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CFA: complete Freund adjuvant 
CMH : complexe majeur 
d'histocompatibilité  
CPA : cellules présentatrices d’antigène  
CPI: composite physiologic index 
CTO: chitotriosidase  
CXCR: C-X-Chemokine receptor 
CREB: C-AMP Response Element-
binding protein 
CTAS: computed tomography activity 
score 
DAMP : dommage associated molecular 
pattern 
DLCO : diffusion pulmonaire au 
monoxyde de carbone  
DMEM : Dulbecco's Modified Eagle 
Medium 
ECA : enzyme de conversion de 
l’angiotensine  
EFR: explorations fonctionnelles 
respiratoires  
EPAS-1:  endothelial PAS domain protein 
1 
EPO: erythropoietin  
ESAT-6: 6-kDa early secretory antigenic 
target  
FGF: fibroblast growth factor 
FIH1: factor inhibiting HIF-1 

FMISO: 18F-fluoromisonidazole  
FOXP3: forkhead box P3 
GLUT : glucose transporter 
GRE : glucocorticoid response element  
H2O2 : peroxyde d’hydrogène  
HE : hématoxyline-eosine  
HIF: hypoxia inducible factor   
HLA: human leucocyte antigen 
hMDMs : human monocyte-derived  
macrophages 
HRE: hypoxia responsive element  
ICAM-1: intercellular adhesion molecule  
ICOS: inducible T cell costimulator  
ICOSL: inducible T cell costimulator 
ligand 
IFA: incomplete Freund adjuvant 
IFNg : interferon gamma 
IL : interleukine 
iNOS : inducible nitric oxide synthases 
IP : intra-péritonéal 
IS : sarcoïdose avec faible activité ou 
inactive 
IT: intra-trachéal 
JAK: janus kinase 
LBA: lavage broncho-alvéolaire 
Lck: lymphocyte-specific protein tyrosine 
kinase  
LPS: lipopolysaccharide  
MAPK: mitogen activated protein kinase 
M-CSF: macrophage colony-stimulating 
factor  
mKatG : Mycobacterium tuberculosis 
catalase–peroxidase 
MMP: matrix metallo-proteinase  
mSODA: mycobacterium superoxide 
dismutase A peptide 
mTOR: mechanistic target of rapamycin 
NFAT: nuclear factor of activated T-cells  
NF-kB: nuclear factor-kappa-B  
NHLF : normal human lung fibroblast 
NK: natural Killer  
NLR: nucleoltide-binding 
oligodimerization domain protein-like 
receptor  
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NLRP3: NOD-like receptor family, pyrin 
domain containing 3 
NO: monoxyde d’azote  
NOD: nucleotide oligomerization domain  
NOD2: nucleotide-binding oligomerization 
domain-containing protein 2  
NOTCH4: neurogenic locus notch 
homolog 4  
NTs: nanotubes 
O2: dioxygène 
ODDD: O2-dependant degradation domain 
OR: odds ratio  
PA: propionibacterium acnes  
PAI-1: plasminogen activator inhibitor-1 
PAMP: pathogen associated molecular 
patterns  
PaO2 : pression partielle artérielle en 
dioxygène 
PD-1: programmed death 1 
PD-L1:  programmed death-ligand 1 
PDGF: platelet-derived growth factor 
PBMC: peripheral blood mononuclear 
cells  
PHD: prolyl-hydroxylases  
PIC : pneumopathie interstitielle 
commune  
PO2 : pression partielle en dioxygène 
PPARg : peroxisome proliferator-activated 
receptor-gamma 
PRR : pattern recognition receptor  
PTH-rp: parathyroid hormone–related 
protein  
ROS: reactive oxygen species  
RPMI: roswell park memorial institute 
medium  
SAA: Serum amyloid A  
SDS: sarcoidosis diagnosis score 
sIL-2R: soluble interleukin 2 receptor 
STAT: signal transducer and activator of 
transcription 
SVF : Sérum de veau fœtal  
TAD: transactivation domain  
TARC: thymus and activation regulated 
chemokine  
TCR : récepteur des cellules T 
TEP : tomographie par émission de 
positons 

Tfh: T follicular helper cells   
TDM: tomodensitométrie  
Th1: type 1 T helper  
TIMP: Tissue inhibitor of 
metalloproteinase  
TLR: toll like receptor 
TNFa : tumor necrosis factor alpha  
TVO: trouble ventilatoire obstructif  
VEGF: vascular endothelial growth factor 
VEMS : volume expiré maximal en une 
seconde 
VHL: von Hippel-Lindau  
WASOG: world association of sarcoidosis 
and other granulomatous disorders 
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Introduction  
 

 

 
Même si la première description clinique de sarcoïdose remonte à 1869 par le britannique 

Jonathan Hutchinson, cette maladie systémique reste complexe et toujours de cause(s) 

inconnue(s) (James et Sharma 2002). Le terme de sarcoïdose du grec [σάρκο-] sarcο- ou 

« chair » provient de sa ressemblance clinique avec les localisations cutanées de sarcome. En 

1899 selon César Boeck, les nodules cutanés étaient caractérisés par des foyers compacts et 

bien définis de "cellules épithélioïdes à noyau pâle et aussi quelques cellules géantes". Pensant 

que cela ressemblait à un sarcome, il a appelé cette affection "sarcoïdes multiples bénins de la 

peau"  (Spagnolo 2015; Iannuzzi, Rybicki, et Teirstein 2007). La sarcoïdose est néanmoins 

caractérisée par l’identification de granulomes dits « immuns » dans les organes atteints, 

préférentiellement le poumon et le système lymphatique (ATS/ERS/WASOG 1999; Crouser, 

Maier, et al. 2020; Grunewald et al. 2019) (une description détaillée des granulomes sera 

abordée dans le chapitre 2). 
 

 
La sarcoïdose est une affection ubiquitaire (Figure 1) dont l’épidémiologie est complexe et 

varie selon le sexe, l’âge, l’ethnie, l’origine géographique, les expositions environnementales, 

le statut socio-économique et certains facteurs de prédisposition génétique (Arkema et Cozier 

2020; Ramos-Casals et al. 2019 ; Brito-Zerón et al. 2019). De plus, certaines données 

épidémiologiques évoluent avec le temps, comme la mortalité qui a augmenté ces dernières 

décennies  (Fidler et  al. 2019; Kearney et al. 2019).   

Les taux d’incidence les plus élevés sont rapportés dans les pays du nord de l’Europe et chez 

les Afro-américains (8-11,5/100 000 habitants/an), les plus bas en Asie (0.5/100 000 

habitants/an) (Arkema et al. 2016; Baughman et al. 2016; Yoon et al. 2018). En France, la 

sarcoïdose est considérée comme une maladie rare, avec une prévalence estimée à près de 

30/100 000 habitants et une incidence de 4,9/100 000/an (Duchemann et al. 2017). Les dernières 

études épidémiologiques montrent que l’âge moyen de déclaration de la maladie recule et se 

situe entre 45 et 55 ans (Sawahata et al. 2015; Duchemann et al. 2017; Baughman et al. 2016; 

Arkema et al. 2016). En revanche la sarcoïdose apparaît rarement avant l’âge de 15 ans et après 
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75 ans. Dans de nombreux pays, il existe une légère prédominance féminine du fait d’un 2ème 

pic d’incidence péri-ménopausique (Arkema et Cozier 2020). Plus récemment, l’étude de 

facteurs socio-économiques et relatifs aux habitudes de vie, a montré que l’appartenance à un 

milieu défavorisé ou l’obésité probablement en raison d’un contexte pro-inflammatoire, 

semblent aussi augmenter le risque de sarcoïdose (Dumas et al. 2017 ; Li et al. 2019). 

 

Figure 1 : Carte représentant la prévalence de la sarcoïdose à travers le monde.  
Données obtenues selon les publications datant de 1958 à 2017. Adapté (Brito-Zerón et al. 2019)  
 
 

 

 Critères et démarche diagnostiques  

Les présentations cliniques extrêmement diverses et l’absence de biomarqueurs spécifiques de 

la maladie rendent le diagnostic de sarcoïdose difficile (Jeny, Bernaudin, et al. 2020; 

Kraaijvanger et al. 2020). De fait, les  délais diagnostiques peuvent dépasser 6 mois dans 30% 

des cas  (Judson et al. 2003).  

La confirmation diagnostique repose sur un tableau clinico-radiologique le plus souvent 

évocateur ou au moins compatible, la mise en évidence de granulomes épithélioïdes typiques 

sans nécrose caséeuse, et sur l’exclusion des autres causes de granulomatose par exemple la 

tuberculose (ATS/ERS/WASOG 1999; Crouser, Maier, et al. 2020). Ces trois critères sont 

particulièrement difficiles à appréhender puisqu’il n’existe pas de mesures objectives pour les 

valider. Le Sarcoidosis Diagnosis Score (SDS) basé sur la présence de signes cliniques 

compatibles pourrait permettre de guider le clinicien dans sa démarche diagnostique (Bickett, 

Prévalence pour 100 000 habitants 
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Lower, et Baughman 2018; Judson et al. 2014). Enfin certaines situations, en raison de leur 

caractère quasi-pathognomonique, ne nécessitent pas de recours à la biopsie pour le diagnostic 

comme le syndrome de Löfgren (cf chapitre 1.3.2.2) ou l’association d’adénopathies 

médiastino-hilaires bilatérales à un syndrome d’Heerfordt ou à un lupus pernio (Crouser, Maier, 

et al. 2020).  

La mise en évidence de granulomes épithélioïdes typiques reste le plus souvent nécessaire, 

surtout si le tableau n’est pas habituel et/ou lorsqu’un traitement est envisagé. Dans ces cas il 

faut privilégier les sites facilement accessibles (lésions cutanées, adénopathies périphériques, 

nodules conjonctivaux) (Jeny, Bernaudin, et al. 2020). Les prélèvements réalisés au cours d’une 

endoscopie bronchique ont un très bon rendement diagnostique (biopsies bronchiques, biopsies 

pulmonaires transbronchiques, cytoponctions transbronchiques de ganglions intrathoraciques 

guidées par écho-endoscopie) (Tableau 1). 

 

Tableau 1: Rentabilité diagnostique des prélèvements thoraciques au cours de la sarcoïdose 

PRELEVEMENT RENTABILITE 
DIAGNOSTIQUE 

NOTES  

LAVAGE BRONCHO-
ALVEOLAIRE  

/ Méthode peu invasive. Un ratio CD4/CD8 > 3,5 est 
évocateur de sarcoïdose mais est insuffisant pour 
affirmer le diagnostic. 

ASPIRATION 
TRANSBRONCHIQUE A 
L’AIGUILLE FINE 

Élevée  
(Jusqu’à 100%) 

L’échographie endobronchique augmente la rentabilité 
diagnostique. La présence du cytologiste sur place  
permet  de réduire le nombre de biopsies (Sehgal et al. 
2017). Cet examen a supplanté la médiastinoscopie. Le 
cytobloc est utile à la réalisation de techniques 
complémentaires histologiques 

BIOPSIE BRONCHIQUE Modérée  
(20-60%) 

Les biopsies bronchiques qui doivent être étagées (au 
moins 6) sont positives dans environ 60% des cas 

BIOPSIE PULMONAIRE 
TRANSBRONCHIQUE 

Modérée à élevée 
(40 à 90%) 

Les biopsies pulmonaires transbronchiques ont une 
rentabilité diagnostique de 40 à 90% mais exposent à 
un risque de pneumothorax ou d’hémoptysie. 

CRYOBIOPSIE 
PULMONAIRE 
TRANSBRONCHIQUE 

Élevée  
(Jusqu’à 100%) 

Le volume des tissus est plus important que ceux 
obtenus lors de biopsies transbronchiques et la 
technique est associée à une moindre morbidité que les 
biopsies pulmonaires chirurgicales 

BIOPSIE PULMONAIRE 
CHIRURGICALE 

Élevée  
(Jusqu’à 100%) 

Réalisée exceptionnellement dans une minorité de cas 
lorsque le diagnostic est difficile et n’a pu être obtenu 
par des techniques moins invasives.  

 Adapté de (Spagnolo et al. 2018) 
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 Description de certaines formes cliniques 

Même si dans la majorité des cas la sarcoïdose est « bénigne », certaines formes de sarcoïdose 

sont qualifiées de « dangereuses » car associées à un risque de mortalité, de morbidité 

significative, ou nécessitant un traitement lourd ou exceptionnel (biomédicament anti-Tumor 

necrosis Factor a (TNFa), transplantation). C’est le cas notamment de certaines atteintes 

pulmonaires, cardiaques et neurologiques. Les objectifs du clinicien seront de ne pas manquer 

ces formes « dangereuses » mais aussi d’évaluer et de prendre en charge les signes d’inconfort 

persistant fréquemment associés à la sarcoïdose tels que la fatigue, pouvant retentir sévèrement 

sur la qualité de vie des patients (Thillai et al. 2021). 

 

1.3.2.1 Atteinte pulmonaire 

La sarcoïdose peut potentiellement atteindre tous les organes, mais l’atteinte thoracique est 

quasi-constante avec une prévalence de près de 90% des cas (Baughman et al. 2001; Mañá et 

al. 2017). L’atteinte pulmonaire est par ailleurs la première cause de mortalité liée à la 

sarcoïdose, principalement en cas de fibrose pulmonaire et/ou d’hypertension pulmonaire  

(Jamilloux et al. 2016; Walsh et al. 2014; Kirkil, Lower, et Baughman 2018; Jeny, Uzunhan, et 

al. 2020; Shlobin et al. 2020; Boucly et al. 2017; Nardi et al. 2011; Jeon et al. 2020).  La 

présentation clinique est diverse allant d’un état asymptomatique à un tableau d’insuffisance 

respiratoire chronique. Les symptômes sont peu spécifiques, les plus fréquents étant la toux et 

la dyspnée.  

 

La radiographie thoracique est anormale dans 90 à 95% des cas (Nunes et al. 2012).  La 

présence dans 50 à 80 % des cas d’adénopathies hilaires bilatérales symétriques et non 

compressives est un signe typique (Figure 2 A). L’infiltration parenchymateuse si elle est 

présente, prédomine dans les territoires supérieurs et moyens. La classification de Scadding 

distingue 5 stades corrélés à la probabilité de guérison spontanée de la sarcoïdose (Scadding 

1961). Stade 0 : radiographie normale au cours d’une sarcoïdose extra thoracique ; stade I : 

stade le plus fréquent, caractérisé par des adénopathies sans atteinte parenchymateuse (Figure 

2A); stade II : adénopathies associées à une atteinte parenchymateuse ; stade III : atteinte 

parenchymateuse isolée sans fibrose ; stade IV : fibrose pulmonaire (Figure 2D). La probabilité 

de guérison est respectivement de 60-90 %, 40-70 %, 10-20 % et 0 % pour les stades I, II, III 

et IV (Nunes et al. 2012; Scadding 1961).  
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Figure 2: Imagerie thoracique typique de sarcoïdose 
A: radiographie thoracique montrant des adénopathies médiastino-hilaires bilatérales et symétriques (stade I) ; B : 
radiographie thoracique montrant une fibrose des sommets avec perte de volume et attraction des bronches 
principales (stade IV) ; C : Tomodensitométrie (TDM) thoracique montrant des micronodules de distribution 
périlymphatique le long de la scissure (flèche). D : TDM thoracique montrant une fibrose pulmonaire liée à la 
sarcoïdose avec rétraction postérieur du hile associée à des distorsions bronchiques centrales prédominant dans les 
territoires supérieurs. Images issues de (Jeny et al. 2019; Jeny, Bernaudin, et al. 2020)  
 
En tomodensitométrie (TDM) thoracique, le tableau typique (Nunes et al. 2012) est celui de 

l’association d’adénopathies médiastino-hilaires bilatérales et symétriques associées à des 

micronodules de distribution péri-lymphatique. Les micronodules se retrouvent le long des axes 

péribronchovasculaires et à l’échelle du lobule secondaire dans les septa interlobulaires, en sous 

pleural et notamment le long des scissures (Figure 2C ; Figure 3). Ce tableau permet de prédire 

avec plus de 95% de sécurité un diagnostic de sarcoïdose chez 80% des patients (Spagnolo et 

al. 2018; Grenier et al. 1994; Müller, Kullnig, et Miller 1989). Dans les rares cas où des lésions 

non habituelles prédominent, comme le verre dépoli ou les condensations, la présence 

d’adénopathies typiques ou de micronodules périlymphatiques même au second plan permet 

dans la plupart des cas de retenir le diagnostic de sarcoïdose (Martin et al. 2010; De Margerie-

Mellon et al. 2016).  

A C 

B D D 
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Figure 3: Distribution périlymphatique 
A gauche : TDM thoracique montrant des micronodules profus de distribution lymphatique. * : représentant 
l’atteinte péribronchovasculaire. Le grossissement met en évidence les lobules anormalement marqués par la 
distribution périlymphatique (issus de (Jeny et Valeyre 2019)) 
A droite : représentation schématique du lobule secondaire et de la distribution périlymphatique des micronodules. 
En rouge : veine pulmonaire ; en bleu artère pulmonaire suivant la bronchiole, en jaune : les lymphatiques. Les 
micronodules dans la distribution périlymphatique sont situés au niveau du lobule dans les (1) septa interlobulaires, 
(2) la plèvre viscérale (sous pleurale, scissure) et le (3) le long des axes péribronchovasculaires. Schéma adapté 
selon https://radiologyassistant.nl/chest/hrct/basic-interpretation.  
 
 
La TDM thoracique permet en outre, de renseigner avec plus de précision sur le caractère 

réversible « inflammatoire » (micronodules, nodules, condensation) ou irréversible des lésions 

(fibrose). Les lésions micronodulaires ou nodulaires observées sur le scanner thoracique 

correspondent en effet à la présence de granulomes en anatomopathologie (Nakatsu et al. 2002; 

Nishimura et al. 1993). Des adénopathies calcifiées bilatérales peuvent témoigner de la 

déclaration ancienne de la maladie. 

 Les lésions de fibrose pulmonaire suivent la distribution des granulomes, prédominent dans les 

territoires supérieurs moyens et périhilaires et s’accompagnent d’une réduction de volume des 

lobes supérieurs (Sawahata et al. 2020). Trois tableaux radiologiques ont été décrits (Abehsera 

et al. 2000): (i) le plus typique, à type de distorsion péribronchovasculaire avec ou sans masses 

de fibrose menant à un trouble ventilatoire obstructif, (Figure 2D) où les bronchectasies par 

traction peuvent mimer des lésions en rayon de miel (Sawahata et al. 2020) ; (ii) les lésions en 

rayon de miel avec une prédominance périhilaire associées à un trouble ventilatoire restrictif ; 

(iii) les réticulations diffuses linéaires avec un impact modéré aux explorations fonctionnelles 

respiratoires (EFR) (Abehsera et al. 2000). L’analyse en micro-CT de pièce opératoire 
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d’explants pulmonaires de sarcoïdose a montré par ailleurs qu’une atteinte des voies aériennes 

distales avec une perte des bronchioles terminales était systématique en cas de fibrose (Verleden 

et al. 2021). 

Récemment, une étude a recensé plusieurs cas de sarcoïdose pulmonaire (n=25) pour lesquels 

un profil scannographique de pneumopathie interstitielle commune était associé. Ces patients 

présentaient une mortalité similaire à des patients atteints de fibrose pulmonaire idiopathique 

(FPI). Deux hypothèses peuvent être émises : soit deux maladies existent chez un même patient 

(FPI et sarcoïdose), soit il pourrait exister une prédisposition génétique commune à développer 

ces deux types de maladies fibrosantes à différents temps de la vie (Collins et al. 2018).  
Les EFR  sont souvent normales ou discrètement anormales au diagnostic (Baughman et al. 

2001).  Une étude récente rétrospective portant sur 1110 cas de sarcoïdoses prévalentes et 

incidentes, montraient qu’un tiers des patients avaient une fonction respiratoire normale, près 

de 30% un trouble ventilatoire obstructif (TVO), 27,1% un trouble ventilatoire restrictif et 10% 

un trouble ventilatoire mixte principalement. Cette dernière catégorie était constituée de 

patients atteints d’une sarcoïdose stade IV (Kouranos et al. 2020). Les principales causes de 

TVO sont l’existence de distorsions bronchiques par la fibrose, un épaississement bronchique 

par infiltration granulomateuse, parfois sténosante (Naccache et al. 2008). Plus rarement, le 

TVO peut résulter d’une compression ganglionnaire extrinsèque, ou d’une bronchiolite. La 

diminution de la diffusion pulmonaire au monoxyde de carbone (DLCO) est l’anomalie la plus 

fréquemment observée (Valeyre et al. 2015). Elle est le plus souvent diminuée en raison d’un 

trouble de la diffusion par une atteinte de la membrane alvéolo capillaire (par exemple en cas 

de fibrose) ou être le reflet d’une cause vasculaire (hypertension pulmonaire). La diminution 

de la DLCO et de sa composante membranaire prédisent les anomalies des échanges gazeux à 

l’effort  qui se traduisent par une diminution de la pression partielle artérielle en dioxygène 

(PaO2) et une augmentation de la différence alvéolo-artérielle à l’exercice (Lamberto et al. 

2004). Les débits inspiratoires peuvent-être également diminués en cas d’atteinte laryngée.  
 

Les principales formes sévères des atteintes pulmonaires sont la fibrose pulmonaire avec 

retentissement significatif, l’hypertension pulmonaire, la surinfection par une infection 

pulmonaire aspergillaire (Uzunhan et al. 2017) et les atteintes graves des voies aériennes avec 

TVO. 

La fibrose pulmonaire définie par un stade IV radiographique concerne 5,4% des patients à la 

présentation et jusqu’à 20% en cours d’évolution (Baughman et al. 2001). Dans les pays 

occidentaux, elle représente la principale cause de morbidité-mortalité avec une survie de moins 
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de 80% à 15 ans (Nardi et al. 2011).  Les causes de décès sont une insuffisance respiratoire 

terminale et/ou une hypertension pulmonaire, puis une hémoptysie massive secondaire à une 

atteinte aspergillaire (Nardi et al. 2011; Jeny, Uzunhan, et al. 2020). L’évolution peut être 

également compliquée de pneumothorax ou d’infections mycobactériennes non tuberculeuses 

et surinfections bronchiques favorisées par les bronchectasies de traction (Nardi et al. 2011; 

Panselinas et Judson 2012; Rossides et al. 2020). Plus de la moitié des patients ayant une fibrose 

pulmonaire garde une activité résiduelle granulomateuse mise en évidence par la captation du 

18-FluoroDéoxyGlucose communément appelé 18F-FDG observée à la tomographie par 

émission de positons (TEP) couplée au scanner et peut bénéficier d’un traitement par 

corticoïdes et/ou immunosuppresseurs (Mostard et al. 2013; Nardi et al. 2011). 

L’hypertension pulmonaire touche environ 3%  de l’ensemble des patients, mais la prévalence 

atteint jusqu’à 79% des candidats à une transplantation (Huitema et al. 2020). Elle est définie 

lors d’un cathétérisme cardiaque droit par une pression artérielle pulmonaire moyenne 

>20mmHg (Simonneau et al. 2019). Il s’agit le plus souvent d’une hypertension pulmonaire 

précapillaire, (le cathétérisme permettant d’éliminer les hypertensions pulmonaires post-

capillaires secondaires à une sarcoïdose du ventricule gauche), avec des mécanismes 

complexes: destruction du lit capillaire par la fibrose, obstruction vasculaire par des 

adénopathies ou une médiastinite fibreuse, atteinte vasculaire spécifique granulomateuse 

(Huitema et al. 2020, Baughman et al. 2010). L’embolie pulmonaire ou un syndrome d’apnées 

du sommeil sont des comorbidités associées à la sarcoïdose et sont à éliminer. L’hypertension 

pulmonaire a un pronostic sombre, avec une survie de 55 à 70 % à 5 ans (Nardi et al. 2011; 

Shlobin et al. 2020; Boucly et al. 2017) . La réduction de la distance au test de marche des 6 

min < 300m ainsi que la diminution de la DLCO sont des facteurs pronostiques de mortalité 

(Shlobin et al. 2020).  
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1.3.2.2 Atteintes extra-thoraciques 

 
Figure 4: Principales manifestations d'organe de la sarcoïdose 
Fréquence des principales manifestations d’organes en a) États-Unis, b) Japon, c) Europe. CNS : central nervous 
system : système nerveux central ; LN : Lymph node : ganglions. Adapté de (Thillai et al. 2021) 
 
Une atteinte extrapulmonaire est présente dans 30 à 50 % des cas et peut être inaugurale dans 

la maladie ou apparaitre au cours du suivi. Tous les organes peuvent être touchés, avec des 

fréquences qui varient selon l’origine géographique (Ramos-Casals et al. 2019; Thillai et al. 

2021)(Figure 4). Le plus fréquemment, il s’agit d’adénopathies périphériques, d’atteintes 

cutanées (plaques, nodules, lupus pernio) et d’atteintes ophtalmiques (uvéites, glandes 

lacrymales, neuropathie optique). Les autres localisations comprennent les atteintes cardiaques, 

celles du système nerveux central et périphérique, hépatiques, rénales, ORL, osseuses, 

articulaires, spléniques ou musculaires (Baughman et al. 2001). Le syndrome de Löfgren de 

très bon pronostic car résolutif spontanément dans environ 90% des cas, est défini par une 

association d’adénopathies intra-thoraciques hilaires bilatérales avec un érythème noueux 

(surtout chez les femmes), et/ou une arthrite ou atteinte inflammatoire périarticulaire bilatérale 

isolée des chevilles (plus fréquente chez l’homme) (Grunewald et Eklund 2007; Karakaya et 

al. 2017). Le Tableau 2 indique selon un groupe d’experts, les manifestations cliniques et 

paracliniques hautement probables (probabilité de sarcoïdose causant cette manifestation d'au 

moins 90 %) et probables (probabilité de sarcoïdose causant cette manifestation comprise entre 
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50 et 90%) (Judson et al. 2014). Ce tableau illustre la complexité et la variabilité de la 

présentation clinique de la sarcoïdose. 
Tableau 2 WASOG sarcoidosis organ assessment instrument 

 
ORGANE 

 
HAUTEMENT PROBABLE 

 
PROBABLE 

 
POUMON 
 

Radiographie thoracique : Adénopathies hilaires 
bilatérales 
Scanner thoracique : nodules périlymphatiques 
Scanner thorax : adénopathies symétriques 
médiastinales/ hilaires  
TEP/scintigraphie gallium 67 : fixation médiastinale/ 
hilaire 
 
 

Radiographie thoracique : infiltrats diffus 
Radiographie thoracique : fibrose des lobes 
supérieurs 
Scanner thoracique : épaississement péribronchique 
LBA : alvéolite lymphocytaire 
LBA : CD4/CD8 ratio>3,5 
TEP/scintigraphie gallium 67 : fixation diffuse du 
parenchyme pulmonaire.  
Cytoponction transbronchique : agrégats 
lymphoïdes/ cellules géantes.  

 
SYSTEME NERVEUX 
CENTRAL ET 
PERIPHERIQUE 
 
 

Syndrome clinique compatible avec une 
inflammation granulomateuse des méninges, du 
cerveau, du système ventriculaire, des nerfs crâniens, 
de l'hypophyse, de la moelle épinière, des vaisseaux 
cérébraux ou des racines nerveuses. 
Et  
IRM anormale caractéristique de neurosarcoïdose, 
avec une prise de contraste anormale au gadolinium 
ou d'un examen du liquide céphalorachidien 
démontrant une inflammation.   

Paralysie faciale isolée, IRM négative. 
Syndrome clinique compatible avec une 
inflammation granulomateuse des méninges, du 
cerveau, du système ventriculaire, des nerfs 
crâniens, de l'hypophyse, de la moelle épinière, des 
vaisseaux cérébraux, des racines nerveuses mais 
sans résultats caractéristiques sur l’IRM ou le LCR 
 
 

 
GANGLIONS EXTRA 
THORACIQUES 
 
 

 

Ganglions lymphatiques cervicaux ou 
épitrochléaires multiples et palpables sans 
symptômes B 
Ganglions lymphatiques élargis identifiés par 
imagerie dans au moins 2 stations ganglionnaires 
périphériques ou viscérales sans symptômes B 

 
REIN 
 
 

 

Insuffisance rénale sensible au traitement sans 
autres facteurs de risque. 
Insuffisance rénale sensible au traitement chez les 
patients diabétiques et/ou hypertendus. 

 
COEUR 
 
 

 

Cardiomyopathie ou bloc auriculo-ventriculaire 
sensible au traitement. 
FEVG réduite en l'absence d'autres facteurs de 
risque cliniques. 
Tachycardie ventriculaire soutenue spontanée ou 
induite sans autre facteur de risque 
Bloc cardiaque Mobitz II ou de 3e degré  
Fixation patchy myocardique au TEP. 
Prise de contraste tardive au gadolinium sur l'IRM 
cardiaque. 
Scintigraphie au Gallium positive 
Défaut de perfusion à la scintigraphie de perfusion 
ou SPECT scan. 
Hypersignal T2 à l'IRM cardiaque.  

 
PEAU 
 
 

 
Lupus pernio 
 

Nodules sous cutanés ou plaques. 
Papules inflammatoires sur cicatrice ou tatouage.  
Lésions annulaires violacées ou érythémateuses. 
Lésions maculaires ou papulaires violacées ou 
érythémateuses autour des yeux, nez ou bouche. 

 
YEUX 
 
 

Uvéite 
Névrite optique 
Précipités cornéens "en graisse de mouton"  
Nodules iridiens 
Hyalite avec un aspect œufs de fourmis /collier de 
perles » (pars planite) 

Gonflement des glandes lacrymales  
Maillage de nodules trabéculaires  
Rétinites 
Sclérites 
Lésions périphériques choriorétiniennes multiples  
Nodules des annexes  
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Rétinite périveineuse, nodulaire, en taches de 
bougie 

 
FOIE 

 
 

Hépatomégalie sur une imagerie hépatique     
Nodules hépatiques sur une imagerie abdominale  
Phosphatases alcalines >3 xNormes 

 
MOELLE OSSEUSE 

Fixation diffuse au TEP 
 
 

 
RATE 
 

 
 

Nodules hypodenses au scanner 
Fixation au TEP/gallium-67 des nodules spléniques 
Splénomégalie à l'imagerie ou à l'examen physique  

 
OS/ARTICULATIONS 
 

Caractéristiques radiographiques typiques (atteinte 
trabéculaire, ostéolyse, kystes/lésions perforées) 
 

Dactylites 
Ténosynovite nodulaire 
Imagerie osseuse positive : TEP, IRM ou scinti 
gallium-67. 

 
ORL 
 

 
 

Modifications granulomateuses à la laryngoscopie  
Imagerie concordante (p. ex. érosion nasale, 
épaississement mucopériosté, TEP positive)  

PAROTIDE / 
GLANDES 
SALIVAIRES 

Gallium-67 positif ("Signe du panda")  
TEP positive des glandes parotides  

Parotidites symétriques  
Glandes salivaires augmentées de volume  

 
MUSCLES 

 
Imagerie positive (IRM, Gallium-67)  
Masses musculaires palpables 

 
HYPERCALCEMIES 
/ HYPERCALCURIE/ 
NEPHROLITHIASES 

Hypercalcémie et tous les éléments suivants : 
a)  taux sérique normal de PTH ;  
b)  taux normal ou augmenté de 1,25-OH vitamine D  
c) faible taux de 25-OH vitamine D 
 
Hypercalciurie et tous les éléments suivants :  
a) taux sérique normal de PTH ;  
b) taux normal ou augmenté de 1,25-OH vitamine D  
c) un faible taux de 25-OH vitamine D  

  

Néphrolithiases et tous les éléments suivants :  
  a) taux sérique normal de PTH ; 
  b)  taux normal ou accru de 1,25-OH vitamine D  
  c)  faible taux de 25-OH vitamine D  
 
Hypercalciurie sans modification de PTH sérique et 
taux de 25 et 1,25-OH vitamine D 
Néphrolithiase avec calculs calciques, sans 
modification de PTH sérique et taux de 25 et 1,25 
OH vitamine D 

SYNDROME DE 
LOFGREN 
 

Association d’adénopathies intra-thoraciques hilaires 
bilatérales avec un érythème noueux (surtout chez les 
femmes), ou une atteinte inflammatoire 
périarticulaire bilatérale isolée des chevilles (plus 
fréquente chez l’homme) 

 

 

FEVG : fraction d’éjection du ventricule gauche ; IRM : Imagerie par résonnance magnétique ; LBA : lavage 
broncho-alvéolaire, LCR : liquide céphalo-rachidien ; PTH : parathormone. Adapté par Bickett et al. (Judson et 
al. 2014; Bickett, Lower, et Baughman 2018) 
 

Récemment, une large étude s’est intéressée au phénotype clinique de plus de 2000 patients 

« caucasiens » dans 31 centres européens et a permis par une étude de clusters de différencier 

5 groupes en fonction de l’atteinte prédominante et des associations d’organes : 1) atteinte 

abdominale, 2) association d’atteintes oculaire, cardiaque, cutanée et du système nerveux 

central, 3) association d’atteinte cutanée et musculo-squelettique, 4) atteinte pulmonaire et 

ganglionnaire intrathoracique et 5) atteinte extra-pulmonaire (Schupp et al. 2018). L’existence 

de phénotypes distinguables a été confirmée par une deuxième étude, où les phénotypes 

différeraient selon le sexe, l’origine géographique et les catégories socioprofessionnels  (Lhote 

et al. 2020). 
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1.3.2.3 Syndrome parasarcoïdien 

Le terme « syndrome para-sarcoïdien » a été employé pour désigner les manifestations 

accompagnant la maladie mais non causées directement par les granulomes (Judson 2015). Ces 

manifestations sont parfois extrêmement invalidantes et comprennent : une neuropathie des 

petites fibres (Tavee et al. 2017; Heij, Dahan, et Hoitsma 2012) caractérisée par l’association 

de douleurs neuropathiques et une atteinte du système nerveux autonome (palpitations, 

hypotension orthostatique, dyshidrose, troubles du transit) ; des troubles cognitifs, une 

dépression et des syndromes algiques articulaires et musculaires en dehors d’anomalies 

objectives, un érythème noueux dont les biopsies montrent une absence de granulome ; une 

fatigue touchant 50-70% des patients, plus particulièrement les femmes (Drent, Lower, et De 

Vries 2012), elle peut être profonde et compromettre la vie socio-professionnelle et personnelle. 

Les mécanismes physiopathologiques du syndrome parasarcoïdien ne sont pas connues, mais il 

est possiblement lié à la libération de médiateurs de l’inflammation comme la C-reactive 

protein (Drent et al. 1999), ou plus récemment associé à des anticorps anti-onconeuronaux 

(Lower, Sturdivant, et Baughman 2019).  

 

 
La/les cause(s) de la sarcoïdose n’est toujours pas connue(s), mais plusieurs hypothèses ont été 

émises dont la principale est celle d’une réaction immunitaire disproportionnée face à un/des 

antigènes/agents inconnu(s) chez un patient génétiquement prédisposé. Dans cette hypothèse, 

la première étape dans la maladie serait le processus de traitement (reconnaissance, 

phagocytose, présentation) de l’/des antigène(s)/agent(s) par une cellule support de l’immunité 

innée et/ou présentatrice d’antigène (macrophage, cellule dendritique). Dans une première voie 

« classique » ou immunitaire adaptative, l’antigène/l’agent serait ensuite présenté notamment 

via les molécules de présentation de type human leukocyte antigen (HLA) (pouvant présenter 

des polymorphismes) aux lymphocytes T de type CD4+ induisant une réponse immunitaire 

disproportionnée de type « Type 1 T helper » (Th1), Th17, Th17.1 et s’accompagnant de la 

production de cytokines comme le TNFa et l’interféron g (IFNg) menant à une réaction 

inflammatoire impliquant les macrophages et induisant leur différenciation en cellules 

épithélioïdes puis à la formation de granulomes (Grunewald et al. 2019; Broos et al. 2013; 

Patterson et Chen 2018). Une deuxième voie de mise en évidence récente, impliquerait 

directement et dans un premier temps les macrophages après activation de différentes voies de 
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signalisation intracellulaires (Riteau et Bernaudin 2020) telles que la voie de l’inflammasome 

NOD-like receptor family, pyrin domain containing 3 (NLRP3) (Huppertz et al. 2020),  la voie 

mechanistic target of rapamycin  (mTOR) (Linke et al. 2017) et/ou la voie Janus kinase-signal 

transducer and activator of transcription (JAK-STAT) (Rotenberg et al. 2018; Damsky et al. 

2018). 

 

 Facteurs génétiques 
Une prédisposition génétique dans la sarcoïdose est suggérée par l’épidémiologie de la maladie. 

La prévalence et l’incidence de la maladie varient en fonction de l’origine ethnique (Brito-

Zerón et al. 2019). La sarcoïdose est habituellement sporadique mais des formes familiales se 

voient dans 1 à 4% des cas (Rossides, Grunewald, et al. 2018; Rybicki et al. 2001). Le risque 

de développer une sarcoïdose pour un individu si son jumeau monozygote est atteint est 

multiplié par 80 par rapport à la population générale (Sverrild et al. 2008) et le risque de 

survenue d’une sarcoïdose chez un parent du premier degré d’un patient atteint est multiplié 

par un facteur 3,7 (Rossides, Grunewald, et al. 2018). Le risque de forme familiale est 

également plus important chez les sujets « caucasiens » que les Afro-américains (Rybicki et al. 

2001).  

Des études d’association pangénomiques des polymorphismes ont été mis en évidence et ont 

permis de mieux comprendre la pathogénie de la sarcoïdose (Calender et al. 2020). Les facteurs 

de risque génétique les plus importants ont été identifiés sur le chromosome 6p21, un locus 

contenant les principaux gènes liés à la présentation de l'antigène et à la régulation des 

lymphocytes T, tels que l'HLA et la protéine Butyrophilin-like 2 (BTNL-2). BTNL-2 est un 

cofacteur de CD80/CD86 agissant comme régulateur négatif de l'activation des lymphocytes T 

pendant la présentation des antigènes par les cellules présentatrices d’antigènes (Calender et al. 

2020). De même, des polymorphismes d’HLA de classe II ont été associés à un risque accru 

d'apparition de la maladie et à certains phénotypes de sarcoïdose (Calender et al. 2020). L’étude  

ACCESS (A Case Control Etiologic Study of Sarcoidosis) a été la première à montrer que les 

allèles HLA-DRB1 (*1101) et HLA-DPB1 (*0101) contribuaient de manière significative au 

risque de sarcoïdose (Rossman et al. 2003). L’allèle HLA-DRB1*03 est associé aux formes 

spontanément résolutives au cours du syndrome de Löfgren (Grunewald et Eklund 2009). De 

nombreux autres polymorphismes ont été mis en évidence comme par exemple pour NOD2 

(récepteur de reconnaissance de motif moléculaires (PRR)) (Besnard et al. 2018, 2), TNFA 
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(Song, Kim, et Lee 2014),  NFKB,  ANXA11 (Calender et al. 2020) ou NOTCH4 (impliquée 

dans la division cellulaire et l’apoptose) (Adrianto et al. 2012).  

La technique de séquençage  de type whole exome  a pu mettre en évidence au sein de plusieurs 

familles atteints de sarcoïdose grâce aux analyses de concordances fonctionnelles l’implication 

de l’autophagie et de la voie de signalisation mTOR entre autres (Calender et al. 2019). 

Une récente étude épigénétique, a souligné la possible implication de processus de méthylation 

de l’ADN au cours des formes progressives de sarcoïdose contrairement aux formes résolutives. 

Ceci suggérerait l’existence de facteurs environnementaux à l’origine de ces modifications 

épigénétiques (Yang et al. 2019).  

L’héritabilité de la sarcoïdose a été évaluée à 39%, les facteurs environnementaux apparaissant 

donc très importants (Rossides, Grunewald, et al. 2018). Des études d’interaction gène-

environnement ont récemment mis en évidence une interaction entre certains variants de 

prédispositions génique à la sarcoïdose et le tabagisme ou l’exposition aux insecticides (Rivera 

et al. 2019; Chen et al. 2019).  

 

 Facteurs environnementaux 
Judson propose 4 hypothèses selon lesquelles les expositions environnementales pourraient être 

associées à la pathogénie de la sarcoïdose (Judson 2020).  

La première est celle d’une exposition environnementale qui agirait comme une stimulation 

antigénique directe sur le système immunitaire, ce dernier en retour répondrait de façon 

disproportionnée. L’antigène serait la cause directe de la sarcoïdose chez un patient 

génétiquement prédisposé.  

