fang et al.; Savitsky, 

Yanai et al.), to dendritic cells differentiation (Yasuda, Richez et al. 2007), to the polarization 

of T-cells toward a TH1 phenotype (Krausgruber, Blazek et al.), and participates in the IFN 

type I signature that characterizes pSS. Beside its involvement in pSS genetic susceptibility, 

IRF5 has been associated with a broad spectrum of other autoimmune diseases such as 

systemic lupus erythematosus, systemic sclerosis, inflammatory bowel diseases and 

rheumatoid arthritis (Jarvinen, Hellquist et al.; Dideberg, Kristjansdottir et al. 2007; 

Sigurdsson, Padyukov et al. 2007; Kristjansdottir, Sandling et al. 2008). Dissecting sharp 

mechanisms of IRF5 mRNA expression is thus a key issue in many AIDs. 

One of the most important IRF5 risk-conferring alleles associated with various AIDs 

is a CGGGG repeat lying within a CpG rich region and thus possibly associated with 

differential patterns of DNA methylation. Hypomethylated profiles among pSS patients could 

have amplified the functional effect of the genetic polymorphism, the latter allowing the 

addition of a Sp1 binding site. Moreover, the methylation of a Sp1 consensus sequence has 

been previously demonstrated to alter Sp1 binding (Sigurdsson, Goring et al. 2008), an 

observation that could support a possible interplay between genetics and epigenetics in the 

regulation of IRF5 expression. 
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Nevertheless, we did not find any evidence for alterations in DNA methylation 

patterns of the region encompassing the 5-bp CGGGG indel polymorphism in CD4
+
 T cells, B 

lymphocytes, monocytes or SGECs from healthy controls. The same observation was made in 

PBMCs from pSS patients, irrespective of the number of CGGGG repeats they carried. In the 

same manner, no methylation and no difference were found in the ATG region in CD4
+
 T 

cells and B lymphocytes from healthy controls and pSS patients.  Moreover, the functional 

experiments with 5-AzaC failed to highlight a significant increase of IRF5 mRNA expression 

in healthy controls, suggesting that IRF5 mRNA expression was not methylation sensitive. 

Consequently, our results do not support an epigenetic deregulation of IRF5 in pSS 

patients by aberrant hypo- or hypermethylation of various CpG dinucleotides located within 

the most important regulatory regions of the gene. This present work is in concordance with 

recent data demonstrating that the methylation patterns of the IRF5 promoter were not 

affected by the presence of the 5-bp CGGGG insertion in IBD (Balasa, Gathungu et al.). 

Nevertheless, in this latter work, the region surrounding the start site of IRF5 was not 

analysed, and the different cell subtypes in PBMCs were not analyzed separately. 

Thus, the trend towards a higher expression of IRF5 mRNA among pSS patients as 

compared with healthy controls is probably mainly attributable to the genetic consequences of 

an overrepresentation of 4 x CGGGG repeats of IRF5 among pSS patients, as suggested by 

minigene constructs of promoters cloned from individuals homozygous for the 4 x CGGGG 

repeat or for the 3 x CGGGG repeat (Sigurdsson, Goring et al. 2008) and by our previous 

work having demonstrated that carrying the 4 x CGGGG repeat was associated with an 

increased expression of IRF5 mRNA in PBMCs from pSS patients (Miceli-Richard, 

Gestermann et al. 2009). 

The current study does not allow excluding any potential epigenetic deregulation of 

IRF5 in pSS, as DNA methylation is not the only mechanism of epigenetic regulation. The 
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main other mechanisms involve histone acetylation and methylation and regulation through 

micro-RNAs (miRNAs). Recently published data demonstrated an increased expression of 

miR-21 (Stagakis, Bertsias et al.) and a decreased expression of miR-146a in SLE patients 

(Tang, Luo et al. 2009). Interestingly, transfection of miR-146a into 293T cells consistently 

reduced the expression of IRF5 (Tang, Luo et al. 2009). Therefore, miR-146a could be an 

efficient negative regulator of IRF5 and its reduced expression in SLE could participate in 

IRF5 overexpression. A similar mechanism modulating IRF5 mRNA expression could be 

involved in pSS.  

New techniques have became available for looking for hundreds or thousand of genes 

differentially methylated between controls and patients. This analysis of genome-wide DNA 

methylation patterns in CD4
+
 T cells from SLE patients compared to healthy controls 

identified numerous hypomethylated or hypermethylated CG sites, confirming widespread 

DNA methylation changes in SLE T cells (Jeffries, Dozmorov et al.). A similar approach is 

also a promising strategy to identify novel targets of epigenetic deregulation in patients with 

pSS. 
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FIGURE LEGENDS 

Figure 1. The 10 CpG studied dinucleotides from the CGGGG region and the 19 CpG from 

the ATG region are represented. The numbering of the axis corresponds to the base pairs from 

the ATG starting site. For A and B, putative Sp1 or alternative transcription factors binding 

sites (NFkB or AP-2) are also represented by the bent lines. Balloons correspond to the 

studied CG pairs. The box shows IRF5 CGGGG repeat. * corresponds to the additional Sp1 

binding site in case of 4xCGGGG carriage. 

Figure 2. The average methylation (expressed as percentage) for all analyzed CpG in IRF5 

CGGGG and ATG regions in different cells type from healthy controls is represented on 

the y-axis: CD4
+
 T cells, B lymphocytes, monocytes, and SGECs (n=2). 

Figure 3. The average methylation (expressed as percentage) for all analyzed CpG in IRF5 

CGGGG region is represented on the y-axis. The mean percentage of methylation is compared 

between patients and controls in CD4
+
 T cells (A) and B lymphocytes (B). The P value was 

determined by a non-parametric Mann-Whitney test. 

Figure 4. The average methylation (expressed as percentage) for all analyzed CpG in IRF5 

ATG region is represented on the y-axis. The mean percentage of methylation is compared 

between patients and controls in CD4
+
 T cells (A) and B lymphocytes (B). The P value was 

determined by a non-parametric Mann-Whitney test. 
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 Figure 1. Description of the studied CpG dinucleotides within IRF5 regulatory regions. 
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Figure 2. Methylation patterns of IRF5 CGGGG (A) and ATG (B) regions in different 

cellular types among healthy controls. 
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Figure 3. Methylation patterns of IRF5 CGGGG region in CD4
+
 T cells (A) and B 

lymphocytes (B) from healthy controls and pSS patients. 
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CGGGG region in B lymphocytes
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Figure 4. Methylation patterns of IRF5 ATG region in CD4
+
 T cells (A) and B lymphocytes 

(B) from healthy controls and pSS patients. 
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ATG region from B lymphocytes
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3.4. ARTICLE 4 

Interleukin 12 is involved in IFN type I signature through CD4
+
 T cells and 

plasmacytoid dendritic cells crosstalk 

En préparation avant editing 

STAT4 est un facteur de transcription impliqué dans la polarisation TH1 qui se 

caractérise par la production d‟interféron de type II (IFN-γ). Ce facteur de transcription est 

spécifiquement activé après fixation de l‟IL-12 sur son récepteur. Un polymorphisme de 

STAT4 a été associé à la polyarthrite rhumatoïde où l‟INF-γ est décris comme ayant un rôle 

clef. De manière surprenante, le même polymorphisme a été associé au syndrome de Sjögren 

primitif (SSp) et au lupus érythémateux systémique, 2 maladies auto-immunes qui se 

caractérisent par une signature IFN de type I (IFN-  ou IFN-β). Par ailleurs, il a été mis en 

évidence par notre groupe une forte corrélation entre d‟ARNm de STAT4 et l‟ARNm des 

gènes IFN de type I induit au cours du SSp. Jusqu‟à ce jour, des études ont montré 

l‟implication de l‟IFN-  dans la phosphorylation de STAT4 conduisant à la transcription de 

l‟IFN-γ mais le rôle de STAT4 dans la signalisation de la voie IFN de type I reste méconnu. 

Le but de ce travail est d‟étudier l‟implication de STAT4 dans la voie de signalisation IFN de 

type I.  

Afin d‟étudier le rôle de STAT4 dans l‟induction de la voie IFN de type I, nous avons 

travaillé sur un type cellulaire connu pour activer spécifiquement STAT4 après activation par 

l‟IL-12 : le lymphocyte T CD4
+
. L‟IL-12R est composé de 2 sous unités – β1 et β2. La sous 

unité β2 joue un rôle central dans la phosphorylation de STAT4 et n‟est pas exprimée à l‟état 

basal dans les lymphocytes T CD4
+
. C‟est la raison pour laquelle, les lymphocytes T CD4

+
 

étaient préactivés durant 2 jours par anti-CD3/anti-CD28 avant rajout de l‟IL-12.  
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Les lymphocytes T (LyT) CD4
+
 ont été isolés soit par procédure Miltenyi (billes 

magnétiques), soit par FACS trieur de sujets sains. Les LyT CD4
+ 

étaient activés par anti-

CD3/anti-CD28 durant 96H. A 48H, IL-12 était ajoutée. A la fin de la culture, les surnageants 

étaient récupérés et les cellules lysées afin de procéder à une extraction d‟ARNm. Les LyT 

CD4
+
 et pDCs étaient cultivés avec les surnageants provenant de LyT CD4

+
 cultivés dans 

différentes conditions. IFIT-1, PKR, IFITM1 reflet de la signature IFN de type I, étaient 

analysés en RT-QPCR pour chaque condition après normalisation sur l‟actine. 