Dans une deuxième hypothèse, l’antigène dérégulerait le système immunitaire en favorisant 

l’apparition d’une auto-immunité par mimétisme moléculaire qui consiste en des similitudes 

entre des peptides étrangers et des auto-peptides. Ce mécanisme favorise l'activation de cellules 

T ou B autoréactives par un antigène d'origine étrangère chez un individu sensible (Rojas et al. 

2018). D'autres facteurs tels que l'activation non spécifique par stimuli antigéniques persistants 

peuvent également contribuer au développement de maladies auto-immunes (Rojas et al. 2018).  

Par exemple, la bérylliose pulmonaire chronique, est une granulomatose dont la présentation 

est très proche de la sarcoïdose. La susceptibilité génétique est fortement liée à des allèles HLA-

DPB1 porteuses d’un résidu d'acide glutamique à la position 69 de la chaîne β (βGlu69) (l'allèle 

le plus répandu contenant βGlu69 étant HLA-DPB1*02:01)(Greaves, Atif, et Fontenot 2020). 

Ceci modifierait la conformation et la charge électrique du site favorisant la liaison au béryllium 
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positivement chargée. Le béryllium fixé, la conformation du sillon de liaison des peptides est 

modifié facilitant la présentation d’auto-peptides comme la plexin A à des lymphocytes TCD4+ 

pour induire une réponse T spécifique (Falta et al. 2013).   

 La troisième hypothèse est celle de l’action de l’antigène comme adjuvant pour stimuler ou 

déréguler le système immunitaire mais de façon non spécifique et ne causant pas directement 

la maladie sarcoïdose.  

La quatrième hypothèse est qu’il est possible que les facteurs environnementaux soient 

uniquement des facteurs associés mais ne causant pas la maladie (Judson 2020).  

De nombreux arguments dans la littérature sont en faveur d’un facteur environnemental: la 

prévalence plus importante des atteintes des organes exposés au milieu extérieur (poumon, 

peau, oeil) ; les variations épidémiologiques spatio-temporelles de la maladie avec des pics 

d’incidence saisonniers notamment au printemps (Demirkok et al. 2007; Wilsher 1998), ou dans 

des zones géographiques extrêmement limitées (Beghè et al. 2017) ; la possible existence d’un 

agent transmissible expliquant le développement de sarcoïdose chez le receveur après 

transplantation d’organes issus de patients atteints de sarcoïdose (Burke et al. 1990). 

 

1.4.2.1 Facteurs infectieux 

Il existe une abondance de preuves indirectes indiquant que les agents infectieux pourraient être 

impliqués dans le développement de la sarcoïdose. Deux méta-analyses évaluant des agents 

infectieux ont mis en évidence un lien étiologique avec la sarcoïdose (Esteves, Aparicio, et 

Garcia-Patos 2016; Fang, Huang, et Xu 2016). Les techniques moléculaires de type polymerase 

chain reaction (PCR) notamment pour la détection d’ARN ou ADN ribosomal-16S, la 

spectrométrie de masse et très rarement la culture cellulaire ont identifié des bactéries et virus 

dans les tissus de sarcoïdose principalement la peau le poumon et les ganglions. Seuls deux 

pathogènes ont été significativement associés à la pathologie : le Propionibacterium acnes (ou 

nouvellement Cutibacterium acnes) avec un odds ratio (OR) de 18,8 et les mycobactéries dont 

l’OR était de 6,8. (Esteves, Aparicio, et Garcia-Patos 2016). Des peptides de mycobactéries ont 

également été identifiés dans les granulomes sarcoïdiens comme la protéine catalase-

peroxydase mycobactérienne (mKatG), Mycobacterium Superoxide Dismutase A Peptide 

(mSODA) ou le 6 kDa early secretory antigenic target produit par Mycobacterium tuberculosis 

(ESAT-6). Ces peptides entrainent une réponse immunitaire spécifique T et la production 

d’anticorps sériques spécifiquement chez les patients atteints de sarcoïdose (Chen et Moller 

2014). Le P.acnes, est une bactérie anaérobie, gram positive commensale de la peau.  Cette 

bactérie est le seul micro-organisme qui ait été cultivé à partir de lésions de sarcoïdose (Homma 
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et al. 1978) et a été identifiée dans des granulomes de plusieurs organes de patients de 

sarcoïdose (peau, ganglions, poumon).  P.acnes a également été mis en évidence au sein de 

granulomes myocardiques mais aussi dans des zones inflammatoires adjacentes (Asakawa et 

al. 2017).  Ce pathogène pourrait participer à l’initiation de la réaction inflammatoire qui 

précède la formation du granulome. De nombreuses études ont identifié des réponses 

immunitaires spécifiques au P.acnes chez les patients atteints de sarcoïdose en comparaison 

avec des sujets sains (Schupp et al. 2015; Furusawa et al. 2012; Ebe et al. 2000). 

Le P.acnes, ou l’utilisation de peptides de mycobactéries ont été utilisés avec succès pour 

mettre au point plusieurs modèles murins de granulomatose pulmonaire ou des modèles in vitro 

de sarcoïdose utilisant des cellules mononucléées du sang (PBMC) (Crouser et al. 2017; Jeny 

et al. 2016).  

L’impact du microbiote sur le développement de la sarcoïdose a été peu étudié avec des 

résultats parfois contradictoires (Becker et al. 2019; Zimmermann et al. 2017). Les bactéries 

anaérobies Atopobium et Fusobacterium détectées dans le LBA pourraient être associées à la 

sarcoïdose (Zimmermann et al. 2017). Le microbiote dans le lavage broncho-alvéolaire des 

patients atteints de sarcoïdose seraient moins diversifié et moins abondant que chez les témoins 

sains  (Scher et al. 2016). Toutefois, on ne sait pas si ces modifications du microbiote sont parmi 

les facteurs causaux de la sarcoïdose ou si elles en résultent. 

 

1.4.2.2 Facteurs environnementaux non-infectieux 

Des agents organiques et inorganiques non infectieux ont été mis en cause via des études 

épidémiologiques portant spécifiquement sur la sarcoïdose. Dans l’étude ACCESS, certains 

facteurs environnementaux ont été associés à la maladie comme l’exposition à des moisissures, 

aux insecticides, ou les métiers de l’agriculture (Newman et al. 2004), ou des emplois exposant 

à des poussières organiques industrielles (Barnard et al. 2005).  De plus, un pic d’incidence de 

cas de sarcoïdose a été retrouvé chez les pompiers qui sont intervenus au moment des attentats 

du World Trade Center (Izbicki et al. 2007). Ces attaques ont entraîné la libération de 

nombreuses substances pouvant potentiellement déclencher une réaction granulomateuse 

comme, des métaux, des fibres (verre, amiante), des particules (carbonate de calcium et silice) 

mais aussi des polluants organiques tels que les hydrocarbures aromatiques polycycliques 

(Izbicki et al. 2007; Lioy et al. 2002). Il est intéressant de noter que l’atteinte respiratoire 

prédominait au diagnostic, mais a disparu dans 45% des cas au cours du suivi (en moyenne 8 

ans) laissant place à l’apparition d’atteintes extra pulmonaires cardiaques ou articulaires (Hena 

et al. 2018).  Ceci pourrait suggérer qu’il existe une première phase locale liée à l’exposition 
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antigénique, puis une deuxième phase systémique impliquant le système immunitaire dans sa 

globalité. Les nanoparticules de carbone, produits de la combustion (diesel, méthane, 

propane…), ont d’ailleurs été utilisées sous forme de nanotubes, dans des modèles in vivo chez 

la souris, pour reproduire une granulomatose pulmonaire (Pacheco et al. 2018; Huizar et al. 

2011) présentant des similarités de profils transcriptionnels avec la sarcoïdose (Mohan et al. 

2018). Les particules de carbone ont aussi été incriminées dans les atteintes cutanées de 

sarcoïdose liées aux tatouages. Les tatouages noirs composés de carbone amorphe sont plus 

souvent responsables de lésions cutanées que les tatouages rouges dénués de carbone. Ce type 

de tatouage est accompagné du « rush phenomenon » particulièrement observé chez les patients 

atteints de sarcoïdose. Il s’agit d’une réaction papulo-nodulaire qui survient sur un tatouage 

noir récent puis dans un second temps qui se développe sur d’autres tatouages noirs anciens, 

rappelant les deux phases : locale puis systémique (Sepehri, Carlsen, et Serup 2016; Hutton 

Carlsen, Larsen, et Serup 2020).  

Parmi les particules inorganiques les poussières de métaux sont aussi incriminées. Des emplois 

avec une exposition à la silice cristalline ont été identifiés comme associés à la sarcoïdose (Graff 

et al. 2020). Récemment, chez des patients atteints de sarcoïdose en comparaison avec des 

patients atteints de syndrome d’apnées obstructives du sommeil (SAOS) dont l’exposition 

professionnelle aux métaux n’était pas différente entre les deux groupes, une réactivité 

lymphocytaire plus importante à différents métaux était observée (Beijer et al. 2020). 

L’immuno-réactivité à la silice et/ou aux métaux semble être corrélée à l’apparition d’une 

fibrose pulmonaire sarcoïdienne  (Beijer et al. 2021). Enfin des particules de silice cristalline 

ont été identifiées au centre de granulomes cutanés, tandis que des dépôts de calcite étaient 

présents en périphérie, pouvant suggérer des rôles différents dans la constitution du granulome 

selon la composition de l’agent (Colboc et al. 2019; Pacheco et al. 2018). 

 

 Immunité innée et immunité adaptative   

La physiopathologie de la sarcoïdose est complexe car elle est accompagnée de modifications 

de la réponse immunitaire à la fois innée et adaptative. Cette réponse immunologique est 

difficile à étudier car il n’existe pas de modèle de sarcoïdose permettant de résumer cette 

variabilité immunologique. D’autre part, les propriétés des cellules de l’immunité diffèrent 

selon le compartiment où elles ont été prélevées (sang périphérique versus LBA) ou en fonction 

de la présentation de la maladie (Lepzien et al. 2019; Katchar et al. 2001; Broos, Koth, et al. 

2018; Grunewald et al. 2019). Ainsi, l’expression de facteurs régulant la réponse immunitaire 
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est différente entre les patients présentant un syndrome de Löfgren de très bon pronostic et ceux 

sans ce syndrome. (La description des différents acteurs cellulaires immunitaires sera abordée 

dans le chapitre 2.3.1.). Broos et al. ont proposé un schéma illustrant la formation du granulome 

pulmonaire qui est intéressant en raison de la représentation des différents compartiments 

(ganglions, épithélium, circulation sanguine et lymphatique, interstitium) impliqués dans 

l’initiation de l’inflammation et le développement du granulome (Broos et al. 2013). 

 
Figure 5: Formation du granulome pulmonaire  
Adapté de (Broos et al. 2013). Un antigène aérien inconnu active simultanément (A) les cellules dendritiques 
interstitielles (DC), (B) les macrophages alvéolaires (AM) et (C) les cellules épithéliales alvéolaires de type II  
(vert foncé). Ce processus est initié par les ligands du récepteur TLR-2 par exemple l'ESAT-6 ou la mKatG dérivés 
de Mycobacterium tuberculosis. (A) Les DC interstitielles captent l'antigène et migrent vers les ganglions 
lymphatiques médiastinaux (LNs), où elles initient la différenciation et l'expansion clonale des cellules T helper 
(Th)1 et 17. (B) Simultanément, les AMs produisent le TNF-α, qui initie la régulation à la hausse des molécules 
d'activation (HLA-DR et CD80/86) et d'adhésion (ICAM-1 et LeuCAM). Les macrophages produisent des 
chimiokines (MCP-1, CCL20, CXCL10 et CXCL16) sous la stimulation du TNF-α et de l'interféron-γ (INF-γ) 
dérivé des NK, attirant ainsi les cellules Th1/Th17, les monocytes, les cellules T régulatrices (Tregs) et les cellules 
B. (C) L'environnement pulmonaire est caractérisé par la présence de cytokines favorisant les Th1 et Th17, et 
TH17.1 telles que IL-6, IL-12, IL-18, IL-23 et TGF-β, produites par les macrophages, les DC périlymphatiques et 
les cellules épithéliales alvéolaires. Une stimulation persistante, médiée par les cellules présentatrices d'antigènes 
(CPA), entraîne un recrutement cellulaire continu vers le site de l'inflammation, ce qui conduit à la formation de 
granulomes. Les Tregs qui infiltrent le granulome ne parviennent pas à diminuer la réponse immunitaire exagérée, 
contribuant ainsi à la persistance et à l'intégrité du granulome. 
 

La réponse immunitaire innée représente la première ligne de défense de l’organisme face à 

des agents pathogènes. Elle est probablement importante dans la sarcoïdose mais moins étudiée 

que la réponse immunitaire adaptative. Les études portent principalement sur le rôle des 

macrophages, néanmoins les polynucléaires neutrophiles, ou les cellules Natural Killer (NK) 

participent possiblement  à la pathogénie et leur nombre  dans le LBA est corrélé à la sévérité 
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des formes pulmonaires (Tutor-Ureta et al. 2006; Ziegenhagen et al. 2003). Plus récemment la 

neutrophil gelatinase-associated lipocain (NGAL) sécrétée par les neutrophiles activés était 

associée à une sévérité de la maladie et à un recours à la corticothérapie (Kato 2018).  

Les monocytes et les cellules dérivées des monocytes jouent un rôle dans l’inflammation 

granulomateuse. Les monocytes intermédiaires CD14+/CD16+, indiquant une inflammation 

systémique sont plus élevés dans le sang et le LBA de patients atteints de sarcoïdose et dans 

des formes chroniques (Lepzien et al. 2021; Fraser et al. 2016). Le monocyte est probablement 

un acteur cellulaire majeur responsable de l’augmentation de la production alvéolaire de TNFa, 

cytokine dont le rôle est important dans la sarcoïdose (Lepzien et al. 2021). Une étude 

transcriptomique « single cell » sur des monocytes classiques a montré une augmentation des 

marqueurs d’activation incluant les molécules d’adhésion, les PRR et les récepteurs de 

chimokines chez les patients atteints de sarcoïdose (Garman et al. 2020).   

Les macrophages alvéolaires et ceux dérivés des monocytes sanguins peuvent être activés via 

des récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires : PRR. Le CD14 qui est un marqueur 

utilisé pour la reconnaissance des macrophages est également  le premier PRR qui a été identifié 

(Zanoni et Granucci 2013). D’autres PRR incluent les toll like receptor (TLR), ou les récepteurs 

intra-cellulaires de type nucleotide-binding oligodimerization domain protein (NOD)-like 

receptor (NLR). Cette activation macrophagique peut s’accompagner d’une modification du 

phénotype et de la fonction du macrophage ainsi que d’une modification de sa polarisation (cf 

chapitre 2.3.1.1.4) (Lee et al. 2020). Les PRR sont capables de reconnaître des motifs 

moléculaires caractéristiques des micro-organismes (Pathogen associated molecular patterns 

(PAMP)) comme les peptides de mycobactérie identifiés dans la sarcoïdose (mKATG, ESAT6, 

SODA) et des motifs moléculaires associés aux dommages (dommage associated molecular 

pattern (DAMP)) (Bianchi 2007). Au cours de la sarcoïdose une signalisation modifiée des 

PRR a été retrouvée dans des études immunologiques et génétiques (Veltkamp et al. 2007; Chen 

et al. 2010; Besnard et al. 2018; Gabrilovich et al. 2013; Wikén et al. 2009). Par exemple, en 

comparaison avec des sujets témoins, les macrophages alvéolaires ou les macrophages dérivés 

de monocytes sanguins de patients atteints de sarcoïdose surexpriment les TLR2, TLR4, TLR9 

et NOD-2 (Chen et al. 2010; Wikén et al. 2009; Schnerch et al. 2016). L’activation du TLR2 

par un peptide mycobactérien (ligand 19-kDa lipoprotein of Mycobacterium tuberculosis) 

induit une sécrétion plus importante de TNFa et d’interleukine-6 (IL-6) chez les macrophages 

alvéolaires de patients atteints de sarcoïdose que chez ceux issus  de témoins sains (Gabrilovich 

et al. 2013).  
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La serum amyloid A (SAA) est une protéine qui fait partie des DAMPs et qui est augmentée au 

cours des réactions inflammatoires, notamment chez les patients atteints de sarcoïdose 

(Bargagli et al. 2011). Le taux de SAA dans le sérum de patients atteints de sarcoïdose est 

corrélé au déclin de la fonction respiratoire (Bargagli et al. 2011). La SAA potentialiserait la 

formation et la pérennisation du granulome en piégeant des peptides bactériens et en activant 

la voie NF-kB via une liaison aux TLR des macrophages (Chen et al. 2010).  Le variant SAA1 

pourrait être directement sécrété par les macrophages et les cellules dérivées au niveau des 

tissus atteints (Jumeau et al. 2019). Parmi la famille des récepteurs de type NOD-like, se trouve 

NLRP3 impliqué dans le processus de l’inflammasome. Ce complexe de l’immunité innée 

favorise la maturation des cytokines inflammatoires IL-1ß et IL-18 en les clivant via l’activation 

de la caspase 3 (Evavold et Kagan 2019).  Une augmentation de la voie de l’inflammasome 

NLRP3 et de l’IL-1ß a récemment été observée au cours de la sarcoïdose dans plusieurs travaux, 

et pourrait être un facteur associé à la sévérité de la pathologie (Huppertz et al. 2020; Kron et 

al. 2019; Talreja et al. 2019) (cf chapitre 1.4.1).  

Le rôle de barrière cellulaire est aussi un élément de défense important au cours de l’immunité 

innée et pourrait être altérée/activée dans la sarcoïdose (Broos et al. 2013). Ainsi, des lésions 

endothéliales et épithéliales de la barrière alvéolo-capillaire ont été observées en microscopie 

électronique en dehors des zones granulomateuses dans des biopsies pulmonaires de sarcoïdose 

(Planès et al. 1994). Ces lésions étaient présentes dans des zones semblant indemnes 

d’inflammation en microscopie optique ce qui pourrait suggérer que l’altération de la barrière 

est un phénomène potentiellement important dans l’initiation de la maladie (Planès et al. 1994). 

Le pont entre les systèmes de réponse innée et adaptative implique la participation des 

cellules présentatrice d’antigène (CPA) représentées au cours de la sarcoïdose  par (i)  les 

cellules dendritiques dont les études sont rares et parfois discordantes (Berge et al. 2012; Ota 

et al. 2004; Zaba et al. 2010; Kawanami et al. 1981) et (ii) les macrophages notamment 

alvéolaires (Broos et al. 2013). En effet, une étape essentielle dans la génération de réponses 

spécifiques des cellules T est l'activation des lymphocytes par la reconnaissance d'un antigène, 

un processus qui dépend des CPAs. Les cellules T reconnaissent l'antigène par leur récepteur 

TCR (ou T cell receptor) uniquement lorsque l'antigène est présenté via les molécules du 

complexe majeur d'histocompatibilité (CMH) de classe II. Par conséquent, l'antigène doit être 

ingéré par la CPA, inséré dans la molécule du CMH, et transporté à sa surface pour être présenté 

aux cellules T. L’activation du lymphocyte T requiert la présence de signaux de co-stimulation 

délivrés à la cellule T par les CPA.  Il existe de nombreux polymorphismes d’HLA de classe II 

associés à un risque accru d'apparition de la maladie et à certains phénotypes de sarcoïdose 
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(Calender et al. 2020; Schürmann et al. 2001). Les macrophages alvéolaires de sarcoïdose 

présentent des capacités de présentation antigénique augmentées induisant une prolifération 

lymphocytaire T plus importante (Lem et al. 1985; Broos et al. 2013). Les  molécules de 

costimulation ou d’inhibition qui sont un deuxième signal nécessaire pour activer le lymphocyte 

présentent une expression modifiée dans la sarcoïdose par exemple pour le programmed death-

1 (PD-1) sur les lymphocytes T CD4 et son ligand PD-L1 sur les macrophages alvéolaires 

(Braun et al. 2014), pour CD80 ou CD86 molécules de costimulation du macrophages se liant 

à CD28 sur les lymphocytes T (Agostini et al. 1999) ou sur la cytotoxic T-lymphocyte-

associated protein 4 (CTLA4) à la fonction d’inhibition pour les lymphocytes T (Broos, 

van Nimwegen, In ’t Veen, et al. 2015),  pour BTNL2 (Valentonyte et al. 2005) et pour l’ 

Inducible T-cell COStimulator (ICOS) molécule de costimulation exprimée à la surface des 

lymphocytes T activés et son ligand ICOSL (Sakthivel et al. 2016). En absence de second signal 

les lymphocytes T deviennent anergiques, c’est-à-dire incapables de répondre à une nouvelle 

stimulation, ou entrent en apoptose. Les molécules co-inhibitrices, sont là afin de maintenir la 

tolérance du soi et éviter un emballement de la réponse immunitaire. De façon intéressante, les 

nouveaux inhibiteurs de check-points ciblant CTLA4, PD-1 ou PD-L1 induisent des réactions 

sarcoid-like dont la clinique et les données histologiques sont similaires à la sarcoïdose 

(Gkiozos et al. 2018). Enfin, le troisième signal d’activation du lymphocyte est médié par 

l’environnement cytokinique (IFN-g, IL-6, IL-12, IL-18, IL-23) auquel participe de façon 

importante le macrophage au cours de la sarcoïdose pour induire une réponse Th1, Th17, 

Th17.1 (Herbert, Ahmadzai, et Thomas 2017; Robinson, McLemore, et Crystal 1985; Sahashi 

et al. 1994, 6; Shigehara et al. 2001; Judson et al. 2012, 23). 

Il n’est pas certain que les macrophages alvéolaires puissent passer la membrane alvéolo-

capillaire (Broos et al. 2013; Cohen et al. 2018). Ces cellules ne migrent probablement pas vers 

les ganglions lymphatiques pour induire une activation dans des lymphocytes T naïfs, ce qui en 

fait des cellules présentatrices d’antigène « faibles » mais elle pourraient néanmoins contribuer 

à la présentation locale de l’antigène, en augmentant la prolifération des lymphocytes T 

mémoires recrutés par les chimiokines sécrétées (Broos et al. 2013) et en activant les 

lymphocytes grâce à l’expression des molécules de costimulation (CD80, CD86, CD40L) 

(Nicod et Isler 1997). En même temps que les cellules présentatrices d'antigènes résidentes dans 

les tissus, telles que les cellules dendritiques ou les macrophages alvéolaires, les monocytes 

sanguins agissent comme des sentinelles pour la détection de menaces potentielles pour l'hôte 

et sortent de l'espace vasculaire pour "patrouiller" dans l'espace interstitiel des poumons 

(Jakubzick et al. 2013). Au cours de la sarcoïdose, les monocytes et cellules dérivés des 
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monocytes sanguins présents dans le lavage broncho-alvéolaire ont possiblement des capacités 

migratoires importantes grâce à une augmentation d’expression de C-C chemokine receptor 

type 7 (CCR7), récepteur de chimokines facilitant leur potentiel de migration dans les 

ganglions). Ces monocytes expriment également des marqueurs de maturité tels que HLA-DR 

et CD80 (Lepzien et al. 2019).  

La réponse immunitaire adaptative connue est principalement de type Th1, Th17 et Th17.1 

avec une réduction ou un dysfonctionnement des lymphocytes T régulateurs (cf chapitre 2.3.1.2 

et 2.3.3). Néanmoins d’autres acteurs de la réponse adaptative pourraient être impliqués comme 

les lymphocytes Th2 ou les lymphocytes B. Cette réponse adaptative est médiée via la 

production de cytokines pro-inflammatoire comme le TNFa, IL-12, IL-18, INF-g, IL-2 et IL-

17A et via la modulation de cytokines régulatrices comme le TGFβ et l’IL-10 (Herbert, 

Ahmadzai, et Thomas 2017; Zhou et Arce 2020; Grunewald et al. 2019), induisant le 

recrutement, l’activation et la prolifération de nombreuses cellules menant à l’inflammation 

puis à la formation de granulomes.  

 

 Autres mécanismes immunologiques et nouvelles voies de signalisation 

impliquées dans la pathogénie de la sarcoïdose  

Plusieurs mécanismes relatifs à l’auto-immunité ont été associés à la sarcoïdose (Starshinova 

et al. 2020). La vimentine, protéine de filaments intermédiaires constituant le cytosquelette des 

cellules du tissu conjonctif a été identifiée dans les corps astéroïdes intra-macrophagiques de 

granulomes (Cain et Kraus 1983).  Dans le syndrome de Löfgren, chez des patients porteurs 

d’un polymorphisme HLA-DR3, des techniques protéomiques ont identifié la vimentine, 

comme un autoantigène possible pouvant s’insérer parfaitement dans les molécules HLA sur 

des macrophages pulmonaires (Wahlström et al. 2007). De même, sur du tissu splénique 

homogénéisé ayant été utilisé pour des tests de Kveim, la vimentine  a été identifiée comme 

étant l’antigène induisant une réponse lymphocytaire T avec la production d’INFg 

spécifiquement chez les PBMC de patients atteints de sarcoïdose (Eberhardt et al. 2017).  

L’association de la sarcoïdose à d’autres maladies auto-immunes comme le syndrome de 

Goujerot-Sjögren (Starshinova et al. 2020), la présence d’auto anticorps (Kobak et al. 2014), 

ou la participation de l’immunité humorale (Kamphuis et al. 2013; Saussine et al. 2012; Phalke 

et al. 2020) sont d’autres arguments pour suggérer l’implication d’une auto-immunité.  
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Trois voies de signalisation ont très récemment été étudiées au cours de la sarcoïdose : la voie 

de mTOR, la voie de l’inflammasome et la voie de signalisation JAK-STAT. 

La voie mTORC1 

Dans un modèle murin de délétion dans la lignée myéloïde de l’inhibiteur tuberous sclerosis 

complex 2 (Tsc2) activant le complexe mTORC1, des granulomes ont été observés dans de 

multiple organes (poumons, peau, ganglions) (Linke et al. 2017). Les macrophages délétés pour 

le gène Tsc2 présentaient une prolifération plus importante, une inhibition de l’apoptose, une 

augmentation de la glycolyse et une transformation en cellules épithélioïdes hypertrophiques 

(Linke et al. 2017). Les auteurs ont identifié une signalisation mTORC1 activée dans un tiers 

des granulomes obtenus à partir de 27 biopsies de patients, associée à des marqueurs de 

prolifération, et la voie mTORC1 était significativement enrichie dans la population présentant 

une maladie progressive par rapport à une maladie plus limitée. Cette étude souligne le rôle 

possible de la voie mTORC1 dans les formes chroniques et les granulomes persistants. Ces 

résultats ont été soutenus par une étude génétique sur cinq familles françaises, mettant en 

relation la voie de signalisation mTOR et l'autophagie (Calender et al. 2019) qui pourraient être 

à l’origine d’une diminution de clairance antigénique favorisant  la formation de granulomes et 

la différenciation en Th17 dans la sarcoïdose (Pacheco et al. 2020).  

La voie de l’inflammasome 

Huppertz et al. ont étudié la voie de l’inflammasome NLRP3 chez des patients atteints de 

sarcoïdose et dans un modèle murin utilisant des peptides de mycobactérie (Huppertz et al. 

2020). Les auteurs ont retrouvé dans les cellules épithélioïdes de granulomes sarcoïdiens la co-

expression de Caspase-1 activée et d’IL-1β qui sont des composants de l’activation de 

l’inflammasone NLRP3. Les patients présentant une sarcoïdose « sévère » (active et nécessitant 

un traitement immunosuppresseur) présentaient une augmentation spontanée du taux de l’IL-

1ß dans leur LBA ainsi qu’un immunomarquage plus important dans les cellules épithélioïdes 

des granulomes. Dans les macrophages alvéolaires sarcoïdiens par rapport à des témoins sains, 

la transcription du miR-223 (un inhibiteur de NLRP3) diminuait, tandis que le taux d'expression 

de l'ARNm du NLRP3 augmentait. Une implication de la voie de l’inflammasome était 

également retrouvée dans le modèle murin. 

La voie JAK-STAT 

Plusieurs cas cliniques (dont le premier issu de notre équipe) ont rapporté l’efficacité majeure 

d’inhibiteurs de tyrosine kinase ciblant différentes JAK dans des formes sévères chroniques 

résistantes à plusieurs lignes de traitement immunosuppresseurs (Rotenberg et al. 2018; 

Damsky et al. 2018; 2020).   Rotenberg et al. ont rapporté une amélioration spectaculaire 
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notamment respiratoire d’une sarcoïdose avec des poussées multiviscérales réfractaires aux 

corticostéroïdes associées à une polycythémie  associée à une forme mutée de JAK2 en utilisant 

le ruxolitinib (un inhibiteur de JAK 2 et JAK1). L’étude histologique de biopsies cutanées a 

montré qu’un traitement par inhibiteur de JAK (tofactinib inhibiteur de JAK et JAK3) a entraîné 

la disparition des granulomes et une régression de l’infiltrat inflammatoire associé à une 

diminution de l’immunomarquage des formes phosphorylées STAT1 et STAT3 ainsi que le 

taux d’ARNm d’IFN-γ, du TNF-α, de l’IL-6. L’implication de cette voie est également étayée 

par les analyses transcriptomiques retrouvant une surexpression de la voie JAK/STAT dans des 

PBMCs de patients atteints de sarcoïdose (Zhou et al. 2017). 

 

 

 Définitions 

Le terme « d’activité » de la sarcoïdose est largement employé au cours de la pratique et des 

études cliniques. Néanmoins, il n’y’a pas de définition précise ni consensuelle de l’activité de 

la maladie (« Consensus conference: activity of sarcoidosis. Third WASOG meeting, Los 

Angeles, USA, September 8-11, 1993 » 1994).  

Par ailleurs, il n’existe pas de marqueurs cliniques ou biologiques avec une sensibilité ou 

spécificité excellentes. Le TEP-scanner au 18F-FDG permet d’identifier avec précision les 

organes présentant un hypermétabolisme et donc une activité mais il s’agit d’un examen 

irradiant et coûteux.  

Une définition a été proposée en 1994 par la WASOG : «   En cas de maladie active, les patients 

peuvent présenter des signes cliniques d'activité, et/ou des marqueurs 

biologiques/immunologiques d’activité, et/ou une formation de granulomes actifs, et/ou de 

progression active vers la fibrose. Dans la maladie inactive, les signes cliniques régressent ou 

restent stables, et les marqueurs biologiques/immunologiques sont dans la fourchette 

normale ». (« Consensus conference: activity of sarcoidosis. Third WASOG meeting, Los 

Angeles, USA, September 8-11, 1993 » 1994). La forme active implique donc 1) une 

inflammation en cours, 2) un processus où la formation du/des granulomes évolue et 3) avec 

une progression possible vers la fibrose. Cette définition traduit un instantané et ne prend pas 

en compte le devenir de la maladie (par exemple un syndrome de Löfgren est une forme active 

mais de bon pronostic) ou la nécessité de débuter un traitement. Plus récemment, Prasse et al. 

ont proposé une classification, « sarcoid clinical activity classification »,  basée sur 3 critères : 

(1) le mode du début de l’entrée de la maladie (aiguë ou non aiguë) ; (2) la nécessité d’un 
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recours à une traitement; (3) la nécessité d’un recours à un traitement au long cours (Prasse et 

al. 2008). Ce score permettrait en outre de mieux discriminer les formes actives biologiques 

que la classification de Scadding (Prasse et al. 2008). 

 

 Marqueurs cliniques  

Certains signes sont évocateurs d’une atteinte active de la sarcoïdose : uvéite, érythème noueux, 

lupus pernio, fièvre, polyarthralgie, splénomégalie, adénopathie périphérique, atteinte des 

glandes salivaire ou lacrymale, signes cliniques en rapport avec une hypercalcémie 

(ATS/ERS/WASOG 1999).  

Les symptômes respiratoires comme la dyspnée sont peu spécifiques et peuvent être en rapport 

avec des séquelles pulmonaires. Par contre l’aggravation de la dyspnée et de la toux sont plus 

évocateurs d’une atteinte respiratoire active. L’absence de toux est en défaveur d’une 

exacerbation de la maladie pulmonaire (Panselinas et Judson 2012).  

 

 Marqueurs biologiques 

Des perturbations biologiques sont observées au cours de la sarcoïdose comme la lymphopénie 

qui pourrait être corrélée à la sévérité de la maladie (Sweiss et al. 2010), 

l’hypergammaglobulinémie suggérant une participation des lymphocytes B (Kamphuis et al. 

2013), ou l’hypercalcémie liée à une augmentation de l’activité de la 1-alpha hydroxylase des 

macrophages du granulome, convertissant la 25-OH vitamine D en 1.25-diOH vitamine D 

(forme active favorisant l’absorption digestive du calcium) (Saidenberg-Kermanac’h et al. 

2014).  

La plupart des biomarqueurs étudiés dans la sarcoïdose sont issus d’une production par les 

cellules constituant le granulome.  L’enzyme de conversion de l’angiotensine (ECA) qui est le 

plus connu des biomarqueurs est une glycoprotéine qui convertit l’angiotensine I en 

angiotensine II. Cette enzyme est produite par les macrophages de patients et a été identifiée en 

immunohistochimie dans les cellules épithélioïdes des granulomes sarcoïdiens (Silverstein, 

Pertschuk, et Friedland 1979) mais son rôle dans la pathogénie de la granulomatose n’est pas 

connu. La sensibilité diagnostique de ce marqueur est comprise entre 22 et 86% et la spécificité 

entre 54 et 95% selon les séries (Kraaijvanger et al. 2020).  L’ECA peut en effet être élevée en 

cas de tuberculose, bérylliose, histoplasmose, maladie de Gaucher, lymphome. Ce marqueur 

est par contre utile pour le suivi de l’activité de la maladie des patients notamment sous 

traitement (Vorselaars et al. 2015). La chitotriosidase (CTO) est une enzyme qui dégrade la 
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chitine, un polymère que l'on trouve dans les parois cellulaires des champignons et les 

exosquelettes des insectes et des crustacés. Les neutrophiles pulmonaires et les macrophages 

peuvent sécréter de la CTO via une stimulation des récepteurs TLR par l'IFN-g, le facteur 

stimulant les colonies de granulocytes et de macrophages (GM-CSF). L’élévation des taux 

sériques de CTO est un marqueur d’activité et a été constaté chez des patients présentant une 

maladie évolutive (Bennett et al. 2020). En tant que marqueur diagnostique, les dosages de 

CTO sont moins utiles en raison de leur faible spécificité (Kraaijvanger et al. 2020). 

L'augmentation des niveaux du récepteur sérique soluble de l'interleukine 2 (sIL-2R) est 

considérée comme un marqueur de l'activation des cellules Th1 dans la formation et la 

perpétuation du granulome. C’est également un marqueur non spécifique de sarcoïdose. 

Néanmoins, lorsqu'il est combiné à d'autres biomarqueurs (d'imagerie) et à des caractéristiques 

cliniques, il peut être utile au diagnostic (Eurelings et al. 2019).  D’autres marqueurs 

biologiques comme le lysozyme, la néopterine sécrétés pas le macrophage ou le  YKL-40 par 

le neutrophiles sont également des marqueurs d’activité de la maladie utilisés dans le cadre de 

la recherche (Kraaijvanger et al. 2020).  

 

 Imagerie 
Le TDM peut également donner des arguments en faveur d’une activité thoracique de la 

sarcoïdose. Plusieurs travaux ont permis de classer les lésions de sarcoïdose au TDM selon leur 

réversibilité, spontanée ou sous traitement (Akira et al. 2005; Brauner et al. 1992; Murdoch et 

Müller 1992; Remy-Jardin et al. 1994), permettant ainsi de discriminer les lésions 

granulomateuses des lésions de fibrose.  Les lésions réversibles parenchymateuses les plus 

fréquentes et les plus évocatrices sont les micronodules de distribution lymphatique ; les 

épaississements péribronchovasculaires sont également fréquents. Les lésions dont la 

réversibilité est indéterminée sont les opacités en verre dépoli, les lignes septales, les opacités 

nodulaires pouvant confluer et prendre l’aspect soit de condensation soit de masse. Deux scores 

d’activité du scanner thoracique ont été mis au point dans la sarcoïdose (Oberstein et al. 1997; 

Benamore et al. 2016). Le plus récent est le computed tomography activity score (CTAS) qui a 

été développé par Benamore et al. et qui consiste en une évaluation de l’étendue (ou la présence 

pour le score simplifié) de lésions potentiellement réversibles comme les nodules, le verre 

dépoli, les condensations et les épaississements péribronchovasculaires. Le CTAS permettrait 

de prédire la réponse au traitement évalué par l’amélioration de la capacité vitale forcée (CVF). 

Le CTAS présente en outre l’avantage d’une concordance inter-observateur élevée (Benamore 
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et al. 2016). Sa valeur prédictive de ce score a été confirmée par une autre équipe (Duan et al. 

2018). Enfin, des scores élevés du CTAS ont été corrélés avec l’ECA sérique (Duan et al. 2018). 

Le TEP scanner est une technique d’imagerie médicale fonctionnelle métabolique qui est basée 

sur le transfert transmembranaire du 18F-FDG et sa captation intracellulaire du fait d’un 

fonctionnement exagéré de la glycolyse au sein de la cellule, et via une expression accrue des 

transporteurs du glucose (GLUT) (Love et al. 2005). Le 18F-FDG entre en compétition avec le 

2-déoxyglucose vis-à-vis du transporteur trans-membranaire en excès, et pénètre dans la cellule. 

Métabolisé en 18F-FDG -6-Phosphate par l’hexokinase, il ne peut alors pas être transformé par 

les étapes suivantes de la glycolyse et s’accumule dans la cellule. Les cellules composant les 

granulomes (macrophages, lymphocytes) présentent un hypermétabolisme de type glycolyse 

aérobie comme dans le phénomène de Warburg (Piekarski, Benali, et Rouzet 2018) (cf chapitre 

2.1.3).  

L’intérêt du TEP scanner dans la sarcoïdose est multiple, cette imagerie est utile pour 

l’évaluation de l’activité avec une meilleure sensibilité que l’ECA,  le staging de la maladie, il 

pourrait permettre aussi de suivre l’évolution sous traitement ou de prédire la réponse 

thérapeutique (Keijsers et Grutters 2020). Néanmoins en raison de son coût et du fait de 

l’irradiation les indications du TEP scanner au 18F-FDG sont limitées aux indications suivantes 

(Valeyre et al. 2014):  

- Besoin d’identification d’un site occulte, possiblement biopsiable en l’absence de 

confirmation histologique aisée. 

- Recherche d’une localisation cardiaque active. 

- Évaluation de l’activité associée à la présence d’une fibrose pulmonaire. En effet dans 

cette situation la visualisation de signe d’activité au scanner au sein des lésions de 

fibrose peut être difficile.  

- Bilan d’une fatigue intense lors d’une maladie semblant non évolutive avec des tests 

biologiques normaux pour préciser définitivement si une activité est encore présente 

guidant l’initiation d’un traitement. 

- En cas d’hypertension pulmonaire, à la recherche d’un hypermétabolisme de ganglions 

médiastinaux devant une compression des vaisseaux pulmonaires (Boucly et al. 2017).  
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 Résolutive/spontanée et maladie chronique 
L’évolution naturelle de la maladie est également très variable allant de résolutions spontanées 

à des atteintes d’organes récalcitrantes nécessitant une greffe. On différencie les formes 

d’évolution courte, des formes persistantes selon qu’elles durent moins ou plus de 5 ans 

(Baughman, Nagai, et M. Balter 2011). Dans la moitié des cas la sarcoïdose est spontanément 

résolutive 2 ans après le diagnostic (Valeyre et al. 2014a). Certains paramètres sont prédictifs 

d’une résolution rapide : un syndrome de Löfgren, une uvéite aiguë, un stade I, et certains 

haplotypes (HLA-DRB1*03). D’autres prédisent une évolution chronique : un âge de début > 

40 ans, une origine afro-caribéenne, le stade IV, certaines atteintes extra-thoraciques 

(cardiaque, neurologique, rénale, ORL, lupus pernio, uvéite postérieure, splénomégalie, 

néphrocalcinose), l’atteinte multiviscérale de plus de 3 organes (Neville, Walker, et James 

1983; Valeyre et al. 2014a; Mañá, Salazar, et Manresa 1994) .  

 

 Morbi/mortalité 
Certaines comorbidités sont associées à la sarcoïdose. Le risque relatif de maladie 

thromboembolique, d’insuffisance cardiaque, de processus néoplasique, de 

lymphoprolifération et de pathologie auto-immune (syndrome de Sjögren) est augmenté dans 

la sarcoïdose (Valeyre et al. 2014a; Wu et al. 2017; Larsson et al. 2020; Jeon et al. 2020; Brito-

Zerón et al. 2018). Le syndrome d’apnées obstructives du sommeil et les infections sévères sont 

également accrus mais d’origine multifactorielle (Bosse-Henck et al. 2017; Rossides et al. 