Une up-régulation des gènes IFN type I induit après stimulation IL-12 était observée 

exclusivement dans les LyT CD4
+
 isolés avec la procédure Miltenyi : IFIT-1 (n= 13) (p = 

0.0007) ; IFITM1 (n = 6) (p = 0.06), PKR (n = 6) (p = 0.035). Néanmoins, cette up-régulation 

n‟était pas observée avec les LyT CD4
+
 hautement purifiés sur Facs trieur suggérant que ce 

mode de tri cellulaire permettait d‟éliminer un partenaire CD4
+
 important dans l‟induction 

d‟une signature IFN de type I après stimulation par l‟IL-12. Ce partenaire s‟est avéré être la 

pDCs qui exprime spécifiquement CD303
high

 et de faibles niveaux de CD4 (CD4
dim

) (Figure 

26). 

 

Figure 26 : Marquage des pDCs au sein de PBMCs : CD303
high

 et CD4
dim
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L‟IL-12 seule n‟induisait pas l‟expression des gènes IFN de type I sur les pDCs. Nous 

montrons donc, sous stimulation IL-12, qu‟un crosstalk entre la pDCs et le LyT CD4
+
 est 

nécessaire afin d‟induire les gènes IFN de type I. Cette signature IFN de type I est liée à un 

facteur soluble présent dans le surnageant de LyT CD4
+
 stimulés par l‟IL-12. Cette signature 

est IFN de type I dépendante car inhibée par l‟utilisation d‟anti-IFNAR. Afin d‟identifier ce 

facteur soluble, une approche LUMINEX à partir des surnageants de lymphocytes CD4
+
 

stimulés ou non par l‟IL-12 est en cours. 

Cette étude rapporte que l‟IL-12 induit spécifiquement l‟IFN de type I par interaction 

entre 2 partenaires cellulaires, les LyT CD4
+
 et pDCs. Ces résultats pourraient expliquer 

l‟implication des polymorphismes de STAT4 dans les maladies auto-immunes (MAI) IFN de 

type I dépendantes. Ces résultats suggèrent également que les MAI dépendantes des IFN de 

type I et II ne s‟opposent pas. Elles seraient seulement le Yin et le Yang d‟un facteur 

d‟activation commun, STAT4, capable d‟induire les IFNs de type I et II. 
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ABSTRACT 

Background  

STAT4 is a transcription factor (TF) involved in TH1 polarization characterized by type II 

interferon (IFN) (or IFN- ) secretion, specifically activated after interleukin 12 (IL-12) 

binding on its receptor. Polymorphisms of STAT4 have been associated with rheumatoid 

arthritis in which IFN- is supposed to play a key role. Surprisingly, the same polymorphisms 

of STAT4 are also associated with primary Sjögren‟s syndrome (pSS) and systemic lupus 

erythematosus (SLE), 2 diseases characterized by a type I (or IFN-  and IFN-β) signature. 

Moreover, a strong correlation between STAT4 and type I interferon-induced genes mRNA 

expression levels was found in pSS. The aim of this work was to elucidate the extent to which 

IL-12, a STAT4 activator, could be involved in the type I IFN signalling pathway.  

Subjects and Methods: 

CD4
+
 T cells (isolated with magnetic beads (Miltenyi procedure) or cells sorting (MoFlo 

cytometer) from healthy controls were activated with anti-CD3/anti-CD28 +/- IL-12. At the 

end of culture, supernatants were collected and CD4
+
 T cells mRNA extractions were 

performed. CD4
+
 T cells and plasmacytoid dendritic cells (pDCs) were cultured with 

supernatants from CD4
+
 T cells cultured under various conditions. IFIT-1, IFITM1, PKR 

mRNA expression, reflecting type I IFN signature, and actin mRNA expression were 

analysed by qPCR. 

 

Results: 

An up-regulation of type I IFN-induced genes after IL-12 stimulation was observed 

exclusively when CD4
+
T cells were isolated with magnetic beads: IFIT-1 (n=13) (p=0.0007), 

IFITM1 (n=6) (p=0.06) and PKR (n=6) (p=0.035). Highly purified FACS sorted-CD4
+
T cells 
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did not show any type I IFN signature in the same culture conditions suggesting that a CD4
+
 

cellular partner was excluded by FACS sorting. This cellular partner was demonstrated to be 

pDCs which express low level of CD4 (CD4
dim

). IL-12 alone did not induce a type I IFN 

signature on pDCs. We demonstrated that CD4
+
 T cells/pDCs crosstalk was necessary to 

induce such type I IFN signature after IL-12 stimulation of CD4
+
 T cells and that this 

induction was linked to a soluble factor contained in the supernatant of IL12-stimulated CD4
+
 

T cells.  

Conclusion: 

This report demonstrates that IL-12 specifically induces a type I IFN signature through a 

CD4
+
 T cells and pDCs crosstalk. These results could explain the implication of STAT4 

polymorphisms in type I IFN-dependent AIDs. Our data confirm that type I IFN- and type II 

IFN-mediated AIDs are not opposed. They may be only the yin and the yang of activation by 

IL-12 which can stimulate the 2 types of pathway. 
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INTRODUCTION 

Noteworthy progress has been made in the last decade regarding the understanding of auto-

immune diseases (AIDs) pathogeny. Systemic lupus erythematosus (SLE) and primary 

Sjögren‟s syndrome (pSS), two closely related AIDs, are remarkable by a similar type I 

interferon (IFN) signature observed either in peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) 

(Baechler, Batliwalla et al. 2003) or in the target of auto-immunity, i.e. minor salivary glands 

(SGs) in pSS (Hjelmervik, Petersen et al. 2005; Gottenberg, Cagnard et al. 2006) or kidney in 

SLE (Peterson, Huang et al. 2004). Moreover, shared genetic susceptibility factors in the type 

I IFN pathway have been identified for both diseases, such as interferon regulatory factor 5 

(IRF5), a gene implicated in type I IFN secretion after stimulation of innate immunity, and in 

type I IFN signal transduction. Conversely, rheumatoid arthritis (RA) is considered as a T 

TH1-mediated disease with a strong implication of IFN-gamma (IFN- ), the type II IFN (Lee, 

Lund et al. 2007; Remmers, Plenge et al. 2007).  

Signal transducer and activation of transcription 4 (STAT4) is the cornerstone transcription 

factor (TF) involved in TH1 polarization since STAT4
-/-

 deficient mice are not able to have 

TH1 cell differenciation (Kaplan, Sun et al. 1996; Thierfelder, van Deursen et al. 1996). 

STAT4 is the key TF involved in IFN-  secretion and the main activator of STAT4 is 

interleukin (IL)-12 cytokine. IL-12 signal transduction is mediated through IL-12 receptor 

(IL-12R) which is constituted of two chains – IL-12Rβ1 and IL-12Rβ2 (Presky, Yang et al. 

1996). Action of IL-12 is highly mediated by IL-12 receptor β2 subunit (Szabo, Dighe et al. 

1997). After fixation of IL-12 on its receptor, the activation of Janus kinase induces a tyrosine 

phosphorylation of STAT4 and STAT4/STAT4 homodimers formation. These homodimers 

then translocate from cytoplasm to nucleus and enhance IFN-  transcription through their 

DNA binding in the promoter region of the human IFN-  gene (Xu, Sun et al. 1996). Thus it 

is not surprising that STAT4 polymorphism is associated with RA, a classically T TH1-
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mediated disease. But unexpectedly, a genetic association with STAT4 is also found in SLE or 

pSS, both diseases being not usually considered as TH1-mediated.  

Until now, STAT4 phosphorylation was known to be mainly induced by IL-12. Nevertheless, 

some studies have shown that IFN- /β was also able to induce STAT4 phosphorylation in T 

cells (Rogge, D'Ambrosio et al. 1998; Farrar, Smith et al. 2000; Nguyen, Watford et al. 2002) 

and to further promote a TH1 phenotype and thus an IFN-  enhanced transcription. In a 

previous study demonstrating the association of the STAT4 rs7582694 polymorphism with 

pSS, we did not find any correlation between STAT4 polymorphism and STAT4 mRNA level 

but we demonstrated a strong correlation between STAT4 mRNA level and type I IFN-

induced genes (IFIT1, MX1 and PKR) mRNA levels which could suggest a possible direct 

role of STAT4 not only on type II IFN secretion but also on both type I IFN secretion and 

type I IFN-induced genes transcription. In order to test this hypothesis, we assessed the effect 

of IL-12 on CD4
+
 T cells in terms of type I IFN-induced genes. After IL12 stimulation, we 

observed in CD4
+
 T cells a reproducible IFN-  signature but that necessary involved a second 

cellular partner, the plasmacytoid dendritic cells (pDCs). This report provides a new insight 

on the interactions between IL12 and type I IFN, which could explain the implication of 

STAT4 in type I IFN-dependent AIDs.  
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MATERIEL AND METHODS 

Cell isolation 

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from healthy subjects were isolated by density-

gradient centrifugation. Non-CD4
+
 T cells were depleted by the immunomagnetic beads 

technique with Human CD4
+
 T Cell Isolation Kit II (negative and positive selection) 

(MiltenyiBiotec, Paris, France). Then, the CD4
+
 T cells enriched fraction was isolated with 

direct magnetic labelling with CD4 Microbeads. pDCs were selected with Diamond 

Plasmacytoid Dendritic Cell Isolation Kit (MiltenyiBiotec, Paris, France). CD4
+
 T cells were 

stained with CD3-FITC, CD4-APCH7, and pDCs were stained by HLA-DR-PE-Cy7 and 

CD303-PE (BD Biosciences, Le pont de Claix, France). Cells were analysed with BD 

FacsCanto
TM

 and data files were analysed using FlowJo software (Tree Star Inc, Ashland, 

OR).  The purity of these cells was always greater than 99%. 

A more stringent method of sorting was also used to purify CD4
+
 T cells: CD4

+
 T cells were 

enriched by negative selection using the Human CD4
+
 T Cell Isolation Kit II (MiltenyiBiotec, 

Paris, France). Then, cells were stained by lineage-negative (Lin-) after incubation with a 

cocktail of PE-labeled monoclonal antibody (mAb) against CD303, CD14, CD56, CD19 (BD 

Biosciences, Le pont de Claix, France) and then analyzed by a fluorescence-activated cell 

sorting (FACS) with MoFlo
®
 Flow Cytometer. The purity of CD4

+
 T cells was always greater 

than 99%. 

Cell culture 

First, isolated CD4
+
 T cells were activated with soluble anti-CD3 pure and soluble anti-CD28 

pure (MiltenyiBiotec, Paris, France) at 1µg/mL during 4 days. Recombinant human (rh) IL-12 

was added on day 2 during the fast-growth phase at 100ng/mL (PeproTech, Neuilly-sur-Seine, 

France). Alternative cytokine stimulations were performed with rhIFN-  2a (1000U/mL) 
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(Roche, Meylan, France), rhIL-2 (Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) 20U and 

100U/mL, rhIFN-  at 10ng/mL (Roche, Meylan, France). In some experiments, were added 

blocking anti-human IL-12Rβ2 at 100µg/mL (R&D systems, Lille, France), blocking anti-

human IFN-γ at 10µg/mL (R&D systems, Lille, France) and blocking anti-human IFN-  

receptor 1 (IFNAR1, 64G12 mAb) (25µg/mL), a mouse IgG1 that inhibits both binding and 

biological activity of all type-I IFN tested, as described previously
(Eid, Langer et al. 2000)

. Cells 

were cultured at 2 x 10
5
 cells per 200µL in 96-wells plate at 37°C and 5% of CO2. Culture 

media were RPMI 1640 glutamaxGibco supplemented with 10% SVF (Dutscher, Brumath, 

France), penicillin (100 U/mL), streptomycin (100μg/mL), buffer HEPES 10mM, pyruvate of 

sodium 1mM and amino acids (Invitrogen, France). Supernatant were collected at the end of 

culture and frozen at -80°C and cells were lysed for mRNA extraction.  

Sorted CD4
+
 T cells were cultivated as described before, supernatants were collected and cells 

were lysed for mRNA extraction. 

Plasmacytoids dendritic cells were cultivated with CD4
+
 T cells supernatant overnight at 3 x 

10
4
 cells per 100µL in 96-wells plate at 37°C and 5% of CO2. Then cells were lysed for 

mRNA expression of IFIT-1, PKR and IFITM1. 

Real-time PCR and reverse transcriptase RT-PCR 

Total RNA was isolated from cells with use of the RNeasy Mini kit (Qiagen, Courtaboeuf, 

France). cDNA synthesis was performed with the Enhanced Avian HS RT-PCR kit (Sigma-

Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France). 

IFIT-1, PKR, IFITM-1, known to be highly and specifically induced by IFN type I (Niewold, 

Hua et al. 2007), and -actin cDNA levels were analyzed by the use of LightCyclerFastStart 

DNA Master SYBR Green I (Roche Diagnostics, Meylan, France) in using Light Cycler 

based kinetic quantitative RT-PCR  (Roche Diagnostics, Meylan, France). Amplification 
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involved the following primers : IFIT-1, (forward) 5‟- CTC CTT GGG TTC GTC TAC AAA 

TTG -3‟and (reverse) 5‟-AGT CAG CAG CCA GTC TCA G -3‟ ; PKR, (forward) 5‟-  CGA 

TAC ATG AGC CCA GAA CA -3‟ and (reverse) 5‟- GTT TCA AAA GCA GTG TCA CA -

3‟ ; IFITM-1, (forward) 5‟- CCT GTC ACT GGT ATT CGG CTC T -3‟ and (reverse) 5‟- 

CAG GCT ATG GGC GGC TAC -3‟ ; -actin, (forward) 5'-GCT GTG CTA CGT CGC 

CCT-3' and (reverse) 5'-AAG GTA GTT TGG TGG ATG CC-3'. Each sample was processed 

in duplicate, with initial incubation at 96°C for 10 minutes, and thermal conditions followed 

40 cycles of 95°C for 10 seconds, adapted TM for 10 seconds, and 72°C for 10 seconds. 

Variations in mRNA recovery and reverse transcription yield were normalized to that of β-

actin. 

Effects of CD4
+ 

T cells supernatant activity on type I IFN-induced genes in CD4
+ 

T cells 

and pDCs 

Sorted pure CD4
+
 T cells were activated during 4 days with anti-CD3 and anti-CD28 at 

1µg/mL.rhIL-12 (100ng/mL) was added or not at 48H. At the end of culture, supernatants 

were collected and conserved at -20°C. pDCs from healthy patients were isolated with 

Diamond Plasmacytoid Dendritic Cell Isolation Kit and incubated overnight at 3 x 10
5
 cells 

with 100 µL T CD4
+
 cells supernatants stimulated or not with rhIL-12. For each of these 

conditions, controls were realised: +/- anti-IFNAR1, +/- anti-IFN- , +/- IgG1 and medium 

only. At the end of culture, total RNA was isolated from pDCs and type I IFN-induced genes 

were analysed by PCR (IFIT-1, IFITM-1, PKR). 

Kinetic of STAT phosphorylation and western blots 

CD4
+
 T cells were activated with anti-CD3/anti-CD28 during 48H and stimulated or not by 

IL-12 during 10 minutes. An anti-human IL-12Rβ2 (R&D systems, Lille, France) was used as 

negative control of STAT4 phosphorylation and was incubated 30 minutes before IL-12 
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addition. Then, cells were lysed in 50µL of lyses buffer [4% SDS, 20% glycerol, 10% β2-

mercaptoethanol and 0.125M TrisHCl] and were heated 5 minutes at 95°C. Cell disruption 

was obtained by sonication and protein extracts were conserved at -20°C. 

Protein extracts were quantified with Bradford dosage. Then, Leammli [4% SDS, 20% 

glycerol, 10% β2-mercaptoethanol, 0.004% bromphenol blue and 0.125M TrisHCl] was 

added to each sample, separated by 7.5% SDS-PAGE and transferred to a nitrocellulose 

membrane. Next, transferred membranes were saturated with 5% non fat milk during 1H. 

Anti-phospho STAT4 (cell signalling, Saint Quentin en Yvelines, France) were analysed. 

Antibody was diluted in Tris-buffered saline and 0.1% Tween 20 buffer supplemented with 

5% non fat milk and added to the membranes for 1 h 30 min at room temperature or overnight 

at 4° C followed by incubation with the appropriate peroxidase-conjugated secondary 

antibodies for 45 min at room temperature. All proteins were detected with ECL Plus 

detection reagents (Amersham Biosciences Corp., Piscataway, NJ) and visualized by 

chemiluminescence.  

 

Ethical principles 

Human lymphocytes were isolated from anonymous healthy blood donors and provided by 

the EtablissementFrançais du Sang (EFS), Hôpital S
t
 Louis, Paris, France, in the setting of an 

agreement signed between the EFS, Hôpital S
t
 Louis and INSERM. Informed consents were 

obtained from the donors by the EFS, Hôpital S
t
 Louis. 
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RESULTS 

IL-12 induces a type I IFN signature in CD4
+
 T cells 

rhIL-12, introduced after 2 days of stimulation with anti-CD3/anti-CD28 to allow IL-12Rβ2 

expression to the membrane, induced an increased expression of type I IFN-induced genes 

mRNA levels in CD4
+
 T cells: IFIT-1 (n=12) (p=0.0005), IFITM1 (n=11) (p=0.032) and PKR 

(n=6) (p=0.0038) (Figure 1). Anti-human IFNAR1 addition to the cell culture, before the 

addition of rhIL-12, blocked IFIT-1, PKR and IFITM1 mRNA up-regulation, demonstrating 

that rhIL-12 was able to induce a characteristic type I IFN signature on CD4
+
 T cells in a type 

I IFN dependant manner. Anti-IFN-  antibodies did not have any effect in CD4
+
 T cells 

culture on the type I IFN signature (data not shown). As expected, rh-IL-12 induced a specific 

phosphorylation of Stat4 (Figure 2) 

Type I IFN signature in CD4
+
 T cells is specifically induced by IL-12 

In order to assess the specificity of this type I IFN signature induced by rhIL-12 in CD4
+
 T 

cells, cells were cultured as described in the previous experiments but rhIL-12 was substituted 

with other cytokines. Neither rhIL-2 at two different concentrations (20U/mL and 100U/mL), 

nor rhIFN- at 10ng/mL added to CD4
+
 T cells culture was able to up-regulate IFIT-1, 

IFITM1 and PKR mRNA expression (Figure 3). These results suggest that the type I IFN 

signature in CD4
+
 T cells was specifically induced by IL-12. 

IL12 does not induce a type I IFN signature in highly purified sorted CD4
+
 T cells 

Due to the Miltenyi procedure using a positive selection with CD4
+
 magnetic microbeads, we 

could not rule out the presence of another CD4
+
 cell type contributing to the observed results. 

In this respect, we aimed to replicate the previous results on highly purified CD4
+
 T cells. We 

thus repeated the previous experiments on FACS sorted CD4
+
 T cells. Similar cell-culture 

conditions were used. rhIL-12 was no longer able to induce IFIT-1, IFITM1 and PKR mRNA 
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up-regulation on FACS sorted CD4
+
 T cells (Figure 4). Nevertheless, if highly purified sorted 

CD4
+
 T cells were stimulated with supernatants from magnetic beads-isolated and rhIL12-

stimulated CD4
+
 T cells, the type I IFN signature was recovered (Figure 5). Very 

interestingly, anti-human IFNAR1 was able to suppress this effect of the supernatants 

suggesting that this effect was type I IFN dependant.  