2020). Deux  études récentes sur la mortalité ont retrouvé que les néoplasies étaient la première 

cause de décès chez les patients et ce de façon plus importante que dans la population générale 

(Larsson et al. 2020; Jeon et al. 2020). 

Le pronostic de la sarcoïdose est favorable dans 80% des cas avec ou sans traitement. Dix à 

20% des patients vont garder des séquelles et 1-5% des patients vont décéder de leur sarcoïdose 

(Valeyre et al. 2014a). Une étude de la réduction de l’espérance de vie, concentrée sur un sous-

groupe de patients atteints de sarcoïdose, montre que la première cause de décès est  liée aux 

atteintes pulmonaires sévères suivies par les atteintes cardiaques (Reich 2002; Gribbin et al. 

2006; Jamilloux et al. 2016). Globalement, la sarcoïdose entraîne une diminution de l’espérance 

de vie de près de 6 ans (Jamilloux et al. 2016) et une augmentation de la mortalité par rapport 

à la population générale (Larsson et al. 2020; Gribbin et al. 2006; Jeon et al. 2020; Rossides, 

Kullberg, et al. 2018) . Une étude suédoise a montré le contraste entre patients ne nécessitant 
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pas de traitement pour lesquels il n’y a pas de surmortalité et les patients ayant une nécessité 

d’être traités pour lesquels la mortalité est augmentée (Rossides, Kullberg, et al. 2018).  Dans 

les formes pulmonaires, la diminution de la fonction pulmonaire évaluée par un composite 

physiologic index (CPI) >40 (formule prenant en compte la CVF, le volume expiré maximal en 

une seconde (VEMS) et la DLCO), la diminution de la DLCO, l’extension de la fibrose >20% 

au scanner, et la présence d’une hypertension pulmonaire ou l’origine afro-caribéenne sont des 

facteurs de risques reconnus de surmortalité (Walsh et al. 2014; Kirkil, Lower, et Baughman 

2018; Jeny, Uzunhan, et al. 2020; Baughman et al. 2018; Kouranos et al. 2020) 

 

 

 Principes du traitement 

Le traitement de la sarcoïdose reposant sur des médicaments anti-inflammatoires 

(corticostéroïdes ; immuno-suppresseurs ; anti-TNFα) n’est pas curatif, mais suspensif sur les 

manifestations en contrôlant la réaction granulomateuse. Le traitement n’a aucun effet sur la 

fibrose une fois installée. L’influence du traitement sur l’histoire naturelle de la maladie et 

notamment l’évolution vers la fibrose reste une question débattue. La corticothérapie est le 

traitement de première ligne, mais pourvoyeuse de nombreux effets indésirables. Il n’y a pas 

de consensus sur la dose initiale ni sur la durée du traitement (le plus souvent 12 mois ou plus) 

et les modalités de décroissance. Des rechutes sont fréquentes lors de la diminution des doses, 

et surtout après l’arrêt du traitement. En dehors de la corticothérapie, les autres molécules 

disponibles ont un délai d’action retardé de plusieurs mois. Chaque traitement devra être 

encadré par une prévention de ses effets secondaires. Des traitements symptomatiques ou 

dirigés sur certains organes peuvent aussi être nécessaires et compléter le traitement de la 

sarcoïdose. 

 Indications 

La mise en œuvre d’un traitement peut ne pas être nécessaire s’il n’y a pas d’atteinte sévère ou 

de syndrome parasarcoïdien ou être nécessaire d’emblée ou de façon différée devant une 

progression secondaire. Le traitement n’est pas systématique et la décision de traiter nécessite 

de répondre à certaines questions au préalable : 1) le patient est-il symptomatique ? 2) les 

symptômes peuvent-ils être contrôlés par une thérapeutique locale ? 3) existe-t-il une atteinte 

d’organes vitaux ? 4) le patient présente-t-il une forme chronique de la maladie ? 5) le patient 

présente-t-il des contre-indications au traitement ? Enfin il est important de prendre en compte 
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l’adhésion au traitement sur laquelle repose notamment une meilleure évolution de la qualité 

de vie sous traitement (Sharp et al. 2020).  

 Outils thérapeutiques 
La corticothérapie est le traitement général de référence. Les glucocorticoïdes diffusent à traver 

la membrane cellulaire, puis se fixent et activent un récepteur intra-cytoplasmique. Ce 

complexe activé, passe la membrane nucléaire et s’associe au glucocorticoid response element 

(GRE) pour activer des gènes codant pour des protéines anti-inflammatoires (annexine 1, IkB 

qui inhibe NF-kB, ou le récepteur de l’IL1) ou inhiber la transcription de gènes codant pour des 

protéines pro-inflammatoires (IL-1ß, TNFα, molécules d’adhésions). Le mécanisme d’action 

des corticoïdes peut également être direct en inhibant la voie NF-kB (Grutters et van den Bosch 

2006).  La corticothérapie est en règle générale prolongée sur 12 mois ou plus. Des doses de 

prednisone orale de 0,5 mg/kg sont prescrites à l’initiation du traitement. En cas de sarcoïdose 

pulmonaire, deux études récentes ont montré qu’une reponse était obtenue en un mois ou moins, 

et qu’une décroissance rapide des corticoïdes avait une efficacité satisfaisante moyennant une 

prise de poids moindre, qu’une décroissance plus lente (Broos, Poell, et al. 2018; Broos, 

Wapenaar, et al. 2018).  

D’autres molécules peuvent être prescrites, en cas de contre-indication, échec ou mauvaise 

tolérance des corticoïdes ou bien à titre d’épargne cortisonique lorsque la dose seuil dépasse 

durablement 10 voir 7 mg/j (James et Baughman 2018) : 

Les antipaludéens de synthèse (hydroxychloroquine) notamment grâce à leur inhibition de 

l’acidification du lysosome nécessaire à la présentation antigénique et à l’activation des TLR 

peuvent être utilisés pour les atteintes cutanées modérées et en cas d’hypercalcémie. Le 

méthotrexate à faible posologie hebdomadaire est l’immunosuppresseur le plus choisi en 

deuxième ligne (Rahaghi et al. 2020). Il agit sur la synthèse de l’ADN, la réparation et la 

réplication cellulaire via l’inhibition de la dihydrofolate reductase. Il a des propriétés anti 

inflammatoires via une augmentation de l’adénosine et par un mécanisme mal connu qui 

inhiberait le TNFα. via la voie NF-KB (Iannuzzi et Fontana 2011). Ses complications sont 

d’ordre hématologique, hépatique, pulmonaire et rénal. L’azathioprine autre molécule de 

deuxième ligne, inhibe la prolifération des lymphocytes en bloquant la synthèse des purines. 

Dans certaines formes graves résistant à ces traitements, les anti TNF-α (infliximab voire 

adalimumab) peuvent être envisagés et ont montré, leur efficacité pour les cas de sarcoïdose 

chronique réfractaire (particulièrement lupus pernio, neurosarcoïdose, et atteinte oculaire). 

L’efficacité est prouvée pour les atteintes pulmonaires mais avec un effet modeste  (James et 
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Baughman 2018; Baughman et al. 2006). Ce traitement induit notamment une apoptose des 

leucocytes exprimant le TNFα.  

En cas d’atteinte respiratoire pourront être prescrits selon la nécessité : une oxygénothérapie, le 

traitement d’infections pulmonaires surajoutées de bronchectasies (très fréquentes dans les 

formes avancées) ou aspergillaires et de leurs complications, le traitement des sténoses 

bronchiques par dilatations et stents. Une réhabilitation peut être particulièrement intéressante 

avec une augmentation de l’activité physique journalière et une diminution de la fatigue 

(Strookappe et al. 2015). Les hémorragies liées à une infection aspergillaire ou non peuvent 

bénéficier de la radiologie interventionnelle. La greffe d’organe peut être envisagée en cas de 

stade terminal de la maladie respiratoire après avoir épuisé toutes les options médicamenteuses. 

Trois composantes de type fibrose pulmonaire, hypertension pulmonaire et obstruction des 

voies aériennes conjuguent en proportions différentes. La survie post transplantation 

pulmonaire est identique à la plupart des autres causes de transplantation pulmonaire et meilleur 

qu’en cas de fibrose pulmonaire idiopathique (Taimeh et al. 2016; Le Pavec et al. 2021). La 

survie post transplantation est diminuée chez les sujets plus âgés et en cas de fibrose plus 

étendue.    

Avec une meilleure connaissance des voies de signalisations induites, des alternatives 

thérapeutiques sont actuellement à l’essai dans la sarcoïdose testant par exemple l’efficacité du 

sirolimus (inhibiteur de mTOR) dans les formes cutanées  (EudraCT Number: 2017-004930-

27), de traitement inhibiteur de IL-1β dans la sarcoïdose cardiaque (ClinicalTrials.gov 

NCT04017936)  ou dans les formes pulmonaires (NCT02888080), des inhibiteurs de la voie 

JAK-STAT (Tofacitinib) pour des atteintes pulmonaires corticodépendantes  (NCT03793439). 

Des cas rapportés ont également suggéré que les anti-IL-6 (Tocilizumab) pourraient être 

intéressants dans des formes de sarcoïdose réfractaire. L’IL6 est une cytokine connue pour son 

action pro inflammatoire au cours de l’immunité innée et pour son activation de la voie JAK-

STAT. Le nintedanib (inhibiteur de tyrosine kinase ciblant les récepteurs du Platelet-derived 

growth factor (PDGF), fibroblast growth factor (FGF) et vascular endothelial growth factor 

(VEGF)) dans l’analyse en sous-groupe sur 12 patients atteints de sarcoïdose fibrosante de 

l’essai INBUILD, ralentissait le déclin de la CVF (Flaherty et al. 2019). Un autre anti fibrosant 

de type pirfenidone est actuellement en cours d’essai (NCT03260556). 
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 Granulomes  

Des structures diverses sont appelées « granulomes », terme vague, vrai mot-valise recouvrant 

par exemple le granulome dentaire ou granulome pyogénique/ botryomycome, d’où la nécessité 

de bien définir ce dont il s’agit. Ainsi en reprenant les mots de William Epstein : « le granulome 

sarcoïde ou tuberculoïde est pathologiquement distinct. On y voit de façon caractéristique des 

cellules épithélioïdes et géantes organisées pour former des nodules » (Epstein, Skahen, et 

Krasnobrod 1963).  

Le granulome dit « immun » à cellules épithélioïdes dont fait partie le granulome sarcoïdien 

et dont nous parlerons est défini comme :  un agrégat organisé et compact, principalement 

composé de cellules dérivées de macrophages (c’est-à-dire appartenant au système des 

phagocytes mononuclées (van Furth, Raeburn, et van Zwet 1979) matures de type cellules 

épithélioïdes et cellules géantes multinucléées pouvant être accompagnées de nécrose ou 

associées à d’autres cellules de l’immunité adaptative (lymphocytes au centre et en périphérie, 

plasmocytes en périphérie) (Adams 1976). Selon Adams et al., ce qui différencie le granulome 

d’un agrégat de cellules au cours d’une inflammation chronique est l’organisation cellulaire en 

une structure compacte et la présence de ces cellules matures (macrophages matures et/ou 

cellules épithélioïdes et/ou cellules géantes) (Adams 1976). Une multitude de facteurs- agents 

infectieux (mycobacterium tuberculosis) et corps étrangers - ainsi que de nombreuses maladies 

inflammatoires et/ou auto-immunes d'étiologie inconnue peuvent entraîner la formation de 

granulomes. Il faut donc distinguer, et ceci est important lors de la construction d’hypothèses 

causales, les granulomes dits à corps étrangers des granulomes immuns à cellules épithélioïdes 

(Figure 6). Les granulomes à corps étrangers dont un exemple est celui observé dans la 

silicose chronique avant la formation d’un nodule fibrohyalin, sont constitués de regroupements 

de macrophages sans architecture concentrique régulière, contenant des particules minérales 

(les corps étrangers), sans association avec des lymphocytes et ayant une évolution fibrosante 

par leur centre (« Diseases associated with exposure to silica and nonfibrous silicate minerals. 

Silicosis and Silicate Disease Committee » 1988). Dans certains cas, des cellules géantes 

particulières sont leur principal composant cellulaire comme par exemple dans les granulomes 

associés à l’aluminium ou les silicomes associés aux ruptures de prothèses mammaires  (Travis, 

Balogh, et Abraham 1985; Erdohazi et Newman 1971). Ainsi on peut résumer que ces 

granulomes à « corps étranger » sont à distinguer des granulomes « immuns » par leur 
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composition  à type de macrophages matures, et cellules géantes multinucléées sans cellules 

épithélioïdes  et l’absence d’association évidente in situ avec d’autres cellules impliquées dans 

un processus d’immunité adaptative (Soler et Bernaudin 1993; Pagán et Ramakrishnan 2018; 

Shah, Pritt, et Alexander 2017).   

 
Figure 6: Représentation schématique des granulomes immuns et à corps étranger 
Abréviations : LT : lymphocyte T ; LB lymphocyte B 
 

 Fonction des granulomes 

Selon l’hypothèse encore privilégiée, la formation des granulomes reflèterait l'échec de la 

rencontre initiale entre les phagocytes et des particules/antigènes avec absence de dégradation 

de ces derniers (Pagán et Ramakrishnan 2018).  

Il est difficile de savoir si la fonction du granulome est « bénéfique » ou « néfaste » pour 

l’individu. Néanmoins, cette structure étant conservée entre les espèces des invertébrés jusqu’à 

l’Homme, on peut supposer que son rôle soit favorable (Pagán et Ramakrishnan 2018). En effet, 

le « but » du granulome serait d’isoler une particule potentiellement néfaste du reste de 

l’organisme, grâce à des barricades cellulaires et fibreuses (Pagán et Ramakrishnan 2018) puis 

de l’éliminer (Figure 7). Néanmoins dans certaines infections comme la tuberculose, les 

granulomes peuvent, au moins dans un premier temps, favoriser la dissémination du pathogène 

par recrutement de nouveaux macrophages (Davis et Ramakrishnan 2009). Au cours de la 

sarcoïdose, on peut penser que cette réponse immunologique particulière est disproportionnée, 

les granulomes formés pouvant entraîner une dysfonction de l’organe atteint. 

Granulome immun Granulome à corps étranger

LT CD4+

LT CD8+

LB

Cellule géante 
multinucléée

Cellule épithélioïde

Macrophage

Corps étranger 
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Figure 7: Modèle conceptuel de formation de l’inflammation granulomateuse 
Selon  (Adams 1976). Un agent étranger va entraîner s’il n’est pas éliminé une inflammation chronique. Cette 
inflammation va stimuler le macrophage, menant à la formation d’un granulome mature qui va par la suite évoluer 
vers un granulome épithélioïde avec la présence de cellules épithélioïdes. Le but du granulome sera de détruire et 
d’isoler l’agent étranger.  P : persistance de l’agent « étranger » ; D : destruction de l’agent 
 
 

 Granulome sarcoïdien, particularités histologiques et métaboliques 

Le granulome sarcoïdien est typiquement « bien formé », compact, sans nécrose caséeuse, 

associant des cellules épithélioïdes et des cellules géantes multinucléées au contact de 

lymphocytes T CD4+ en son centre constituant le follicule central (Bernaudin et al. 2019; Rossi, 

Cavazza, et Colby 2015). En périphérie, les lymphocytes T CD4+ sont également présents  

(Bernaudin et al. 2019) avec l’identification de LT régulateurs CD4+ Forkhead- Box-Protein 3 

(FOXP3)+ (Miyara et al. 2006),  des Th17 (Facco et al. 2011) des Th1 (Kriegova et al. 2011), 

ou des Th2 (Nguyen et al. 2018) ainsi que d’autres cellules comme les lymphocytes T CD8+ 

(Shamaei et al. 2018), des cellules dendritiques (Ota et al. 2004), des lymphocyte B (Kamphuis 

et al. 2013) ou des plasmocytes principalement à immunoglobulines A (IgA) (Kamphuis et al. 

2013) (Figure 8). 
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Figure 8: Microscopie optique et immunohistochimie sur biopsies bronchiques d'un patient atteint de sarcoïdose  
(A) Deux granulomes immuns épithélioides typiques (*) entourés de lymphocytes (flèche) dans le tissu conjonctif 
sous l’épithélium. Coloration éosine hématoxyline. (B et C) immunomarquage avec un anticorps anti-CD4+. (B) 
agrandissement correspondant à l’encadré (A) Noter la présence de lymphocytes CD4+ en périphérie du 
granulome et dans l’épithélium bronchique. (C) présence de lymphocytes TCD4+ dans le follicule central et en 
périphérie du granulome. (D) immunomarquage avec un anticorps anti CD-19 marquant les lymphocytes B en 
périphérie du granulome.  Grossissement (A et C) x100 ; (B)x200 ; (D)x50. Adapté de (Bernaudin et al. 2019) 

 
Une nécrose centrale focale mais sans composante caséeuse peut être associée à ces 

granulomes. Le granulome peut également contenir des inclusions cytoplasmiques comme des 

calcifications concentriques basophiles connues sous le nom de corps de Schaumann 

(lysosomes dégénérés) ou des inclusions étoilées appelées corps astéroïdes (fragments de 

collagène ou de vimentine emprisonnés) (Rossi, Cavazza, et Colby 2015; Bernaudin et al. 

2019). Enfin une couronne de fibrose est le plus souvent associée à la périphérie du granulome 

en organisation lamellaire concentrique, pouvant progresser jusqu’à une hyalinisation complète 

du granulome et vers une extension dans les tissus-hôtes. L’épaisseur de cette couronne parait 

être en rapport avec l’âge du granulome (Figure 9). 

A C

B D

*

*
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Figure 9: Exemples de granulomes observés dans plusieurs situations de granulomes médiastino-pulmonaires  
(A ; C-E) Coloration hématoxyline éosine et (C,D,F) safran de biopsies pulmonaires de patients atteints de 
sarcoïdose (A) Deux granulomes pulmonaires d’âges différents, un « jeune » entouré d’une couronne 
lymphocytaire (*) et l’autre plus ancien entouré d’une couronne fibreuse (#). La flèche montre une cellule géante 
de Langhans. B) granulome d’un ganglion médiastinal obtenu pas aspiration transbronchique à l’aiguille fine lors 
d’une écho-endoscopie bronchique. La flèche montre des cellules épithélioïdes. Coloration May-Grünwald-
Giemsa. (C)  Granulome typique sarcoidien composé d’une cellule géante centrale (#) et entouré de cellules 
épithélioïdes (flèche). (D) Granulome pulmonaire entouré d’une couronne fibreuse de collagène et lymphocytes 
(encadré) ; (E) Paroi d’une bronchiole (flèche) dont la lumière est diminuée de calibre en raison d’un granulome 
sarcoïdien. (F) Cinq « vieux » granulomes (flèches) coalescents entourés de couronnes fibrotiques. 
(A ; C-E) issus du Dr Marianne Kambouchner (département d’anatomopathologie Hôpital Avicenne) (B) issu du 
Dr Jocelyne Fleury-Feith, (département d’Histologie-biologie tumorale Hôpital Tenon).  
 

*
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Les granulomes sont des structures métaboliquement actives. Par exemple ils produisent 

l’enzyme de conversion de l’angiotensine du système rénine angiotensine (Silverstein, 

Pertschuk, et Friedland 1979), la  1alpha‐hydroxylase qui convertit  la 25‐hydroxy vitamine D 

(25‐(OH)D)  en forme active 1,25‐dihydroxy vitamine D(1,25(OH)2 D) (Kamphuis et al. 2014) 

ou la parathyroid hormone–related protein (PTH‐rP) pouvant induire une hypercalcémie 

(Kamphuis et al. 2014). Ces propriétés métaboliques sont illustrées par la captation du 18F-FDG 

possiblement liée à l’augmentation de l’expression du transporteur du glucose GLUT-1 dans 

les cellules immunitaires et au cours de la sarcoïdose (Talreja et al. 2019; Kubota et al. 1992; 

Brewer et al. 2008) et à un effet Warburg (glycolyse aérobie) défini par une augmentation de 

la glycolyse et une diminution de la phosphorylation oxydative (Wilson, Mayr, et Weichhart 

2019). L’effet Warburg a initialement été observé dans les cellules cancéreuses qui 

augmentaient leur consommation de glucose avec production d’acide lactique même en 

présence d’oxygène (Warburg 1956). Ce changement de métabolisme a également été associé 

aux macrophages polarisés de type M1 (activation classique par des cytokines pro 

inflammatoires ou produits microbiens) (cf chapitre 2.3.1.1.4) (Nonnenmacher et Hiller 2018) 

et retrouvé dans des modèles murins in vivo de tuberculose (Shi et al. 2015). 

 

 
Le poumon est l’organe le plus fréquemment atteint dans la sarcoïdose. Les granulomes 

sarcoïdiens prédominent dans les régions supérieures des poumons et ont la particularité d’être 

organisés le long des trajets lymphatiques (plèvre, septa interlobulaires, axes 

bronchovasculaires) (Bernaudin et al. 2019). La plupart des granulomes sarcoïdiens intra et 

périlobulaires sont associés en conglomérats et au contact d’un ou plusieurs lymphatiques 

(Kambouchner et al. 2011; Soler et al. 1976). Les granulomes intra-lobulaires sont également 

associés à un réseau lymphatique intra lobulaire récemment mis en évidence (Kambouchner et 

al. 2011).  Les lymphatiques pulmonaires interviennent dans la régulation du drainage du 

liquide alvéolaire, et de ce fait des particules inhalées (organiques ou non) avec un impact 

possible dans la pathogénie de la sarcoïdose (Kambouchner et al. 2011; Izbicki et al. 2007). Ces 

lymphatiques permettraient également aux cellules de l’immunité, lymphocytes et monocytes, 

de transiter entre la périphérie du granulome et les ganglions médiastinaux (Soler et al. 1976; 

Kambouchner et al. 2011)  

Les granulomes sont également retrouvés dans les voies aériennes, en particulier dans la 

muqueuse des bronchioles, pouvant obstruer totalement la lumière bronchique/bronchiolaire 
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(Figure 9). Ils peuvent enfin être localisés le long des parois extérieures des vaisseaux 

pulmonaires. En revanche les capillaires sanguins sont absents ou altérés au centre des 

granulomes, avec des cellules endothéliales endommagées et un collapsus des capillaires. Les 

capillaires sanguins fonctionnels ne sont donc présents qu’en périphérie du granulome (Figure 

10). Dans ces capillaires transitent des hématies, monocytes et lymphocytes (Soler et al. 1976).  

 
Figure 10: Montage d’une section de granulome pulmonaire en microscopie électronique par transmission 
Adapté de (Soler et al. 1976) A = alvéoles, L = lymphatiques, 
C = capillaires, and * = subdivision du follicule 
 
 

Une particularité des granulomes pulmonaires est d’être entourés d’une couronne fibreuse avec 

des dépôts lamellaires de collagène (Xu, Kligerman, et Burke 2013).  Les granulomes 

pulmonaires sarcoïdiens peuvent être très florides et s’agréger les uns aux autres entrainant une 
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fibrose pouvant être massive (Bernaudin et al. 2019; Rossi, Cavazza, et Colby 2015; Travis et 

al. 2002) (Figure 9). Comme nous le verrons plus loin au chapitre  2.3.2,  la formation de 

granulomes est précédée d’une phase inflammatoire sous forme d’alvéolite et d’inflammation 

interstitielle (Hunninghake 1985; Rosen et al. 1978; Lacronique et al. 1983). Une inflammation 

peut être également observée associée aux granulomes obstruant les bronchioles (Rossi, 

Cavazza, et Colby 2015).  

 
 

 Les acteurs cellulaires  

2.3.1.1 Macrophages, cellules épithélioïdes, cellules géantes 

2.3.1.1.1 Définitions 

 Un des acteurs principaux intervenant dans la formation et la constitution du granulome est le 

macrophage et les cellules qui en dérivent. Le terme de macrophage fut prononcée la première 

fois à la fin du 19e siècle par Elie Metchnikoff, père de l’immunité cellulaire, suite à ces 

observations sur des larves d’étoiles de mer auxquelles il faisait « engloutir » des épines de 

rosier (Gordon 2016a).   Les macrophages sont une population de globules blancs infiltrant les 

tissus et dont la principale fonction est la phagocytose, leur nom provient du grec : 

μάκρος, makros = grand et φαγεῖν, phagein = manger. Les macrophages matures ont une 

grande taille (20 à 50µm) et sont dotés de nombreux organites cytoplasmiques, reflétant 

probablement leur augmentation en capacités phagocytaire, microbicide et sécrétoire (Adams 

1976) (Figure 11). Contrairement aux monocytes qui ont une demi-vie relativement courte (2-

3 jours), celle des macrophages est de plusieurs jours à plusieurs mois. Les macrophages 

constituent une population extrêmement hétérogène, pouvant adopter une morphologie, une 

fonction et un phénotype particuliers notamment en fonction de leur localisation (macrophages 

alvéolaires du poumon, cellules de Küpffer du foie, ostéoclastes de l’os…), de leur 

environnement cellulaire et cytokinique et de leur origine (cellules auto répliquées d’origine 

embryonnaire versus cellules dérivées de monocytes) (Gordon et Martinez-Pomares 2017). Ces 

cellules s’adaptent aux exigences physiologiques de l’organisme ou situations pathologiques et 

sont extrêmement plastiques (Mosser et Edwards 2008). Dans le tissu conjonctif, les 

macrophages sont également nommés histiocytes.  

Dans les granulomes « immuns », les macrophages présents en périphérie hors du granulome 

proprement dit possèdent de nombreux phagosomes et phagolysosomes contenant des débris 

cellulaires, alors que les macrophages du follicule n’ont pas ou très peu de phagosomes mais 
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présentent des organites développées (appareil de Golgi, lysosomes, réticulum endoplasmique 

et  mitochondries) (Soler et al. 1976), suggérant des fonctions et un degré de maturation 

différents. 

 
Figure 11: représentation schématique de la morphologie des différents éléments du système phagocytaire 
mononucléé 
Adapté de (Adams 1976). Stimulated macrophage : macrophage stimulé ; epithelioid : épithélioïde, Foreign body 
giant cell: cellule géante à corps étranger; Langhans giant cell: cellule de Langhans 
 
 
Les cellules épithélioïdes proviennent de la transformation des macrophages et de leur 

activation (Adams 1976). Elles tiennent leur nom de leur ressemblance très lointaine dans leur 

forme avec les cellules épithéliales et du fait d’organisation juxtaposée des cellules d’où leur 

appellation d’épithélioïdes. Les cellules épithélioïdes sont de grande taille, aux limites 

cytoplasmiques peu nettes possédant un noyau ovalaire, excentré à chromatine peu condensée 

(Pagán et Ramakrishnan 2018). Les cellules présentent de nombreuses projections 

cytoplasmiques interdigitées, un profil non phagocytaire (absence de phagolysosome) mais 

sécrétoire avec un métabolisme actif (Soler et al. 1976). Ces cellules n’ont pas de marqueurs 

spécifiques de surface mais expriment le CD68 (marqueur de la lignée monocytaire et 

macrophagique)  (Ueda-Hayakawa et al. 2013). Les cellules épithélioïdes ont une fonction 

sécrétoire prédominante avec l'expression entre autre du TNFa (Yanagishita et al. 2007; Myatt 

et al. 1994), du TGFß1 (Shigehara et al. 1998) de la cathepsine K, une protéase probablement 
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impliquée dans la formation des granulomes (Bühling et al. 2001), de l’ECA (Stanton et al. 

2003) ou l'ostéopontine qui pourrait jouer un rôle dans la régulation de la migration des 

macrophages tissulaires, l'adhérence cellulaire et les fonctions cellulaires, y compris la 

phagocytose (Carlson et al. 1997).  

Les cellules géantes multinucléées pourraient être  la résultante d’une fusion cellulaire de 

cellules épithélioïdes et jouer un rôle dans des mécanismes d’apoptose au sein du granulome 

(van Maarsseveen, Vos, et van Diest 2009).  Néanmoins,  une équipe a récemment retrouvé 

qu’un signal persistant et activant les TLR2 conduirait à la formation de cellules géantes 

multinucléées par division cellulaire en induisant un stress réplicatif et en activant la réponse 

aux dommages de l'ADN, comme ce qui peut être observé dans des pathologies tumorales 

(Herrtwich et al. 2016). Le gH2AX,  marqueur de dommage à l’ADN est exprimé dans les 

cellules géantes multinucléées de granulomes sarcoïdiens (Herrtwich et al. 2016). Les cellules 

géantes multinucléées sont définies par un nombre de noyaux supérieur ou égal à 3, ces noyaux 

sont parfois disposés de façon aléatoire (à corps étranger) ou disposé en périphérie en forme de 

fer à cheval (cellule de Langhans) (Adams 1976) (Figure 11). La fonction des cellules géantes 

est obscure et d’autant plus dans la sarcoïdose. Ces cellules conserveraient dans des modèles in 

vivo et in vitro leur activité phagocytaire et microbicide et sécrèteraient des cytokines (IL-1α, 

TNFα et TGF-β) contribuant à la dynamique cellulaire des granulomes (Hernandez-Pando et 

al. 2000). Les cellules géantes sont capables de séquestrer des matériaux non dégradables ou 

des agents pathogènes persistants et de générer des espèces réactives de l’oxygène via une 

activation de leur NADPH oxydase, entraînant une inflammation, la destruction de l'agent 

pathogène et participerait à la fusion cellulaire (Hernandez-Pando et al. 2000). 

 

2.3.1.1.2 Origine des cellules constituant le granulome pulmonaire 

Le macrophage appartient au système des phagocytes mononucléés, ensemble de cellules 

dérivées de la moelle hématopoïétique intervenant dans le développement, le nettoyage, les 

défenses anti-pathogènes, et l’inflammation (van Furth, Raeburn, et van Zwet 1979). Ce 

système comprend les précurseurs médullaires, les monocytes circulants, les macrophages 

résidents et les cellules dendritiques (Guilliams et al. 2014).  Les macrophages sont classés en 

fonction de leur origine, soit dérivés de précurseurs embryonnaires/fœtaux qui s'auto-

renouvellent en grande partie localement et persistent tout au long de la vie, soit de monocytes 

sanguins adultes qui se développent à partir de cellules souches progénitrices hématopoïétiques 

dans la moelle osseuse (Misharin et al. 2017). Dans le poumon, deux populations 

macrophagiques résidentes ont été identifiées : les macrophages alvéolaires et les macrophages 
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résidents du secteur interstitiel. Les macrophages alvéolaires ont principalement une origine 

embryonnaire, mais en cas d’agression pulmonaire des macrophages intra alvéolaires dérivés 

de monocytes circulants sont recrutés (Misharin et al. 2017; Morales-Nebreda et al. 2015). 

L’origine des macrophages interstitiels est moins bien étudiée et probablement mixte. A l'état 

stable ils proviennent en partie du recrutement de monocytes sanguins classiques par le biais 

d’un monocyte intermédiaire pulmonaire et en partie de l'entretien local ; une origine 

embryonnaire, semble plus incertaine (Liegeois et al. 2018; Evren, Ringqvist, et Willinger 

2020).  

 

 

 
Figure 12: Mécanismes sous-jacents à l'initiation et à l'évolution de la formation de sarcoïdose granulomateuse 
impliquant les cellules périphériques  
Lorsqu'ils sont activés par un signal de danger (par exemple, des antigènes bactériens) (figure A), les monocytes 
établissent leur résidence dans le tissu pulmonaire. La présentation ultérieure d'antigènes aux cellules T par les 
monocytes ou les cellules présentatrices d’antigène résidant dans le tissu (figure B) entraîne une réponse 
immunitaire localisée qui stimule le recrutement et l'activation de monocytes et de lymphocytes circulants dans le 
tissu (figure C). Le granulome précoce commence à être assemblé par ces cellules infiltrées avec les cellules 
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résidant dans le tissu pour éliminer l'agent pathogène et protéger l'hôte (figure D). Ainsi, les PBMC sont 
essentielles à la formation de granulomes dans les poumons et dans d'autres tissus également. Adapté de (Locke, 
Schlesinger, et Crouser 2020) 
 
L’origine des macrophages constituant le granulome n’est pas élucidée. Plusieurs éléments 

suggèrent que les cellules constituant le granulome seraient issues des monocytes circulants 

(Locke, Schlesinger, et Crouser 2020; Lepzien et al. 2019; 2021; Broos et al. 2013)(Figure 12).  

Dans le poumon, il est possible que des cellules présentatrices d’antigène, telles que les 

macrophages alvéolaires en interface avec les antigènes initient la réaction inflammatoire avec 

la sécrétion de nombreuses cytokines comme le TNFa ou des chimiokines (Broos et al. 2013; 

Fehrenbach et al. 2003; Zissel et Müller-Quernheim 2015) et l’activation des lymphocytes T 

(Venet et al. 1985; Lem et al. 1985). Une alvéolite lymphocytaire T fait ainsi partie des 

premières étapes dans la maladie (cf chapitre 2.3.2). Le rôle des macrophages alvéolaires est 

très possiblement local, ces cellules ne passant probablement pas la barrière alvéolo-capillaire. 

L’augmentation de l’expression de molécules d’adhérence comme l’Intercellular adhesion 

molecule (ICAM-1) (Dalhoff et al. 1993) permettant de se lier au molécules endothéliales pour 

transmigrer, pourraient au cours de la sarcoïdose favoriser les agrégations entre macrophages 

(Sasaki et al. 2001) et augmenter la réponse inflammatoire locale (Fehrenbach et al. 2003).  

Les monocytes sont des cellules provenant de progéniteurs médullaires gardant la capacité de 

se différencier dans les tissus périphériques en macrophages et/ou cellules dendritiques en 

particulier au cours de diverses infections ou réactions inflammatoires. Longtemps considérés 

uniquement comme une étape vers les macrophages, on leur reconnait récemment des fonctions 

spécifiques au cours de l’inflammation. Il existe trois populations monocytaires : les monocytes 

« classiques » (CD14+, CD16-) population majoritaire en situation physiologique (>90%), 

« intermédiaires » (CD14+/CD16+) et « non classiques » (CD14 low, CD16+) (Kapellos et al. 

2019). Les monocytes classiques circulent dans le sang et migrent dans les tissus où ils se 

différencient en monocytes intermédiaires et non-classiques (Patel et al. 2017). Les monocytes 

classiques et intermédiaires sont des producteurs importants de cytokines pro-inflammatoires 

tandis que les non-classiques ont un rôle d’immuno-surveillance (Idzkowska et al. 2015). 

Comme précédemment dit dans le chapitre 1.4.3, les monocytes et cellules dérivées des 

monocytes chez les patients atteints de sarcoïdose sont présents dans les différents 

compartiments thoraco-pulmonaires (ganglions, bronches, alvéoles) (Lepzien et al. 2019) et ont 

été observés dans les vaisseaux présents en périphérie du granulome (Soler et al. 1976). Ces 

cellules ont possiblement des capacités migratoires importantes, expriment des marqueurs de 

maturité tels que HLA-DR et CD80 (Lepzien et al. 2019) et ont un potentiel sécrétoire important 
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(Lepzien et al. 2021). D’autre part, les monocytes circulants sont considérés comme étant 

probablement à l’origine des macrophages et cellules épithélioïdes constituant le granulome. 

En effet, chez des patients atteints de sarcoïdose ayant eu une transplantation pulmonaire et 

ayant développé secondairement sur le greffon une récidive de leur sarcoïdose, les granulomes 

étaient constitués en majorité de cellules du receveur signant l’origine périphérique et circulante 

des cellules constituant le granulome (Ionescu et al. 2005; Milman et al. 2005). 

 

2.3.1.1.3 Fonctions générales du macrophage et dans le poumon 

Fonctions générales 

Les rôles du macrophage sont multiples et variés, ses principales propriétés étant la 

phagocytose, associée à la présentation antigénique, et une capacité sécrétoire. Certaines 

fonctions du macrophage dépendent de sa localisation (recyclage du fer dans la rate, 

érythropoïèse dans la moelle, thermogénèse dans la graisse, régulation du surfactant dans 

l’alvéole)(Gordon et Martinez-Pomares 2017). 

Ce sont des cellules mobiles, qui disposent d’un large éventail de récepteurs membranaires 

permettant de reconnaitre et répondre à des ligands dérivés de l’hôte ou des ligands étrangers. 

Cette reconnaissance entraîne l’activation des fonctions effectrices, comme la phagocytose et 

la production de cytokines, de chimiokines et d’autres médiateurs nécessaires à la destruction 

du microbe et à la coordination de la réponse inflammatoire. Les macrophages disposent 

(Gordon et Martinez-Pomares 2017; Gordon 2016b) : (i) de molécules d’adhérence, par 

exemple intégrines pour l’interaction avec la matrice extra cellulaire ; (ii) des PRR comme les 

TLR capables de reconnaître des PAMPS ou des DAMPS et activant le macrophage  (cf 

chapitre1.4.3) ; (iii)  des récepteurs pour induire la phagocytose et la clairances de particules 

des microorganismes et des cellules apoptotiques.  Ces récepteurs sont de type à opsonines ( 

récepteurs au Fc des Ig  ou récepteurs aux fractions du complément) ou des récepteurs non 

opsonines agissant comme des PRR, telles que les molécules « lectin like recognition 

molecules » ou des récepteurs scavengers (éboueurs) (par exemple CD36) (Gordon 2016b). Les 

récepteurs participant à la phagocytose travaillent en collaboration avec les récepteurs TLR 

pour amplifier la signalisation cellulaire induite (Gordon 2016b; Kawai et Akira 2011); (iv) ou 

des récepteurs pour l’endocytose de ligands solubles. Les macrophages sont également capables 

de reconnaître des séquences ADN d’agents microbiens pour induire par exemple la voie de 

l’inflammasome (Guo, Callaway, et Ting 2015). 

La phagocytose est le résultat de l’internalisation puis de la destruction des microorganismes 

ingérés, ce qui, par la suite, entraîne une présentation antigénique et le développement de la 
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réponse adaptative. L’ensemble des récepteurs phagocytaires coopèrent pour la formation 

d’une synapse phagocytaire en permettant aux récepteurs kinases d’initier la signalisation et le 

remaniement du cytosquelette (Jaumouillé et Grinstein 2016). Suite à l’endocytose, les 

microorganismes sont séquestrés dans une vacuole appelée phagosome primaire. Le 

phagosome peut fusionner sélectivement avec les lysosomes entraînant son acidification ou les 

produits du réticulum endoplasmique ou le complexe de Golgi pour former le phagolysosome 

secondaire. Le phagolysosome est également acide grâce à l’action de la V-ATPase (Vacuolar-

type H-ATPase permettant la translocation d’ions H+) (Gordon 2016b; Uribe-Querol et Rosales 

2017). La maturation du phagolysosome entraîne la production de monoxyde d’azote (NO), de 

peroxyde d’hydrogène (H2O2) et d’espèces réactives de l’oxygène (ROS), dépendant de la 

NADPH oxydase ou encore de peptides et protéines antimicrobiens (défensines, lactoférrine, 

protéases…) (Gordon 2016b; Uribe-Querol et Rosales 2017). L’acidification progressive a pour 

conséquence la perméabilisation de l’enveloppe des particules phagocytées, l’oxydation de 

l’ADN, la digestion puis le recyclage des membranes. Suite à la dégradation, le contenu peut 

quitter la vacuole afin que les antigènes microbiens soient présentés par le CMH (Gordon et 

Martinez-Pomares 2017).  

Il ne faut pas confondre la phagocytose avec l’autophagie qui n’est pas un mécanisme 

spécifique du macrophage et correspond à la séquestration de portions de cytoplasme contenant 

des organites affaiblis à détruire. Cette vacuole se nomme auto-phagosome. Le contenu sera 

dégradé par des enzymes lysosomales après fusion du phagosome et des lysosomes (Deretic 

2016). 