Il-12 induces a cross-talk between CD4
+
 T cells and pDCs 

Thus, we made the hypothesis of the presence of contaminating cells in the magnetic beads-

isolated CD4
+
 T cells which could be necessary for this action of rhIL-12. As this action is 

type 1 IFN-dependant and as plasmacytoid dendritic cells (pDCs) express CD4 at a low 

levels, the first hypothesis was the presence of contaminating pDCs, the professional producer 

of IFN- /β(Perussia, Fanning et al. 1985; Siegal, Kadowaki et al. 1999). Miltenyi procedure 

using CD4
+
 microbeads was thus able to co-select few pDCs together with CD4

+
 T cells. 

Contrarily, FACS sorting was able to exclude this residual cellular fraction with a specific 

CD303
+
Ab (highly expressed on pDC) and permitted to have a very high purified fraction of 

CD4
+
 T cells. 

FACS sorted CD4
+
 T cells were stimulated for 2 days with soluble anti-CD3/anti-CD28 and 

rhIL-12 was further added – or not – at 48H, as previously described. Supernatants of these 

cell cultures were harvested and added overnight on isolated pDCs. Noticeably, only 

conditions using supernatants from rhIL-12 stimulated CD4
+
 T cells were able to induce an 

up-regulation of IFIT-1, IFITM1 and PKR mRNA in pDCs (Figure 6). This up-regulation 

observed in pDCs was strikingly decreased in presence of anti-human IFNAR1. These data 

demonstrated that one or more soluble factors, specifically secreted after IL-12 stimulation of 

CD4
+
 T cells, were able to induce a type I IFN signature on pDCs. IFN-  was not involved in 

this process since anti-IFN-  did not abolish the signature. Conversely, a crucial step of such 
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induction involved type I IFN itself since anti-human IFNAR1 inhibits IFIT-1, IFITM1 and 

PKR mRNA up-regulation in pDCs.  

 rhIL-12 has no direct action on pDCs  

To assess whether pDCs were able to directly facilitate effective type I IFN response, we 

evaluated the effect on pDCs of rhIL-12 and other various cytokines potentially induced by 

IL-12 stimulated CD4
+
 T-cells. Cells were cultured overnight in medium only or with two 

different concentrations of IL-2 (20U/mL and 100U/mL), IFNγ at 10ng/mL, rhIL-12 at 

100ng/mL or IL-12 at 100ng/mL + IFN- 10ng/mL. Positive control was performed with 

CpG-A (specific stimulating of Toll like receptor 9) at 25µg/mL. No induction of IFIT-1, 

IFITM1 and PKR transcript was observed with these different stimulations (Figure 7).  Thus 

induction of type I IFN by rhIL12 was not due to a direct effect on pDCs. 

 



143 

 

DISCUSSION 

The data presented in this report demonstrate that rhIL-12 specifically induced a type I IFN 

signature through a CD4
+
 T cells and pDCs crosstalk.  

We observed a reproducible type I IFN signature on magnetic beads-isolated CD4
+
 T cells, 

specifically induced by rhIL-12. Interestingly, neither IL-2 nor IFN- was able to induce a 

similar signature on CD4
+
 T cells. To confirm this capacity of magnetic beads-isolated CD4

+
 

T cells to induce a type I IFN signature, pure CD4
+
 cell lines would have been interesting to 

study but unfortunately, neither Jurkat nor MOLT-4 express the IL-12R Thus we 

performed further experiments on highly purified FACS sorted CD4
+
 T cells. Fruitless, IFIT-

1, IFITM1 and PKR transcripts were not induced by IL-12 in these highly purified CD4
+
 T 

cells. Thus, apart from the CD4
+
 T cells population isolated with magnetic beads, another 

CD4
+
 cellular partner was suspected to be co-selected. The alternative method of cell sorting 

allowed excluding CD303
+
 cells and selecting specifically CD4

+ 
cells. pDCs were good 

candidates for two reasons: i. these cells express low levels of membranous CD4, ii. pDCs are 

the professional producer of IFN- /β (Perussia, Fanning et al. 1985; Siegal, Kadowaki et al. 

1999). Interestingly, neither IL-12, nor IL-12 induced cytokines (IFN-  or IL-2) lead to the 

type I IFN signature in pure isolated pDCs. The type I IFN signature was restored by 

supernatants from highly purified sorted CD4
+
 T cells stimulated by rhIL-12 and further 

transposed to CD4
+
 T cells isolated with magnetic beads or to isolated pDCs. These latest 

results suggested that action of IL-12 needs CD4
+
 T cells but also pDCs. It also demonstrated 

that the crosstalk between CD4
+
 T cells and pDCs went through a soluble factor secreted by 

CD4
+
 T cells in the presence of IL-12 which in turn was able to induce a type I IFN signature 

on sorted CD4
+
 T cells and/or pDCs.  
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Type I IFN is a crucial actor of this crosstalk between CD4
+
 T cells and pDC since anti-

IFNAR abolished the phenomenon. Type I IFN is produced by pDCs after priming of this cell 

by one or more soluble factors secreted by IL-12-stimulated CD4
+
 T cells. The nature of this 

soluble factor secreted by IL-12-stimulated CD4
+
 T cells remains unknown. IFN-  is not 

involved in this process since anti-IFN-  did not abolish the effect. Likewise, it is not the 

association of Il-12 and IFN-  since this association did not induce any type 1 IFN signature 

on purified pDC.  

The proposed mechanism connecting TH1 stimulation and type 1 IFN production represents a 

novel example of crosstalk involving pDC. Recently, other types of crosstalks with pDCs 

resulting in IFN-  production have been described which could play a role in AID. NK cells 

may activate pDC through both a soluble factor, MIP-1, and direct contact involving LFA-1 

(Hagberg, Berggren et al.). Likewise, B lymphocytes may also directly enhance the type 1 

IFN production by pDC (Ronnblaum, ACR 2011, abstract N°2496). In both conditions, pDC 

priming by TLR agonists or immune complexes was necessary to observe an IFN-  

production after NK cells or B cells crosstalk. Interestingly, in the crosstalk with CD4
+
 T cells 

described herein, no priming of pDC was necessary. 

The observed type I IFN signature resulting from CD4
+
 T cells and pDCs crosstalk was IL-12 

dependant. It was tempting to hypothesize that such “specificity” relied on STAT4 which is 

the sole TF recruited after IL-12 engagement on its receptor. As expected, we confirmed that 

IL12 stimulation of magnetic bead-isolated or highly purified FACS sorted CD4
+
 T cells 

induced STAT4 phosphorylation. In this respect, these results shed light on the previously 

questioning genetic associations between STAT4 polymorphisms and type I IFN dependent 

AIDs. Indeed, if STAT4 polymorphisms association with RA, a classically TH1-mediated 

disease, is not surprising, it was much more puzzling to understand such association with type 

1 IFN-driven AIDs like SLE and pSS. GWAS technology has led to the clear identification of 
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a type I IFN signature in both SLE and pSS either in PBMCs (Baechler, Batliwalla et al. 

2003; Crow, Kirou et al. 2003; Han, Chen et al. 2003; Bave, Nordmark et al. 2005) or in the 

target organ of autoimmunity, i.e. kidney in SLE (Peterson, Huang et al. 2004) or minor 

salivary glands (mSGs) in pSS (Hjelmervik, Petersen et al. 2005; Gottenberg, Cagnard et al. 

2006) with presence of pDCs within salivary gland biopsy samples from pSS patients but 

never from controls (Gottenberg, Cagnard et al. 2006)  

IL-12 is mainly secreted by monocytes, macrophages and conventional dendritic cells (cDCs). 

Interestingly, IL-12 transgenic mice develop abnormalities strikingly similar to those found in 

the salivary glands (McGrath-Morrow, Laube et al. 2006; Vosters, Landek-Salgado et al. 

2009) and in the lungs
24

 from patients with pSS. Monocytes and cDCs from these pSS 

patients are activated, for example they secrete more BAFF after IFN-γ stimulation (Lavie 

2008, Yashimoto 2011). IL-12, secreted by these activated macrophages and cDCs can 

activate CD4
+
 T cells, which are present in the salivary gland infiltrate, for secreting factors 

involved in the crosstalk with pDC resulting in type I production.  

We can thus propose that in a genetically predisposed subject, functional polymorphisms of 

STAT4 should induce or amplify the crosstalk between salivary gland infiltrating CD4
+
 T 

cells and resident pDCs leading to the characteristic type I IFN signature observed in pSS. 

Interestingly, there are no clear opposition between type I and type II IFN-mediated diseases. 

In pSS, T cells are majority in the labial salivary gland infiltrate and IFN-  is also 

overexpressed. Likewise, a subset of RA patients expresses a type I IFN signature. 

Unfortunately and despite intensive work in this field, the functional consequences of 

STAT4-associated polymorphisms are still unresolved in AIDs. If this point becomes 

elucidated in the future, this would reinforce the crucial role of STAT4 at the crossroad 

between type I and type II IFN pathways. 
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In conclusion, our data confirm that type I IFN- and type II IFN-mediated AID do not have to 

be opposed. They may be only the yin and the yang of activation by IL-12 which can 

stimulate the 2 types of pathway. 
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FIGURE LEGENDS 

 

Figure 1. 

IL-12 induces type I IFN genes in CD4
+
 T cells: () CD4

+
 T cells were activated with anti-

CD3 and anti-CD28 during 96H; () CD4
+
 T cells were activated with anti-CD3 and anti-

CD28 during 48H and rhIL-12 were further added for 48H; () CD4
+
 T cells were activated 

with anti-CD3 and anti-CD28 during 48H. At 48H, anti-IFNAR1 were incubated 30 minutes 

before the addition of rhIL-12 for 48H; () CD4
+
 T cells were activated with anti-CD3 and 

anti-CD28 48H and rhIFN- 2a were added for further 48H; () CD4
+
 T cells were activated 

with anti-CD3 and anti-CD28 during 48H. At 48H, anti-IFNAR1 was incubated 30 minutes 

before the addition of rhIFN- 2a for 48H..Data are as show mean ± SEM of 12 independent 

experiments.P < 0.0001, P < 0.001 and P < 0.05.compared with cells treated without 

IL-12 or without IFN- 2a, Wilcoxon matched-pairs. 

Figure 2. 

Effect of rhIL-12 on the STAT4 phosphorylation in CD4
+
 T cells. 

Lane 1: CD4
+
 T-cells ex vivo ; Lane 2 :  CD4

+
 T-cells activated with anti-CD3/anti-CD28 

during 48H ; Lane 3: CD4
+
 T-cells activated  with anti-CD3/anti-CD28 during 48H + anti-IL-

12Rβ2 Ab (30 minutes incubation) + IL-12 (15mn incubation) ; Lane 4: CD4
+
 T-cells 

activated with anti-CD3/anti-CD28 during 48h + IL-12 (15mn incubation) ; Lane 6: CD4
+
 T-

cells activated with anti-CD3/anti-CD28 during 48 + non relevant polyclonal IgG2a 

 

Figure 3. 

No effect of others cytokines on type I IFN-induced genes in CD4
+
 T cells. CD4

+
 T cells were 

activated during 96H with anti-CD3 and anti-CD28 (). Others cytokines were added at day 
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2. In presence of rhIL-2 at two different concentrations (20U/mL () and 100U/mL ()) and 

rh-IFN-  at 10ng/mL (), CD4
+
 T cells were not able to enhance the expression of IFIT-1 

mRNA (n=3). IFN- 2a was used as positive control (). Data are expressed as mean ± SEM 

of 3 independent experiments. 

 

Figure 4. 

No induction of type I IFN genes by IL-12 in CD4
+
 sorted T cells. In presence of rhIL-12, 

CD4
+
 T cells were not able to enhance the expression of IFIT-1 mRNA. () CD4

+
 T cells 

were activated with anti-CD3 and anti-CD28 during 96H; () CD4
+
 T cells were activated 

with anti-CD3 and anti-CD28 during 48H and rhIL-12 were added for further 48H; () CD4
+
 

T cells were activated with anti-CD3 and anti-CD28 during 48H. At 48H, anti-IFNAR1 were 

incubated 30 minutes before the addition of rhIL-12 for 48H; () CD4
+
 T cells were 

activated with anti-CD3 and anti-CD28 48H and rhIFN- 2a were added for further 48H; () 

CD4
+
 T cells were activated with anti-CD3 and anti-CD28 during 48H. At 48H, anti-IFNAR1 

was incubated 30 minutes before the addition of rhIFN- 2a for 48H. Data are expressed as 

mean ± SEM of 3 independent experiments, Wilcoxon matched-pairs. 

 

Figure 5. 

Supernatants activity from CD4
+
 Miltenyi isolated T cells on CD4

+
 FACS sorted T cells. 

CD4
+
 FACS sorted T cells were incubated with supernatants from CD4

+
 Miltenyi isolated T 

cells during 4H. Alternatively, anti-human IFNAR1 was incubated 30 minutes with CD4
+
 

FACS sorted T cells before any contact with supernatants from CD4
+
 Miltenyi isolated T 

cells. IFN-α was used as positive control. After 4H, cells were lysed and mRNA expression of 
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type I IFN induced genes was analysed by qPCR. Data are expressed as mean ± SEM of 5 

independent experiments.
 
P < 0.0001. Wilcoxon matched-pairs. 

 

Figure 6. 

Dominant type I IFN-induced genes transcription in pDCs after contact with supernantants of 

CD4
+
 T cells sorted. CD4

+
 T cells sorted incubated overnight with supernatant from CD4

+
 T 

cells activated; from CD4
+
 T cells activated and stimulated with rhIL-12; or from  CD4

+
 T 

cells activated and stimulated with rhIL-12 in presence of anti-IFNAR1. Three independent 

experiments were performed (n=6).  

 

Figure 7. 

Action of different TH1 cytokines on pDCs. 

pDCs were cultured overnight in medium only (), with IL-2 at 20U/mL (), with IL-2 at 

100U/mL (), with IFNγ at 10ng/mL (), with IL-12 at 100ng/mL (), with CpG-A at 

25µg/mL (). Data are expressed as mean ± SEM of 3 independent experiments. 
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Figure 2. 
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Figure 3. 
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Figure 4. 
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Figure 5. 

  

0

2

4

6

8

SN CD4+ T cells

Medium

SN CD4+ T cells

+ IL-12

+ Anti-IFNAR1

SN CD4+ T cells

+ IL-12

R
a
ti

o
 T

Y
P

E
 I
 S

IG
N

A
T

U
R

E
/A

C
T

IN





155 

 

  

Figure 6. 
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Figure 7.  



  

 

 

 

Figure 8. Proposing model of the activation of type I IFN-induced genes by IL-12 toward 

STAT4 by crosstalk between plasmacytoid dendritic cells and CD4
+
 T cells 
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4. DISCUSSION ET PERSPECTIVES 

Ce travail de thèse avait pour objectif l‟identification de facteurs de prédisposition 

génétique associés au SSp. Après démonstration de ces associations, nous avons mené un 

travail complémentaire afin de comprendre les conséquences fonctionnelles de ces variants 

associés au SSp.  

Les approches de génétique et les études fonctionnnelles ont été possibles grâce à la 

recherche d‟interface menée par le service de Rhumatologie de l‟hôpital Bicêtre, centre 

national de référence du Sjögren qui a permis la mise en place d‟une banque de plus de 350 

ADN. Parallèlement, sous l‟impulsion du Pr Xavier Mariette, une cohorte prospective 

multicentrique Française (ASSESS) a été établie avec pour objectif de mieux définir les 

atteintes systémiques du SSp. Une biobanque est également adossée à cette cohorte qui est la 

plus grande au plan international à ce jour avec plus de 400 ARNm/ADN de patients. 

L‟ensemble des patients inclus dans les études décrites dans ce travail de thèse ont un 

syndrome de Sjögren répondant aux critères “du groupe de consensus Européano-américain” 

qui exigent la présence d‟une anomalie immunologique objective (Vitali, Bombardieri et al. 

2002) (Chapitre 1.1.2, Figure 4). Le phénotype des patients est donc établi de façon précise 

sur la présence d‟un infiltrat inflammatoire nodulaire, c‟est à dire de grade supérieur ou égal à 

3 de Chisholm sur la biopsie de glandes salivaires accéssoires et/ou présence d‟auto-anticorps 

anti-SSA ou ant-SSB.  

Ce travail de thèse a permis de confirmer l‟association de 2 gènes au SSp – les 2 

facteurs génétiques les plus importants après le MHC – et de mieux comprendre les 

conséquences fonctionnelles des polymorphismes associés. Les liens entre la fonction de ces 

gènes et la signature IFN de type I ont ainsi été mieux précisés. 
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Le facteur de régulation de l‟IFN 5 (IRF5) est un facteur de transcription impliqué 

dans l‟induction de l‟IFN de type I (Barnes, Moore et al. 2001). Le gène d‟IRF5 est très 

associé dans les maladies auto-immunes, tel que le lupus, la sclérodermie, la maladie de 

Crohn.  

Nous avons montré au cours de cette première partie que le polymorphisme 

d‟insertion délétion (Indel) CGGGG d‟IRF5 était un facteur de prédisposition au SSp et était 

fonctionnel. L‟association de ce polymorphisme a été confirmé par Nordmark et al. à la 

susceptibilité du SSp mais ces travaux ne rapportaient pas de fonctionnalité de ce 

polymorphisme (Nordmark, Kristjansdottir et al. 2009).  

En effet, l‟allèle à risque CGGGG (4 répétitions) était plus fréquent chez les patients 

(77%)  que chez les témoins (63%) (P = 6.6 x 10
-6

) soit un OR de 2 ce qui est élevé pour un 

facteur génétique impliqué dans une maladie multifactorielle comme le syndrome de Sjögren. 

Cette forte association d‟IRF5 était indépendante des profils de sécrétion des anticorps anti-

SSA et anti-SSB. De même, l‟Indel d‟IRF5 n‟a pas été spécifiquement associé avec les 

caractéristiques clinico-biologiques de la maladie : signes systémiques (p=0,17), présence de 

cryoglobuline (p=0,36) ou quantification des gammaglobulines (p=0,63).  

Nous avons ensuite cherché à mettre en évidence une relevance fonctionnelle de ce 

polymorphisme CGGGG localisé dans le promoteur d‟IRF5. En effet, lorsque l‟expression de 

l‟ARNm d‟IRF5 issu de PBMCs de patients était analysée en fonction des génotypes de 

l‟allèle à risque CGGGG d‟IRF5, une différence significative entre les différents génotypes de 

ce polymorphisme était mise en évidence avec une expression plus importante de l‟ARNm 

d‟IRF5 pour le génotype à risque homozygote 4R (p = 0,0004). 