En plus de la phagocytose, l’interaction récepteurs/microbes sur les macrophages permet le 

déclenchement des fonctions effectrices adaptées. En effet, les macrophages ont une fonction 

sécrétoire importante et produisent de nombreuses molécules qui contribuent, à l’inflammation 

comme des cytokines pro-inflammatoires (IL-1α, IL-1ß, IL-6, TNFα, IL-12) et des chimiokines 

(CXCL1, CXCL2, CCL5, CXCL8, CXCL9, CXCL10, CXCL11) permettant le recrutement 

d’autres cellules effectrices et la mise en place de la réponse adaptative (Arango Duque et 

Descoteaux 2014). Les macrophages sont également capables de ralentir la réponse 

inflammatoire (IL-10 ; TGF-ß1) et de participer au remodelage de la matrice extracellulaire par 

la sécrétion de facteurs de croissance (VEGFA, PDGF-BB, TGFG-ß1, FGF), protéases (matrix 

metalloproteinase (MMP 2, MMP 9)) et inhibiteurs de protéases (Tissue inhibitor of 

metalloproteinase TIMP1) (Braga, Agudelo, et Camara 2015; Selman et al. 2000; Wynn et 

Vannella 2016). Les macrophages produisent également des ROS ou des espèces réactives de 
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l’azote (RNS) (reflets de l’activité phagocytaire) , des débris cellulaires reflets de la clairance 

des cellules apoptotiques (Gordon et Martinez-Pomares 2017).    

Dans le poumon, les macrophages alvéolaires en raison de leur position sont de véritables 

sentinelles et des cellules clefs dans la réponse protectrice contre les bactéries, virus et 

infections fongiques. Ceci est rendu possible grâce à leur PRR et leur capacité phago-

lysosomale. Les macrophages alvéolaires peuvent aussi orchestrer le recrutement de 

neutrophiles et des monocytes via la libération de l’IL1-ß qui induit la production de CXCL8 

par l’épithélium (Mowat, Scott, et Bain 2017). A l’inverse, ils disposent de récepteurs 

permettant de réguler négativement la réponse inflammatoire, comme le signal regulatory 

protein α SIRP1-α   inhibant la phagocytose, ou des récepteurs de TGFß1 et IL-10 et le CD200R 

permettant de maintenir un environnement anti-inflammatoire (Hussell et Bell 2014). A l’état 

stable les macrophages résidents interstitiels sécrètent des cytokines anti-inflammatoires, ou du 

PDGF-ß et régulent la prolifération des fibroblastes (Mowat, Scott, et Bain 2017).    

Les macrophages alvéolaires participent également à l’homéostasie du poumon en régulant le 

niveau du surfactant pulmonaire, complexe proteolipidique synthétisé et sécrété par 

l’épithélium alvéolaire (Forbes et al. 2007). Ils maintiennent l’intégrité de la barrière alvéolo-

capillaire en se débarrassant des cellules sénescentes, des cellules apoptotiques qui peuvent 

libérer des médiateurs de l’inflammation et des particules inhalées (Mowat, Scott, et Bain 

2017).  

Les macrophages ont un rôle très important dans la réparation/remodelage tissulaire et dans la 

restauration de l’intégrité des tissus après un épisode inflammatoire (Mowat, Scott, et Bain 

2017). Après une agression pulmonaire, il a été montré dans un modèle murin que les 

macrophages intervenant dans ces processus de réparation, impliqués dans les processus de 

fibrogénèse,  étaient ceux  dérivés des monocytes circulants (Misharin et al. 2017).  

 

2.3.1.1.4 Polarisation macrophagique  

La plasticité et l’hétérogénéité fonctionnelle sont des avantages majeurs du macrophage qui 

peut s’adapter à son environnement ; la stimulation des récepteurs du macrophage entraîne une 

modification du phénotype de la cellule. La polarisation des macrophages a été initialement 

subdivisée en deux sous-types, les macrophages M1 d’activation classique et les macrophages 

M2 d’activation dite alternative (Mantovani, Sica, et Locati 2005). Expérimentalement, des 

modèles in vitro d’activation ont été mis au point : les macrophages classiques M1 

proviennent de la stimulation du macrophage par les lipopolysaccharides (LPS), des produits 

de phagocytose, l’INFγ. La réponse du macrophage M1 activé est pro-inflammatoire avec la 
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production de NO (synthétisé grâce à l’inducible nitric oxide synthases (iNOS)), d’H2O2, 

TNFα, IL6, IL1, IL-12 et peu d’IL-10 induisant une réponse Th1 associée à une capacité de 

phagocytose et antimicrobienne accrue. Les macrophages M1 expriment fortement les 

molécules de présentation antigénique CMH-II, les molécules de co-stimulation CD80, CD86. 

Ils produisent des chimiokines impliquées dans le recrutement de Th1 (CXCL9, CXCL10, 

CXCL11) (Viola et al. 2019; Mantovani, Sica, et Locati 2005; Murray et al. 2014). Il existe 

également une augmentation de la glycolyse accompagnée d’une diminution de la 

consommation d’oxygène. En effet, les macrophages M1 au cours de la phagocytose, utilisent 

la glycolyse et la voie des pentoses phosphates pour la production de leur adenosine 

triphosphate (ATP) tandis que la voie de la phosphorylation oxydative et l’oxydation des acides 

gras sont diminués (Viola et al. 2019). Ceci est équivalent à un effet Warburg. Enfin les facteurs 

de transcription induits et associés au phénotype M1 sont l’hypoxia inducible factor 1 (HIF-1), 

STAT1, STAT3, NFkB (p65) (Viola et al. 2019).   

Les macrophages M2 dont l’activation est dite alternative proviennent de l’activation in 

vitro par l’IL4 ou l’IL13, des cytokines secrétées notamment par les lymphocytes Th2. La 

réponse des macrophages M2 est anti inflammatoire et médiée par la production de l’IL-10 ou 

du TGF-ß1. Ce type de macrophage jouerait également un rôle dans le remodelage tissulaire et 

la réparation tissulaire qui suivrait une réponse inflammatoire (Braga, Agudelo, et Camara 

2015). L’activité de l’arginase est augmentée ainsi que la phosphorylation oxydative et la beta 

oxydation des acides gras. Les marqueurs de surface, CD206, CD163 ou CD36 sont 

surexprimés. Ils ont aussi une action pro-angiogénique en produisant du VEGF-A, PDGF-BB 

et IL-8. Le profil induit par l’IL4 et IL13 est défini comme M2a. (Viola et al. 2019). D’autres 

sous-types de macrophages ont été mis en évidence selon les cytokines induisant leur 

polarisation (M2b, M2c, M2d ou tumor associated macrophages) (Mantovani et al. 2004). 

Néanmoins, il est difficile de transposer ce comportement cellulaire in vitro comme ce qui a été 

fait pour les lymphocytes en raison de la très grande plasticité des macrophages. Cette 

classification simplifiée ne reflète probablement pas l’adaptation du macrophage face à la 

complexité de l’environnement tissulaire, cellulaire, cytokinique auquel le macrophage est 

confronté. Mosser et al. propose une classification spectrale autour de 3 activités du 

macrophage : la défense de l’hôte, la réparation/cicatrisation et la régulation de la réponse 

immunitaire (Mosser et Edwards 2008). Les nouvelles techniques, par exemple le séquençage 

ARN sur cellule unique, permettrait de « phénotyper » au mieux ces cellules dans leur 

environnement (Saliba et al. 2016).  
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2.3.1.2 Lymphocytes impliqués dans le granulome sarcoïdien  

La réponse immunitaire adaptative apparaît plus tardivement et constitue le support de la 

mémoire immunologique. Les lymphocytes B et T reconnaissent des antigènes par des 

récepteurs exprimés de façon clonale, appelés, « B-cell receptor » (BCR) et TCR 

respectivement. La première exposition à l’antigène, a pour conséquence la différenciation de 

lymphocytes naïfs en lymphocytes effecteurs et en lymphocytes mémoires.  La réponse des 

lymphocytes mémoires, suite à une seconde exposition au même antigène sera plus efficiente. 

Les cellules effectrices exercent, au cours d’une réponse immunitaire, diverses fonctions 

comme (i) la sécrétion de cytokines (lymphocytes T CD4+ auxiliaires) ; (ii) la destruction de 

cellules hôtes infectées par des pathogènes (lymphocytes CD8+ cytotoxiques) ; ou encore (iii) 

la sécrétion d’anticorps (via les lymphocytes B) (Marshall et al. 2018). Les lymphocytes T naïfs 

sont activés par trois signaux, le premier médié par le CMH et son peptide, le deuxième entre 

les molécules de co-stimulation et de co-inhibition et le troisième signal par les cytokines 

environnantes. Les lymphocytes T CD4+ ont trois grands rôles : la stimulation des cellules de 

l’immunité innée, l’activation des lymphocytes B et la différenciation des lymphocytes T CD8+ 

naïfs en lymphocytes cytotoxiques capables de lyser des cellules tumorales ou infectées par un 

virus (Marshall et al. 2018).  

On distingue les LT auxiliaires ou « helper », en fonction du panel de cytokines qu’ils 

produisent (Figure 13). Les Th1 sont identifiés notamment par l'expression de T-bet et 

produisent de l’IFN-γ qui active les macrophages pour éliminer les pathogènes. Les Th2 jouent 

un rôle dans la présentation des allergènes, favorisent l'immunité contre les parasites par la 

production d'IL-4, IL-5 et IL-13, et sont régulées par le facteur de transcription GATA3.  Ils 

interviennent également dans les mécanismes fibrosants (Zhang et Zhang 2020). Les Th17 

sécrètent de l'IL-17A, l'IL-21, l'IL-22, expriment le facteur de transcription principal RORγt, et 

favorisent l'inflammation en réponse aux infections. Les Tregs suppriment la fonction effectrice 

des acteurs de l’immunité par la sécrétion de cytokines inhibitrices telles que l’IL-10 et TGF-

β1 ou par via des molécules de contrôle inhibitrices telles que CTLA-4. Les Th17 ont été 

incriminés dans des mécanismes d’auto-immunité, carcinogenèse et l'immunité antitumorale, 

tandis que les Tregs sont essentiels à la tolérance immunitaire et il a été démontré qu'ils 

atténuent l'auto-immunité et l'immunité antitumorale (Knochelmann et al. 2018). 
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Figure 13: Sous-populations lymphocytaires CD4+ 
Les lymphocytes T CD4+ se différencient par la présence de diverses cytokines. Sous l'influence de l'IL-2 et du 
TGF-β, les cellules Treg développent et expriment les facteurs de transcription STAT5 et Foxp3 et les cytokines 
TGF-β et IL-10. L'IL-12 influence le développement des cellules Th1 et favorise l'immunité en présence de l'IFN-
γ, STAT4, T-bet et LTα. La différenciation des cellules Th2 est induite par l'IL-4, au cours de laquelle la libération 
de cytokines peut se manifester dans les allergies ou l'asthme. Le développement des cellules Th17 se produit sous 
l'influence du TGF-β, de l'IL-6 et de l'IL-21. L'IL-1β et l'IL-23 maintiennent la stabilisation des cellules Th17 
pendant l'expansion clonale. Lors de la différenciation, les cellules Th17 sont le plus souvent classées selon leur 
expression de RORγt et STAT3. Les cellules Th9, Th22 et T follicular helper (Tfh) ont été décrites récemment, et 
les facteurs de transcription contrôlant leur différenciation sont toujours en débat.  
Adapté de (Knochelmann et al. 2018) 
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Au cours de la sarcoïdose, il existe probablement un déséquilibre (de proportion et de fonction) 

entre les différentes populations lymphocytaire B et T (hyperlymphocytose T au LBA), entre 

les différentes populations et sous-populations lymphocytaires T (hyperlymphocytose au LBA 

TCD4+/CD8). De même il existe probablement un déséquilibre entre les différences de 

répartition lymphocytaire dans l’organisme (lymphopénie périphérique sanguine et 

hyperlymphocytose au LBA). Un premier élément classique de la maladie est la présence d’une 

lymphopénie T périphérique associée à l’existence d’une hyperlymphocytose T dans les 

biopsies et le LBA avec une prédominance T CD4+ par rapport aux T CD8+ (Shamaei et al. 

2018; Shen et al. 2016). Dans le sang des patients, il existe une augmentation des populations 

lymphocytaires mémoires et effectrices T CD4+ associées à une  diminution des populations 

naïves (Lee et al. 2011).  

Classiquement, la pathogénie de la sarcoïdose serait liée à une réponse inappropriée de type 

Th1 par rapport à une réponse Th2 ((Broos et al. 2013; Zhou et Arce 2020; Grunewald et al. 

2019). En effet, chez les patients il existe  une augmentation des cytokines impliquées dans la 

voie Th1 : IL12, TNFa IFN-g et IL-18 dans le LBA mais sans variation de l’IL4 ou de l’IL13 

cytokines impliqués dans la réponse Th2 (Moller et al. 1996; Prasse et al. 2000; Tsiligianni et 

al. 2005; Shigehara et al. 2000) et contrastant avec une absence de variation des cytokines Th1 

dans le sang périphérique (Prasse et al. 2000). On observe également une augmentation du 

facteur de transcription Tbet dans les cellules du LBA corrélée avec les taux d’IFN-g et du 

récepteur CXCR3 préférentiellement exprimé sur les Th1 (Kriegova et al. 2011). Possiblement, 

en réponse à la sécrétion d’IFN-g, les macrophages alvéolaires et les cellules épithélioïdes des 

granulomes sécrètent des chimiokines de type CXCL9, CXCL10, CXCL11,  se liant au CXCR3 

et attirant les lymphocytes Th1 (Nishioka et al. 2007). Ces chimiokines sont également élevées 

dans le sang (Arger et al. 2019; 2020). Dans un modèle murin de granulomatose, le blocage de 

CXCR3 et CCR5 (récepteur également présent sur les lymphocytes Th1) prévient la formation 

de granulomes (Kishi et al. 2011).  

Les Th17 jouent un rôle essentiel à la surface des muqueuses, en assurant la protection contre 

les bactéries et les agent fongiques pathogènes et en contribuant à la régulation du microbiote 

(Honda et Littman 2016). Les Th17 sont également à l'origine de la pathogenèse de nombreuses 

maladies inflammatoires et auto-immunes (McGeachy, Cua, et Gaffen 2019). Au cours de la 

sarcoïdose, une augmentation des Th17 dans le sang et le LBA a été observée. Les Th17 étaient 

identifiés en cytométrie de flux par l’expression de l’IL17A et/ou la présence de RORγt (Ten 

Berge et al. 2012; Huang et al. 2013, 1).  En cas d’inflammation, les lymphocytes Th17 peuvent 
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se convertir en lymphocytes pathogéniques produisant de l’IFN-g. Ce type de lymphocytes est 

nommé Th17.1, exprime  simultanément deux récepteurs de chimiokines CCR6, molécule 

exprimée préférentiellement par Th17, et CXCR3, un des marqueurs proposés pour les cellules 

Th1 (Ramstein et al. 2016). Ces Th17.1 sont retrouvés en plus grand nombre dans le LBA et 

les ganglions médiastinaux de patients atteints de sarcoïdose et en proportion plus importante 

par rapport aux Th17 (Ramstein et al. 2016; Broos, Koth, et al. 2018). Dans le sang, en revanche 

il existe une prédominance Th17 par rapport aux Th17.1 (Ramstein et al. 2016).  Comme les 

cellules T CD4+ Th1, les cellules T CD4+ Th17.1 sécrètent fortement de l’IFN-g. et pourraient 

être responsable de la majeure partie de la sécrétion de cette cytokine dans la sarcoïdose 

(Ramstein et al. 2016). Les Th17.1 sécrètent également la cytokine pro-inflammatoire IL-17A, 

mais à des niveaux bien inférieurs à ceux des Th17 (Ramstein et al. 2016). Selon Broos et al. 

les Th17 circulants modifient leur phénotype en Th17.1 lors de leur passage dans des zones 

d’inflammation chronique du poumon ou des ganglions (Broos, Koth, et al. 2018). 

Dans la majorité des cas, la sarcoïdose évolue spontanément favorablement, suggérant que la 

réponse immunitaire pourrait être régulée à la baisse. Les lymphocytes T avec une telle fonction 

sont nommés lymphocytes T régulateurs (Tregs) et sont identifiés par leur expression de l’IL-

2R (CD25) et du facteur de transcription FOXP3. La fonction des Tregs et leur proportion au 

cours de la sarcoïdose sont très probablement déséquilibrées. Miyara et al. ont pu mettre en 

évidence une accumulation de cette population cellulaire en périphérie des granulomes mais 

également dans le sang et le LBA de patients présentant une sarcoïdose active (Miyara et al. 

2006). De façon similaire, Broos et al. retrouvait un nombre élevé de Tregs dans le sang et le 

LBA de patients atteints de sarcoïdose active mais également dans les formes chroniques 

(Broos, van Nimwegen, In ’t Veen, et al. 2015). Par contre, une autre équipe retrouvait une 

réduction de la proportions de Tregs dans le LBA et le sang de patients atteints de formes 

chroniques et également actives (Idali et al. 2008).  

L’action des Tregs est probablement modifiée au cours de la sarcoïdose. Miyara et al. ont 

montré que les lymphocytes gardaient leurs capacités antiprolifératives mais ne permettaient 

pas de diminuer la production de TNFa (Miyara et al. 2006). La même équipe, dans un modèle 

in vitro de granulome, a montré que la déplétion en Treg accélère la formation de granulome 

quand il s’agit de cellules issus de sujets sains mais est sans conséquences lorsqu’il s’agit de 

cellules issus de sujets avec une sarcoïdose active (Taflin et al. 2009). Ceci suggère une perte 

de l’activité anti-proliférative des Tregs en cas de sarcoïdose active (Taflin et al. 2009). Une 

autre équipe a  pu mettre en évidence une diminution de l’activité antiproliferative des Tregs 
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au cours de la sarcoïdose, mais pas d’action sur la sécrétion de cytokines pro-inflammatoire 

(Oswald-Richter et al. 2013).   

D’autres cellules impliquées dans l’immunité adaptative pourraient possiblement être 

impliquées au cours de la sarcoïdose comme une augmentation des lymphocytes T CD8+ 

exprimant la perforine et des granzymes, associée à des formes non résolutives ; les NKT, les 

T follicular helper (Tfh), ou les lymphocytes B. Néanmoins, les données concernant ces 

populations sont rares et peu claires au cours de la sarcoïdose (Zhou et Arce 2020). 
 

 Réaction inflammatoire précédant la formation du granulome 
Une réaction inflammatoire précède la formation du granulome. Le test de Kveim qui consistait 

à injecter en intradermique du matériel issu de rate ou de ganglions de patients atteints de 

sarcoïdose est un modèle permettant d’illustrer ce phénomène. Ce test diagnostique permettait 

d’observer 2 à 3 semaines après l’injection, une papule spécifiquement chez les patients atteints 

de sarcoïdose à l’inverse de patients atteints de tuberculose, syphilis ou bérylliose (Rogers et 

Haserick 1954). Biopsiée, cette papule consistait en la formation de granulomes épithélioïdes. 

Cette technique a été abandonnée en raison du risque de transmission d’agents pathogènes 

comme les prions responsables de la maladie de Creutzfeld-Jacob. Un travail portant sur 

l’analyse histologique de biopsies itératives cutanées entre J3 et J42 après le test de Kveim a 

permis d’appréhender la dynamique de formation des granulomes  (Rogers et Haserick 1954). 

De J3 à J6, une phase inflammatoire intense avec un infiltrat dense périvasculaire de monocytes 

et macrophages matures se constitue, associé à une zone centrale de dégénérescence du 

collagène infiltrée par des polynucléaires. A J10 apparaissent des cellules d’allure épithélioïde 

et des cellules géantes à distance des vaisseaux. Les lymphocytes apparaissent secondairement 

à J13 en périvasculaire. A J16 s’esquisse la formation de granulomes encore mal formés, puis 

bien compacts à J25 entourés de lymphocytes. Les granulomes se « dénudent » 

progressivement de leur couronne lymphocytaire, et peuvent persister jusqu’à 9 mois 

indifférenciables de ceux de la sarcoïdose (Rogers et Haserick 1954). Dans ces biopsies, il est 

intéressant de noter une réaction non linéaire entre la réaction inflammatoire et la présence de 

granulomes d’âges différents. Cette réaction inflammatoire comme première étape dans la 

formation du granulome est à mettre en relation avec la présence d’une alvéolite précédent la 

formation de granulomes pulmonaires (Lacronique et al. 1983) et serait prédictif d’une 

dégradation de la fonction respiratoire (Keogh et al. 1983). L’hyperlymphocytose dans le LBA 

est également plus importante chez les patients présentant un stade I de la classification de 

Scadding que chez ceux avec un stade III (Capelli et al. 2002). L’infiltration pulmonaire 



 63 

interstitielle inflammatoire est présente de façon significativement plus importante au cours des 

stades I et la densité de l’infiltration décroit à mesure que l’infiltration granulomateuse croit 

(Rosen et al. 1978).  Les macrophages sont les cellules prédominantes dans les phases initiales 

de constitution du granulome, représentant ainsi une cellule clef à cette phase (Rosen et al. 

1978). 

 

 Formation du granulome et mécanismes de pérennisation  
Les mécanismes menant à la formation du granulome, sa pérennisation ou sa résolution sont 

probablement multiples et non élucidés.   

L’inflammation chronique est un phénomène qui pérennise et entretient la formation 

granulomateuse. Cette inflammation est notamment médiée par les monocytes et macrophages.  

La production de TNFa par les macrophages  intra-alvéolaires d’origine monocytaire (Lepzien 

et al. 2021) ou par les macrophages alvéolaires (Ziegenhagen et al. 2002) est associée à des 

formes chroniques de la maladie. Les macrophages alvéolaires sarcoïdosiques produisent 

fortement de nombreuses cytokines IFN-g, MIP-1a, GM-CSF (Oltmanns et al. 2003), mais 

aussi en cas de forme chronique des  chemokines CCL15, macrophage stimulating protein 

(MSP) (stimulant la phagocytose) (Arakelyan et al. 2009), monocyte chemotactive protein-1 

(MCP-1) ou RANTES (Petrek et al. 2002). De façon générale, les monocytes et macrophages 

sécrètent également des chimiokines de type CXCL9, CXCL10, CXCL11 qui attirent les Th1. 

Les formes chroniques sont associées à des élévations sériques de CXCL11, CXCL10 ce 

dernier est corrélé au déclin fonctionnel respiratoire et CXCL9 corrélé au nombre d’organes 

atteints (Arger et al. 2019; 2020). De plus, les macrophages participent à l’activation des 

lymphocytes notamment via une modulation de leur molécules HLA dont les polymorphismes 

peuvent être associés à des formes résolutives ou chroniques (Grunewald et Eklund 2009; Sato 

et al. 2010). Les lymphocytes en retour via la sécrétion d’IFN-g diminuent l’apoptose des 

macrophages en augmentant l’expression de p21/Walf (cyckin dependaent kinase inhibitor 1)  

qui bloque le cycle cellulaire (J et al. 2003, 21).  La sécrétion de ces cytokines par le 

macrophage pourrait être liée à une dérégulation de récepteurs activant les macrophages, 

comme les TLR dont certains polymorphismes sont associés à des formes chroniques (Pabst et 

al. 2006). Des dérégulations des voies de signalisation du macrophages (cf chapitre 1.4.1) telles 

que la voie mTOR (Linke et al. 2017), les voies de l’inflammasome (Huppertz et al. 2020), 

JAK-STAT (Wang et al. 2020), celle du Peroxisome proliferator-activated receptor-g (PPARg) 

(Culver et al. 2004) ou IRAK2 et rip2 (Talreja et al. 2016) pourraient participer à cette 
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inflammation chronique et à la pérennisation des granulomes. La voie mTORC1 était 

significativement enrichie en cas de formes progressives de sarcoïdose pulmonaire (Linke et al. 

2017). Néanmoins une étude plus récente portant sur 58 patients montrait que la voie mTOR 

était impliquée dans la formation du granulome mais n’était pas corrélée avec la sévérité ou la 

chronicité de la maladie (Pizzini et al. 2021). 

Les macrophages alvéolaires de patients atteints de sarcoïdose présentent une déficience dans 

la voie de PPARg, facteur de transcription régulant les gènes de l’adipogénèse mais aussi 

induisant une réponse anti inflammatoire (Culver et al. 2004). Une diminution de ABCG1 

(transporteur ABC du cholesterol régulé par PPARg) a également été mise en évidence dans les 

macrophages alvéolaires de patients et pourrait être à l’origine d’une accumulation de 

cholestérol intracellulaire induisant une inflammation (Barna et al. 2016).   

La cohésion des composants du granulome est probablement multifactorielle. Un phénotype 

épithélial a été observé dans les cellules épithélioïdes et les cellules géantes multinucléées   

exprimant l'E-cadhérine membranaire dans le cas granulomes cutanés de sarcoïdose (Wanat et 

al. 2014).  Dans un modèle de poisson-zèbre infecté par une mycobactérie, les macrophages  

forment entre eux des jonctions adhérentes via l’E-cadhérine, des desmosomes, et des jonctions 

serrées pendant la formation du granulome (Cronan et al. 2016). La perturbation de la fonction 

de l'E-cadhérine dans les macrophages entraîne une désorganisation du granulome et un 

meilleur accès aux autres cellules immunitaires et la destruction de l'agent pathogène  (Cronan 

et al. 2016).  

Le déséquilibre de la réponse lymphocytaire entre les différentes sous populations des T 

auxillaires Th participe probablement à la pérennisation du granulome.  

Le rôle dans la pathogénie de la sarcoïdose des Th17 et Th17.1 est complexe.  Facco et al. ont 

trouvé une augmentation des Th17 et des  macrophages sécrétant de l’IL-17  dans le LBA de 

formes actives contrairement aux formes inactives (Facco et al. 2011).   

Dans le LBA de formes chroniques, les Th17.1 étaient augmentés au détriment des Th1 et des 

Th17 (Broos, Koth, et al. 2018). Une autre population CCR6+ double positive 

(CCR4+CXCR3+) intermédiaire entre les Th17 et Th17.1  hautement proliférante en cas de 

sarcoïdose a également été mise en évidence (Broos, Koth, et al. 2018, 1). Des lymphocytes 

équivalents à des Th17.1 (présentant à la fois des marqueurs Th17 et Th1) dans l’étude de 

Kaiser et al. étaient par contre associés à des formes résolutives (i.e. Syndrome de Löfgren). 

Mais ces cellules avaient la particularité de sécréter moins d’IFN-g, et plus d’IL-17A  dans les 

formes résolutives que dans les formes chroniques (Kaiser et al. 2016). Ces éléments suggèrent 



 65 

une plasticité de la réponse Th17 et Th1, Th17.1 qui peut à la fois s’accompagner d’une 

résolution de la pathologie ou d’une chronicité (Miedema et al. 2018). 

Un déséquilibre de la balance entre les Tregs et la famille des Th17 serait également un facteur 

de pérennisation de l’inflammation et du granulome. Le ratio Th17/Treg dans le sang et le LBA 

est élevé en cas de forme active, ce ratio diminue en cas de traitement (Huang et al. 2013). Une 

augmentation du rapport Th17/Treg dans le sang périphérique est associée à des rechutes de 

sarcoïdose après l'arrêt de la corticothérapie, tandis qu'une diminution du rapport Th17/Treg 

dans le sang périphérique signale une rémission (Liu et al. 2016). Les formes résolutives sont 

accompagnées d’une restauration de la fonction suppressive des Tregs (Oswald-Richter et al. 

2013). 

Ce déséquilibre Th17/Treg pourrait être lié à une augmentation de l’apoptose des Tregs dans 

les formes actives (Broos, van Nimwegen, Kleinjan, et al. 2015) ou à la modification de 

récepteurs de surface modulant l’activation des lymphocytes T comme CTLA4 ou ICOS. Le 

CTLA4 est exprimé par les lymphocytes T et transmet un signal inhibiteur. Une réduction de 

l’expression de CTLA4 a été mise en évidence sur les Th17, les cellules double positives 

(CCR4+CXCR3+) mais également les Tregs dans les ganglions de patients atteints de 

sarcoïdose (Broos, Koth, et al. 2018; Broos, van Nimwegen, In ’t Veen, et al. 2015). La 

diminution de CTLA4 sur les Th17 pourrait d’une part augmenter la prolifération de ces cellules 

et d’autre part réduire l’effet suppresseur des Tregs. En effet, CTLA4 est important dans la 

fonction répressive des Tregs (Walker et Sansom 2011). L'ICOS est une protéine de la 

membrane lymphocytaire qui favorise de manière préférentielle la production d'IL-10, 

augmentant ainsi l'efficacité des fonctions des cellules Treg. Les patients atteints du syndrome 

de Löfgren présentaient des niveaux plus élevés de ICOS sur leur Tregs (Sakthivel et al. 2016). 

Ces observations suggèrent qu'une réponse Treg intacte pour résoudre l'inflammation associée 

à la sarcoïdose est essentielle à la guérison, tandis qu'un Treg dysfonctionnel ne parvient pas à 

supprimer les réponses pro-inflammatoires. 

Une transition vers une réponse Th2 pourrait également participer à la chronicité de la 

maladie mais moins d’éléments étayent cette hypothèse, les données étant parfois 

contradictoires. Il existe une augmentation de thymus and activation regulated chemokine 

(TARC) dans le sérum de patients ayant des formes sévères (Nguyen et al. 2018). TARC est 

connu pour induire un phénotype Th2, et serait sécrété par les monocytes intermédiaires au 

cours de la sarcoïdose (Kishimoto et al. 2020). Au contraire, l’IL-13 est augmentée dans le sang 

et le LBA de patients de stades 0 et I de Scadding et pourraient avoir une action anti 

inflammatoire en réduisant la sécrétion de TNFa (Hauber et al. 2003) 
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La pérennisation du granulome pourrait être paradoxalement liée à une réponse 

immunitaire inefficace avec un épuisement de la réponse T. Une mauvaise présentation 

antigénique, une mauvaise stimulation des lymphocytes, ou une dysfonction des lymphocytes 

ne permettrait pas de générer des clones T efficients et l’absence de dégradation de(s) 

l’antigène(s) ayant pour conséquence la poursuite de la croissance des granulomes (Grunewald 

et al. 2019; Zhou et Arce 2020). La dysfonction des Th1 pourrait être causée par une 

augmentation des signaux co-inhibiteurs comme CTLA4 ou PD-1, un signal TCR anormal, ou 

la diminution de molécules de co-stimulation sur les lymphocytes T comme CD40L (Lee et al. 

2011; Braun et al. 2014; Hawkins et al. 2017; Oswald-Richter et al. 2013). 

Dans les formes persistantes, au contraire des formes résolutives, il existe un « épuisement » 

des lymphocytes T CD4+ dans le LBA et le sang, avec une diminution de leur prolifération, 

une augmentation de leur apoptose et une augmentation de PD-1 (Oswald-Richter et al. 2013; 

Hawkins et al. 2017) ou de CTLA4 (Lee et al. 2011). Le blocage de PD-1 permet de restaurer 

les diverses fonctions du lymphocyte T CD4+ (Braun et al. 2014).  

La stimulation du TCR dans les formes persistantes entraîne une diminution de la production 

de cytokines pro-inflammatoires (IFN-g, ou IL2) par rapport aux formes résolutives (Oswald-

Richter et al. 2013; Hawkins et al. 2017). Cette diminution de la réponse est associée à une 

diminution de la lymphocyte-specific protein tyrosine kinase (Lck), de la protéine kinase C-θ et 

de NF-κB, médiateurs clefs de la transcription de cytokines pro-inflammatoires comme l’IL-2 

(Oswald-Richter et al. 2013). De même, la diminution de la sous unité p65 de NF-κB sur les 

lymphocytes T a été retrouvée dans des formes fibrosantes pulmonaires et associée à des 

atteintes chroniques actives (Lee et al. 2011).  

L’interaction de CD40L, présent sur les LTCD4+ avec CD40 sur les macrophages induit 

l’activation du LTCD4+, la production d'IL-12 ainsi que la différentiation Th1. Chez les 

patients avec une forme chronique les cellules T présentent une faible expression de CD40L 

possiblement en lien avec de faibles niveaux du Nuclear factor of activated T-cells (NFAT) 

(Lee et al. 2011).   

 

 Évolution fibrosante 
Le processus fibrotique est la conséquence d’une activation et d’une prolifération des 

fibroblastes, menant à la production des constituants de la matrice extracellulaire comme le 

collagène. Au cours de la sarcoïdose, les mécanismes conduisant au développement de la 

fibrose sont très mal compris, les études étant concentrées sur les mécanismes des phases 
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précoces ou ceux favorisant la pérennisation du granulome. Le processus fibrotique semble être 

le continuum de l’inflammation granulomateuse, les modifications fibrotiques débutant 

majoritairement autour du granulome (Xu, Kligerman, et Burke 2013). Les données actuelles 

ne permettent cependant pas de conclure si la fibrose peut survenir à distance de l’inflammation 

granulomateuse et si elle dépend de mécanismes de dérégulation de la réparation cellulaire, 

et/ou si une inflammation persistante est requise pour induire une fibrose progressive (Patterson 

et al. 2012; Gupta et Baughman 2020). Les études sur explants pulmonaires de patients 

transplantés pour des cas de sarcoïdose pulmonaire ont pu montrer dans la majorité des cas une 

inflammation granulomateuse persistante et des lésions de fibrose différenciables de celles de 

la pneumopathie interstitielle commune (PIC), notamment par la topographie des lésions 

centrales et l’absence de foyers fibroblastiques jeunes (Xu, Kligerman, et Burke 2013; 

Shigemitsu et Azuma 2011; Zhang et al. 2016). De plus, une inflammation  interstitielle 

chronique majeure peut persister et pourrait être associée à des formes plus rapidement 

progressive (Shigemitsu et Azuma 2011).  

Néanmoins, des observations anatomopathologiques ont retrouvé des formes fibrosantes 

dépourvues de granulomes (Shigemitsu et Azuma 2011) et des  association possibles avec des 

profils histologiques de PIC (Nobata et al. 2006; Shigemitsu et Azuma 2011). Dans cette 

situation, une cicatrisation anormale pourrait être à l’origine d’une fibrose. Une autre possibilité 

serait que certains patients pourraient développer une autre maladie pulmonaire distincte de la 

sarcoïdose expliquant la fibrose, selon une hypothèse considérée à l’issue d’une récente série 

clinique (Collins et al. 2018) (Figure 14). 

Peu de données sont disponibles concernant la pathogénie de la fibrose dans la sarcoïdose. Les 

mécanismes possibles, pourraient être (i) une augmentation des cytokines profibrosantes 

comme le VEGF, PDGF-AB, FGF2 dont les taux sériques élevés étaient associés à des formes 

fibrosantes (Tuleta et al. 2018), ou le TGFß dont le rôle est incertain, (ii) une transition M2/ 

Th2 (iii) une influence de l’environnement, (iv) une modification du fonctionnement des 

fibroblastes et de la régulation de la matrice extra cellulaire par les MMPs. 
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Figure 14: Lésions anatomopathologique de fibrose sarcoidienne pulmonaire 
Biopsies transbronchiques montrant des granulomes bien formés (flèches longues) entourés par une par une 
fibrose avec dépôts de collagène autour de fibroblastes (flèches larges), (*) cellules géantes de Langhans. Il 
existe une inflammation interstitielle dans le tissu alvéolaire environnant. Image issus de (Patterson et al. 2012)  
 

2.3.4.1 Rôle du TGFß  

Le TGFß a un rôle complexe puisqu’il intervient à la fois dans l’homéostasie tissulaire, la 

diminution de l’inflammation mais a également un rôle clef dans les phénomènes de réparation 

tissulaire et les processus fibrotiques. Le TGFß agit sur le recrutement des fibroblastes, leur 

activation, leur différenciation en myofibroblastes et sur la production secondaire de collagène 

(Patterson et al. 2012). Malgré ce rôle pro-fibrotique, l’augmentation de TGFß1 dans les tissus 

(Pabst et al. 2011; Zissel et al. 1996) ou dans le sang (Mirsaeidi et al. 2018) est associée à des 

formes de bon pronostic et résolutives de sarcoïdose suggérant, qu’à des stades initiaux de la 

maladie, le TGFß est anti-inflammatoire. Une autre étude a montré en revanche que le taux de 

TGFß dans le LBA était augmenté dans les formes de sarcoïdose associées à une fonction 

pulmonaire altérée (Salez et al. 1998). Alors que les polymorphismes de TGFß1 sont associés 

avec des formes de bon pronostic (Pabst et al. 2011), des polymorphismes de l’isoforme TGFß3 

sont associés à des formes fibrosantes (Kruit et al. 2006).  Il existe également des 

* 
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polymorphismes de GREM1 associés aux formes fibrosantes de sarcoïdose (Heron et al. 2011). 

GREM1 code pour Gremlin1  une protéine inhibitrice de bone morphogenic protein BMP2 et 

BMP4 régulateurs de la régénération tissulaire et inhibiteurs des effet profibrotiques de TGFß 

(Heron et al. 2011). Le TGFß1 est exprimé par les cellules épithelioïdes de granulomes 

sarcoïdiens, et plus particulièrement dans les granulomes matures que dans les granulomes 

jeunes (Shigehara et al. 1998). Chez des patients atteints de sarcoïdose mais comme chez des 

patients atteints de FPI, les lymphocytes TCD4+ PD-1+ sanguins sont la principale source de 

TGFß1 parmi les lymphocytes T CD4+ (Celada et al. 2018). Les cellules T CD4+ PD-1+ 

produisent à la fois TGF-β et l'IL-17A suite à l’activation de STAT3. La co-culture de 

lymphocytes T CD4+ avec des fibroblastes pulmonaires humains induit la production de 

collagène-1 ; tandis que le blocage de la voie PD-1 diminue sensiblement l'expression de 

STAT3, TGF-β et IL-17A, avec des réductions simultanées du collagène-1 (Celada et al. 2018). 

 

2.3.4.2  Polarisation M2/Th2 et fibrose 

Les macrophages pourraient être impliquées dans les processus de réparation et de fibrose grâce 

à un changement de leur polarisation. Une hypothèse serait qu’à un stade initial les 

macrophages présentent une polarisation de type M1, pro inflammatoire et induisant la 

formation du granulome et que l’évolution vers un phénotype de polarisation M2 soit à l’origine 

de la progression de la maladie et de l’évolution fibrosante (Cinetto et al. 2020). Dans les 

granulomes, des macrophages porteurs de marqueurs de polarisation M2 ont été mis en 

évidence dans le muscle, les ganglions, la peau, dans les macrophages alvéolaires de patients 

atteints de fibrose pulmonaire et dans des modèles in vitro de granulome utilisant des PBMC 

de patients atteints de sarcoïdose (Shamaei et al. 2018; Locke et al. 2019; Preusse et al. 2015; 

Isohisa et al. 2020).  Les macrophages alvéolaires de patients atteints de sarcoïdose fibrosante 

produisent plus de chimiokines de type CCL18, surtout s’ils ont une activation de type 

alternative par des cytokines de type Th2, entraînant un phénotype M2 (Prasse et al. 2006). 

CCL18 aurait une action profibrosante en stimulant la production de collagène par les 

fibroblastes et pourrait être impliqué dans la fibrose pulmonaire ou musculaire  (Prasse et al. 

2006; Chen 2016; Prokop et al. 2011). L’analyse des voies de signalisation a retrouvé une 

implication et une surexpression des voies liées à l’IL-13 dans les modèles in vitro de 

granulomatose et les tissus pulmonaires et ganglionnaires (Locke et al. 2019). L’IL-13 est 

associée à une réponse Th2 et à une activation alternative M2. En revanche une autre étude n’a 
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pas mis en évidence de modification des marqueurs de polarisation entre les macrophages 

alvéolaires de sujets sains et ceux de patients atteints de sarcoïdose (Wikén et al. 2010).  

Certains auteurs ont émis l’hypothèse d’une transition Th1 vers une réponse Th2 pouvant 

favoriser l’apparition de fibrose, en augmentant la prolifération des fibroblastes et les dépôts de 

matrice extra cellulaires (Lukacs et al. 2001) et en induisant un phénotype M2 des macrophages 

(Zhou et Arce 2020; Patterson et al. 2012). Néanmoins, très peu de données étayent cette 

hypothèse au cours de la sarcoïdose. Le taux  sérique d’IL5, une cytokine Th2, était 

significativement plus élevé dans les formes fibrosantes pulmonaires que dans les formes non 

fibrosantes pulmonaires (Patterson et al. 2012).  

 

2.3.4.3 Rôle environnemental sur la fibrose 

Une analyse par microarray sur biopsies transbronchiques a comparé le profil d’expression 

génique de patients atteints de FPI avec des cas de fibrose associée à une sarcoïdose ou de 

pneumopathie d’hypersensibilité. Un enrichissement des gènes liés à l’activation et la 

prolifération cellulaire en rapport avec les défenses de l’hôte contre un agent extérieur était 

associé à la sarcoïdose. Le profil d’expression génique des patients atteints de sarcoïdose 

présentait plus de similarités avec la pneumopathie d’hypersensibilité qu’avec la FPI 

(Lockstone et al. 2010)  

Dans des modèles murins de granulomatose pulmonaire, il a été montré que la répétition au 

cours du temps de l’exposition antigénique (par exemple par le P. acnes) (Jiang et al. 2016), ou 

l’administration d’antigènes différents favorisait la pérennisation des granulomes pulmonaires 

et l’évolution vers la fibrose (Malur et al. 2019).  Plus récemment, l’immuno-réactivité à la 

silice et/ou aux métaux semble être associée à l’apparition d’une fibrose pulmonaire (Beijer et 

al. 2021). 