D‟autre part, à l‟état basal, l‟expression de l‟ARNm d‟IRF5 n‟était pas 

significativement différente dans les cellules épithéliales de glandes salivaires provenant de 

patients avec SSp en fonction des différents génotypes du polymorphisme CGGGG d‟IRF5. 
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Néanmoins, cette différence d‟expression de l‟ARNm d‟IRF5 était démasquée  après infection 

des cellules épithéliales de glandes salivaires par Réovirus. 

L‟allèle à risque d‟IRF5 n‟était retrouvé ni associé aux taux d‟IFN de type I dans le 

sérum des patients ni à l‟expression des gènes IFN de type I. Néanmoins, l‟expression de 

l‟ARNm d‟IRF5 était retrouvée corrélée avec l‟ARNm des gènes IFN de type I tel qu‟IFITM1 

et Mx1.  

Ces résultats imposent certains commentaires : 

La détection des IFNs de type  I dans le sérum est difficile. L‟utilisation des tests Elisa pour 

leur détection n‟est pas encore très fiable en raison du grand nombre de sous-types 

d‟IFN-  existants et de la possibilité de détecter par ELISA seulement certains d‟entre 

eux. Ce test ELISA manque donc de sensibilité. Cette technique est peu utilisée dans les 

approches fondamentales. La méthode la plus efficace pour montrer la présence d‟IFN-

 est indirecte et passe par l‟analyse des gènes IFNs de type I induits tels que Mx1, 

IFIT-1, IFITM1, PKR. 

L‟IFN de type I peut être activé par d‟autres voies de signalisation, tel que IRF3 ou IRF7 

rendant complexe l‟association directe d‟IRF5 avec le taux sérique d‟IFN de type I chez 

les patients Sjögren. 

Ces résultats mettent en évidence pour la première fois la fonctionnalité de ce 

polymorphisme dans le syndrome de Sjögren. Ces données fonctionnelles portant sur des 

patients ayant un SSp pouvaient être expliquées exclusivement par la présence pour l‟allèle à 

risque d‟un site supplémentaire de fixation du facteur de transcription Sp1 comme montré par 

Sidgurson : 3R = 2 sites de fixation pour Sp1 ; 4R = 3 sites de   fixation de Sp1. 

Cependant, nous avions remarqué au sein des bases de données publiques que la 

séquence comportant la répétition CGGGG était située dans un ilôt CpG. Nous nous sommes 
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donc demandé si une augmentation d‟expression de l‟ARNm d‟IRF5, expliquée en premier 

lieu par le site Sp1 additif, ne pouvait pas également s‟expliquer par une dérégulation 

épigénétique dans le SSp au niveau de cette séquence. Des mécanismes similaires de 

déméthylation de l‟ADN conduisant à une surexpression de CD40L et de CD70 ont été 

démontrés dans le lupus (Lu, Wu et al. 2005; Lu, Wu et al. 2007). 

De plus, la fixation de Sp1 est sensible à la méthylation (Sigurdsson, Goring et al. 

2008) permettant ainsi d‟argumenter la possibilité d‟une méthylation spécifique sur le 

nucléotide C de l‟allèle à risque, renforçant l‟hypothèse d‟une potentielle interaction entre 

susceptibilité génétique et dérégulation épigénétique. L‟Indel CGGGG a la caractéristique 

d‟être une GC box, pouvant rendre cette région tout particulièrement sensible à la 

méthylation. Le promoteur d‟IRF5 était donc un bon candidat pour analyser sa sensibilité à la 

méthylation d‟autant plus que la méthylation pourrait jouer un rôle primordial en modulant la 

fixation des facteurs de transcription Sp1. 

D‟autre part, une étude dans les cancers gastriques a récemment mis en évidence que 

les gènes IRF4, IRF5 et IRF8 étaient sous exprimés dans des lignées cellulaires de cancer 

gastrique par hyperméthylation. En effet, lorsque ces lignées étaient cultivées en présence 

d‟un agent déméthylant (5-déoxy-Cytidine), une restauration de l‟induction d‟IRF5 était 

constatée. De plus, l‟analyse de la méthylation du promoteur d‟IRF5 permettait de mettre en 

évidence un fort pourcentage de méthylation (>80%) dans les lignées cancéreuses MKN28 et 

MKN74 (Yamashita, Toyota et al.). 

L‟analyse de la méthylation de la région CGGGG et ATG d‟IRF5 dans les PBMCs de 

SSp ainsi que dans différentes sous population de PBMCs de témoins était retrouvée très 

basse (<15%). Ces résultats ne permettent donc pas d‟incriminer une dérégulation 

épigénétique d‟IRF5 dans le SSp. L‟augmentation de l‟expression de l‟ARNm d‟IRF5 chez 
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les malades semble être uniquement attribuable au polymorphisme 4R plus fréquent chez les 

malades.  

Une approche similaire a été proposée dans la maladie de Crohn, maladie 

inflammatoire pour laquelle ce même polymorphisme CGGGG est associé. En effet, Balasa et 

al. ont étudié la méthylation de la région CGGGG du promoteur d‟IRF5 dans des PBMCs de 

patients atteints de la maladie de Crohn montrant ainsi que le niveau de méthylation de cette 

région était similaire à ceux que nous avons trouvé dans différentes sous populations de 

PBMCs (Balasa, Gathungu et al.). Ainsi il n‟existe pas de dérégulation épigénétique d‟IRF5 

ni dans le SSp ni dans la maladie de Crohn. 

Ce résultat négatif n‟exclut pas que le gène d‟IRF5 soit régulé par d‟autres 

mécanismes épigénétiques comme les Micro-ARN ou l‟acéthylation des histones. 

Récemment, des études ont pu montrer une baisse de l‟expression du Micro-ARN 146a (Tang, 

Luo et al. 2009) dans les PBMCs de patients lupiques. La transfection du Micro-ARN 146a 

dans des lignées cellulaires 293T permettait de mettre en évidence une réduction importante 

de l‟expression d‟IRF5 (Tang, Luo et al. 2009). Ce Micro-ARN pourrait être un régulateur 

négatif d‟IRF5 mais son rôle dans le SSp n‟a jamais été étudié.  

Les technologies ayant évolué dans le domaine de l‟épigénétique, notre équipe est en 

train de mener une approche génome entier ou « méthylome » dans des lymphocytes T CD4
+
 

et lymphocytes B de patients ayant un syndrome de Sjögren de façon comparative à des 

témoins. Cette approche devrait ainsi nous permettre d‟identifier à grande échelle des gènes 

candidats sujet à une méthylation différentielle et donc de pouvoir orienter les futures 

stratégies de recherche dans le domaine de l‟épigénétique au cours du SSp. 

Nos résultats montrent et confirment une forte association du polymorphisme CGGGG 

d‟IRF5 dans la pathogénèse du syndrome de Sjögren permettant d‟ouvrir de nouvelles voies 

d‟investigations. Notamment, une stimulation de l‟immunité innée par des agents pathogènes 
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dans les glandes salivaires de patients Sjögren, via l‟activation d‟IRF5, pourrait être un 

inducteur important de la production d‟IFN de type I. 

Récemment, un autre gène a également été très associé aux maladies auto-immunes. Il 

s‟agit du gène de STAT4 (signal de transduction et d‟activation de la transcription 4). STAT4 

est impliqué dans la production d‟IFN de type II et dans la polarisation TH1 des lymphocytes 

T.  

Une association de STAT4 avec le SSp avait été montrée précédemment dans des 

populations Nord Européenne (Norvège et Suède) (Nordmark, Kristjansdottir et al. 2009) 

ainsi que dans une population d‟Amérique du Nord (Korman, Alba et al. 2008). Une variation 

de la fréquence de l‟allèle mineur était présente chez les témoins, ceci probablement due à 

l‟ascendance géographique des populations : 22% en Suède, 23% en Norvège, 19 à 21% en 

Espagne, 17% en Grèce. C‟est la raison pour laquelle, du fait de ces variations importantes, il 

était important que nous confirmions ce résultat dans des populations d‟Europe de l‟ouest. 

Nous montrons que le polymorphisme rs7582694 de STAT4 est très associé au SSp. 

En effet, la fréquence de l‟allèle à risque C du rs7582694 est de 30% chez les SSp contre 20% 

chez les témoins (OR 1.57, IC 95% 1.27-1.93, P = 2.3 x 10
-5

). Le risque était plus élevé (OR 

2.47 (IC 95% 1.47-4.16, P = 6 x 10
-4

) lors de l‟analyse des porteurs homozygotes de l‟allèle à 

risque, suggérant un effet récessif de cet allèle C du rs7582694.  

Nous avons ensuite procédé à une analyse de l‟expression de l‟ARNm des 2 transcrits 

de STAT4 – STAT-  et STAT4-β – en fonction des différents génotypes du rs7582694 dans les 

PBMCs de 30 patients. Le transcrit STAT4-β est retrouvé 10 fois moins exprimé que le 

transcrit STAT4-  Aucun des transcrits ne présente de différences significative d‟expression 

en fonction des génotypes de rs7582694. 
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Le gène de STAT4 est positionné sur le chromosome 2 (2q32.3) en juxtaposition du 

gène de STAT1 (2q32.2). Des blocks d‟haplotypes ont récemment été décris dont 3 se trouvent 

sur STAT4, 1 dans la région intergénique STAT1/STAT4, et 2 dans le gène de STAT1 (Abelson, 

Delgado-Vega et al. 2009). Ces blocks d‟haplotype représentent des groupes de SNPs en 

déséquilibre de liaison (LD). Nous avons donc analysé l‟expression de l‟ARNm de STAT1 en 

fonction des génotypes du rs7582694 de STAT4 et mis en évidence que ce SNP n‟est pas 

associé à une expression différentielle de l‟ARNm de STAT1 suggérant que le rs7582694 n‟est 

pas en LD avec un SNP fonctionnel du gène de STAT1. 