  

2.3.4.4  Fibroblastes et MMP  

Les fibroblastes pulmonaires de patients atteints de sarcoïdose présentent un phénotype 

caractérisé par un index de prolifération supérieur à celui des patients atteints de FPI. En cas de 

stimulation par des cytokines pro-inflammatoires de type IFNg ou l’IL-1ß, la prolifération des 

fibroblastes est diminuée mais ils présentent un phénotype sécrétoire avec la production d’IL-

6, connu pour ses propriétés pro-fibrotiques (Tamura et al. 1998; Le et al. 2014). Dans le LBA 

de patients atteints de fibrose pulmonaire sarcoïdienne, une augmentation de l’activité globale 
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des collagénases, et des taux MMP1, MMP8, MMP9 ont été observés ce qui pourrait initier la 

destruction du collagène et induire un remodelage menant à une fibrose (Henry et al. 2002). 

  
 

 

 
Les facteurs intervenant dans l’initiation et la progression de la sarcoïdose notamment vers la 

fibrose sont mal compris. Il a été observé que les granulomes pulmonaires sont peu vascularisés 

en leur centre laissant suggérer que les cellules s’y trouvant sont en hypoxie (Kambouchner et 

al. 2011). Cependant l’impact du facteur micro-environnemental hypoxique au cours de la 

sarcoïdose n’a jamais été étudié.  

 
Au cours de l’Évolution, l’oxygène étant devenu indispensable à la production d’énergie par 

les mitochondries sous forme d’adénosine triphosphate, il a été nécessaire que les organismes 

se dotent de réponses adaptatives pour maintenir une homéostasie cellulaire relative au niveau 

d’oxygénation requis. Certains petits organismes primaires (Salpingoeca rosetta) s’adaptent 

par exemple en augmentant leur mobilité à la recherche d’un environnement plus oxygéné 

(Kirkegaard et al. 2016).  Chez les vertébrés dont l’Homme, les grands systèmes permettant la 

captation et la distribution de l’oxygène aux tissus (association des appareils respiratoire et 

cardiovasculaire et l’érythropoïèse) sont finement régulés permettant de moduler cet apport 

d’oxygène.  

La notion d’hypoxie a récemment été mise en lumière par le prix Nobel de Médecine 2019 

ayant récompensé William G. Kaelin Jr, Sir Peter J. Ratcliffe and Gregg L. Semenza, pour leurs 

découvertes concernant les mécanismes d’adaptation des cellules en fonction de la disponibilité 

de l’oxygène.  L’hypoxie est un terme récent dont la première apparition dans la littérature date 

de 1938 (Richalet 2021) et provient du grec υπο (hypo) = sous, moins que et oxus: οξυσ (oxys) 

= « aigu» ou « acide» en raison des propriétés reconnues à tort par Lavoisier de l’oxygène à se 

combiner pour former des acides.  L’hypoxie pourrait être définie comme un état d’insuffisance 

en oxygène pour maintenir une fonction cellulaire normale (Schödel et Ratcliffe 2019). 

L’hypoxie peut donc être la conséquence d’un défaut d’apport ou d’un hypermétabolisme de la 

cellule. Il n’existe pas de niveau précis d’oxygénation en dessous duquel on parle d’hypoxie. 

Chaque tissu fonctionne de manière physiologique mais avec des niveaux de pression partielle 

d’oxygène variables qui sont parfois très bas de l’ordre de 5 à 10 mmHg de pression partielle 
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en dioxygène (PO2)  (Keeley et Mann 2019). Dans le poumon, l’oxygénation varie également. 

La PO2 est de 150mmHg dans la trachée, puis de 100mmHg dans l’alvéole et plus basse à 

~45mmHg dans le secteur interstitiel (Keeley et Mann 2019). Les cellules de l’immunité 

circulantes sont exposées à tout une gamme dynamique de PO2 (~40-90 mmHg) sur une période 

relativement courte (Keeley et Mann 2019)(Figure 15).  

 
Figure 15: Représentation des différents niveaux de PO2 dans le poumon et les vaisseaux 
Adapté de (Keeley et Mann 2019). 
 
La réponse cellulaire à l’hypoxie est caractérisée par l’activation de facteurs de transcription 

dits « induits par l’hypoxie » ou HIF (Hypoxia-Inducible Factor). En réponse à l’hypoxie, un 

programme d’expression génique est orchestré par les HIFs qui modulent directement ou 

indirectement l’expression de milliers de gènes, afin d’adapter le métabolisme et 

l’environnement de la cellule aux conditions hypoxiques (Semenza 2011; 2019). Dans les tissus 

inflammatoires les cellules en plus des conditions circulatoires, sont également exposées à une 

hypoxie en raison de leur hypermétabolisme avec augmentation de la consommation d’O2. 

L'hypoxie en retour peut affecter activement les processus inflammatoires par la régulation des 

voies de signalisation sensibles à l'oxygène dans de multiples sous-types de cellules 

immunitaires (Taylor et al. 2016; Eltzschig et Carmeliet 2011). Les connaissances actuelles ont 

identifié HIFs et NF-kB comme principaux acteurs dans la modification de l’expression 

PO2 ≃12-20kPa PO2 ≃5-6kPa
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génique des cellules immunitaires en réponse à l’hypoxie : (Taylor et al. 2016; McGettrick et 

O’Neill 2020; Biddlestone, Bandarra, et Rocha 2015).  

 

 

 Hypoxia inducible factor (HIF) 

3.2.1.1 Structure et rôle de HIF 

3.2.1.1.1 Structure et schéma des grands rôles 

La découverte de HIF provient de l’observation de l’augmentation du taux d’érythropoïétine 

(EPO) en hypoxie. En 1991, Semenza découvre l’existence d’un facteur nucléaire induit par 

l’hypoxie se liant au promoteur du gène de l’EPO et augmentant son expression (Semenza et 

al. 1991). HIF est un hétérodimère comprenant une sous-unité α (HIF-α) régulée par le niveau 

d’oxygène et une sous unité β (HIF-β) constitutivement exprimée dans le noyau. Le complexe 

HIF a été identifié comme le facteur-clé régulant la réponse transcriptionnelle à l’hypoxie 

(Semenza et Wang 1992; Wang et Semenza 1993).  

Chez l’homme, trois isoformes de HIF-α ont été décrites : HIF-1α codé par le gène HIF1A sur 

le chromosome 14, HIF-2α (ou EPAS-1, endothelial PAS domain protein 1) codé par le gène 

EPAS1 sur le chromosome 2, et plus récemment HIF-3α codé par le gène HIF3A sur le 

chromosome 19. Il existe également deux formes de la sous-unité ß : HIF-1ß (ou aryl 

hydrocarbon receptor nuclear translocator  (ARNT)) qui est le partenaire principal des sous-

unités α et HIF-2ß (ARNT2) (Prabhakar et Semenza 2012; Schödel et Ratcliffe 2019) (Figure 

16).  

Les facteurs HIF appartiennent à la famille des facteurs de transcription bHLH-PAS (basic helix 

loop helix (bHLH) et proteine Per- Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator (ARNT) / 

Single-mind -Sim homology (PAS)). Les domaines bHLH-PAS sont situés dans l’extrémité N-

terminale des protéines et contrôlent la dimérisation du complexe HIF et sa liaison à l’ADN.  

L’extrémité C-terminale comporte pour les sous-unités alpha  un ou des domaines de 

transactivation (TAD) et des domaines de régulation dépendants de l’oxygène (ODDD : O2-

dependant degradation domain) et responsable de la dégradation de la sous unité en normoxie 

(Wang et Semenza 1995; Jiang et al. 1996; Prabhakar et Semenza 2012)(Figure 16).  
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Figure 16: Structure schématique des sous unités HIF 
Schéma montrant la structure de HIF-1α (826 acides aminés), HIF-2α (874 acides aminés), HIF-3α (667 acides 
aminés) et IF-1β (789 acides aminés). L’extrémité N-terminale contient les domaines basic helix-loop-helix 
(bHLH) et Per-ARNT-Sim homology domains (PAS) requis pour l’hétérodimérisation et la liaison à l’AND 
respectivement.  HIF-1α, HIF-2α and HIF-3α possèdent aussi un oxygen-dependent degradation domain (ODDD). 
L’ODDD est requis pour l’hydroxylation et la dégradation dépendantes de l’oxygène. L’extrémité C-terminale de 
HIF-1α et HIF-2α contient deux terminal-transactivation domains (TADs); N-TAD et C-TAD sont séparés par un 
inhibitory domain (ID). N-TAD et C-TAD sont responsables de l’activité transcriptionnelle en hypoxie.  L’activité 
transcriptionnelle de C-TAD est associée à la liaison avec action transcriptionnelle de co-activateurs comme 
CREB-binding protein (CBP)-p300. Le domaine N-TAD est responsable de la stabilisation HIF-1α. HIF-3α et 
HIF-1β contiennent seulement un TAD. HIF-1α, HIF-2α and HIF-3α sont potentiellement hydroxylés sur deux 
résidus proline (Pro), qui induit la protéine von Hippel–Lindau (pVHL). L’hydroxylation du résidu asparagine 
(Asn) inhibe leur interaction avec p300 et CBP. NLS, nuclear localization signal. Adapté de (Beaudry et al. 2016) 
 
L’expression de HIF-1α est ubiquitaire y compris chez les invertébrés. Il est détecté dans toutes 

les populations cellulaires impliquées dans la réponse innée et adaptative, incluant 

macrophages, neutrophiles, cellules dendritiques et lymphocytes (Palazon et al. 2014).   HIF-

2α au contraire n’est exprimé que dans certaines populations cellulaires, uniquement chez les 

vertébrés : cellules épithéliales alvéolaires, cellules endothéliales, fibroblastes rénaux, 

hépatocytes, myocytes cardiaques…. Il est également exprimé dans les macrophages associés 

aux cancers (TAM),  les lymphocytes T CD8+, ou dans les neutrophiles (Palazon et al. 2014).  
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Figure 17: Grandes fonctions de la voie HIF 
Schéma illustrant le fonctionnement de la voie HIF sur les processus directement (rouge) et indirectement (bleu) 
liés au maintien de l'équilibre en oxygène. Adapté de (Schödel et Ratcliffe 2019) 
 
 
Les fonctions de HIF sont vastes et ne se limitent pas au maintien direct de l’homéostasie de 

l’oxygénation (Figure 17). Au niveau cellulaire, HIF-1 et HIF-2 régulent de nombreuses 

fonctions comme la différenciation, la migration, la cytoprotection, l’apoptose, le contrôle du 

cycle cellulaire et la fonction de certains organites comme les mitochondries (Schödel et 

Ratcliffe 2019).  HIF-1 et HIF-2 sont impliqués dans les grandes fonctions de l’organisme, les 

premières découvertes, portant sur le rôle de HIF-1 et HIF-2 dans l’érythropoïèse, 

l’angiogenèse, et la régulation du métabolisme énergétique pour restaurer l’équilibre perturbé 

par un défaut d’oxygénation. De nombreux travaux montrent également que HIF-1 et HIF-2 

sont impliqués dans la régulation de phénomènes  plus éloignés du rôle du maintien de 

l’homéostasie de l’oxygénation comme la régulation de l’inflammation, de l’immunité innée et 

adaptative (Watts et Walmsley 2019; McGettrick et O’Neill 2020), et de la fibrogènèse (Xiong 

et Liu 2017). HIF-1 et HIF-2 jouent  un rôle protecteur dans certaines pathologies comme après 

un infarctus du myocarde grâce à une adaptation métabolique à court terme permettant de 

supporter de bas niveaux d’oxygène puis en favorisant la revascularisation (Koeppen et al. 

2018; Semenza 2012). Cependant HIF-1 et HIF-2 peuvent également avoir un rôle délétère au 

cours des pathologies tumorales où ils favorisent l’immortalisation cellulaire,  la migration, 

l’invasion cellulaire et le processus métastatique et l’instabilité génétique, ou au cours de 

l’hypertension pulmonaire via le  remodelage vasculaire (Semenza 2012; Waypa et Schumacker 

2019; Moreno Roig et al. 2018). 
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Le rôle de HIF-3α est moins clair. Il existe plusieurs variants HIF-3α dont les fonctions sont 

différentes. HIF-3α est exprimé chez les vertébrés et seulement dans certains tissus autres que 

le placenta (Duan 2016). HIF-3α peut se lier à HIF-1 et inhiber son action transcriptionnelle. 

L’expression de HIF-3α étant induite par HIF-1 dans les cellules hypoxiques il pourrait s’agir 

d’un rétrocontrôle négatif de l’activité de HIF-1 en cas d’hypoxie (Duan 2016). 
 

3.2.1.1.2 Signalisations canonique et non canonique par HIF 

En condition hypoxique, la signalisation canonique liée à l’activation de HIF est associée à la 

liaison de l’hétérodimère HIF aux éléments de réponse à l’hypoxie ou hypoxia responsive 

elements (HRE) dans les régions promotrices ou régulatrices des gènes cibles qui contiennent 

la séquence consensus 5’-(A/G)CGTG-3’ (Figure 18).  

 

Figure 18: Exemples représentatifs des cibles de HIF porteuses d'un domaine HRE 
Adapté de (Watts et Walmsley 2019) 
 
Grâce aux techniques de séquençage CHIP-Seq associée à une  immunoprécipitation de la 

chromatine, plusieurs milliers de sites de liaison directe de HIF-1 et HIF-2 ont été identifiés sur 

l’ADN nucléaire  (Schödel et Ratcliffe 2019; Schödel et al. 2011) et de HIF-1 sur l’ADN 

mitochondrial (Natarajan et al. 2020). Même si HIF-1 et HIF-2 se lient à des séquences 
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identiques, leur réponse transcriptionnelle est différente. De même chaque type cellulaire a une 

réponse transcriptionnelle à l’hypoxie qui lui est propre (Kelly et al. 2003).  

L’activation des gènes en réponse à l’hypoxie est dépendante de HIF de façon directe pour la 

majorité d’entre eux. Au contraire, les voies non canoniques de HIF sont responsables de 

répression en hypoxie de la plupart de gènes. Cette répression est indirectement médiée par HIF 

qui transactive des gènes codant pour des répresseurs transcriptionnels ou des microARN des 

régulateurs épigénétiques comme des enzymes modifiant la chromatine telles que des histone-

déméthylases et des histone-désacétylases (Prabhakar et Semenza 2012; Schödel et Ratcliffe 

2019). Il existe divers mécanismes décrits par lesquels les isoformes HIFs stabilisées peuvent 

influencer l’activité d’autres voies de signalisation indépendamment de HRE. Il a été démontré 

que la signalisation de HIF non canonique régule par exemple la signalisation NOTCH sans 

liaison à un domaine HRE permettant à l’hypoxie de maintenir les cellules dans un état non 

différencié (Biddlestone, Bandarra, et Rocha 2015; Gustafsson et al. 2005).  
 

3.2.1.2 Régulation canonique de HIF : mécanismes enzymatiques de détection de 

l'oxygène 

Les facteurs HIF sont soumis à des régulations multiples et parfois redondantes.  Le signal 

sensible à l’oxygène qui contrôle l’activité de HIF est généré par une série d’enzymes qui 

catalyse l’hydroxylation de résidus prolyl et asparaginyl des sous unités α. Ces enzymes sont 

des dioxygénases qui scindent l’oxygène moléculaire et incorpore les atomes d’oxygène dans 

leur substrat. Leur activité est donc supprimée s’il existe une hypoxie. Ce mécanisme post-

traductionnel dépend des prolyl-hydroxylases (PHD) en première ligne, puis de l’asparaginyl-

hydroxylase dénommée factor inhibiting HIF 1 (FIH-1). Elles appartiennent à la superfamille 

des dioxygénases dépendantes du fer et du 2-oxoglutarate, HIF-1α, HIF-2α, and HIF-3α sont 

toutes régulées par la prolyl hydroxylation, tandis que seulement HIF-1α et HIF-2α sont régulés 

par l’asparaginyl hydroxylation (Prabhakar et Semenza 2012; Schödel et Ratcliffe 2019) 

(Figure 19). 
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Figure 19: Mécanismes de régulation de HIF 
En normoxie, la demi-vie des sous-unités HIF-α est de quelques minutes seulement : PHD hydroxyle HIF-α sur 
deux résidus proline, ce qui permet à pVHL de se fixer sur le domaine ODDD et d’initier l’ubiquitinylation via le 
complexe E3 ligase de HIF-α et sa dégradation dans le protéasome. L’activité enzymatique de PHD2 nécessite des 
concentrations cytoplasmiques suffisantes d’O2 qui réduit les ions ferriques Fe3+ en ions ferreux Fe2+ au niveau 
du centre catalytique. Par ailleurs, FIH-1 intervient probablement en deuxième ligne en hydroxylant une 
asparagine sur les sous-unités n’ayant pas été reconnues par PHD. Cet hydroxylation bloque, par encombrement 
stérique, la liaison intranucléaire avec des co-activateurs transcriptionnels (essentiellement p300 ou CBP) et inhibe 
ainsi la transactivation de la plupart des gènes cibles. En hypoxie, HIF-α s’accumule dans le cytoplasme, se 
transloque dans le noyau et se lie à HIF-1β. Les domaines TAD de HIF-α permettent de recruter un co-activateur 
et vont réguler l’activité transcriptionnelle une fois que le complexe HIF se sera lié, via les domaines bHLH, à une 
séquence HRE de l’ADN. La transactivation des gènes cibles est un mécanisme rapide, apparaissant dans les 
premières heures d’hypoxie. 
HIF peut également être régulé indépendamment du niveau d’oxygène. Dans les macrophages, la transcription ou 
la traduction de HIF peuvent être amplifiées.  Des mécanismes post traductionnels (non montrés sur le schéma) et 
indépendants de l’oxygène peuvent également modifier la stabilisation, la translocation dans le noyau, ou sa 
transactivation. Schéma adapté de  (Palazon et al. 2014) 
 

3.2.1.2.1 Régulation de la stabilité de HIF-α par prolyl-hydroxylation  

HIF-1α et HIF-2α sont synthétisés en permanence dans les cellules. Toutefois en condition 

normoxique la majeure partie des sous-unités α est très rapidement dégradée par le protéasome 

après ubiquitinylation par le complexe ubiquitine ligase E3 contenant la protéine von Hippel-

Lindau (pVHL) codée par le gène suppresseur de tumeur VHL. Cette étape est conditionnée par 

l’hydroxylation préalable de deux résidus proline par une PHD. Trois PHD ont été décrites : 

PHD1, PHD2 et PHD3, codées respectivement par les gènes EGLN2, EGLN1 et EGLN3 

(Schödel et Ratcliffe 2019). Il est intéressant de noter qu’EGLN1 est un gène cible de HIF-1α, 

ce qui correspond probablement à un rétrocontrôle négatif en cas d’hypoxie prolongée. En 
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hypoxie, les PHD sont inactivées directement par la diminution de la disponibilité en O2, mais 

également via la production par les mitochondries hypoxiques d’espèces réactives de 

l’oxygène. Ceci aboutit à une stabilisation et une activation de HIF-α, qui peut alors se 

transloquer dans le noyau et se dimériser avec HIF-1β. Un co-activateur est ensuite recruté dans 

le noyau, la protéine p300 ou la CREB-binding protein (CBP) principalement, permettant au 

complexe d’orchestrer la transactivation de ses gènes cibles portant la séquence HRE.  La voie 

de signalisation HIF peut être activée chimiquement en normoxie en inhibant l’activité 

enzymatique hydroxylase : en présence d’ions métalliques comme le cobalt (Co2+), jouant 

notamment le rôle d’inhibiteur compétitif du Fe2+ de PHD2, ou par un chélateur du fer comme 

la desferrioxamine. Toutefois cette procédure ne reproduit qu’une partie des effets de l’hypoxie 

(Prabhakar et Semenza 2012; Schödel et Ratcliffe 2019). Des facteurs épigénétiques peuvent 

moduler la stabilité de HIF via des mutations de PHD ou de VHL, exacerbant la réponse de 

HIF (Watson et al. 2010). De nombreuses protéines (HEXIM1, MCM7, OS9…) peuvent 

faciliter la dégradation dépendante de l'O2 en stabilisant les interactions entre les composants 

du complexe VHL/E3ligase ou en stimulant l'ubiquitination de HIF-1α hydroxylé. D’autres 

protéines peuvent au contraire inhiber cette dégradation dépendante de l'O2 en bloquant l'action 

du complexe de la ligase VHL-E3 (ATP6V0C, RSUME…) ou en catalysant la 

désubiquitination (USP8, USP20, UCHL1…) (Semenza 2017).  
 

3.2.1.2.1 Régulation de la fonction transactivatrice par asparaginyl-hydroxylation  

L’activité de HIF-α est également régulée par l’hydroxylation d’une asparagine par FIH-1. Tout 

comme PHD2, l’activité enzymatique de FIH-1 est proportionnelle à la concentration 

cytoplasmique en O2 et nécessite des ions Fe2+. Elle est également inhibée par les ROS. En 

conditions normoxiques, les sous-unités HIF-α qui n’ont pas été dégradées par la voie 

PHD2/pVHL sont hydroxylées par le FIH-1. Cette hydroxylation ne bloque pas la translocation 

et la liaison à HIF-1β, mais inhibe le recrutement d’un co-activateur et la liaison à l’ADN, ce 

qui empêche in fine la transactivation de la plupart des gènes cibles. En hypoxie, l’activité du 

FIH-1 est inhibée, le recrutement d’un cofacteur par l’hétérodimère HIF-α/HIF-1β devient alors 

possible (Prabhakar et Semenza 2012; Schödel et Ratcliffe 2019). La régulation peut être 

différente selon les isoformes : alors que toutes les sous-unités HIF-α sont stabilisées en hypoxie 

aiguë, l’expression de HIF-1α tend à diminuer durant les hypoxies prolongées au contraire de 

HIF-2 α. 



 80 

3.2.1.1 Régulation non canonique de HIF : des mécanismes variés 

En règle générale, ces mécanismes de régulation ne sont pas directement dépendants des 

niveaux d’oxygène, mais reflètent souvent l’activité des systèmes comme la signalisation 

inflammatoire activée dans les tissus hypoxiques ou lors d’une prolifération cellulaire qui 

requièrent une réponse adaptée pour contrebalancer l’augmentation de la demande en 

oxygène. HIF peut être régulé à plusieurs niveaux en normoxie : transcriptionnel, traductionnel, 

post traductionnel (par modulation de sa dégradation ou de sa liaison à l’ADN).  

  

3.2.1.1.1 Régulation transcriptionnelle 

De nombreuses voies de signalisations induisent la transcription de HIF-1a et HIF-2a. Ainsi 

NF-kB  ou STAT3 stimulent la transcription de HIF-1a (Bonello et al. 2007; Niu et al. 2008) 

(Figure 19). L’angiotensine II est un facteur qui augmente chez le rat la transcription de HIF-

1a dans les cellules musculaires lisse via la protéine kinase C (Pagé et al. 2002). Plusieurs 

facteurs pro-inflammatoires peuvent également augmenter la transcription de HIF-1a comme 

le LPS, le TNF-a, l’IL-6 et l’IL-18 ou les espèces réactives de l’oxygène (Bonello et al. 2007; 

Schödel et Ratcliffe 2019; Palazon et al. 2014). Les facteurs de transcription SP1, SP3 et E2F1 

sont impliqués dans la transcription de HIF-2a. La transcription de HIF-1 et HIF-2 est 

également régulée par des régulateurs épigénétiques ou des ARN non codants (Schödel et 

Ratcliffe 2019). 

 

3.2.1.1.2 Régulation traductionnelle  

L’activation des voies mTOR,  mitogen activated protein kinase (MAPK), Extracellular signal-

regulated kinase (ERK) favorisent la traduction de HIF (Fukuda et al. 2002; Hudson et al. 

2002). Néanmoins le rôle de mTOR est complexe puisque mTORC1 et mTORC2 ont des effets 

différents sur HIF-1a et HIF-2a (Toschi et al. 2008).  

 

3.2.1.1.3 Régulation post traductionnelle de HIF 

D'autres protéines interagissant avec HIF-1α ont une activité catalytique, telle que l'acétylation, 

la désacétylation, la déméthylation, la phosphorylation ou l'ubiquitination, ce qui entraîne une 

modification post-traductionnelle de HIF-1α qui altère sa stabilité, sa localisation subcellulaire 

ou sa fonction de transactivation. Plusieurs kinases sont impliquées dans la phosphorylation de 

la sous unité a, comme AKT, MAPK, ERK. D'autres protéines interagissent avec HIF-1α en 
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facilitant ou inhibant la dégradation indépendante de l'O2, en stimulant ou en inhibant 

l'ubiquitination, en stimulant la SUMOylation (Semenza 2017).  

 

3.2.1.1.4 Régulation des liaisons de HIF à l’ADN 

Il existe plus de sites HRE que de domaines de liaison de HIF suggérant qu’il existe des 

processus régulant également les sites de liaison à l’ADN (Schödel et Ratcliffe 2019). La liaison 

à l’ADN peut par exemple être modifiée par méthylation de l’ADN. Les liaisons de HIF à 

l’ADN et son action vont également être régulées par le recrutement de co-activateurs (CBP, 

p300 ou STAT3) ou de co-represseurs régulant la transactivation de HIF (Semenza 2017).  
 

 Nuclear factor-kappa B (NFkB) 

NF-κB est un des facteurs de transcription clef impliqué dans la réponse inflammatoire. Ce 

facteur de transcription est composé de 5 membres incluant NF-κB1 (ou p50), NF-κB2 (ou 

p52), RelA (ou p65), RelB et c-Rel, qui se lient et interviennent dans la transcription de gènes 

cibles en se liant à un élément spécifique de l'ADN, κB enhancer, via divers hétéro ou homo-

dimères. Les protéines constitutives de NF-κB sont séquestrées dans le cytoplasme par une 

famille de protéines inhibitrices, la famille des IκB, dont le principal membre est IκBα. 

L’activation de NF-κB implique deux voies de signalisation : une canonique et une non 

canonique. La voie canonique répond à l’activation de récepteurs de cytokines (par exemple du 

TNF), PRR, TCR. Le principal mécanisme d'activation canonique de NF-κB est la dégradation 

inductible de IκBα déclenchée par sa phosphorylation spécifique par un complexe de kinases 

(IKK). L'IKK peut être activé par différents stimuli, notamment les cytokines, les facteurs de 

croissance, les mitogènes, les composants microbiens et les agents de stress. L'IKK phosphoryle 

IκBα au niveau de deux sérines N-terminales et, de ce fait, déclenche une dégradation 

ubiquitino-dépendante de IκBα dans le protéasome, ce qui entraîne une translocation nucléaire 

rapide et transitoire des membres canoniques de NF-κB, principalement les dimères p50/p65 et 

p50/c-Rel (Dorrington et Fraser 2019) (Figure 20).  

Le rôle de NF-κB au cours de la sarcoïdose n’est pas bien connu avec des données 

contradictoires sur l’activation de NF-κB, pouvant participer à la réaction inflammatoire ou au 

contraire aux réactions d’anergie décrite dans la sarcoïdose (Lee et al. 2011; Besnard et al. 

2018; Drent et al. 2001). Les lymphocytes T de patients présentant une sarcoïdose sévère (plus 

active, s’aggravant avec fibrose pulmonaire) avaient une expression de p65 diminuée. Ces 

cellules stimulées présentaient une prolifération diminuée, une production de cytokines 
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diminuées (IL2 et IFN-g), ce qui suggérait que le déficit en p65 contribuerait à l’anergie T et la 

persistance d’une inflammation chronique (Lee et al. 2011).  

 

Figure 20:Interaction NF-kb et HIF-1a 
Le principal mécanisme d'activation canonique de NF-κB est la dégradation inductible de IκBα déclenchée par sa 
phosphorylation spécifique par un complexe de kinases (IKK). L'IKK peut être activé par différents stimuli, 
notamment des cytokines, des facteurs de croissance, des mitogènes, des composants microbiens et des agents de 
stress. L'IKK phosphoryle IκBα au niveau de deux sérines N-terminales et, de ce fait, déclenche une dégradation 
ubiquitino-dépendante de IκBα dans le protéasome, ce qui entraîne une translocation nucléaire rapide et transitoire 
des membres canoniques de NF-κB, principalement les dimères p50/p65 et p50/c-Rel. 
Les points rouges indiquent les sites d’hydroxylation sur la voie de signalisation NF-κB potentiellement sensibles 
au niveau d’oxygène.  NF-KB induit la transcription de HIF-1a directement ou par l’intermédiaire de TNFa ou 
IL1ß. En retour les mécanismes de régulation de NF-KB par HIF sont moins bien connus. Schéma adapté de 
(Taylor et Colgan 2017) et (D’Ignazio, Bandarra, et Rocha 2016). 

La voie NF-κB est un régulateur clef de l’inflammation qui est modulée du moins au niveau de 

sa voie canonique par l’hypoxie (Taylor et Colgan 2017).  En effet il existe à plusieurs endroits 

de cette voie de signalisation des sites d’hydroxylation sensibles au niveau d’oxygène (Taylor 

et Colgan 2017). D’autre part il existe une interdépendance entre la voie NF-κB et la voie HIF 

(D’Ignazio, Bandarra, et Rocha 2016). NF-κB induit la transcription de HIF-1a directement ou 

notamment via la sécrétion de cytokines tels que le TNFa ou l’IL-1ß  (D’Ignazio, Bandarra, et 

Rocha 2016). En retour, la régulation de HIF sur NF-κB est moins bien comprise avec des 

résultats discordants (Bandarra et al. 2015; D’Ignazio, Bandarra, et Rocha 2016) (Figure 20).  

HIF-1a

?
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 Autres voies régulées par l’hypoxie 

La 5' adenosine monophosphate-activated protein kinase (AMPK) est une enzyme qui est 

activée en réponse à l'épuisement de l'ATP qui se produit à la suite de la crise métabolique 

causée par l'hypoxie. L’AMPK aurait plutôt une action anti-inflammatoire et participe 

notamment aux mécanismes d’autophagie (Chen et al. 2018; Dengler 2020). L’AMPK 

orchestre le catabolisme lipidique et la phosphorylation oxydative au cours de la tuberculose 

(Wilson, Mayr, et Weichhart 2019). Le récepteur des glucorticoïdes a une action anti 

inflammatoire. Ce recepteur est modulé par l’hypoxie même si les mécanismes ne sont pas 

encore clairs (Yang et al. 2020). CREB (C-AMP Response Element-binding protein),  protéine 

ubiquitaire agissant comme un facteur de transcription liant l'AMPc est également régulé par 

l’hypoxie. CREB intervient notamment dans la prolifération cellulaire et régule l’expression de 

gènes proinflammatoires (Lin et Simon 2016; Taylor et al. 2016). mTOR est une enzyme de la 

famille des sérine/thréonine kinases qui régule la prolifération cellulaire, la croissance 

cellulaire, la mobilité cellulaire, la survie cellulaire dont le rôle a été identifié dans des formes 

de sarcoïdose (Linke et al. 2017). L’hypoxie supprime l’activité de mTOR indépendamment de 

la signalisation HIF, via l’inhibiteur REDD1 et le complexe TSC1/TSC2 (Brugarolas et al. 

2004) mais aussi via HIF (Knaup et al. 2009). En retour mTOR est connu pour réguler 

positivement HIF (cf 3.2.1.1.2) notamment en normoxie, dans des processus tumoraux par 

exemple pour favoriser l’angiogénèse (Land et Tee 2007). D’autres voies impliquées dans la 

pathogénie de la sarcoïdose comme la voie des JAK-STAT ou celle de l’inflammasome 

(Rotenberg et al. 2018; Huppertz et al. 2020) pourraient être modulées par l’hypoxie mais sans 

que les mécanismes en soient bien compris (Xu, Li, Guo, et al. 2017; Lavallard et al. 2020).  
 

 
L'hypoxie et l'inflammation coexistent fréquemment et peuvent s'exacerber l'une l'autre. Il 

existe des liens multiples et bidirectionnels entre les voies moléculaires qui détectent l'hypoxie 

et les signaux inflammatoires qui y répondent. L’hypoxie participe à la réponse inflammatoire 

principalement par l’intermédiaire de HIF-1 et HIF-2, mais aussi par la modulation de NF-κB 

et d’autres voies de signalisations impliquées dans l’inflammation (cf chapitres 3.2.2 et 3.2.3). 

HIF-1 et HIF-2 jouent un rôle sur le développement et la fonction des cellules de l’immunité.  

Le rôle de HIF diffère en fonction de l’organe, de la cellule et du contexte inflammatoire aigu 

ou chronique et de sa sévérité (Watts et Walmsley 2019). Le rôle de HIF-1 a été mieux défini 

notamment grâce à des modèles murins de délétions spécifiques dans des lignées myéloïdes et 

lymphoïdes (cf Tableau 3).  
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Tableau 3: Phénotypes de cellules de l'immunité observé des souris déficientes pour HIF-1a 
Macrophages ¯ ATP  

Neutrophiles 
¯Formation de NET 

¯Glycolyse ¯Survie 
¯Glycolyse 

¯Agrégation  Lymphocytes T  Treg 
¯Glycolyse 
¯Th17 

¯Mobilité ¯ CD40 ligand sur 
lymphocytes Tfh  

¯Activité bactéricide  Protection contre 
sepsis 

¯Cytokines pro-
inflammatoires 

¯ Protection contre 
mécanisme auto-immun 

¯CMH II  
Cellules dendritiques ¯ Glycolyse Lymphocytes B ¯ IL-10 

¯ IL-22 Arthrite induite par 
collagène 

¯Migration médiée par 
CCR7 

 Encéphalomyélite 
auto-immune 

Activation des 
lymphocytes TCD4 

¯ Développement 
normal de la lignée B 

Adapté de (McGettrick et O’Neill 2020) 
 

HIF-1 et HIF-2 ont un impact sur l’immunité innée via la modulation sur les macrophages de 

leur mobilité, leur activité anti-bactérienne ou anti-tumorale, leur phagocytose et la production 

de cytokines pro-inflammatoires (McGettrick et O’Neill 2020) (Figure 21). HIF-1 et HIF-2 

modulent le métabolisme des macrophages afin de s’adapter à l’hypoxie. La délétion de HIF-

1a entraine une réduction massive de la production d’ATP (Cramer et al. 2003). La 

surexpression de HIF-1a augmente la glycolyse des macrophages ce qui favorise une 

polarisation M1 (Wang et al. 2017). HIF-2 au contraire serait plutôt associé à des macrophages 

polarisés M2 dont le métabolisme est celui d’une phosphorylation oxydative (Takeda et al. 

2010).  HIF-1 et HIF-2 ont également une action pro-inflammatoire sur les polynucléaires 

neutrophiles (Thompson et al. 2014) en favorisant leur survie et leur activité anti bactérienne. 

Le rôle de HIF-1 sur les cellules dendritiques est plus complexe, il augmenterait la survie et la 

synthèse d’interféron par la cellule dendritique (McGettrick et O’Neill 2020). HIF-1 et HIF-2 

modulent également l’immunité adaptative. HIF-1 régule la survie des lymphocyte T, leur 

prolifération et leur différenciation (McGettrick et O’Neill 2020). Shi et al. ont démontré une 

activité glycolytique différente entre les sous populations-lymphocytaires CD4+ de type Th1, 

Th2, Th17 et Treg. Les Th17 présentaient la plus forte induction de glycolyse et les Treg la 

moins importante et ceci de façon dépendante de HIF-1 (Michalek et al. 2011; Shi et al. 2011). 

HIF-1a favoriserait la différenciation en Th17 et diminuerait celle des Tregs (Shi et al. 2011; 

Shehade et al. 2015).  
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Figure 21: Effet de HIF-1 sur les cellules de l'immunité innée  
Adapté de (McGettrick et O’Neill 2020) 
  

HIF jouerait également un rôle dans la protection de l’hôte face aux agents extérieurs en 

modulant la fonction et la réparation des cellules des barrières épithéliales et aurait un rôle 

favorable dans les maladies inflammatoires chroniques intestinales (Taylor et Colgan 2017).  

La voie NF-kB qui est un régulateur clef de l’inflammation est régulée du moins au niveau de 

sa voie canonique par l’hypoxie. L’effet de l’hypoxie sur la voie NF-kB est complexe. Par 

exemple en réponse à une hypoxie seule l’activité NF-kB est modérément augmentée, mais 

supprimée si la cellule est préalablement stimulée par l’IL-1ß ou le LPS (Scholz et al. 2013). 

L’activation de NF-kB dépend probablement du type cellulaire, du degré et de la durée de 

l’inflammation.  

Les prolyl-hydroxylases jouent également un rôle dans l’inflammation. Dans les macrophages, 

la perte ou l'haplodéficience de PHD2 modifie la polarisation des macrophages vers un profil 

M2 like en impliquant également  NF-κB (Takeda et al. 2011), tandis que la perte du PHD3 

modifie l'apoptose et l'activité pro-inflammatoire des macrophages (Taylor et al. 2016; Swain 

et al. 2014).  Enfin les inhibiteurs des hydroxylases procurent, par exemple dans des modèles 

murins de maladies inflammatoires chroniques de l’intestin, une amélioration de la fonction de 

la barrière épithéliale, et ont une action anti-inflammatoire en altérant la différenciation des 

cellules de l’immunité et leur fonction (Taylor et al. 2016).  

Plusieurs études ont démontré le rôle de la HIF-1a au cours de l'infection des macrophages par 

Mycobacterium tuberculosis.  Les macrophages infectés modifient leur métabolisme par une 

augmentation de la glycolyse aérobie et ceci est lié à HIF-1a (Braverman et al. 2016). 

L'augmentation de HIF-1a entraîne une augmentation de la  production de cytokines pro-
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inflammatoires comme l’IL-1ß et une diminution de la survie bacillaire (Gleeson et al. 2016). 

De façon intéressante, HIF-1a joue des rôles différents au stade précoce et au stade tardif de la 

tuberculose. Baay-Guzman et al. ont mis en évidence des taux élevés de HIF-1a dans un modèle 

murin de tuberculose pulmonaire progressive au stade précoce et tardif de la tuberculose (Baay-

Guzman et al. 2018). Le blocage de l'HIF-1a au stade précoce de l'infection conduisait à une 

aggravation de la maladie chez ces souris mais l'inhibition de l'HIF-1a au stade tardif de la 

tuberculose augmentait l'apoptose des macrophages et diminuait la charge bactérienne, HIF-1 

serait ainsi protecteur dans les phases initiales et délétère dans les phases tardives (Baay-

Guzman et al. 2018).  

  

 
L’hypoxie et la signalisation HIF jouent un rôle important dans la réparation tissulaire. Une 

lésion tissulaire s’accompagne souvent d’une atteinte vasculaire se compliquant d’une hypoxie 

locale. L’adaptation à l’hypoxie dans ce cas, notamment via HIF est bénéfique et favoriserait 

la réparation tissulaire. En revanche, dans des phénomènes chroniques d’inflammation ou 

d’hypoxie, HIF peut être responsable d’un processus de réparation aberrant conduisant à une 

fibrose (Darby et Hewitson 2016). En retour les lésions fibrotiques aggravent l’hypoxie en 

réduisant la densité vasculaire (Ruthenborg et al. 2014), ou dans le poumon en raison des 

remodelages interstitiels. Le rôle pro-fibrosant de l’hypoxie cellulaire et de l’activation de la 

voie HIF-1α a été montré dans plusieurs organes comme le foie, le rein ou le poumon (Moon 

et al. 2009; Liu et al. 2017; Delbrel et al. 2018). Au cours de la FPI, l’expression de HIF-1α a 

été rapportée dans les cellules épithéliales alvéolaires de patients (Tzouvelekis et al. 2007), et 

son implication dans l’induction de la transition-épithélio-mésenchymateuse et de l’apoptose 

des cellules épithéliales a été mise en évidence au sein du laboratoire (Uzunhan et al. 2016; 

Bernard et al. 2018), l’induction d’un stress du réticulum endoplasmique semblait être une voie 

commune aux deux évènements cellulaires (Delbrel et al. 2018).  J’ai pu d’ailleurs au cours de 

mon master 2 participer à un de ces travaux  (Bernard et al. 2018). L’effet pro-fibrosant de 

l’hypoxie notamment via HIF a été mis en évidence dans différents types cellulaires : cellules 

épithéliales alvéolaires, fibroblastes, macrophages alvéolaires  (Darby et Hewitson 2016; Ueno 

et al. 2011; Ruthenborg et al. 2014). Par exemple, la délétion de HIF-1a dans les macrophages 

dans un modèle murin de fibrose hépatique permettait de réduire les lésions de fibrose 

notamment grâce à la réduction de production du PDGF-BB (Copple, Kaska, et Wentling 

2012).  
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Les mécanismes par lesquels l’hypoxie et la signalisation HIF peuvent induire une fibrose sont 

de plusieurs types :  

(i) HIF peut induire directement la transcription de gènes codant pour des cytokines 

profibrosantes comme le VEGF, PDGF-BB, PAI-1 (plasminogen activator 

inhibitor-1), CTGF, TGFß1 (Distler et al. 2007; Higgins et al. 2004) notamment par 

l’intermédiaire des macrophages (Ueno et al. 2011; Ruthenborg et al. 2014). Ces 

cytokines modulent notamment la migration des fibroblastes, leur prolifération ou 

leur différenciation en myofibroblastes. PAI-1, cible de HIF et porteuse d’un 

domaine HRE, est l’inhibiteur principal des activateurs du plasminogène et semble 

jouer un rôle notable dans la fibrose pulmonaire. Dans des modèles murins de 

fibrose pulmonaire (principalement dans des modèles liés à la bléomycine, ou via 

l’expression du récepteur de la toxine diphtérique par les pneumocytes 2 murins, ou 

par irradiation pulmonaire) l’inhibition de PAI-1 améliore les lésions de fibrose par 

dégradation des dépôts de collagène par les MMP (Flevaris et Vaughan 2017). Dans 

un modèle murin par instillation de bléomycine, le TGFß1 a une action inhibitrice 

sur les prolyl-hydroxylases permettant une stabilisation de HIF-1 et induisant la 

transcription de PAI-1 dans les macrophages alvéolaires (Ueno et al. 2011). PAI-1 a 

aussi la possibilité de se lier à la vitronectine inhibant l’adhérence cellulaire ou la 

migration cellulaire (Stefansson et Lawrence 1996) ce qui peut entrainer des défauts 

dans la réparation tissulaire dans des modèles de fibrose pulmonaire (Lazar et al. 

2004).  

(ii) HIF peut également agir sur la transcription des constituants de la matrice extra 

cellulaire (fibronectine 1, collagène, thrombospondine 1) et la modulation des TIMP 

(TIMP1) et des MMP (MMP1,2) (Distler et al. 2007; Norman, Clark, et Garcia 

2000).  

(iii) HIF peut interagir  avec des voies de signalisation profibrotique comme 

SMAD3/TGF-ß1 (Zhang et al. 2003), Notch, PI3K/Akt  (Liu et al. 2017)  

(iv) HIF pourrait intervenir dans les processus fibrosants par régulation épigénétique 

(Shu et al. 2019; Watson et al. 2010) (Liu et al. 2017). Il a été rapporté que l'hypoxie 

du tissu cardiaque augmentait l'expression du collagène 1 et de l'alpha-smooth 

muscle actin en raison d’une hyperméthylation globale de l'ADN et une 

augmentation de l'expression des enzymes ADN méthyltransférase dépendantes de 

HIF-1α (Watson et al. 2014).  
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(v) L’hypoxie est susceptible de modifier la polarisation des macrophages, (Leblond et 

al. 2016; Raggi et al. 2017; Delprat et al. 2020) et notamment d’orienter vers une 

polarisation M2, ces derniers pouvant être impliqués dans ces phénomènes de 

réparation tissulaire et de fibrose (Braga, Agudelo, et Camara 2015).   

 

 

 Exposition à l’hypoxie des cellules de l’immunité au cours de la 

sarcoïdose :  mécanismes possibles ? 
Le rôle des facteurs micro-environnementaux et en particulier de l’hypoxie dans le 

développement et la pérennisation des granulomes sarcoïdiens n’a jusqu’à présent pas ou peu 

été étudié. On peut considérer que les cellules de l’immunité constituant l’inflammation 

granulomateuse sont exposées à une hypoxie via plusieurs mécanismes : 

- D’une part les cellules de l’immunité traversent et forment des zones d’inflammation 

(alvéolite initiale, stades initiaux comme montré dans le test de Kveim)   avant de constituer 

les granulomes (Rosen et al. 1978; Lacronique et al. 1983; Rogers et Haserick 1954). Ces 

zones inflammatoires peuvent entraîner un environnement  hypoxique du fait de 

l’augmentation de la demande en oxygène par la prolifération et la migration des cellules, 

de l’augmentation de l’activation des oxygénases particulièrement exprimées par les 

phagocytes, de la possibilité de thrombose des vaisseaux obstrués par les cellules 

inflammatoires, et des remaniements engendrés par une inflammation chronique d’un tissu 

(fibrose, thrombose) (Taylor et Colgan 2017; Taylor et al. 2016; Sitkovsky et Lukashev 

2005).  Ainsi, la mesure de la saturation en oxygène des vaisseaux rétiniens a montré que 

la différence artério-veineuse était augmentée chez des patients atteints de sarcoïdose 

oculaire et neurologique en comparaison avec des sujets sains et des patients sans atteinte 

oculaire sarcoïdienne. Cette augmentation de la différence artério-veineuse  suggère qu’il 

existe une consommation accrue de l’oxygène au niveau rétinien (Kindt et al. 2020). 

- D’autre part, le centre des granulomes peut être considéré comme hypoxique.  En effet la 

PO2 tissulaire diminue de manière exponentielle au fur et à mesure qu’on s’éloigne des 

vaisseaux sanguins. Hors, dans une précédente étude, notre équipe a montré que les 

granulomes sarcoïdiens pulmonaires n’étaient pas vascularisés en leur centre et uniquement 

au contact de leur périphérie (Kambouchner et al. 2011). Ces granulomes  présentaient dans 

la moitié des cas un diamètre conséquent de plus de 200µm, impliquant que leur centre se 

trouve en condition d’hypoxie (Kambouchner et al. 2011; Torres Filho et al. 1994) (Figure 
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22 et Figure 23). De façon similaire, dans un modèle chez le lapin de granulomatose 

tuberculeuse, la mesure de PO2 au centre des granulomes retrouvait une hypoxie sévère 

(<2mmHg) (Via et al. 2008).   

 

 
Figure 22:Immunohistochimie représentant la vascularisation du granulome 
d–f) micro-vaisseaux sanguins (¶) associés au granulomes intralobulaires sarcoïdiens. d, e) immunomarquage du 
CD34 des capillaires sanguins. f) Immunomarquage du CD31 de plus larges vaisseaux. Noter l’absence de petits 
capillaires dans les granulomes f) ×350; d) ×300; e) ×400.  
Adapté de (Kambouchner et al. 2011) 
 

 
Figure 23: Taille des granulomes pulmonaires et variation de la PO2 selon la distance aux vaisseaux 
La figure de gauche adaptée de (Kambouchner et al. 2011) montre le diamètre des granulomes pulmonaires 
sarcoïdiens en micromètres. Plus de la moitié ont un diamètre de plus de 200µm. A droite, courbes évaluant le 
rapport entre la distance aux vaisseaux et le niveau de PO2 tissulaire. Ainsi du fait d’une vascularisation pauvre 
les cellules situées au centre du granulome peuvent être considérées comme étant en hypoxie. 

 
- Une preuve de l’existence de granulomes hypoxiques est l’utilisation récente du traceur 

18F-fluoromisonidazole (18FMISO) couplé au TEP, connu pour s’accumuler dans les zones 

hypoxiques et étudié dans certaines pathologies tumorales (Chakhoyan et al. 2017; Xu, Li, 

Zou, et al. 2017). Une équipe a récemment observé chez des patients atteints de sarcoïdose 

une accumulation de ce marqueur dans le poumon et des organes extra-thoraciques. Cette 

fixation était corrélée à la présence de granulomes en histologie et à la captation du 18F-
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FDG au TEP (Manabe et al. 2017; Furuya et al. 2019). Nous avons évoqué dans le chapitre 

2.1.3 le lien entre captation du 18F-FDG et glycolyse aérobie ou phénomène de Warburg.   

- Enfin, l’accumulation de granulomes dans les bronches ou bronchioles ou les remodelages 

interstitiels (Nunes et al. 2012; Rossi, Cavazza, et Colby 2015) peuvent entrainer une 

hypoxie alvéolaire localisée.  

 

 Marqueurs d’hypoxie et rôle de HIF au cours de la sarcoïdose 
Récemment plusieurs travaux ont montré une surexpression de marqueurs d’hypoxie au cours 

de la sarcoïdose au niveau des cellules périphériques sanguines (PBMCs dont les monocytes), 

des cellules de lavage broncho-alvéolaire, des granulomes issus de biopsies pulmonaires, 

ganglionnaires hépatiques et cutanées (Tzouvelekis et al. 2012; Talreja et al. 2019; Piotrowski 

et al. 2015). Néanmoins, l’expression de HIF au sein du granulome n’a été qu’inconstamment 

mise en évidence, et le rôle de l’hypoxie et de la voie de signalisation HIF-1 sur le contrôle du 

granulome sarcoïdien reste inconnue. 

En 2012 Tzouvelekis et al. ont étudié l’expression de HIF-1α par immunohistochimie dans des 

granulomes pulmonaires et ganglionnaires médiastinaux de patients atteints de sarcoïdose 

(Tzouvelekis et al. 2012). HIF-1α était très faiblement exprimé dans le cytoplasme des cellules 

épithélioïdes du granulome et le taux d’ARNm d’ HIF1A était plus bas dans les biopsies 

pulmonaires lors de sarcoïdose que celui de sujets témoins présentant des lésions bénignes 

pulmonaires (Tzouvelekis et al. 2012). Paradoxalement le VEGF, cible de HIF était surexprimé 

dans les cellules épithélioïdes du granulome de même que le taux d’ARNm de VEGF par 

rapport aux témoins (Tzouvelekis et al. 2012). A l’inverse, Talreja et al. ont pu mettre en 

évidence la présence de HIF-1α au sein des cellules épithélioïdes de granulomes pulmonaires, 

hépatiques et cutanées sarcoïdiens en immunohistochimie (Talreja et al. 2019). Les 

macrophages alvéolaires et les monocytes sanguins de patients atteints de sarcoïdose 

présentaient des niveaux de protéines plus élevés pour HIF-1α que chez des sujets sains (Talreja 

et al. 2019). Les hypothèses pouvant expliquer une différence d’expression de HIF-1α seraient 

des stades de la maladie différents entre les deux études, différents anticorps utilisés pour la 

détection de HIF-1α et les traitements immunosuppresseurs chez les patients dans le travail de 

Tzouvelekis et al (Tzouvelekis et al. 2012).     

Le séquençage ARN de monocytes, les analyses protéomiques sur cellules du LBA, ou 

l’analyse de microARN sur ganglions de patients atteints de sarcoïdose, ont montré une 

implication de la voie de signalisation HIF-1 et de ses gènes cibles au cours de la sarcoïdose 
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(Talreja et al. 2019; Zhao et al. 2020; Landi et al. 2015; Garman et al. 2020).  L’expression des 

gènes HIF1B, HIF2A et EP300 co-activateurs pour l’activité transcriptionnelle de HIF était 

plus importante dans les monocytes de patients atteints de sarcoïdose en comparaison aux sujets 

témoins (Talreja et al. 2019). Dans cette même étude, les macrophages alvéolaires et les 

monocytes sanguins de sarcoïdose présentaient également des niveaux de protéines plus élevés 

pour HIF-1ß et p300 (Talreja et al. 2019). Dans l’étude de Zhao et al. six microARN étaient 

exprimés différemment dans des ganglions de patients atteints de sarcoïdose en comparaison à 

des ganglions tuberculeux (Zhao et al. 2020). Ces microARNs ciblaient en particulier trois 

gènes : SERPINE1 (cible de HIF porteur du séquence HRE et codant pour PAI-1), MAPK1 et 

CAMK2D intervenant dans la régulation de HIF. Au cours de la sarcoïdose, l’élévation sérique 

de l’ECA peut être le témoin de l’activité de la maladie (cf 1.5.3). L’ECA est sécrété par les 

macrophages alvéolaires mais aussi présent dans les cellules épithélioïdes et les cellules géantes 

du granulome (Silverstein, Pertschuk, et Friedland 1979). Le gène codant pour l’ECA est 

porteur d’une séquence HRE et HIF régule la transcription de l’ECA notamment dans les 

cellules musculaires lisses humaines (Zhang et al. 2009). 

Le rôle de HIF dans la sarcoïdose n’est pas établi, mais HIF pourrait être corrélé à la sévérité 

de la maladie, puisque le niveau d’expression des transcrits HIF1A dans les cellules des LBAs 

de patients est inversement corrélé à la fonction respiratoire évaluée par la DLCO (Piotrowski 

et al. 2015).  HIF-1 pourrait également intervenir dans la régulation de l’inflammation de type 

Th1/Th17 (Talreja et al. 2019). L’inhibition de HIF-1 dans les macrophages alvéolaires de 

patients diminuait la production d’IL-1ß, ainsi que dans les PBMCs pour l’IL-1ß, IL-17 et IL-

6. De façon intéressante, la chloroquine molécule utilisée dans la sarcoïdose diminuait 

l’expression de HIF-1α mais aussi en parallèle celle de l’IL-1ß et de l’IL-17 (Talreja et al. 

2019). 

 

  



 92 

Hypothèse et objectifs généraux du travail de thèse 

La sarcoïdose est donc une granulomatose systémique dont la/les cause(s) est/sont inconnue(s) 

et atteignant principalement le poumon. L’évolution de la maladie est hautement variable allant 

d’une résolution spontanée à une évolution fibrosante irréversible. La sarcoïdose peut réduire 

l’espérance de vie principalement en raison d’une fibrose pulmonaire induite par le granulome 

épithélioïde. Du fait, du manque de vascularisation des granulomes pulmonaires, les cellules 

constituant ces structures comme les macrophages se trouvent en hypoxie. De même, les 

cellules traversant les zones inflammatoires présentes dans le poumon en cas de sarcoïdose sont 

probablement hypoxiques et les remaniements interstitiels et bronchiques sont également 

pourvoyeurs d’une hypoxie locale pulmonaire.  

Nous émettons donc l’hypothèse que l’hypoxie est un facteur environnemental local favorisant 

la constitution du granulome, sa pérennisation et son évolution vers la fibrose au cours de la 

sarcoïdose.  

Pour tester cette hypothèse nous avons mis en place deux stratégies expérimentales : 

- Un modèle in vitro permettant d’étudier les effets de l’hypoxie sur des macrophages dérivés 

de monocytes sanguins issus de patients atteints de sarcoïdose et de sujets témoins. Nos 

objectifs étaient d’étudier l’effet de l’hypoxie, sur les voies de signalisation, la phagocytose, 

la présentation antigénique, le profil cytokinique.  

- Deux modèles murins de granulomatose induite dans un environnement hypoxique. Nos 

objectifs étaient de mettre au points ces modèles murins, et d’étudier l’effet de l’hypoxie 

sur l’apparition des granulomes, de la fibrose pulmonaire et sur l’expression de cytokines 

impliquées dans la pathogénie du granulome et de la fibrose.  
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Matériels et Méthodes 

Cette partie a pu être réalisée grâce à l’encadrement par le Dr Valérie Besnard qui m’a initiée 

aux différentes techniques décrites ci-dessous.  

 

 
Notre travail sur les macrophages dérivés des monocytes sanguins s’est inscrit dans une étude 

prospective monocentrique menée dans le service de pneumologie du CHU Avicenne (Grand 

Paris, France) entre 2017 et 2019 ayant reçu l'approbation du comité d'examen institutionnel 

(CPP Ile-de-France X 2016-10-02) selon la législation française. Le consentement éclairé écrit 

de tous les participants a été obtenu pour les investigations biologiques. Les patients atteints de 

sarcoïdose ont été inclus s'ils étaient âgés d'au moins 18 ans et présentaient un diagnostic de 

sarcoïdose pulmonaire selon les critères (ATS/ERS/WASOG 1999). Les personnes ayant reçu 

un traitement corticostéroïde ou immunosuppresseur au cours des 6 derniers mois n'ont pas été 

incluses. Les patients atteints de sarcoïdose ont été divisés en deux sous-groupes :  sarcoïdose 

de forte activité pulmonaire (AS) et sarcoïdose pulmonaire de faible activité ou « inactive » 

(IS). L'activité pulmonaire de la sarcoïdose a été déterminée selon le score abrégé Computed 

Tomography Activity Score aCTAS (Benamore et al. 2016). En bref, l’aCTAS comprend la 

somme de la présence (1) ou de l'absence (0) de nodules/micronodules, de verre dépoli, de 

condensations et d’épaississements péribronchovasculaires. Le score va de 0 à 4. Les patients 

ont été classés AS si aCTAS≥2 et IS si aCTAS<2. En cas de fibrose pulmonaire, une 

augmentation significative de l'accumulation (plus élevée que celle hépatique) du 18FDG au 

TEP a été utilisé pour classer le patient ayant une maladie pulmonaire de forte activité. Des 

volontaires sains âgés de ≥ 18 ans, sans antécédent de sarcoïdose ont été évalués comme sujets 

témoins et appariés pour l'âge (± 5 ans), le sexe et le tabagisme avec les patients atteints de 

sarcoïdose. Les dossiers médicaux de tous les patients ont été examinés (Dr Florence Jeny). Les 

données démographiques, les stades radiographiques selon Scadding, la fonction respiratoire 

(spirométrie et DLCO), le scanner thoracique, et la présence d’atteintes extra thoraciques 

étaient concomitants au prélèvement sanguin. 

 

 
Nous avons utilisé des souris C57BL/6J âgées de 8 à 12 semaines. La lignée C57BL/6J est la 

souche de souris la plus utilisée dans la littérature pour l’induction de granulomatose 



 94 

pulmonaire (Jeny et al. 2016; Jeny et Grutters 2020).  Les souris fournies par l’élevage Janvier 

(Le Genest St Isle, France) ont été hébergées dans l’animalerie de l’UFR SMBH de Bobigny 

au statut sanitaire contrôlé répondant aux normes de confinement et d’hygiène en vigueur 

(agrément # A-93-008-01, arrêté préfectoral N°06-2208 du 2 juin 2006 (Classe A1) renouvelé 

en 2017). Les expérimentations animales ont été conformes au cadre règlementaire et éthique 

concernant l’expérimentation animale en vigueur dans notre institut (Université Sorbonne 

Paris-Nord) et ont été dirigées par le Dr Valérie Besnard, détentrice d’un DU de Formation en 

expérimentation Animale (Niveau 1) et d’une Autorisation ministérielle (Apafis 3757). Une 

attention particulière était portée sur la réduction du nombre d’animaux utilisés, et sur la 

diminution de la souffrance de l’animal. Chaque procédure invasive était précédée d’une 

anesthésie des animaux.  

 

 

 
Vingt ml de sang total prélevé dans des tubes EDTA pour une analyse hématologique de routine 

ont été collectés. Les cellules mononucléées du sang périphérique (PBMC) ont été isolées en 

utilisant une séparation par gradient de densité Ficoll-PaqueTM plus (GE Healthcare # 17-

1440-03) (densité 1,077 g /ml). Les monocytes ont été purifiés à partir de PBMC par sélection 

négative après séparation de la population non-monocytaire en utilisant le Pan Monocyte 

Isolation Kit (130-096-537, Miltenyi Biotec, France) selon les instructions du fabricant, puis 

ensemencés à une densité 1x106 and 0.5x106 par puits dans des plaques 12 puits ou 6 puits 

respectivement.  La pureté de la population des monocytes enrichis a été évaluée supérieure à 

90% par cytométrie en flux en utilisant un anticorps souris anti-CD14 humain couplé APC-

CyTM7 (BD Biosciences # 557831). 

 

 
Les monocytes ont été cultivés dans un milieu Roswell Park Memorial Institute medium 

(RPMI) 1640 GlutaMAX ™ contenant 2 mM de glutamine, 25 mM d'HEPES (Gibco # 

72400021), 10% de sérum de veau fœtal (SVF) (Gibco # 10270), pénicilline / streptomycine 

(Gibco # 15140-122). Les monocytes ont été différenciés en macrophages en présence de 5 

ng/ml de Macrophage colony-stimulating factor (M-CSF) (BioTechne, France # 216-MC) 

pendant 10 jours dans une atmosphère 5% CO2 -95% air (soit 21% O2). Le milieu a été changé 

tous les 3 jours. La production de « milieux conditionnés » de macrophages dérivés de 
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monocytes a été réalisée en cultivant 1.106 cellules en présence de 500 µl de milieu RPMI sans 

SVF dans un environnement normoxique (FiO2 : 21%) ou hypoxique (1,5%)(Figure 24).  

Pour les expériences d’immunocytofluorescence, les hMDMs ont été cultivés sur une lame 

Labtek à 8 puits (Ibidi, France) à une densité de 200.103 cellules / puits et placés à 37°C pendant 

24h. 

 
Figure 24: Schéma représentant la culture cellulaire des hMDMs 

 
 

Des fibroblastes pulmonaires humains normaux, NHLF (Lonza, CC-2512) ont été cultivés dans 

du milieu Eagle modifié de Dulbecco (DMEM) supplémenté avec 2 mM de L-glutamine, 

100U/ml de pénicilline, 100 µg/ml de streptomycine, 10 µg/ml de gentamycine, 10% de SVF. 

Les NHLF ont été utilisés aux passages 6 à 9. 

 

 

 
Nous avons utilisé des nanotubes de carbone identiques à l’étude de Huizar et col. (Huizar et 

al. 2011): L purified-Multiwallcarbon nanoparticles (Référence 900-1201, 1g, lot GS1802, SES 

Research, Houston, Texas). Ces nanotubes (NTs) présentent un diamètre entre 10 et 40 nm, 

avec une surface de 85,75m²/g. Les NTs sont resuspendus dans du PBS à la dose de 2 mg/ml, 

puis sont soumis à une sonification 3 fois pendant 10 min. Les souris ont été instillées par voie 

intratrachéale, avec une solution de NTs de 50µL à la concentration de 2mg/ml (dose de 100µg).  

Le sacrifice avait lieu entre 75 et 90 jours après l’instillation.  

 

 
La souche de Propionibacterium acnes (PA) (ATCC 6919) a été déjà utilisée pour des modèles 

de granulomatose (McCaskill et al. 2006; Besnard et Jeny 2020) et provenait du fournisseur « 

M-CSF 5ng/ml
(10 jours)

Patients avec Sarcoïdose

Témoins

Monocytes Macrophages

Normoxie  
21% O2

Hypoxie  
1,5% O2

Non traités, maladie ± active
ATS/ERS/WASOG
Atteinte médiastino-pulmonaire

Appariés
âge, sexe, statut tabagique Sélection négative 

/bille

24H

PO2≈40mmHg
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American Type Culture Collection (Manassas, VA, USA) ».  Les bactéries PA ont été cultivées 

sur une gélose spécifique aux bactéries anaérobies (260 tryptic soy Agar : BD 236950, Sigma 

Aldrich) enrichie en sang de mouton dans une chambre anaérobie (80% N2, 10%CO2, 10% H2). 

Des colonies de PA ont été isolées de cette gélose de sang de mouton, puis cultivées dans un 

milieu liquide spécifique (Tryptic soy broth BD 211825, Sigma Aldrich), enrichi en sang de 

mouton, pendant 48h dans une chambre anaérobie. La culture bactérienne obtenue était 

centrifugée (1400 rpm, 4°C, 10 min), le culot bactérien lavé au PBS à 2 reprises, pesé, puis 

dilué dans du PBS de façon à obtenir une solution de stockage à 400mg/ml. Les aliquots de PA 

étaient ensuite inactivés par congélation à -80°C. Les sensibilisations ont été optimisées par 

l’utilisation d’adjuvant de Freund complet et incomplet. La forme complète (CFA) comprend 

une des souches de Mycobacterium tuberculosis inactives et séchées dans de l’huile de paraffine 

(F5881-10ML Sigma-ALDRICH). La forme incomplète (IFA) comprend uniquement de l’huile 

de paraffine (F5506-10ML SIGMA-ALDRICH). 

Plusieurs protocoles ont successivement été testés pour optimiser progressivement le modèle :  

Protocole 1 : IP + ITx1 selon (McCaskill et al. 2006) : Les souris étaient sensibilisées par une 

injection intrapéritonéale (IP) de PA à la dose de 400µg dilué dans 50µL de PBS. Deux 

semaines après la sensibilisation, une instillation intratrachéale (IT) de PA (400µg dilués dans 

du PBS pour un volume total de 50µl) était effectuée. Les souris témoins recevaient une 

sensibilisation et une instillation IT avec du PBS. 

Protocole 2 : IFA + ITx1 : Sensibilisation optimisée avec IFA. Le protocole de sensibilisation 

a été adapté de Kishi  (Kishi et al. 2011).  La sensibilisation a été effectuée par voie sous cutanée 

au niveau de la paume de la patte arrière, par l’injection de 50µL d’une solution composée pour 

25µL d’IFA et de 25µL de PA dilué dans du PBS. Deux semaines après, les souris ont reçu une 

instillation intratrachéale le PA dilué dans du PBS. Des doses croissantes de PA ont été testées 

(400, 600, 800µg dilués dans un volume total de 50µL de PBS). 

Protocole 3 : CFA+ ITx1 : Optimisation de la sensibilisation par CFA. Le protocole de 

sensibilisation par CFA a été adapté de  (Minami et al. 2003; Iio et al. 2010). La sensibilisation 

a consisté en l’injection sous cutanée dans la paume de la patte arrière d’une mixture composée 

de 25µL de CFA et de 25µL de PA dilué dans du PBS. Elle était suivie deux semaines après 

par un challenge intratrachéal, avec une dose identique de PA utilisée entre la sensibilisation et 

le challenge. Des doses croissantes ont été testées (400, 600, 800 et 1000µg de PA dilués dans 

un volume total de 50µL de PBS). 

Protocole 4 : IT de PA vivant (Werner et al. 2017): Le modèle expérimental de Werner et al.  

a consisté en l’instillation intratrachéale de 109 UFC de PA vivant (4000 µg en équivalence). 
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Une instillation unique de PA vivant a été effectuée à des doses croissantes (400, 600, 800, 

1000, 2000, 4000µg). 

Protocole 5 : ITx1 : Instillation intratrachéale de PA inactivé à fortes doses : Afin de 

comparer la tolérance et l’efficacité de l’instillation vivante de PA par rapport à l’instillation de 

PA inactivé par la chaleur, un modèle expérimental a consisté en une instillation unique de PA 

inactivé à des doses croissantes (1000, 2000 ou 4000 µg).  

Protocole 6 : ITx2 :  soit deux instillations intratrachéales de PA inactivé à fortes doses. 

La première instillation intratrachéale de PA inactivé par la chaleur était suivie à 15 jours d’une 

deuxième instillation intratrachéale à la même dose. Des doses croissantes ont été testées (1000, 

2000, ou 4000µg). La répétition de doses intratrachéales avait été utilisée par Jiang (Jiang et al. 

2016) 

Protocole 7 : CFA + ITx2 : Sensibilisation avec CFA et PA par voie en sous cutanée suivie 

de 2 challenges intratrachéaux de PA. La sensibilisation au PA associée au CFA était suivie 

de 2 challenges au PA en IT, espacés de 15 jours d’intervalle, avec une dose identique de PA 

utilisée entre la sensibilisation et les challenges. Des doses croissantes ont été testées (400, 600, 

800, ou 1000 µg) (Figure 25).   

 

Figure 25: Protocole 7 du modèle murin de granulomatose pulmonaire induit par le P.acnes 
CFA : adjuvant complet de Freund, PA : Propionibacterium acnes ; IT : Intratrachéale ; SC : sous cutanée.  
 
 
Pour l’ensemble de ces sept modèles le sacrifice a eu lieu entre 12 et 15 jours après la dernière 

instillation de PA. Les souris témoins (nommées souris PBS) recevaient à la place du PA du 

PBS. Le reste du protocole était inchangé y compris l’administration de CFA ou IFA. 

 

J0 J15 J 30 J45

SacrificePA (IT)PA (IT)CFA + PA (SC)

PA=800µg
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La culture cellulaire en conditions hypoxiques a été réalisée dans une chambre hermétique 

humidifiée (Saint Bernard Technologies, AYDAT) équilibrée avec un mélange gazeux 

contenant 1,5% O2 - 5% CO2 - 93,5% N2 (tension d'oxygène dans les milieux de culture : 45 

mmHg), et maintenue à 37 ° C pendant 24 heures. Les cellules normoxiques témoins ont été 

maintenues dans un incubateur humidifié 21% O2 - 5% CO2 - 74% N2 pendant la même période 

de temps (tension d'oxygène dans les milieux de culture : 140 mmHg).  

 

 
Les souris ont été exposées à une hypoxie chronique (Hx) ou à la normoxie (Nx). L’hypoxie 

chronique a été effectuée pendant les 14 jours précédant le sacrifice. Le groupe hypoxie était 

logé dans un caisson hypobare, maintenu à une pression de 375 mm Hg (correspondant à une 

altitude de 5570 mètres, ou équivalent d’une Fi02 à 10% en condition normobarique) par une 

source de vide à des débits suffisants pour empêcher l'accumulation de CO2. La chambre est 

dépressurisée à 760 mm Hg (pression correspondant au niveau de la mer) une fois par semaine 

pendant 30 min pour nettoyer les cages et renouveler l'eau et la nourriture. Le groupe normoxie 

était gardé à l'extérieur de la chambre hypobare à 760 mmHg. Le nombre d’animaux utilisés 

dans chaque modèle et chaque groupe expérimental est présenté dans la Figure 26. 

 
Figure 26 : Présentation du nombre d’animaux utilisés par modèle et représentation des schémas expérimentaux 
Abréviations : NT : nanotubes, Hx : hypoxie ; Nx : normoxie, IT : intratrachéal ; PBS : phosphate buffer saline ; 
PA : P acnes ; SC : sous-cutané 
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  Culture cellulaire 

A la fin de la culture cellulaire, les cellules ont été lavées trois fois avec du PBS froid et fixées 

dans du PBS contenant 4% de paraformaldéhyde. Après fixation, les lames ont été lavées trois 

fois avec du PBS pH 7.4. 

 

  Tissus humains et murins 

Les échantillons humains (déjà inclus en paraffine) nous ont été fournis par le service 

d’anatomopathologie (Dr Marianne Kambouchner) de l’Hôpital Avicenne. L’autorisation 

d’accès à ces échantillons a été validée par le comité local d’éthique de l’hôpital Avicenne 

(CLEA-2019-100). 

 Les échantillons murins fixés en PFA 4%, étaient d’abord rincés dans une solution de PBS pH 

7.4 avant d’être déshydratés dans des bains d’éthanol de concentration croissante (30%, 50%, 

70%, 80%, 95% et 100%). Afin de permettre l’inclusion des tissus en paraffine, les échantillons 

étaient traités par trois bains successifs de xylène. Les blocs inclus en paraffine étaient ensuite 

coupés en préparation de 4 µm d’épaisseur, sous forme sériée.  

 

 

  Déparaffinage et réhydratation des coupes histologiques 

Avant coloration ou immunomarquage des coupes histologiques, une étape de 

déparaffinage/réhydratation était effectuée : les lames étaient traitées dans 3 bains successifs de 

xylène (3x 10min), puis réhydratées dans un gradient décroissant d’éthanol : éthanol100% (2x 

5 min), éthanol 95% (2x 5 min), éthanol 70% (1x 5 min) suivie par une réhydratation finale 

(eau déionisée, 5min). 

 

 Coloration Hématoxyline-Eosine (HE) 

Des colorations HE ont été effectuées pour étudier l’histologie générale des tissus murins, en 

particulier observer la présence d’infiltrats inflammatoires éventuels. Après 

déparaffinage/réhydratation, les coupes histologiques ont été colorées à l’hématoxyline de 

Harris pendant 4 min, puis rincées à l’eau ionisée pendant 5min. Après passage dans un bain 

d’éthanol 95%, les lames étaient colorées à l’éosine alcoolique (2 min). Après un rinçage rapide 
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dans d’éthanol 95%, les lames étaient passées en xylène pour un montage en milieu non-

aqueux. 

 

  Coloration Trichrome de Masson 

Les colorations trichromiques de Masson ont été effectuées pour évaluer la présence de dépôt 

de collagène. Après déparaffinage et réhydratation, les coupes histologiques étaient colorées en 

présence d’hématoxyline de Weigert (10min), et rincées avec de l’eau ionisée pendant 5 min. 

Puis les lames étaient colorées avec la fuschine acide de Biebrich scarlet (5min), et rincées dans 

de l’eau déionisée (5min). Elles étaient ensuite traitées dans une solution d’acide 

phosphotungstique et d’acide phosphomolybdique (5min), colorées avec une solution d’aniline 

bleue (5min) et enfin fixées dans un bain d’acide acétique (2min). Après rinçage à l’eau 

distillée, les lames étaient déshydratées dans un gradient croissant d’éthanol, passées en xylène 

pour un montage des lames en milieu non-aqueux. 

 

 
Les Labtek contenant des cellules ont été incubées dans du tampon de blocage (PBS contenant 

0,1% Triton X-100, 1%BSA). Après lavage, les lames ont été incubées pendant une nuit à 4 ° 

C dans une chambre humidifiée avec un anticorps anti-HIF-1a (Novus # NB100479), anti-HIF-

2a (Novus #NB100-122) ou un contrôle isotypique (Vector Laboratories, USA). Après lavage, 

les lames ont été incubées avec un anticorps secondaire conjugué Alexa-fluor 568 (# A11036 

Invitrogen) pendant 30 minutes. Finalement, après lavage, les lames ont été montées dans un 

milieu de montage Vectashield en présence de DAPI (Vector Laboratories, USA). La 

fluorescence a été observée en utilisant un microscope à fluorescence Zeiss Axioskop. 

Pour mettre en évidence la présence d’un environnement hypoxique dans les cellules, 

indépendamment du facteur de transcription HIF, 400 µM de pimonidazole (Hypoxyprobe™) 

ont été ajoutés dans le milieu de culture 2H avant la fixation. Le pimonidazole est activé après 

réduction dans les cellules hypoxiques. L'intermédiaire activé forme un covalent stable avec 

des groupes thiol (sulfydryle) dans les protéines, les peptides et les acides aminés. L’anticorps 

anti-pimonidazole MAb1 se lie à ces adduits permettant leur détection par des moyens 

immunochimiques. Les cellules fixées ont été immunomarquées comme décrit ci-dessus en 

utilisant l’anticorps monoclonal souris anti-pimonidazole (Hypoxyprobe™ kit, clone 4.3.11.3, 

1/50) pendant une nuit à 4° C avec 5% de BSA. L'anticorps secondaire utilisé était un anticorps 

anti-souris de chèvre conjugué à Alexa-fluor 488 (# A11029 Invitrogen). 
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Après déparaffinage-réhydratation, un démasquage des sites antigéniques a été réalisé par 

incubation dans un tampon citrate pH6, ou dans un tampon Tris-EDTA pH9, selon les anticorps, 

chauffé à 95°C. L'inhibition des peroxydases endogènes a été réalisée par incubation dans une 

solution de peroxyde d’hydrogène 3% diluée dans du méthanol. Le blocage des sites non-

spécifiques était effectué par incubation des lames dans du PBS pH7.2 contenant 2% sérum de 

cheval (Vector Laboratories, USA). Les coupes histologiques étaient ensuite incubées à 4°C, 

toute une nuit en chambre humide, en présence de l'anticorps primaire dilué dans du PBS pH7.2 

contenant 2% sérum de cheval. Après lavage au PBS-T (tampon PBS pH7.2 contenant 0.1% de 

Tween), les coupes histologiques étaient incubées à température ambiante, pendant 30 min en 

chambre humide, en présence de l'anticorps secondaire biotinylé (Vector Laboratories, USA) 

dirigé contre l’espèce de l’anticorps primaire. La révélation des complexes anticorps 

primaires/secondaires a été réalisée en incubant à température ambiante, pendant 30 min en 

chambre humide, les coupes histologiques avec le kit Vectastain ABC (Vector Laboratories, 

USA).  La mise en évidence des complexes a été réalisée en présence de DAB 

(3,3'diaminobenzidine), substrat de la peroxidase couplée aux complexes anticorps 

primaires/secondaires. Le signal DAB est amplifié par l’addition d’un complexe Nickel/Cobalt 

qui donne un précipité noir. Finalement, les lames sont contre-colorées au nuclear Fast Red. 

Après déshydratation et passage en xylène, un montage en milieu non-aqueux a été réalisé. 

 
Tableau 4: Liste des anticorps/témoins isotypiques utilisés en immunohistochimie 

Tissus murins 

Cible Fournisseur Clone Démasquage Dilution 

HIF-1a Novusbio Nb100-479 Citrate pH6 1/600 

Isotype lapin Southern Biotech 0111-01 Selon Ac primaire 
Selon Ac 

primaire 

Tissus humains 

Cible Fournisseur Clone Démasquage Dilution 

HIF-1a Bioss Inc bs0737 Tris-EDTA pH9 1/500 
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CD68 DAKO PG-M1 Citrate pH6 1/1 

PAI-1 BioTechne AF1786 Citrate pH6 1/200 

Isotype souris Southern Biotech 0107-01 Selon Ac primaire 
Selon Ac 

primaire 

Isotype lapin Southern Biotech 0111-01 Selon Ac primaire 
Selon Ac 

primaire 

 

 

 

L’extraction et la purification des ARNm ont été réalisées à partir des broyats pulmonaires 

obtenus après broyage mécanique (Ultraturax) pour le modèle murin ou par lyse directe des 

cellules en culture, en utilisant le Trizol (Life Technologies, ThermoFisherScientific, France) 

qui solubilise le matériel biologique et dénature les protéines. Après solubilisation, l'addition 

de chloroforme provoque la séparation des phases aqueuse et organique.  Les acides nucléiques 

de type ARN sont présents dans la phase aqueuse. Après prélèvement de la phase aqueuse, les 

ARNs sont ensuite précipités en présence de glycogène, d’acétate de sodium 3M (1/10 volume 

final) et d’éthanol 95% (2x le volume final), à -80°C pendant au moins 24h. Après 

centrifugation (13000 tr, 30 min, 4°C), les culots d’ARN sont lavés en présence d’éthanol 70% 

et resuspendus dans 20µL d’eau RNase free. La concentration en ARN est évaluée par 

spectrophotométrie (Nano Drop Thermoscientific). 

 

 

L'ADN complémentaire (ADNc) est synthétisé par transcription inverse de l'ARNm en utilisant 

1µg d'ARN totaux par échantillon. La rétro-transcription est réalisée en utilisant le Reverse 

transcription system (Promega, France) en présence de Random Primers et Oligo(Dt)15 Primer. 

La transcription inverse est réalisée avec un thermocycleur (Techne, Tc-512) avec une 

incubation d’1h à 37°C. Les ADNc sont ensuite conservés à -20°C. 

 

 

La PCRq est réalisée sur les ADNc dilués au 1/20 dans de l’eau RNAse/DNAse free. Les 

couples d'amorces pour les PCRq ont été générés en utilisant l’outil informatique en ligne 
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gratuit « Real-time PCR (TaqMan) Primer Design »  de la société GenScript®. Les réactions 

de PCRq ont été réalisées en utilisant le Master Mix PCR Power SYBR™ Green (ThermoFisher 

Scientific, France) et des amorces à une concentration finale de 0.5µM. La PCRq est réalisée 

avec un thermocycleur (StepOne Plus Real-time PCR System, AB Applied Systems) selon les 

conditions suivantes : 10 min à 95°C, puis 15 secondes à 95° C pour dénaturation, 1 minute à 

60° C pour hybridation et élongation (40 cycles). L’analyse des données a été effectuée grâce 

à la méthode 2ΔΔCt en utilisant comme gène rapporteur l’hypoxanthine-guanine 

phosphoribosyltransférase (Hprt1) pour l’étude des ARNm issus de la souris, et l’ubiquitine C 

(UBC) pour l’étude des ARNm issus de cellules humaines. Lees amorces ont été choisi grâce 

au site du National Center for Biotechnology Information issu du NIH. 