De manière intéressante mais inattendue, nous avons pu corréler l‟expression de 

l‟ARNm des gènes IFN de type I induit avec l‟ARNm de STAT4. En effet, l‟ARNm de STAT4 

est fortement corrélé avec IFITM1 (P = 8.6 x 10
-3

, r = 0.47), PKR (P = 4.2 x 10
-3

, r = 0.51) et 

Mx1 (P = 2 x 10
-4

, r = 0.63). Cette corrélation était analysée avec la forme alpha du transcrit 

de STAT4 qui se trouve être la forme majoritaire de la protéine. L‟expression des gènes de 

IFITM1, PKR, Mx1 et IFIT-1 a été formellement liée à la présence d‟IFN de type I (Kariuki, 

Kirou et al. 2009). Ce résultat était inattendu de par le fait que le syndrome de Sjögren est 

caractérisé comme une maladie auto-immune associée à l‟IFN de type I. Ce résultat ouvre 

donc de nouvelles perspectives suggérant l‟implication de STAT4 non seulement dans la 

production d‟IFN de type II mais également dans la voie IFN de type I. 

STAT4 est un facteur de transcription impliqué dans la voie de signalisation de l‟IFN 

de type II (IFN-γ) et dans la polarisation TH1 les lymphocytes T en présence d‟IL-12. 

Retrouver STAT4 associé à des maladies auto-immunes impliquant l‟IFN de type II comme la 

polyarthrite rhumatoïde ou la sclérose en plaque était dans une certaine mesure logique. Il 

était par contre beaucoup plus surprenant et intéressant de trouver une association génétique 

de STAT4 avec des maladies auto-immunes associés à l‟IFN de type I comme dans le LES ou 

le SSp. 
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A côté de l‟association génétique de STAT4 avec le SSp, mous avons également 

montré pour la première fois que l‟ARNm de STAT4 était fortement corrélé avec l‟ARNm de 

gènes IFN de type I comme PKR, IFITM1 et Mx1 dans des PBMCs de patients présentant un 

SSp, renforçant l‟hypothèse d‟une implication potentielle de STAT4 dans l‟induction d‟une 

signature IFN-  

Dans le but de résoudre cette hypothèse, nous avons choisi pour modèle d‟étude les 

lymphocytes T CD4
+
 du fait de phosphorylation spécifique de STAT4 dans ces cellules en 

réponse à l‟IL-12.  

Dans une première partie les lymphocytes T CD4
+
 étaient sélectionnés par billes 

magnétiques. La pureté de ces cellules était de 98-99%. Après une activation de 2 jours par 

anti-CD3/anti-CD28, permettant l‟expression de la sous unité fonctionnelle β2 de l‟IL-12R 

(IL-12Rβ2), l‟IL-12 était rajoutée ou non à la culture pendant 2 jours supplémentaires. A 

l‟issue de la culture, l‟expression des gènes IFN de type I (IFIT-1, IFITM1 et PKR) était 

analysée. De manière intéressante, les gènes IFN de type I sont retrouvés significativement 

augmentés dans la culture des lymphocytes T CD4
+
 activés et seulement dans la condition où 

l‟IL-12 était présente.  

Des contrôles étaient réalisés au cours de la culture : un contrôle positif avec l‟IFN-

2a permet d‟induire spécifiquement les gènes IFN de type I; un contrôle négatif avec un 

anti-IFNAR1 bloquant permettant de regarder si l‟induction des cytokines étaient sous la  

dépendance de l‟IFN- . Dans la condition où les lymphocytes T CD4
+
 étaient activés en 

présence d‟IL-12, l‟anti-IFNAR1 était capable d‟inhiber l‟induction des gènes IFN de type I. 

Le contrôle IFN-  permettait bien d‟induire les gènes IFN type I et était inhibé en présence 

d‟anti-IFNAR1. Cette expérience permettait d‟exclure l‟activation directe des gènes IFN de 

types I par STAT4 puisque l‟anti-IFNAR1 est capable d‟abroger la réponse d‟induction des 

gènes IFN de type I. 
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Afin de s‟assurer de la spécificité de l‟effet de l‟IL-12, en suivant le même schéma 

expérimental de culture, les lymphocytes T CD4
+
 était mis en présence de différentes 

cytokines : IL-2 à 2 concentrations différentes (20 et 100U/mL), et IFN-γ. Aucune de ces 

cytokines n‟étaient capables d‟induire une signature IFN de type I. L‟effet de l‟IL-12 dans les 

lymphocytes T CD4
+
 semble donc spécifique. 

 Afin de confirmer ces résultats, nous avons procédé à un tri cellulaire des 

lymphocytes T CD4
+
 par Facs. Les conditions expérimentales de culture étaient identiques à 

l‟expérience précédente. Sur 3 expériences indépendantes, il n‟a pas été possible de 

reproduire les résultats obtenus précédemment sur les lymphocytes T CD4
+
 sélectionnés par 

billes magnétiques. A l‟issue de cette expérience, nous avons émis l‟hypothèse qu‟un 

contaminant cellulaire (trié avec les T-CD4 avec les billes magnétiques) était responsable de 

cette signature IFN de type I.  

Le meilleurs candidat s‟est révélé être la cellule dendritique plasmacytoïde (pDCs). En 

effet, les pDCs sont les cellules professionnelles de la production d‟IFN de type I (Liu 2005). 

Les phénotypes des pDCs humaines sont : CD4
Dim

, CD45RA
+
, IL-3R (CD123)

+
, ILT3

+
, 

ILT1
-
,CD11c

-
, lineage

-
. Deux marqueurs additionnels sont spécifiques des pDCs issues du 

sang périphérique et de la moelle osseuse : BDCA2 (CD303)
+
 et BDCA4

+
 (Dzionek, Sohma 

et al. 2001). Le phénotype CD4
dim

 des pDCs permet de mettre en avant l‟hypothèse que les 

pDCs peuvent être capturées avec la méthode de billes magnétiques lors de la sélection des 

lymphocytes T CD4
+
. Les lymphocytes T CD4

+
 (après un pré-enrichissement) étaient 

sélectionnés spécifiquement sur FACS trieur en réalisant un Line d‟exclusion imcorporant un 

CD303 afin d‟éliminer les pDCs résiduelles. 

Dans le but de comprendre une possible interaction entre les pDCs et les lymphocytes 

T CD4
+
, les lymphocytes T CD4

+
 étaient isolés par Facs trieur puis activés pendant 96H. A 

48H, l‟IL-12 était rajoutée ou non aux cultures. A la fin des cultures, le surnageant était 
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récolté. Dans un deuxième temps, nous avons procédé à une sélection des pDCs (pureté 

CD303
+
 > à 99%). Les pDCs étaient mises en contact avec les surnageants des différentes 

conditions de culture sur la nuit. A l‟issue de la culture, une analyse de l‟expression de 

l‟ARNm des gènes IFN de type I était réalisée sur les pDCs. De façon intéressante, seul le 

surnageant des lymphocytes T CD4
+
 cultivés en présence d‟IL-12 était capable d‟induire de 

manière importante les gènes IFN de type I induits. Cette induction était dramatiquement 

inhibée sous l‟action de l‟anti-IFNAR1. Nous avons ensuite testé l‟action de plusieurs 

cytokines afin de voir si elles avaient un effet identique sur la pDCs : IL-2 (20U et 100U/ml), 

IFN-γ, IL-12, CpG. Aucune de ces cytokines à part le CpG (contrôle positif de la production 

d‟IFN de type I) n‟étaient capables d‟induire une signature IFN de type I sur les pDCs. Ce 

résultat suggère que : 

les pDCs sont les bonnes candidates dans la production d‟IFN de type I mais il faut un 

crosstalk entre les pDCs et les lymphocytes T CD4
+
 activés en présence d‟IL-12 pour 

induire cette signature IFN de type I.  

il n‟y a pas besoin d‟un contact cellulaire pour induire une réponse IFN de type I entre les 

pDCs et les lymphocytes T CD4
+
 puisque le surnageant seul des lymphocytes activés en 

présence d‟IL-12 est capable d‟induire une signature IFN de type I. 

l‟IL-12 n‟est pas capable d‟induire directement les gènes IFNs de type I sur les pDCs. 

la (ou les) cytokine produite par les lymphocytes après activation par l‟IL12 est capable 

d‟activer les pDCs pour induire une signature IFN de type I n‟est pas l‟IFN-  (résultats 

préliminaires) et reste encore non identifiée.  
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Figure 25 : Proposition de la signalisation de l’induction des gènes IFN de type I par l’IL-12 

à travers un crosstalk entre la pDCs et le lymphocyte T CD4
+

. 

Comment intégrer l‟ensemble de ces résultats avec les données de la littérature sur 

l‟induction d‟IRF5 et les données physiopathogéniques connues du SSP ? 

Au cours du SSp, l‟organe cible de la maladie, la cellule épithéliale salivaire semble 

jouer un rôle actif dans le processus physiopathologique aboutissant à sa propre destruction. 

Récemment notre équipe a mis en évidence une signature IFN de type I au sein même de 

l‟organe cible de la maladie. De plus, un infiltrat lymphocytaire et des cellules dendritiques 

plasmacytoïdes sont présents dans les glandes salivaires de patients SSp (CF Chapitre 3). Une 
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étude a par ailleurs montré la présence de cellules dendritiques myéloïdes dans les glandes 

salivaires (Manoussakis, Dimitriou et al. 1999).  

Au vue des résultats obtenus pendant ces 3 années de thèse, nous pouvons faire une 

hypothèse qui relie à la fois les données génétiques et fonctionnelles. Nous trouvons une 

association entre un polymorphisme d‟IRF5 et le SSp. L‟allèle à risque de ce polymorphisme 

est plus présent chez les patients SSp et est directement lié à une surexpression de l‟ARNm 

d‟IRF5. 