 
Tableau 5: Liste et séquences des amorces utilisées sur les échantillons d’origine humaine 

Gènes humains Amorce sens (5’→ 3’) Amorce anti-sens (5’→ 3’) 

UBC CACTTGGTCCTGCGCTTGA TTTTTTGGGAATGCAACAACTT 

CXCL8 AGGACAAGAGCCAGGAAGAA ACTGCACCTTCACACAGAGC 

TNF-A CCCATGTTGTAGCAAACCCT TGAGGTACAGGCCCTCTGAT 

IL-1B AATCTGTACCTGTCCTGCGTGTT TGGGTAATTTTTGGGATCTACACTCT 

IL-18 GGGAAGAGGAAAGGAACCTC CCATCTTTATTCCTGCGACA 

IL-10 TGAGAACCAAGACCCAGACA AAAGGCATTCTTCACCTGCT 

CXCL8 AGGACAAGAGCCAGGAAGAA ACTGCACCTTCACACAGAGC 

PDGFB TCGATCCGCTCCTTTGATGA GGAACCCAGGCTCCTTCTTC 

VEGF CTCCACCATGCCAAGTGGTC TCCACCAGGGTCTCGATTGG 

TGFB1 TTTGATGTCACCGGAGTTGT TAGTGAACCCGTTGATGTCC 

 

Tableau 6: Liste et séquences des amorces utilisées sur les échantillons d’origine murine 

Gènes murins Amorce sens (5’→ 3’) Amorce anti-sens (5’→ 3’) 

Hprt1 AAAGGACCTCTCGAAGTGTT GTCAAGGGCATATCCAACAA 

Tnfa TCGTAGCAAACCACCAAGTG TTGTCTTTGAGATCCATGCC 

Vegfa GCTCTCTTGGGTGCACTGGA GCTCTCCTTCTGTCGTGGGT 

Il12b CAGCAAAGCAAGATGTGTCC GGGAGTCCAGTCCACCTCTA 

Ccl3 CGCCATATGGAGCTGACA GCCGGTTTCTCTTAGTCAGG 
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Cxcl9 AGGCCTGTCTGTTTGCTGGT ACGTGGGAGGTTCTGAAGGC 

Pdgfb TCGCCTGCAAGTGTGAGACA CCGAATGGTCACCCGAGCTT 

Ctgf GAGTGTGCACTGCCAAAGAT GGCAAGTGCATTGGTATTTG 

Col3a1 TACACCTGCTCCTGTGCTTC CATTCCTCCCACTCCAGACT 

Fn1 TGGTGGCCACTAAATACGAA GGAGGGCTAACATTCTCCAG 

Il18 GCTGTGACCCTCTCTGTGAA GTCCTGGAACACGTTTCTGA 

Il4 GGAGATGGATGTGCCAAAC AGCCCTACAGACGAGCTCAC 

 

 

 

  Milieux conditionnés 

A la fin de la culture cellulaire, les milieux conditionnés ont été collectés, centrifugés (900 rpm, 

10 min, 4°C) afin d’éliminer les débris cellulaires éventuels et stockés à -80°C jusqu’à 

utilisation. 

 Protéines intracellulaires totales 

A la fin de la culture cellulaire, les cellules sont lysées par addition de 100 µl de tampon de lyse 

(250 mM NaCl, 50 mM HEPES pH 7,0, 5 mM EDTA, 1 mM de dithiothréitol (DTT), 0,1% 

Nonidet NP40, 10 μg/ml d'aprotinine, 10 μg/ml de leupeptine , 50 μg/ml de fluorure de 

phénylméthylsulfonyle, 2 mM de pyrophosphate de sodium, 1 mM d'orthovanadate de sodium). 

Après centrifugation (10000 × g, 30 min, 4 ° C), la teneur en protéines du lysat cellulaire a été 

déterminée à l'aide du kit de dosage de protéines Pierce BCA (Thermo Fisher Scientific, France 

# 23225). Les échantillons ont été conservés à -80°C jusqu’à utilisation. 

 

 
Nous avons utilisé le proteome profiler™ Human XL Cytokine Array (Bio-techne # ARY022B) 

afin d’identifier des cytokines dont l’expression serait distincte dans le milieu conditionné des 

hMDMs de sujet témoin et de patient atteints de sarcoïdose. Cette méthode donne des résultats 

qualitatifs et peu quantitatifs. Dans ces expériences, les milieux conditionnés de hMDMs d’un 

sujet témoin et de deux patients ayant une sarcoïdose de forte activité ont été analysés. 

Le kit Proteome Profiler est un immunoessai-sandwich, réalisé sur membrane de nitrocellulose, 

capable de détecter simultanément 105 cytokines (Liste complète disponible à l’adresse 

suivante : https://www.rndsystems.com/products/proteome-profiler-human-xl-cytokine-array-
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kit_ary022b). Les anticorps de capture, présents en double sur les membranes de nitrocellulose 

se lient à des protéines cibles spécifiques présentes dans le milieu conditionné des hMDMs. Les 

protéines capturées sont détectées avec des anticorps de détection biotinylés, puis visualisées à 

l'aide de réactifs de détection chimioluminescents. Le signal produit est proportionnel à la 

quantité d'analyte lié.  

 

 
Les cytokines ont été choisies en fonction des résultats de PCRq et du Proteome array.  

 Multiplex 

Les cytokines/chimiokines présentes dans des milieux conditionnés (IL-1ß, CXCL8, TNFa, IL-

10, PDGF-BB, PAI-1, VEGF-A, IL-18, IL-5, IL-4, IL-6, IL-22, CXCL1, CXCL9, MIF, MCP1) 

ont été dosées (non diluées, en double) par multiplex -billes (ProcartaPlexTM Multiplex 

Immunoassay (Invitrogen) # PPX-16-MXH497N) conformément aux instructions du fabricant. 

Les concentrations de cytokines étaient automatiquement calculées ou extrapolées si elles 

étaient proches de la limite inférieure de détection par le logiciel xPONENT. 

  ELISA TGF-ß1 
Les concentrations de TGFß1 actif (= libre) et total (= libre + latent) dans les milieux 

conditionnés ont été déterminées par dosage immuno-enzymatique (ELISA) en utilisant des 

kits Duo Set (systèmes R&D # DY240) selon les instructions du fabricant. 

 

 

La liaison à l’ADN des facteurs de transcription HIF-1a, NF-kB-p50 et -p65 (formes activées) 

a été mesurée en utilisant les kits suivants : TransAM® HIF-1 (# 47096), NF-kB p50 (# 41096) 

et NF-kB p65 (# 40096) de chez Active Motif (Belgique) selon le protocole du fabricant. 

Les kits TransAM permettent de doser la liaison du facteur de transcription à un site de liaison 

consensus. Des extraits cellulaires de hMDMs (50 µg de protéines intracellulaires totales) ont 

été ajoutés à chaque puits contenant un oligonucléotide du site de liaison consensus du facteur 

de transcription d'intérêt. Si la forme activée (capable de se lier à l’ADN) de celui-ci est présente 

dans les extraits protéiques, elle se lie spécifiquement à cet oligonucléotide. Un anticorps 

primaire spécifique d'un épitope de la forme liée et active du facteur de transcription est ensuite 

ajouté, suivi d'une incubation ultérieure avec un anticorps secondaire et une solution de 

développement permettant de quantifiée par lecture colorimétrique à 450nm. 
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La phagocytose a été testée en utilisant des fluospheres™, microsphères de 1 µm de diamètre 

modifiées au carboxylate émettant une fluorescence jaune-vert (505/515) (# F8823 Invitrogen, 

ThermoFisherScientific, France) avec un équivalent de 200 particules par cellule (Enomoto et 

al. 2013). Les macrophages dérivés de monocytes ont été incubés avec des fluospheres™ 

pendant 30 min dans des plaques de culture, puis lavés 4 fois avec du PBS pour éliminer les 

microsphères libres et fixés avec du PFA à 4%. Les cellules ont été observées en utilisant un 

microscope à fluorescence Zeiss Axioskop. La phagocytose a été estimée par le nombre de 

cellules ayant au moins une particule par rapport au nombre total de cellules sur 4 champs 

(objectif x100 plaques de 24 puits). 

 

 

Les propriétés migratoires des NHLF ont été testées en plaçant un insert calibré de 0,7 mm sur 

la surface de culture avant l'ensemencement cellulaire. Les cellules NHLF ont été ensemencées 

dans des plaques à 96 puits non revêtues, à une densité cellulaire de 30x103 cellules / puits. 

Après 24H, l'insert a été retiré, les cellules ont été lavées deux fois avec du RPMI et cultivées 

pendant 24 heures dans différents milieux de culture (voir ci-dessous) contenant tous 10% de 

SVF. 

Plusieurs groupes expérimentaux ont été mis en place :  

(i) Incubation avec des « milieux conditionnés » de macrophages dérivés de 

monocytes contenant soit l’anticorps dirigé contre l'inhibiteur de l'activateur de 

plasminogène anti-humain-1 (hPAI-1) (Bio-Techne # AF1786), soit le contrôle 

isotypique (Bio-Techne # AB-108-C) à une concentration finale de 20ng / ml ; 

(ii) Incubation dans du milieu RPMI en présence soit de l'anticorps hPAI-1, soit le 

contrôle isotypique, soit la protéine recombinante hPAI-1 (Bio-Techne # 1686-

PI-010) ou son véhicule. 

La migration cellulaire a été suivie en enregistrant des images en microscopie en contraste de 

phase (3 images, objectif x50) à deux temps distincts : 0 h et 24 h. Le logiciel Image J a été 

utilisé pour mesurer la surface existante entre les deux fronts de migration, et le pourcentage de 

fermeture a été estimé par la différence à 24 heures entre la zone initiale et la zone finale par 

rapport à la zone initiale. 
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La prolifération des NHLF a été évaluée sur des cellules NHLFs cultivées en présence de 

milieux conditionnés de macrophages dérivés de monocytes pendant 24 heures. A la fin de la 

culture, les cellules ont été fixées avec du paraformaldéhyde à 4%. L’expression du marqueur 

de prolifération Ki-67 (phase G1, S, G2 et M du cycle cellulaire) a été mise en évidence en 

utilisant un anticoprs monoclonal de rat anti-Ki67 (# 14-5698-82 Invitrogen, 

ThermoFisherScientific, France) pendant une nuit à 4 ° C. L'anticorps secondaire utilisé a été 

un anticorps de chèvre anti Ig de rat conjugué à l’Alexa-fluor 555. Les noyaux cellulaires ont 

été mis en évidence par le DAPI et les lames montées avec Vectashield (Vector Laboratories, 

USA). L'indice de prolifération a été estimé à l'aide du logiciel Image J par le nombre de cellules 

Ki67+ sur le nombre total de cellules DAPI+ sur 2 champs situés le long et à l'extérieur des 

fronts de migration (objectif x50). 

 

 

L’expression de marqueurs de surface cellulaire a été étudiée sur les macrophages dérivés de 

monocytes en utilisant des anticorps fluorescents dirigés contre les molécules suivantes : CD14, 

CD80, CD86, HLA-DR, CD36 et leurs contrôles isotypiques (Tableau 7) 

A la fin de la culture cellulaire, les cellules ont été détachées par du PBS-EDTA 1 mM, lavées 

avec du PBS-SVF 2% et incubées en présence de l’anticorps primaire ou du contrôle isotypique 

pendant 30 min à 4 ° C dans une solution de PBS contenant du SVF 2% et de l'albumine sérique 

bovine 5% (sigma # A7030). Pour HLA-DR, les cellules ont été fixées à l'aide du tampon de 

fixation BD cytofixTM (BD bio sciences # 554655) pendant 30 min à 4 ° C puis perméabilisées 

avec de la saponine 0,1% (sigma # S7900C) pendant 30 min à température ambiante. Ensuite, 

les cellules ont été incubées avec des anticorps antiHLA-DR et antiCD14 ou un isotype à 4 °C. 

Une compensation entre les différents anticorps fluorescents a été effectuée avant les 

expériences en utilisant le jeu de particules de compensation (BD Biosciences # 552843). Au 

moins 20 000 cellules par échantillon ont été analysées en cytomètrie en flux sur un cytomètre 

Canto II, BD Biosciences et l'analyse des données a été réalisée à l'aide du logiciel BD FACS 

DivaTM.  

 
Tableau 7: Liste des anticorps/témoins isotypiques utilisés en cytométrie en flux 

Fournisseur Anticorps/Isotype Fluorochrome Clone Référence 

BD Biosciences Mouse, Anti-Human CD14 APC-Cy7 MjP9 557831 

BD Biosciences Mouse, IgG2b, k APC-Cy7 27-35 558061 
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BD Biosciences Mouse, Anti-Human CD86 PE-Cy7 2331 561128 

BD Biosciences Mouse IgG1, k PE-Cy7 MOPC-21 557656 

BD Biosciences Mouse anti-Human HLA-DR APC TU36 559868 

BD Biosciences Mouse IgG2b, k APC 27-35 555745 

BD Biosciences Mouse anti-Human CD36 APC CB38 550956 

BD Biosciences Mouse IgM, k isotype control APC G155-228 555585 

BD Biosciences Mouse anti-Human CD80 PE L307.4 557227 

BD Biosciences Mouse IgG1, k PE MOPC-21 554680 
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Travaux expérimentaux 

 

 

 
Dans ce premier travail portant sur un modèle in vitro nous avons étudié les effets de l’hypoxie 

sur des macrophages dérivés de monocytes sanguins issus de patients atteints de sarcoïdose à 

divers degrés d’activité et de sujets témoins sains. Nos objectifs étaient d’étudier l’effet de 

l’hypoxie, sur les voies de signalisation induites, la phagocytose, la présentation antigénique, 

le profil cytokinique induit.  

 
 
Nous avons soumis l’article ci-dessous intitulé : 

« Hypoxia promotes a mixed inflammatory-fibrotic macrophages phenotype in active 

sarcoidosis ». 
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Figure 1: HIF-1a was activated by hypoxia in MD-macrophages especially in those 
from active sarcoidosis  
(A-D) HIF-1a (A-B) and CD68 (C) expression assayed by immunohistochemistry in lung 
biopsy from sarcoidosis patient. Figure A and B are representative of the results obtained in 
5 patients.  (200x, insert 400x). Isotype is shown in D. (E-F) Representative 
immunofluorescence staining of MD-macrophages. (E) Similar presence of HIF-1a (in red) in 
sarcoidosis and controls in both normoxia and hypoxia. Pimonidazole staining (in green) of 
MD-macrophages from sarcoidosis is absent in normoxia (magnification x200). (F) Nuclear 
staining with DAPI (in blue) and accumulation of HIF-1a (in red) in MD-macrophages. Overlay 
image showing HIF-1a nuclear localization (magnification x400) (same results were found in 
3 patients and 3 controls). (G) HIF-1a activation (measured as OD 450nm) assessed by 
TransAM® HIF-1a  in controls, active sarcoidosis (AS) and inactive sarcoidosis (IS) patients, 
after 24Hrs of normoxia or hypoxia. Results are expressed as box plot (n= 7 independent 
experiments). * p<0.05; ****p<0.0001 in two-way ANOVA-repeated measures with Sidak 
post-hoc test.  
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Figure 2: Hypoxia impaired phagocytosis in control but not in sarcoidosis MD-
macrophages 
(A-C) representative image of MD-macrophages after 30 min incubation with fluospheres 
(1µm) followed by four PBS washes (magnification x 200); (A) fluorescent 1µm fluospheres 
(green) (B), phase-contrast images of MD-macrophages (C), overlay images showing 
fluospheres within MD-macrophages. (D) Effect of hypoxia on phagocytosis in controls and 
sarcoidosis patients estimated by the ratio of cells with at least one particle and the total 
number of cells (n=6 independent experiments). (E) Effect of hypoxia on the CD36 
scavenger receptor expression in controls, active sarcoidosis (AS) and inactive sarcoidosis 
(IS), analyzed by flow cytometry of CD14+ MD-macrophages. The results are expressed as 
the mean CD36 fluorescence intensity (MFI).  (n= 6-9 independent experiments). Results 
are expressed as box plot * p<0.05; ***p<0.001 in two-way ANOVA-repeated measures with 
Sidak post-hoc test. 
 

 
Figure 3: Hypoxia decreased CD80 and CD86 co-stimulation molecules and HLA-DR 
(A-C) Effect of hypoxia on CD80, CD86 and HLA-DR surface expression in CD14+ MD-
macrophages from controls, active sarcoidosis (AS) and inactive sarcoidosis (IS). Results 
are expressed as the mean fluorescence intensity (MFI) of CD80 (A), CD86 (B) and HLA-
DR (C) analyzed by flow cytometry. Results are expressed as box plot, (n= 6-11 
independent experiments). * p<0.05; **p<0.01; ****p<0.0001 in two-way ANOVA-repeated 
measures with Sidak post-hoc test. 
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 Figure 4: Hypoxia induced a pro-inflammatory response independent of NFkB in 
active sarcoidosis 

 (A-D) Concentrations of CXCL8 (A), TNFa (B), IL-1ß (C) and IL-10 (D) assessed by 
Luminex® in conditioned media of normoxic and hypoxic MD-macrophages from controls, 
active sarcoidosis (AS) and inactive sarcoidosis (IS);  results are expressed in ng/ml (n= 5-
8 independent experiments). (E-F) NFkB-p65 and p50 activation (measured as OD450nm) 
assessed by TransAM ® (n= 7-8 independent experiments).  Results are expressed as box 
plot. * p<0.05; **p<0.01 in two-way ANOVA-repeated measures with Sidak post-hoc test. 
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 Figure 5: Hypoxia promoted a profibrotic response in active sarcoidosis 

(A) Active (free) and total (free+latent) TGß1 (in ng/ml) measured by ELISA in conditioned 
media from MD-macrophages after 24Hrs of normoxia.  (n= 7-14 independent experiments). 
(B-D) Concentrations of total TGFß1 (B), PDGF-BB (C) and PAI-1 (D) assessed by 
Luminex® in conditioned media of normoxic and hypoxic MD-macrophages from controls, 
active sarcoidosis (AS) and inactive sarcoidosis (IS) (n= 5-8 independent experiments).  
Results are expressed in ng/ml with box plot. * p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001 
in two-way ANOVA-repeated measures and two-way ANOVA with Sidak post-hoc test. 
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Figure 6: Secretion of PAI-1 by hypoxic MD-macrophages from active sarcoidosis 
inhibited lung fibroblast migration  

(A) Representative contrast-phase microscopy images of NHLF during gap closure assays 
at basal time and after 24Hrs of incubation with conditioned media from MD-macrophages 
exposed to normoxia or hypoxia from controls or active sarcoidosis patients.  (B) 
Quantitative analysis of NHLF gap closure assay comparing media alone or with 2500ng/ml 
recombinant human PAI-1 (rh-PAI-1) or normoxic or hypoxic conditioned media from MD-
macrophages in controls, active sarcoidosis (AS) and inactive sarcoidosis (IS) (n=5-7 
independent experiments) (C) Correlation (Pearson Test) between PAI-1 level (ng/ml) in 
normoxic or hypoxic MD-macrophages conditioned media from sarcoidosis and controls 
and percentage of NHLF gap closure (n=3-6 independent experiments). (D) Dose effect of 
rh-PAI-1 on NHLF gap closure reversed by PAI-1 Ab; (E) Effect of PAI-1 antibody (PAI-1 
Ab) added to the conditioned media on NHLF gap closure assay (n=3 independent 
experiments).  (F-G) PAI-1 expression assayed by immunohistochemistry in lung biopsy 
from a sarcoidosis patient (F-G) showing PAI-1 expression in macrophages and epithelioid 
in the center of granuloma (F). Isotype is shown in G. (same results were found in 5 
patients).  Results are expressed as box plot (B, D) or mean with SD (E). * p<0.05; **p<0.01; 
***p<0.001; ****p<0.0001 in Anova two-way (D-E) and Anova two-way with repeated 
measures (B) with Sidak post-hoc test. # p<0.05 between normoxic conditioned media from 
AS and IS.  
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Figure E1: Hypoxia did not change the expression of CD163 

Effect of hypoxia on the CD163expression in controls, active sarcoidosis (AS) and inactive 
sarcoidosis (IS) patients. Results are expressed as the mean fluorescence intensity (MFI) 
of CD163 surface marker on CD14+ MD-macrophages using flow cytometry. Results are 
expressed as box plot, (n= 5-8 independent experiments) and analyzed with two-way 
ANOVA-repeated measures with Sidak post-hoc test. 

 

 

Figure E2: Hypoxia induced a proinflammatory response  

(A-B) Concentrations of IL-18 (A), IL-5 (B) as assessed by Luminex® in conditioned media 
of normoxic and hypoxic MD-macrophages from controls, active sarcoidosis (AS) and 
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inactive sarcoidosis (IS); results are expressed in ng/ml (n= 5-8 independent experiments). 
(C-G) Effect of hypoxia on the transcription level assessed by RTqPCR of (C) IL1b, (D) IL8, 
(E) IL18, (F) IL10, (G) TNFA in MD-macrophages (n= 4-10 independent experiments). 
Results are expressed with box plot. * p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 in two-way ANOVA-
repeated measures with Sidak post-hoc test. UBC= ubiquitin 

 

 

 
 Figure E3: Hypoxia promoted a profibrotic response  

(A) Concentrations of VEGF-A as assessed by Luminex® in conditioned media of normoxic 
and hypoxic MD-macrophages from controls, active sarcoidosis (AS) and inactive 
sarcoidosis (IS); results are expressed in ng/ml (n= 5-8 independent experiments). (B-D) 
Effect of hypoxia on the transcription level assessed by RTqPCR of (B) VEGF, (C) 
PDGFBB, (D) TGFB1 in MD-macrophages (n= 4-9 independent experiments). Results are 
expressed with box plot. * p<0.05; ***p<0.001; in two-way ANOVA-repeated measures with 
Sidak post-hoc test. UBC= ubiquitin. 
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 Figure E4: No Effect of conditioned media from MD-macrophages on NHLFs 
proliferation 

Effect of conditioned media from MD-macrophages on NHLF proliferation studied by anti 
Ki67 immunolabelling. (A-C) representative image (magnification x 200) of Ki67 staining in 
red (A), DAPI (B) and overlay image (C) showing nuclear localization of Ki67 in NHLF. (D) 
Proliferation index was estimated by the number of Ki67+ cells/relative to the total number 
of cells (n=5-6 independent experiments). “Media” consists of RPMI medium and 10%FBS. 
AS: Active sarcoidosis; IS: Inactive sarcoidosis. No significant difference in two-way 
ANOVA-repeated measures with Sidak post-hoc test. 
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Figure 27: Images supplémentaires illustrant en immunohistochimie la présence de HIF-1a et PAI-1 dans des 
granulomes provenant de biopsies pulmonaires chirurgicales.  
(A-B) Expression de HIF-1a, (C) CD68 et (D-E) PAI-1 analysés par immunohistochimie dans une biopsie 
pulmonaire d'un patient atteint de sarcoïdose.  (B-C) coupes sériées d'un granulome montrant l'expression de HIF-
1a dans des cellules épithélioïdes caractérisées par leur grand cytoplasme, des noyaux réniformes excentrés (flèche 
rouge) (B) et un marquage CD68+ (C).  ((A,D) 100x (B-C, E-F) 200x). L’isotype contrôle est montré en (F). 
 
 

 Expression de HIF-2a 

En parallèle de l’étude de HIF-1a nous avons étudié l’effet de l’hypoxie sur l’expression de 

HIF-2a en immuno-cytofluorescence dans les hMDMs de sujets témoins sains (n=3) et patients 

atteints de sarcoïdose(n=3). Une expression cytoplasmique de HIF-2a était observée dans les 

différentes conditions. Chez les sujets témoins, il n’a pas été observé de marquage nucléaire de 

HIF-2a en normoxie à l’inverse des conditions hypoxiques où  un marquage nucléaire a été 

observé . Chez les sujets atteints de sarcoïdose, il existe un marquage nucléaire en normoxie et 

en hypoxie (Figure 28).  
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Figure 28: Expression de HIF-2a 
Immunofluorescence représentative de l’expression de HIF-2a (rouge) dans des macrophages dérivés de 
monocytes sanguins de patients atteints de sarcoïdose et de sujets témoins sains après 24H de normoxie (FiO2 : 
21%) ou d’hypoxie (FiO2 : 1,5%). Image de superposition DAPI (en bleu) et HIF-2a (grossissement x200). 
 

 Analyses complémentaires de la production cytokinique dans le surnageant 

de macrophages exposés à l’hypoxie. 

Une première étape du travail a été de mesurer de façon semi-quantitative 105 cytokines par 

Proteome Profiler Human XL Cytokine Array Kit© dans le surnageant des macrophages issus 

d’un témoin et de deux sujets atteints de sarcoïdose pulmonaire active (cf chapitre 7.2).  

 

Cette technique nous a permis d’identifier PAI-1 comme une cytokine d’intérêt car elle était 

augmentée en hypoxie notamment chez les deux sujets atteints de sarcoïdose.   

Nous avons étudié chez le patient présentant une sarcoïdose persistante active stade IV 

(évoluant depuis plus de 5 ans) l’effet de l’hypoxie. 

Les cytokines qui étaient augmentées en hypoxie uniquement chez le patient présentant une 

forme persistante et pas chez le patient atteint du sarcoïdose active de diagnostic récent et chez 

le sujet témoin sain sont présentés sur la Figure 29. 
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Figure 29 : Résultats du protéome array concernant les 20 cytokines spécifiquement augmentées en hypoxie 
uniquement chez le patient présentant une forme persistante de sarcoïdose 

 
Parmi ces 20 cytokines, 8 sont des cytokines impliquées dans la régulation positive de la voie 

JAK STAT. 

Nous avons dosé dans le surnageant des hMDMs les cytokines susceptibles d’induire une 

régulation positive de la voie JAK-STAT : IL-4, IL5, IL22 mais aussi IL-6, et IL-10 (cf. Figure 

30). L’Il-4 était indosable.  Le dosage des autres cytokines n’a pas montré leur induction par 

l’hypoxie, excepté pour l’IL-6 chez les sujets témoins et pour l’IL-5 augmenté uniquement en 

hypoxie chez les témoins et les cas de sarcoïdose AS.  

D e n s ité  d e  p ix e l re la t iv e  /n o rm o x ie
0 1 2 3

e m m p r in

a n g io p o e it in e -1

e n d o g lin

p e n tr a x in -3

IL -1a

Ad ip o n e c t in

tg fa

t f f3

d k k 1

C D 3 0

C X C L 1

v c a m 1

IL -1 9

IL -4

G H

IL -2 2

IL -2 3

IL -5

le p t in

L IF

8 1 0

S a rc o id o s e  p e rs is ta n te

S a rc o id o s e  ré c e n te

T ém o in

D e n s ité  d e  p ix e l re la t iv e  /n o rm o x ie
0 1 2 3

e m m p r in

a n g io p o e it in e -1

e n d o g lin

p e n tr a x in -3

IL -1a

Ad ip o n e c t in

tg fa

t f f3

d k k 1

C D 3 0

C X C L 1

v c a m 1

IL -1 9

IL -4

G H

IL -2 2

IL -2 3

IL -5

le p t in

L IF

8 1 0

S a rc o id o s e  p e rs is ta n te

S a rc o id o s e  ré c e n te

T ém o in

Cytokines/hormones JAK activées STAT activées
LIF JAK 1, JAK 2 STAT 3

Leptine JAK 1, JAK 2 STAT 1, STAT 3, STAT5

GH1 JAK 2 STAT 3, STAT 5

IL-4 JAK 1,JAK 3 STAT 6

IL-5 JAK 2 STAT 1, STAT 3, STAT5

IL-6 Tyk2, JAK1, JAK2 STAT1, STAT3

IL-19 JAK 1 STAT 3

IL-22 JAK1,tyk2 STAT 3

IL23 JAK 2 STAT 3

Effets potentiels des cytokines produites par les 
macrophages sur des cellules cibles



 

 136 

 
Figure 30 : Effet de l’hypoxie sur la sécrétion de cytokines impliquées dans la régulation positive de la voie 
JAK-STAT  
Dosage par Luminex ® dans le surnageant d’hMDMs de sujets témoins sains (Control) et de patients atteints :  
sarcoïdose de forte activité pulmonaire (AS) et sarcoïdose pulmonaire de faible activité ou inactive (IS), de la 
concentration de l’Il-22, IL-6, IL-5 et IL10. (n= 5-8). * p<0.05; **p<0.01 *** p<0.001 par two-way ANOVA-
repeated measures avec post-hoc test de sidak. 
  
Nous avons également dosé dans le surnageant des hMDMs diverses chimiokines attirant pour 

CXCL1 les neutrophiles, MCP-1 les monocytes, CXCL9 les lymphocytes notamment Th1, et 

MIF les macrophages. Nous n’avons pas constaté de modulation de la sécrétion de ces 

chimiokines par l’hypoxie, exceptée une diminution pour MCP-1 aux cours des AS (Figure 31). 
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Figure 31: Effet de l’hypoxie sur la sécrétion de chimiokines 
Dosage par Luminex ® dans le surnageant d’hMDMs de sujets témoins sains (Control) et de patients atteints :  
sarcoïdose de forte activité pulmonaire (AS) et sarcoïdose pulmonaire de faible activité ou inactive (IS), de la 
concentration de CXCL1, MIF, CXCL9 et MCP-1. (n= 5-8). * p<0.05; par two-way ANOVA-repeated measures 
avec post-hoc test de sidak. 
 

 

Dans cette étude, nous avons pu mettre en évidence la présence de HIF-1a au sein des cellules 

épithélioïdes des granulomes de biopsies pulmonaires de patients atteints de sarcoïdose. 

Concernant l’effet de de l’hypoxie sur les hMDMs :  

- L’activité de HIF-1a en hypoxie était significativement plus augmentée en cas de 

sarcoïdose pulmonaire de forte activité (AS) qu’en cas de sarcoïdose pulmonaire de faible 

activité ou inactive (IS) ou chez les témoins sains. 

- L’hypoxie diminuait la phagocytose des hMDMs et l‘expression du récepteur « éboueur » 

CD36 uniquement chez les témoins mais pas chez les AS et IS. 

- L’hypoxie diminuait l’expression de molécules de co-stimulation (CD80 et CD86) et de 

présentation antigénique (HLA-DR) chez les AS.  

- L’hypoxie augmentait la réponse proinflammatoire (TNFa, IL-1ß, IL-18, CXCL8 et 

diminution de l’IL-10) des hMDMs uniquement en cas AS. Cette réponse pro-
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inflammatoire était accompagnée d’une diminution de l’activation de NF-kB (p50 et p65) 

pour les AS. 

- L’hypoxie induisait une réponse profibrosante (TGFß1, PDGF-BB, PAI-1, VEGF-A), avec 

une élévation de PAI-1 particulièrement importante en cas de AS ;  

- L’effet du milieu conditionné de hMDMs exposés à l’hypoxie immobilisaient les NHLFs 

sans modifier leur prolifération et ceci de façon plus importante en cas de AS. 

L’immobilisation des NHLFs étaient liée à PAI-1 et cette cytokine étant exprimée dans les 

cellules épithélioïdes constitutives du granulome.  
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Ce travail a été réalisé au cours du Master 2 du Dr Simon Chauveau que j’ai co-encadré avec 

le Dr Valérie Besnard (travail financé par le Fond de recherche en santé respiratoire et la 

Fondation du souffle). Les résultats de ce travail sont encore préliminaires. 

L’hypothèse principale de travail était que l’hypoxie favoriserait la formation de granulome et 

l’évolution vers la fibrose dans des modèles murins de granulomatose pulmonaire induits par 

le Propionibacterium acnes (PA), ou par des nanotubes de carbone (NTs). Les objectifs que 

nous avions établis en vue de répondre à cette hypothèse étaient de :    

-       Mettre au point les modèles de granulomatose pulmonaire au sein de notre laboratoire. 

-       Comparer la fréquence des granulomes pulmonaires entre souris exposées à l’hypoxie 

ou à la normoxie, et d’éventuelles lésions fibrosantes dans ces deux modèles de 

granulomatose pulmonaire. 

-       Déterminer dans ces modèles de granulomatose les effets de l’hypoxie sur l’expression 

des cytokines pro-inflammatoires impliquées dans la formation des granulomes, et des 

marqueurs pro-fibrosants, dans ces modèles de granulomatose.  

 
 

 

La première étape des expérimentations animales a consisté à mettre en place dans notre 

laboratoire les modèles de granulomatose pulmonaire induite. Les modèles sont décrits dans le 

chapitre 3.2.  

- Protocole 1 : IP + IT x1 

Au sacrifice les souris présentaient une inflammation alvéolaire bien visible avec la présence 

de macrophages (photographie non montrée) mais sans formation de granulome ou d’agrégats 

prégranulomateux (Figure 32 a,b). 

- Protocole 2 : IFA + IT x1 

Au sacrifice, la présence d’un seul granulome a pu être observé par section histologique chez 

30% des animaux (Figure 32, Figure 33a) 

- Protocole 3 : CFA + IT x1 

Au sacrifice des granulomes étaient observés chez 25% des souris, mais en plus grand nombre 

que le groupe précédent (5 granulomes par section histologique) (Figure 32, Figure 33b) 
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- Protocole 4 : IT PA vivant  

Les souris instillées avec une dose supérieure, de 1000µg, sont décédées moins de 24h après 

l’instillation. Pour des doses inférieures à 1000µg, on retrouvait une inflammation alvéolaire et 

un recrutement inflammatoire cellulaire péri-bronchique sans granulome (Figure 32). 

- Protocole 5 : IT x1 

L’instillation unique de PA inactivé par la chaleur, à des doses supérieures à 1000µg était bien 

tolérée, et entrainait également une inflammation alvéolaire macrophagique, associée à un 

recrutement inflammatoire péribronchique, mais sans granulome (Figure 32). 

- Protocole 6 : IT x 2 

L’histologie à 15 jours du deuxième challenge a retrouvé la présence de granulomes chez un 

tiers des souris (Figure 32, Figure 33d). 

- Protocole 7 : CFA + IT x2 

L’histologie à 15 jours de la deuxième IT, a retrouvé la présence de granulomes dans la moitié 

des cas, avec une tendance vers des granulomes plus importants mais sans différence 

significative dans leur nombre par rapport au protocole 3 (CFA + ITx1) (Figure 32).  

Les modifications de dose de PA dans ce modèle CFA+ITx2 n’ont pas entrainé de différence 

significative, mais cependant on notait une tendance vers des granulomes de taille plus 

importante avec la dose de 800µg (Figure 32d). 

 

è Ainsi parmi ces sept protocoles, le protocole 7 (CFA+ITx2), avec une dose de 800µg 

de PA semblait apporter les résultats les plus robustes.  Ce protocole a été utilisé pour 

la suite des expérimentations.  
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Figure 32: Morphométrie de la mise au point du modèle de granulomatose induite par PA 
Morphométrie de la mise au point du modèle de granulomatose induite par PA 
Différents modèles de granulomatose pulmonaire par PA ont été testés a : Proportion dans chaque modèle du 
nombre de souris présentant des granulomes (Gris : souris sans granulome, Noir : souris avec granulome) dans 
chaque modèle b : nombres de granulomes par souris dans chaque modèle c : aire moyenne des granulomes par 
souris dans chaque modèle d : aire moyenne des granulomes par souris selon la dose de PA, au sein du protocole 
7 (CFA+ ITx2). 
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Figure 33: Histologie de la mise au point du modèle de granulomatose induite par PA 
Coloration HE sur coupes histologiques issues du (a) Protocole 2 :  IFA+ITx1 ; (b) Protocole 3 : CFA+ITx1; (c) 
Protocole 7; (d) Protocole 6 :  IT x 2 (dose de PA2000µg). Grossissement 200x 
 

 Résultats histologiques de l’effet de l’hypoxie sur la granulomatose induite 

par PA 

2.2.1.1 Coloration HE 

Les souris PBS/Nx ne présentaient pas d’anomalie histologique particulière (Figure 34a). Les 

souris PBS/Hx ne présentaient pas de granulomes, mais un épaississement des parois 

alvéolaires pulmonaires, ainsi qu’une augmentation du nombre de macrophages alvéolaires 

témoignant d’une alvéolite (Figure 34b).  

Les 2/3 des souris PA/Nx présentaient des granulomes contre 4/12 des souris PA/Hx (test χ2 : p 

= 0,0812) (Figure 35a). La taille et le nombre des granulomes étaient comparables entre le 

groupe PA/Nx et PA/Hx. (Figure 35b,c). Les granulomes des souris PA/Nx et PA/Hx étaient 

constitués principalement d’agrégats denses de macrophages associés à des lymphocytes en une 

structure les différenciant d’une simple alvéolite (Figure 34 d,e) 

On observait chez les souris PBS/Hx et PA/Hx des lésions sous pleurales, focales, constituées 

d’infiltrats inflammatoires macrophagiques et lymphocytaires, associés à un épaississement 



 

 143 

important du parenchyme alvéolaire. Ces lésions ont été retrouvées chez 1 souris sur 5 des 

PBS/Hx, (Figure 34c) et 2 sur 12 des souris PA/Hx (Figure 34f) mais pas chez les souris 

PBS/Nx et PA/Nx (Figure 35d). 

 
Figure 34: Histologie de la granulomatose induite par PA. 
Coloration HE sur coupes histologiques issues de souris (a) PBS/Nx ; (b,c) PBS/Hx (c) : zone fibrotique sous-
pleurale ; (d) PA/Nx ; (e,f) PA/Hx, (f) : zone fibrotique sous-pleurale. Grossissement 200x ; * : structure 
granulomateuse ; è : zone fibrotique. 
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Figure 35: Morphométrie du modèle de granulomatose induite par PA en milieu hypoxique 
a) Proportion des souris présentant un granulome (Gris : souris sans granulome, Noir : souris avec granulome ; b) 
Nombre de granulomes ; c) Surface moyenne des granulomes ; d) Proportion du nombre de souris présentant une 
fibrose (Gris : souris sans granulome, Noir : souris avec granulome). 
 

2.2.1.2 Coloration au Trichrome de Masson 

La coloration au trichrome de Masson révélait la présence de collagène de type I au sein des 

granulomes de souris PA/Nx (Figure 36d) et des souris PA/Hx (Figure 36e). Cette coloration 

mettait en évidence au sein des lésions sous pleurales inflammatoires, la présence d’une fibrose 

importante uniquement chez les souris PBS/Hx et PA/Hx ((Figure 36c et f). 
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Figure 36: Lésions fibrotiques dans la granulomatose induite par PA 
Coloration Trichrome Masson sur coupes histologiques issues de souris (a) PBS/Nx ; (b,c) PBS/Hx  (c) : zone 
fibrotique sous-pleurale ;  (d) PA/Nx ; (e,f) PA/Hx, (f) : zone fibrotique sous-pleurale. Grossissement 200x ; *, 
structure granulomateuse ; è, zone fibrotique. 
 

2.2.1.3 Marquage de HIF-1a 

Chez les souris PBS/Nx (Figure 37a), un immunomarquage de HIF-1a était rarement détecté 

au niveau des noyaux des cellules épithéliales alvéolaires. Les souris PBS/Hx (Figure 37b), 

présentaient une augmentation du marquage d’HIF-1a dans les noyaux de cellules épithéliales 

et macrophagiques.  Les souris PA/Nx et PA/Hx présentaient une augmentation très nette de 

l’immunomarquage d’HIF-1a sur les cellules épithéliales comme sur les cellules 

inflammatoires (macrophages, lymphocytes) (Figure 37d,e). 

On notait également la présence d’un immunomarquage d’HIF-1a des macrophages, situés au 

sein des granulomes des souris PA/Hx (Figure 37e). On retrouvait moins fréquemment le 

marquage d’HIF-1a au sein des granulomes des souris PA/Nx (Figure 37d,d’). Enfin, on 

identifiait au sein de la fibrose sous pleurale, un immunomarquage principalement des 

macrophages, et plus important comparé aux autres zones pulmonaires chez la même souris 

(Figure 37c, f). 
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Figure 37: Présence de HIF-1a dans la granulomatose induite par PA 
Immunomarquage HIF-1a sur coupes histologiques issues de souris (a) PBS/Nx ; (b,c) PBS/Hx,  (c) : zone 
fibrotique sous-pleurale ; (d et d’) PA/NX ; (e,f) PA/Hx (f),zone fibrotique sous-pleurale. Grossissement 200x ; 
*, structure granulomateuse ; è, zone fibrotique. 
 