Il a été rapporté par Akinori Takaoka et al. (Takaoka, Yanai et al. 2005) que l‟ARNm 

d‟IRF5 est exprimé à de hauts niveaux dans les cellules spléniques de souris. Ils ont montré 

que la protéine d‟IRF5 se retrouve activée dans les macrophages et les cellules dendritiques à 

travers la stimulation TLR-9 par du CpG. Cette stimulation par TLR-9 était capable d‟induire 

la production d‟IL-12, de TNF-  et d‟IL-6 dans les surnageants de culture. D‟autre part, 

l‟induction de ces cytokines était également inhibée quand les macrophages spléniques étaient 

stimulés par d‟autre ligands de TLRs ; TLR-3 (poly (I:C)) ; TLR-4 (LPS), TLR-5 (Flagelline) 

et TLR-7(8) (poly(U)). Cette induction pourrait donc être ligand spécifique. 

D‟autres études vont dans le même sens en confirmant qu‟IRF5 peut jouer un rôle 

primordial dans différents types cellulaires, induisant la transcription de gènes de cytokines 

inflammatoires. En effet, l‟équipe de Krausgruber T et al.(Krausgruber, Blazek et al.) a 

montré qu‟IRF5 était present à de haut taux dans des macrophages M1 et qu‟IRF5, au sein de 

ces M1, était surexprimé lors d‟une stimulation par du GM-CSF. IRF5 était rapporté être 

capable d‟induire la production cytokinique d‟IL-6, de TNF- , et notamment d‟IL-12 dans 

des macrophages M1 (Krausgruber, Blazek et al.).  

Takaota et al. (Takaoka, Yanai et al. 2005) ont également montré que la translocation 

d‟IRF5 était dépendante de MyD88, et donc suggéré l‟implication de kinases IRAK dans la 
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voie TLR9-MyD88 puisque celles-ci sont impliquées dans l‟activation d‟IRF7. Cette même 

équipe a montré par immunoprécipitation chromatinienne (ChIP) que le gène de l‟IL-12p40 

possède un élément ISRE (interferon-stimulated response element) dans son promoteur et 

qu‟IRF5 se lie spécifiquement à celui-ci. Ensemble, ces travaux suggèrent que la voie de 

signalisation de TLR-9 permet l‟activation d‟IRF5 via MyD88 lequel à son tour permet la 

transcription du gène de l‟IL-12p40. De plus, in vivo, lorsque du CpG-B ODN ou du LPS sont 

injectés à des souris WT à une dose létale, celles-ci meurent en une dizaine d‟heures avec une 

augmentation marquée d‟IL-12 dans leur sérum. Cependant, les souris IRF5
-/-

 survivaient et la 

présence d‟IL-12 était nettement inhibée dans le sérum (Takaoka, Yanai et al. 2005). Sur un 

terrain de prédisposition génétique favorisant une surexpression d‟IRF5, une boucle 

d‟amplification de l‟IL12 pourrait exister et augmenter le crosstalk avec les pDC, augmentant 

à son tour la signature IFN de type I. Notre équipe a montré un différentiel d‟expression du 

gène de SOCS3 dans le SSp en faveur d‟une diminution de son expression dans l‟organe cible 

de la maladie (glandes salivaires) (Gottenberg, Cagnard et al. 2006). SOCS3 est impliqué 

dans l‟inhibition de la voie de l‟IL-12 (Seki, Inoue et al. 2003). La sous-expression de ce gène 

aisni que la surexpression d‟IRF5 au cours du syndrome de Sjögren pourrait favoriser une 

plus forte activation de la voie de signalisation de l‟IL-12. 

De manière intéressante, une équipe a développé un modèle murin qui surexprime 

l‟IL-12 notamment dans les poumons. Les souris IL-12 transgénique développaient des 

anormalités bronchiques et alvéolaires. Ces anomalies étaient similaires à celles trouvées  

dans les poumons de patients présentant un Sjögen (McGrath-Morrow, Laube et al. 2006). Ce 

travail renforce le rôle potentiel de l‟IL-12 dans la pathogénése du SSp. 

D‟autre part, il a également été mis en évidence un autre crosstalk : celui entre la 

pDCs et les cellules NK. Les auteurs ont montré que des cocultures de pDCs présensibilisés 

avec des complexes immunes à ARNm (IC-ARN) en présence de cellules NK soit CD56
+
 ou 
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soitCD56
dim

 sont capables d‟augmenter la production d‟IFN de type I sur les pDCs/IC-ARN. 

De manière intéressante, les cellules NK CD56
bright

 dans ces conditions n‟étaient pas capables 

de reproduire l‟effet observé dans les cellules NK CD56
+
 et CD56

dim
. Cette induction de la 

production d‟IFN de type I sur les pDCs/IC-ARN en présence de cellules NK CD56
bright

 est 

restaurée en présence d‟IL-12 et d‟IL-18 (Les auteurs confirment que l‟IL-12/IL-18 ne 

peuvent pas induire directement de l‟IFN de type I sur les pDCs). 

 Cet effet de crosstalk entre les cellules dendritiques plasmacytoïdes et NK pourrait 

jouer un rôle dans le Sjögren. Manoussakis et al. ont montré que dans les glandes épithéliales 

salivaires de patients Sjögren, un infiltrat de macrophages et de cellules dendritiques est 

présent et que ces cellules sont responsables de la présence d‟IL-12 et IL-18 dans le tissu 

inflammatoire. (Manoussakis, Boiu et al. 2007). Néanmoins, la caractérisation des cellules 

NK dans l‟organe cible du SSp est encore peu explorée. D‟autre part, le crosstalk entre les 

cellules NK et pDCs nécessite que les pDCs soient pré-sensibilisées avec des IC-ARNm. 

Dans notre travail, nous montrons que le crosstalk entre les lymphocytes T CD4
+
 et pDCs ne 

nécessite aucune stimulation préalable des pDCs. 

L‟IL-12 semble donc jouer un rôle important dans l‟induction des gènes IFN de type I. 

Cette induction passe par un crosstalk entre les lymphocytes T CD4
+
 et les pDCs. De manière 

intéressante, ce crosstalk ne demande pas de contact cellulaire suggérant donc que l‟IL-12 agit 

directement sur lymphocytes T CD4
+
, en leur permettant de produire des cytokines capables 

d‟interagir sur la pDCs lui permettant ainsi d‟initier la transcription de l‟IFN- /β. L‟activation 

des pDCs par les lymphocytes T CD4
+
 pourrait être aidée par le crosstalk des cellules NK sur 

la pDCs. Enfin, cette production d‟IFN de type I pourrait être drastiquement surexprimée en 

raison de l‟expression d‟IRF5 qui a été retrouvé plus importante chez les patients ayant un 

SSp.  
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Conclusion 

En combinant les facteurs de prédispositions génétiques d‟IRF5 et de STAT4 (bien 

que le rôle fonctionnel de STAT4 ne soit pas encore bien compris) ainsi que l‟activation de 

l‟infiltrat lymphocytaire au sein de la glande salivaire, on peut suggérer que tous les éléments 

sont réunis dans l‟organe cible pathologique pour permettre une boucle autocrine de la 

production d‟IFN de type I, installer une inflammation chronique et engendrer la destruction 

des glandes salivaires résultant en une sécheresse de la bouche. Les monocytes ou mDCs 

pourraient être stimulés par des complexes immuns ou des particules virales, via une 

stimulation par le TLR9 et une activation d‟IRF5, permettant à ces cellules de produire des  

quantités importantes d‟IL-12. L‟IL-12 pourrait ensuite agir sur l‟infiltrat lymphocytaire T en 

lui faisant produire une ou plusieurs cytokines capables d‟avoir une action sur la pDCs 

résultant en une sécrétion d‟IFN de type I très rapidement sur le site de l‟inflammation. Cet 

IFN de type I pourrait ainsi agir : 

 sur la maturation des lymphocytes B environnant favorisant la surexpression de 

TLR7 et la production d‟auto-anticorps 

 sur l‟induction de la mort cellulaire favorisant l‟augmentation de la production de 

certains auto-antigènes à ARN/ADN et donc de CI/ARNm ou CI/ADN capables 

d‟entretenir la boucle IFN de type I via TLR9. 

 sur la maturation des monocytes en cellules dendritiques hautement actives dans la 

présentation de l‟antigène (Blanco, Palucka et al. 2001). 

 sur les pDCs leur permettant de répondre plus efficacement aux IC par une 

augmentation de l‟expression du Fc RIIa 

Nos résultats renforcent par ailleurs l‟hypothèse du rôle des agents infectieux dans le 

déterminisme des MAI avec l‟existence d‟une signature IFN de type 1 comme témoin 
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potentiel de cette infection. Mais à ce jour, aucun virus n‟a pu être incriminé de façon 

formelle.  

Une hypothèse alternative ou complémentaire serait la formation de complexes 

immuns faisant suite au dommage des cellules épithéliales salivaires. Cet ensemble 

d‟événements, en addition à un terrain génétique de prédisposition à l‟auto-immunité, 

favoriserait  une amplification la signature IFN de type I dans le syndrome de Sjögren.  

L‟étude de l‟implication des macrophages, des cellules NK et des cellules dendritiques 

plasmacytoïdes au sein de l‟organe cible de l‟auto-immunité, les glandes salivaires 

épithéliales, constitue une suite logique à ce travail de thèse. 

 

 

Figure 26. Proposition d‟un schéma de la physiopathologie du syndrome de Sjögren.  
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