 

 Régulation transcriptionnelle par l’hypoxie dans le modèle de 

granulomatose induite par PA  
Afin de déterminer l’effet de l’hypoxie sur le recrutement des cellules inflammatoires et la 

fibrogénèse dans les modèles de granulomatoses induites chez la souris, nous avons mesuré le 

taux des ARNm de différents marqueurs par RT-qPCR : (i) pro-inflammatoires (Tnfa, Il18, 

Ccl4, Cxcl9, Il12b, Il4), (ii) proangiogénique (Vegfa), et (iii) associés à la fibrose (Pdgfb, Ctgf, 

Col3a1, Fn1) à partir de broyats pulmonaires. Pour chaque modèle testé de granulomatose 

induite, le groupe de souris en condition normoxique recevant l’instillation de PBS servait de 

groupe témoin (PBS/Nx).  

 

2.2.2.1 Cytokines pro-inflammatoires 

En Nx, l’instillation de PA augmentait l’expression de Tnfa par rapport à l’instillation de PBS 

(p<0,05). L’hypoxie ne modifiait pas l’expression de Tnfa par rapport à la condition 
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normoxique. La double exposition PA/Hx ne modifiait pas l’expression de Tnfa, par rapport à 

la condition normoxie (Figure 38a) 

En Nx, l’instillation de PA augmentait l’expression de Il12b par rapport à l’instillation de PBS 

(p<0,05). L’hypoxie ne modifiait pas l’expression de Il12b par rapport à la condition 

normoxique. La double exposition PA/Hx induisait l’expression de Il12b, par rapport à la 

condition PBS/Hx. (Figure 38b) 

En Nx, l’instillation de PA ne modifiait pas l’expression de l’Il18 par rapport à l’instillation de 

PBS. De même, l’hypoxie ne modifiait pas l’expression de l’Il18 par rapport à la condition 

normoxique. Par contre, la double exposition PA/Hx augmentait l’expression d’IL18 par 

rapport aux souris PA/Nx (p<0,05) et aux souris PBS/Hx (p<0,01) (Figure 38c). 

Pour Ccl4, Cxcl9 et Il4, leur expression a été induite par l’instillation de PA. En condition Hx, 

on observait une diminution significative (p<0,01) de l’expression de Ccl4, Cxcl9 et Il4 chez 

les souris PBS et PA. (Figure 38 d,e,f) 

 
Figure 38: Taux d’ARNm de gènes impliqués dans l’inflammation, l’hypoxie et la fibrogènese dans le modèle 
murin de granulomatose induite par PA 
Les taux d’ARNm sont mesurés par RT-qPCR à partir d’homogénats pulmonaires de souris ayant reçu une 
instillation de PBS sous normoxie (PBS Nx), de PBS sous Hypoxie (PBS Hx), de PA sous normoxie (PA Nx), de 
PA sous hypoxie (PA Hx). Les gènes étudiés sont : a) Tnfa , b) Il12b, c) Il18, d) Ccl4, e) Cxcl9, f) IL4, g) Vegfa, 
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h) Pdgfb, i) ctgf, j) Col3a, k) Fn1.  Données représentées en moyennes et écart-types. * : p<0,05, **: p <0,01. (test 
de Mann Whitney). N=8 pour PBS NX, n=5 PBS HX, n=3 pour PA NX ; n=12 pour PA HX 
 
 

2.2.2.2 Marqueurs associés à la fibrose 

En Nx, l’instillation de PA ne modifiait pas l’expression de Vegfa par rapport à l’instillation de 

PBS. Également en condition hypoxique, l’instillation de PA ne modifiait pas l’expression de 

Vegfa. Comme attendu, l’hypoxie augmentait l’expression de Vegfa par rapport à la condition 

normoxique chez les souris instillées avec le PBS (p<0,05) et chez les souris instillées avec le 

PA (p<0,05) (Figure 38 g). 

En Nx, l’instillation de PA augmentait l’expression de Pdgfb et Col3a1 par rapport à 

l’instillation de PBS (p<0,05). L’hypoxie augmentait l’expression de Pdgfb et Col3a1 par 

rapport à la condition normoxique (p<0,01).  La double exposition à PA/Hx n’entraine pas 

d’induction plus importante soit de Pdgfb, soit de Col3a1 par rapport aux conditions PA seule 

ou Hx seule (Figure 38 h,j). L’expression de Ctgf était induite seulement en réponse de 

l’hypoxie ; l’instillation de  PA n’avait aucun effet (Figure 38 i) 

L’instillation de PA augmentait l’expression de Fn1 par rapport à l’instillation de PBS en Nx 

(p<0,05). L’hypoxie induisait l’expression de Fn1 chez les souris instillées avec le PBS 

(p<0,01).  La double exposition à PA/Hx n’entrainait pas d’induction plus importante soit de 

Fn1 par rapport à Hx seule (Figure 38 k). 
 

 Résultats histologiques de l’effet de l’hypoxie sur la granulomatose induite 

par les nanotubes de carbone (NTs).  

Le modèle de granulomatose pulmonaire induite par les nanotubes de carbone a également été 

utilisé pour étudier l’effet de l’hypoxie sur le développement des granulomes pulmonaires. Le 

groupe des souris traitées par nanotubes recevait une instillation de 100µg de nanotubes, sans 

sensibilisation, et était sacrifié 90 jours après l’instillation, tel que décrit d’après l’équipe de 

Huizar (Huizar et al. 2011),  Un groupe de souris était soumis à l’hypoxie 15 jours avant le 

sacrifice (NT/Hx), un autre restait en normoxie (NT/Nx). Ces groupes étaient comparés à des 

souris instillées avec le PBS (PBS/Nx) et à des souris instillées avec le PBS sous hypoxie 15 

jours avant le sacrifice (PBS/Hx).  

 

2.2.3.1 Coloration Hématoxyline Eosine 

Les souris PBS/Nx ne présentaient pas de lésions histologiques (Figure 39a). Les souris 

PBS/Hx présentaient une alvéolite macrophagique modérée, mais sans granulomatose (Figure 
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39b). Parmi les souris NT/Hx 12 sur 14 avaient des granulomes, contre 2 sur 4 pour les souris 

NT/Nx (test χ2 :  p<0,0001) (Figure 40a). Dans les deux groupes de souris, la présence de 

nanotubes de carbone dans les granulomes était inconstante (comme dans Figure 39e). Ces 

granulomes étaient constitués de macrophages et de quelques lymphocytes (comme dans Figure 

39d,e). L’absence de différence significative portant sur la taille ou le nombre de granulomes a 

été notée entre les deux groupes NT (Figure 40c,d). On a observé également la présence de 

lésions focales sous pleurales associant infiltrats inflammatoires denses et épaississements 

parenchymateux importants (Figure 39c,f). Ces lésions étaient retrouvées chez 1 souris sur 10 

du groupe PBS/Hx (Figure 40d), et 6 souris sur 12 dans le groupe NT/Hx (test χ2 :   p=0,0337, 

(Figure 40d). Aucune de ces lésions ne furent détectées chez les souris NT/Nx et PBS/Nx 

(Figure 39a,d). 

 

 
Figure 39: Histologie de la granulomatose induite par nanotubes de carbone 
Coloration HE sur coupes histologiques issues de souris (a) PBS/Nx ; (b,c) PBS/Hx, (c)  zone fibrotique sous-
pleurale ; (d) NT/Nx ; (e,f) NT/Hx  (f) zone fibrotique sous-pleurale. Grossissement 200x ; *, structure 
granulomateuse ; è, zone fibrotique. 
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Figure 40: Morphométrie du modèle de granulomatose induite par les NTs 
Dans les 4 groupes expérimentaux, ont été mesurés : a, la proportion des souris présentant un granulome (Gris : 
souris sans granulome, Noir : souris avec granulome) b, le nombre de granulomes/souris ; c ; la surface moyenne 
des granulomes ; d, la proportion du nombre de souris présentant une fibrose  
 
 

2.2.3.2 Coloration au Trichrome Masson  

La coloration au Trichrome Masson confirmait la présence de fibrose au sein des lésions sous 

pleurales, uniquement chez les souris PBS/Hx et NT/Hx (Figure 41 c,f). Au sein des 

granulomes des souris NT/Hx et NT/Nx, une présence faible de collagène était détectée sans 

différence notable entre les 2 groupes (Figure 41 d, d’, e). 

Nombre de granulomes

N
om

br
e 

/ s
ou

ris

PBS N
x 

PBS H
x 

NT N
x

NT H
x

0

20

40

60

Taille des granulomes

Ai
re

 e
n 
µm
²

PBS N
x 

PBS H
x 

NT N
x

NT H
x

0

2000

4000

6000

8000

Proportion de souris avec fibrose
 dans chaque groupe
N

om
br

e 
de

 s
ou

ris

PB
S/N
x

PB
S/H
x

NT
/N
x

NT
/H
x

0

5

10

15

20

Proportion de souris avec 
granulome 

dans chaque groupe

N
om

br
e 

de
 s

ou
ris

PB
S/N
x

PB
S/H
x

NT
/N
x

NT
/H
x

0

5

10

15

20

25

a b

c d



 

 151 

 
Figure 41: Lésions fibrotiques dans la granulomatose induite par nanotubes de carbone 
Coloration Trichrome Masson sur coupes histologiques issues de souris (a) PBS/Nx ; (b,c) PBS/Hx  (c) : zone 
fibrotique sous-pleurale ;  (d,d’) NT/Nx ; (e,f) NT/Hx, (f) : zone fibrotique sous-pleurale. Grossissement 200x ; 
*, structure granulomateuse ; è, zone fibrotique. 
 

2.2.3.3 Marquage HIF-1α 

Chez les souris PBS/Nx, un rare immunomarquage d’HIF-1α a été observé, uniquement au 

niveau des noyaux de quelques cellules épithéliales alvéolaires (Figure 42a). Cet 

immunomarquage était légèrement augmenté chez les souris NT/Nx au niveau des noyaux de 

cellules épithéliales mais également de macrophages et de lymphocytes (Figure 42d). 

L’immunomarquage HIF-1a était augmenté de façon beaucoup plus notable chez les souris en 

hypoxie (NT/Hx et PBS/Hx), dans les cellules épithéliales et également beaucoup plus sur des 

macrophages (Figure 42 b,e).  

Le marquage HIF-1a dans les macrophages situés au sein des granulomes était bien identifié 

sur les souris NT/Hx (Figure 42e), mais était beaucoup plus discret chez les souris NT/Nx 

(Figure 42d). 

Enfin, sur les lésions de fibrose précédemment décrite, retrouvées uniquement chez les souris 

PBS/Hx et NT/Hx, l’immunomarquage HIF-1a principalement des macrophages était diffus et 

nettement plus important que dans le reste du parenchyme pulmonaire (Figure 42c et f).  
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Figure 42: Présence de HIFa dans la granulomatose induite par nanotubes de carbone. 
Immunomarquage HIF-1a sur coupes histologiques issues de souris (a) PBS/Nx ; (b,c) PBS/Hx,  (c) : zone 
fibrotique sous-pleurale ; (d) NT/NX ; (e,f) NT/Hx (f) zone fibrotique sous-pleurale. Grossissement 200x ; *, 
structure granulomateuse ; è, zone fibrotique. 
 

 Régulation transcriptionnelle par l’hypoxie dans le modèle de 
granulomatose induite par NT  
 

2.2.4.1 Cytokines pro-inflammatoires 

Le taux d’ARNm de Tnfa n’était pas modifié en réponse aux NT en Nx, ni en réponse à l’Hx 

seule. Par contre, la double exposition NT/Hx induisait significativement l’expression de Tnfa 

par rapport aux souris PBS/Nx (p <0,05), et aux souris PBS/Hx (p<0,01). Une tendance vers 

l’augmentation était aussi notée par rapport aux souris sous normoxie instillées aux NT (p= 

0,07)(Figure 43a) 

Le taux d’ARNm de l’Il12b n’était pas modifié en réponse aux NT en Nx, ni en réponse à l’Hx 

seule. Par contre, la double exposition NT/Hx induisait significativement l’expression de Il12b 

par rapport aux souris NT/Nx (p <0,05), et aux souris PBS/Hx (p<0,01) (Figure 43b) 

Le taux d’ARNm de l’Il18 n’était pas modifié en réponse aux NT (Nx et Hx). En condition 

hypoxique, l’expression de l’Il18 était induite chez les souris PBS (p <0,01) et les souris NT 

(p<0,05) (Figure 43c). 

Pour Ccl4, Cxcl9 et Il4, leur expression n’était pas modifiée par l’instillation de NT. En 

condition Hx, on observait une diminution significative (p<0,01) de l’expression de Ccl4, Cxcl9 

et Il4 chez les souris PBS, et une diminution significative de Ccl4 et Cxcl9, chez les souris NT 

(p<0,01)(Figure 43d,e,f). 
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Figure 43 : Taux d’ARNm de gènes impliqués dans l’inflammation, et la fibrogènese dans le modèle murin de granulomatose 
induite par les nanotubes de carbone. 
Les taux d’ARNm sont mesurés par RT-qPCR à partir d’homogénats pulmonaires de souris ayant reçu une 
instillation de PBS sous normoxie (PBS Nx), de PBS sous hypoxie (PBS Hx), de NT sous normoxie (NT Nx), de 
NT sous hypoxie (NT Hx). Les gènes étudiés sont : a) Tnfa , b) Il12b, c) Il18, d) Ccl4, e) Cxcl9, f) IL4, g) Vegfa, 
h) Pdgfb, i) ctgf, j) Col3a, k) Fn1.  Donnée représentée en moyennes et écart-types. * : p<0,05, **: p <0,01 (test 
de Mann Whitney). N=8 pour PBS NX, n=5 PBS HX, n=3 pour NT NX ; n=12 pour NT HX 
 

2.2.4.2 Marqueurs associés à la fibrose 

En Nx, l’instillation de NT ne modifiait pas l’expression de Vegfa par rapport aux souris 

PBS/Nx. L’hypoxie augmentait l’expression de Vegfa par rapport à la condition normoxique 

chez les souris PBS (p<0,05) mais pas chez les souris exposées aux NT (Figure 43g). 

 

En Nx, l’instillation de NT ne modifiait pas l’expression de Pdgfb. L’hypoxie augmentait 

l’expression de Pdgfb par rapport à la condition Nx, chez les souris PBS (p<0,01).  La double 

exposition NT/Nx augmentait l’expression de Pdgfb, par rapport aux souris NT/Nx (p<0,05) et 

aux souris PBS/Nx (p<0,01) (Figure 43h). 
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En Nx, l’instillation de NT augmentait l’expression de Ctgf par rapport à l’instillation de PBS 

(p<0,05). L’hypoxie augmentait l’expression de Ctgf chez les souris PBS. De façon 

surprenante, la double exposition NT/Hx n’induisait pas l’expression de Ctgf de façon 

significative ((Figure 43i). 

En Nx, les NT n’induisaient pas l’expression de gènes associés à la matrice extracellulaire 

(Col3a1 et Fn1). Par contre, ces gènes sont fortement induits en réponse à l’hypoxie (p<0,01). 

La réponse à une double exposition NT/Hx est similaire à celle de l’Hx seule (Figure 43j,k). 

Les similarités et différences entre le modèle P acnes et le modèle nanotubes sont récapitulées 

dans le Tableau 8.   

 
Tableau 8 : résumé de l’effet de l’hypoxie dans les deux modèles de granulomatose induite chez la 
souris.   

 Modèle P. acnes Modèle Nanotubes 
Hx PA PA+Hx Hx NT NT+Hx 

Proportion de souris avec 
granulome 0 ää ä 0 ä ää 

Proportion de souris avec fibrose 
pulmonaire ä 0 ä ä 0 ää 

HIF-1a dans le granulome / + ++ / + ++ 

Inflammation 

Tnfa à ä ä à à ää 
Il12 à ä ä à à ää 

IL18 à à ää ä à ä 
Ccl4 æ ä æ æ à à 

Cxcl9 æ ä æ æ à æ 
Il4 æ à æ æ à æ 

Fibrose 

Vegfa ä à ä ä à à 
Pdgfb ä ä à ä à ää 

Ctgf ä à ä ä ä à 
Col3a1 ä ä æ ä æ ä 

Fn1 ä ä ä ä à ä 
Effet de l’hypoxie (Hx) seule du p acnes (PA) des nanotubes (NT) en comparaison avec la 
condition normoxie PBS dans deux modèles murins de granulomatose induite par les NT ou le 
PA. Effet de la double exposition (PA+Hx) ou (NT+Nx) versus une des simples expositions. 
Augmentation en rouge, pas de modification en blanc et diminution par rapport à la condition 
contrôle.  En rouge foncée augmentation de la double condition par rapport aux 2 autres simples 
expositions.   
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Discussion générale et perspectives 
 

Les facteurs intervenant dans l’initiation et la progression de la sarcoïdose notamment vers la 

fibrose sont mal compris. L’impact du facteur micro-environnemental hypoxique au cours de 

la sarcoïdose n’a jamais été étudié à la différence des pathologies tumorales (Petrova et al. 

2018) ou dans d’autres maladies granulomateuses infectieuses comme la tuberculose (Prosser 

et al. 2017; Via et al. 2008) ou non infectieuses comme la maladie de Crohn (Cummins et Crean 

2017). L’hypoxie tissulaire/cellulaire est d’une part liée au défaut de vascularisation du 

microenvironnement des cellules. Par exemple, au cours des tumeurs, la prolifération des 

cellules les éloigne progressivement des vaisseaux (Petrova et al. 2018) ; dans les granulomes 

tuberculeux, le centre nécrotique est en hypoxie profonde (Via et al. 2008), ou dans le cadre de 

la micro-anatomie de l’intestin dont la vascularisation présente un différentiel important de PO2 

entre les cryptes et les villosités. D’autre part, l’hypoxie est le résultat d’une augmentation de 

la consommation d’oxygène par les cellules hypermétaboliques tumorales ou inflammatoires. 

De plus, l’hypoxie et HIF semblent également intervenir dans la fibrogénèse d’autres 

pathologies fibrosantes du poumon  comme la FPI (Tzouvelekis et al. 2007; Delbrel et al. 2018). 

Dans les granulomes pulmonaires de sarcoïdose, un défaut de vascularisation du cœur du 

granulome  a pu être observé en microscopie optique et électronique ce qui suggère fortement 

que ces structures sont en hypoxie (Kambouchner et al. 2011; Soler et al. 1976). En effet il a 

été montré et ce, dans le cadre de tumeurs, que la PO2 diminuait drastiquement en  fonction de 

la distance à la vascularisation (Petrova et al. 2018). Une constatation intéressante a été 

d’observer qu'une minorité de granulomes interalvéolaires de petit diamètre et proches des 

capillaires sanguins ou des espaces alvéolaires (donc granulomes potentiellement peu 

hypoxiques) n'étaient pas associés à une couronne fibreuse (Kambouchner et al. 2011).  

L’hypothèse d’un granulome hypoxique est également étayé par la mise en évidence de la 

captation du 18F-MISO, élément réduit et séquestré en cas d’hypoxie profonde (<10mmHg) 

(Chakhoyan et al. 2017; Fleming et al. 2015) par les cellules de ganglions thoraciques ou de 

granulomes pulmonaires de patient atteints de sarcoïdose (Furuya et al. 2019). De plus, HIF-

1a a été mis en évidence au centre de granulomes pulmonaires et ganglionnaires ainsi qu’une 

de ses cibles, le VEGF (Talreja et al. 2019; Tzouvelekis et al. 2012).  

A ce jour, aucune étude ne s’est intéressée au rôle de l’hypoxie au cours de la sarcoïdose. Pour 

tenter de répondre à l’effet de l’hypoxie, nous avons utilisé un modèle in vitro de macrophages 
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dérivés de monocytes sanguin humains, et des modèles in vivo murins de granulomatoses 

induites par le PA ou les NT.   

 

 

Un bon modèle expérimental de sarcoïdose doit : reproduire les caractéristiques moléculaires 

et morphologiques humaines des granulomes ; reproduire son histoire naturelle de son initiation 

à sa résolution ou son évolution progressive ; tester divers antigènes suspectés comme pouvant 

être facteurs causaux dans  la sarcoïdose et tester les différentes thérapies possibles ; être 

capable de représenter les divers phénotypes de la maladie ; et pouvoir être  reproduit facilement 

à faible coût pour faciliter la multiplication  de résultats. Toutefois, en raison de sa complexité 

et de l'absence de cause connue, la sarcoïdose est un véritable défi pour créer un bon modèle.  

J’ai participé à la rédaction de trois revues sur les modèles de granulomatoses utilisés pour 

modéliser la sarcoïdose (Jeny et al. 2016; Besnard et Jeny 2020; Jeny et Grutters 2020), 

(figurant en annexe 0 à 3). Les buts de ces revues étaient de présenter les divers modèles, leurs 

avantages et inconvénients et comment ont-ils contribué à la compréhension et aux approches 

thérapeutiques de la sarcoïdose. Enfin, des orientations futures étaient également proposées afin 

de surmonter les limites des modèles actuels. 

 

 

 Choix du type de cellules   

Nous avons fait le choix d’utiliser des macrophages dérivés de monocytes sanguins plutôt que 

des macrophages alvéolaires pour plusieurs raisons : 

- De nombreux arguments permettent de penser que les macrophages dérivés de 

monocytes sanguins sont les cellules constituant les granulomes plutôt que les 

macrophages alvéolaires résidents comme présenté dans le chapitre de l’introduction 

(2.3.1.1.2). Les PBMCs de patients ont par ailleurs été utilisés avec succès dans des 

modèles in vitro de granulome  après culture  avec des peptides ou microparticules de 

mycobactérie couplées ou non à des billes (Crouser et al. 2017; Zhang et al. 2020) ou 

dans des modèles de granulomes 3D sur « poumons-sur-puce » (lung on a chip) 

(Calcagno et al. 2021), et se sont révélés être pertinents pour l’étude de la sarcoïdose, 

mettant en évidence une modulation de certaines voies de signalisation (voie de l’IL13, 
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mTOR par exemple)  (Locke, Schlesinger, et Crouser 2020; Crouser, Locke, et al. 

2020).  

- Il aurait bien sûr été intéressant d’étudier les cellules collectées lors du LBA comprenant 

non seulement des macrophages résidents mais également des macrophages dérivés de 

monocytes, dont le phénotype est différent des cellules périphériques au cours de la 

sarcoïdose (Grunewald 2019). Ces cellules sont moins accessibles que les cellules 

périphériques et ne représenteraient principalement que des patients dont la maladie est 

active et récente, le LBA étant principalement réalisé au diagnostic. Les macrophages 

présents dans les alvéoles sont par ailleurs probablement moins exposés à l’hypoxie que 

les macrophages constituant les granulomes.  

Afin d’étudier la réponse locale pulmonaire nous avons réalisé sur des granulomes pulmonaires 

de biopsies pulmonaires chirurgicales des analyses immunohistochimiques de HIF-1 et une de 

ses cibles PAI-1.  

 

 Critère de l’activité pulmonaire 

Comme vu précédemment dans le chapitre 1.5 de l’introduction, l’activité de la maladie est 

difficile à définir. Nous avons utilisé un score d’évaluation de l’activité pulmonaire aCTAS qui 

a été validé par deux équipes (Benamore et al. 2016; Duan et al. 2018). Ce score est bien corrélé 

à la réponse au traitement évalué par la CVF. La réponse au traitement étant également un 

marqueur important d’activité dans la sarcoïdose.  Nous avons choisi un seuil de aCTAS≥2 en 

raison des données de Benamore et al. Dans notre travail les patients classés avec une forte 

activité pulmonaire (AS) (aCTAS≥2) présentaient un taux d’ECA sérique plus importante, une 

fonction respiratoire plus altérée et un traitement était introduit plus fréquemment. Ces éléments 

confortent la classification par l’aCTAS. Un point fort également de notre étude a été d’obtenir 

des prélèvements de patients ne recevant aucun traitement pouvant modifier le profil 

inflammatoire des cellules.  

 

 Conditions de cultures 

Nous avons choisi d’utiliser du M-CSF à des doses (5ng/ml) équivalentes aux doses retrouvées 

dans le sérum de sujets sains (Morishita et al. 2008). Le M-CSF a été utilisé plutôt que le GM-

CSF. En effet le M-CSF est une cytokine homéostatique exerçant un rôle sur la prolifération, 

et la différenciation et est généralement utilisée in vitro pour différencier les monocytes 

sanguins humains en macrophages. Contrairement au M-CSF, qui est exprimé de manière 
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constitutive dans la circulation, le GM-CSF est exprimé à de faibles niveaux dans la circulation 

en condition homéostastique. Le GM-CSF est augmenté dans les tissus en condition 

inflammatoire (Ushach et Zlotnik 2016). De plus , ils ont des effets opposés ;  le GM-CSF 

exerce une stimulation pro-inflammatoire plus forte sur les macrophages que le M-CSF ; la 

polarisation induite est plutôt de type M1 par le GM-CSF et M2 pour le M-CSF (Trus, Basta, 

et Gee 2020). Les macrophages induits par le GM-CSF sont plus différenciés et ressemblent 

d’avantage à des macrophages résidents et ceux par le M-CSF plus représentatifs de 

l’hétérogénéité des macrophages (Akagawa et al. 2006). Par conséquent nous voulions 

travailler sur des macrophages dérivés de monocytes capables d’être des macrophages 

ubiquitaires dans des conditions plus homéostatiques et physiologiques (Mosser, Hamidzadeh, 

et Goncalves 2021). 

 

 Niveaux d’oxygénation 

Les niveaux d’oxygénation auxquels sont exposées les cellules immunitaires est difficile à 

déterminer puisqu’il existe de grandes variations du niveau d’O2 dans les vaisseaux, lors de leur 

migration à travers des tissus inflammatoires et au sein des granulomes (Keeley et Mann 2019). 

Néanmoins la captation du 18F-MISO dans les granulomes indiquerait que le centre des 

granulomes sarcoïdiens est fortement hypoxique (<10mmHg). Avec une FiO2 à 1,5% ce qui 

correspond dans le milieu de culture à une PO2 de 40mmHg (Gille 2011). Par contre la PO2 au 

niveau cellulaire est probablement plus basse, comme illustré par le marquage positif au 

pimonidazole en immunofluorescence (figure 1 de l’article ci-dessus). En revanche le niveau 

de 21% d’O2 correspond à des niveaux d’hyperoxie (PO2 dans le milieu de 150mmHg) (Gille 

2011) auxquels ne sont pas exposées les macrophages interstitiels.  Néanmoins les modèles de 

culture cellulaire classiquement étudiés dans la sarcoïdose sont réalisés en 21%, et la mesure 

péricellulaire des macrophages cultivés en 21% est plutôt de l’ordre de 40mmHg (Keeley et 

Mann 2019).  

 

 

Les modèles in vivo de granulomatoses induites permettent d’étudier de façon plus globale le 

granulome et son environnement, ainsi que les différentes phases constituant son évolution. Il 

n’existe par contre pas de modèle animal spontané de sarcoïdose utilisable et pas de modèle 

animal permettant de répliquer la diversité de cette maladie polygénique. De plus les modèles 

utilisés sont représentatifs d’une atteinte pulmonaire unique et pas d’une maladie systémique.  
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Dans notre travail tel qu’il est exposé ci-dessus, dans les conditions actuelles, la taille des 

effectifs pour chaque groupe expérimental présente une variabilité due à des problèmes de 

mortalité lors des instillations intra-trachéales et rendent encore incertains les résultats. Par 

ailleurs, la présence de granulomes n’a été définie que sur de simples critères histologiques, 

sans immunomarquage permettant de confirmer l’identité des populations cellulaires présentes.  

 

 Modèle lié au P.acnes, avantages et inconvénients 

Les modèles liés au PA, ont l’avantage d’utiliser un antigène suspecté comme facteur causal au 

cours de la sarcoïdose, certains modèles in vivo utilisent d’ailleurs des souches de PA issus de 

ganglions de patients (Minami et al. 2003; Werner et al. 2017; Yorozu et al. 2015). Nous avons 

utilisé la souche bactérienne la plus utilisée dans la littérature et plus facilement accessible 

(ATCC 6929) (Kishi et al. 2011; Jiang et al. 2016; McCaskill et al. 2006). Un désavantage de 

la sensibilisation effectuée dans ce modèle est que le mécanisme de formation des granulomes 

peut se rapporter à celui des pneumopathies d’hypersensibilité.  Le protocole pour le modèle 

induit par PA utilisé dans ce travail a suivi plusieurs optimisations, aboutissant au protocole 

utilisant : l’adjonction de CFA lors de la sensibilisation, des instillations répétées intra-

trachéales de PA et une dose plus élevée de PA à 800µg (vs 400 µg). Pour le modèle induit par 

PA, l’adjonction de CFA lors de la sensibilisation, a permis d’augmenter la fréquence des 

granulomes par rapport aux souris sensibilisées sans adjuvant, et une augmentation du nombre 

de granulomes par rapport à l’adjuvant incomplet. Cet adjuvant a été  utilisé dans les protocoles 

de Nishiwaki, Iio et Minami (Nishiwaki et al. 2004; Iio et al. 2010; Minami et al. 2003). Dans 

l’étude d’Iio, l’adjonction du CFA a permis d’obtenir des granulomes ayant une morphologie 

plus mature (Iio et al. 2010). Il est reconnu que le CFA par rapport à l’IFA, permettrait une 

activation des lymphocytes CD4+ vers un phénotype Th1, ce qui expliquerait sa plus grande 

efficacité pour induire des modèles inflammatoires basé sur ce phénotype (Billiau et Matthys 

2001). Par contre, sachant que les mycobactéries peuvent induire une granulomatose, 

l’utilisation du CFA rend ce modèle de granulomatose moins spécifique d’une réaction 

immunitaire spécifique aux antigènes de PA. Il faut noter pour ce modèle l’absence de survenue 

de granulome par l’adjonction seule de CFA.  

	Une autre modification a été l’ajout d’un challenge par PA 15 jours, après le premier. Le 

principe de favoriser la mémoire antigénique et donc la réponse inflammatoire par 

l’administration répétée du même antigène a été testée par Jiang (Jiang et al. 2016). Cette 
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répétition des challenges effectués à 15 jours d’intervalles a permis d’augmenter le nombre de 

granulomes et leur taille, leur persistance dans le temps et leur évolution vers la fibrose. Les 

différentes études ayant utilisé du PA pour induire une granulomatose pulmonaire présentent 

une grande variabilité dans les protocoles concernant le mode d’administration (SC, IV, IT), la 

présence ou non d’adjuvant et son type (IFA, CFA), la dose, la souche, le traitement du PA 

(inactivé, vivant), le nombre de challenges, la date du sacrifice… Ceci reflète sans doute les 

difficultés des équipes à « optimiser » leur protocole, et suggère le manque de reproductibilité 

du modèle d’un centre/animalerie à l’autre.  

 

 Modèle lié aux nanotubes avantages et inconvénients 

Le modèle induit par les nanotubes de carbone, a été reproduit avec le même protocole que 

l’équipe de Huizar (Huizar et al. 2011), avec une pénétrance de 50% en condition normoxique. 

Ce modèle a été utilisé dans plusieurs publications. Il partage des similarités transcriptionnelles 

avec les macrophages alvéolaires de patients atteints de sarcoïdose ou une déficience de PPARg 

(Barna et al. 2016; Mohan et al. 2018).  Le désavantage principal de ce modèle est qu’il peut 

être assimilé à une granulomatose à corps étranger (Locke, Schlesinger, et Crouser 2020). De 

plus, la mortalité liée à l’instillation de nanotubes de carbone, ayant tendance à s’agglomérer, 

rendent cette technique délicate. Enfin, en immunohistochimie, la coloration noire associée à 

la transformation du substrat DAB par la peroxydase est parfois difficile à distinguer des 

nanotubes de carbone. L’utilisation d’anticorps secondaires couplés à la phosphatase alcaline 

(marquage rouge) ou couplés à des molécules fluorescentes permettraient d’améliorer l’analyse 

des coupes histologiques. 

 

 Exposition à l’hypoxie des modèles murins 

Nous avons exposé à l’hypoxie les souris sous conditions hypobariques avec une pression de   

375 mmHg (correspondant à une altitude de 5570 mètres, ou équivalent d’une FiO2 à 10% en 

condition normobarique). En effet, la petite taille des granulomes selon les données de la 

littérature ne laissait pas présager un centre hypoxique du granulome hypoxique. 

L’immunomarquage HIF-1a est une méthode qualitative ne permettant pas d’évaluer avec 

précision le statut hypoxique des tissus, puisque HIF-1a peut être induit en normoxie. Une autre 

méthode serait nécessaire pour confirmer la présence d’une hypoxie tissulaire, notamment par 

l’injection de pimonidazole avant le sacrifice des souris. Le pimonidazole permettrait de 
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localiser les zones d’hypoxie sévère. D’autre part, il pourrait être intéressant d’étudier chez nos 

modèles l’impact de l’hypoxie sur le métabolisme grâce à des imagerie isotopique de type 

NanoPET au Fluor18, notamment en développant une collaboration avec la plateforme FRIM- 

(Férération de recherche en imagerie Multimodalité) UMS34 de l’Université Paris Diderot-

Paris 7. 

 

 
 
Notre étude in vitro a pu montrer que l’hypoxie induisait un profil à la fois proinflammatoire et 

profibrotique, une modulation de la phagocytose et de la présentation antigénique des 

macrophages dérivés des monocytes (hMDMs) et ce de façon plus marquée pour les cas de 

sarcoïdose classés comme de forte activité AS. Ceci était accompagné par une activation de 

HIF-1 plus importante. Ces différents points sont d’ailleurs résumés dans ce  

Tableau 9 (également présenté dans l’article 1). 

 
Tableau 9: Résumé de l’impact de l’hypoxie sur plusieurs fonctions du macrophage 

 Témoins IS AS 

HIF-1 HIF expression + + + 
HIF-1 activation ä ä ää 

Phagocytose et 
presentation 
antigénique 

Phagocytose/CD36 æ à à 
CD80 æ à æ 
CD86 æ à æ 
HLA-DR à æ æ 

Inflammation † 

CXCL8 à à ä 
TNF-a à à ää 
IL-1ß à à ää 
IL-18 à à ä 
IL-5 ä à ä 
IL-10 à à æ 
NF-kB activation à à æ 

Fibrose † 

TGF-ß1 à à æ (*) 
PDGF-BB ä à ä 
PAI-1 ä ä ää 
VEGF-A à à ä 

Mobilité des 
fibroblastes**  

Refermeture de 
“plaie” calibrée par 
NHLF 

æ æ ææ 

 (Les résultats en normoxie ne sont pas indiqués car les différences entre les témoins et les groupes de patients ont 
été jugées peu informatives). En blanc : aucune différence avec l'état normoxique apparié ; en bleu (foncé et clair) 
: diminution par rapport à l'état normoxique apparié ; en rouge (foncé et clair) : augmentation par rapport à l'état 
normoxique apparié. En rouge foncé ou bleu : l'état est significativement différent des autres groupes de patients ; 
† résultats pour les cytokines exprimés en concentrations dans les milieux conditionnés ; * Notez que dans l'état 
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hypoxique, les niveaux de TGF-ß1 ont eu tendance à être plus élevés dans la sarcoïdose active que chez les témoins 
(p=0,06).  **La réduction de la motilité des fibroblastes, telle qu'évaluée par le test de fermeture du NHFL, est un 
indicateur de l'immobilisation des fibroblastes. Sarcoïdose de forte activité pulmonaire (AS) et sarcoïdose 
pulmonaire de faible activité ou inactive (IS) 
 

 

De façon inattendue, nous avons observé en immunofluorescence une forte expression de HIF-

1a à la fois nucléaire et cytoplasmique dans les hMDMs de patients et témoins en normoxie et 

sans différence avec les conditions hypoxiques alors que HIF-1a est habituellement dégradé 

dans le protéasome en condition normoxique.  

Talreja et al. ont également retrouvé HIF-1a en normoxie dans les monocytes et les 

macrophages alvéolaires (Talreja et al. 2019) mais ont observé un niveau d’expression plus 

élevé de HIF-1a par western Blot et cytométrie de flux au cours de la sarcoïdose par rapport 

aux témoins (Talreja et al. 2019). Dans notre étude, aucune différence n’était détectable entre 

les patients atteints de sarcoïdose et les témoins en immunofluorescence qui est une technique 

plus qualitative que quantitative. En évaluant l'activation de HIF-1 plutôt que l'expression, nous 

n'avons également pas retrouvé de différence entre les témoins et sarcoïdose AS et IS. Divers 

facteurs pourraient expliquer la présence de HIF-1α en normoxie dans les monocytes-

macrophages, par augmentation de leur transcription ou traduction ou via des mécanismes post 

traductionnels (cf chapitre 3.2.1.1).  Les cytokines pro-inflammatoires TNF-α et IL-1β, la voie 

NF-κB (Lin et Simon 2016; Palazon et al. 2014), la voie mTOR (Weichhart, Hengstschläger, 

et Linke 2015), les espèces réactives à l'oxygène et MAPK (Lin et Simon 2016; Palazon et al. 

2014), ou STAT3 peuvent contribuer au maintien de l’expression de HIF-1a. 

Contrairement à Talreja et al. (Talreja et al. 2019) qui ont réalisé leur analyse sur des cellules 

fraichement prélevées et influencées par l'environnement cytokinique pro-inflammatoire des 

patients, nous avons utilisé des hMDMs après 10 jours de culture. Il est possible également que 

le M-CSF connu pour induire une translocation nucléaire de l'HIF-1a en hypoxie (Fangradt et 

al. 2012) ou que l’activation par le plastique de la boite de culture aient pu modifier l’expression 

de HIF.  

Par contre, nous avons observé une augmentation de l’activation de HIF-1 en hypoxie plus 

importante pour les cas de sarcoïdose AS et ce malgré 10 jours de culture. Une hypothèse serait 

que des mécanismes épigénétiques ou des ARN non codants aient pu moduler l'expression, la 

stabilisation de HIF et son activation (Watson et al. 2010, 201; Choudhry et Harris 2018)  dans 

les formes de sarcoïdose AS.  Inversement, l'hypoxie influence les facteurs épigénétiques, 

notamment la méthylation de l'ADN et l'acétylation des histones, et affecte profondément 
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l'expression de nombreuses classes d'ARN non codants (Watson et al. 2010, 201; Choudhry et 

Harris 2018). Des études récentes suggèrent une association avec le pronostic de facteurs 

épigénétiques et de la signature des micro-ARN avec le pronostic dans la sarcoïdose (Yang et 

al. 2019; Ascoli et al. 2017). On pourrait faire l’hypothèse que chez les patients présentant une 

sarcoïdose AS, avec une fonction respiratoire plus altérée et des granulomes plus florides, les 

cellules de l’immunité soient plus confrontées à un environnement hypoxique et inflammatoire 

pouvant induire également des modifications épigénétiques (Brigati et al. 2010).  

Une limite de notre étude est l’absence d’étude de l’activation de HIF-2a alors que son 

expression semble différente entre les deux groupes (cf Figure 28). Talreja et al. ont montré que 

HIF-2a était principalement exprimé dans les macrophages alvéolaires mais peu dans les 

monocytes sanguins.  D’autre part, l’inhibition de HIF-2a n’avait pas d’effet sur l’expression 

de l’IL-1ß ou l’IL-17 contrairement à HIF-1a (Talreja et al. 2019). 

 

 

Une limite de l’étude est l’absence de l’étude de l’imputabilité de HIF-1a sur la modification 

du phénotype du macrophage en hypoxie. Est-ce que HIF-1a est responsable du profil pro-

inflammatoire et profibrotique du macrophage en hypoxie. Cependant, plusieurs cibles de HIF 

porteuses d’un domaine HRE comme le VEGF, TGFß1 ou la protéine PAI-1 avaient un niveau 

d’expression significativement plus augmenté en hypoxie dans les cas de sarcoïdose AS. Les 

cytokines pro-inflammatoires TNFa, ou IL1ß connues pour être impliquées dans la pathogénie 

de la sarcoïdose (Grunewald et al. 2019; Huppertz et al. 2020) ou CXCL8 (médiateur de 

l’immunité innée, favorisant l’attraction de neutrophiles et de macrophages et leur pouvoir de 

phagocytose) étaient augmentées par l'hypoxie, en particulier dans la sarcoïdose AS ; ces 

cytokines induites par l'hypoxie dans les macrophages pouvaient donc l’être directement par 

l’intermédiaire de HIF (Lewis et Elks 2019; Fang et al. 2009).  

NF-kB, une autre voie intervenant dans l’inflammation et régulée par l’hypoxie ne semble pas, 

dans nos travaux, être impliquée dans la modification inflammatoire ni dans l'activation de l'HIF 

dans l'hypoxie. Au contraire, l'activation du NF-kB (sous-unités p65 et p50) était diminuée dans 

les formes de sarcoïdose AS, et il a été démontré que HIF-1 pourrait avoir un rétrocontrôle 

négatif sur NF-kB (D’Ignazio, Bandarra, et Rocha 2016; Bandarra et al. 2015).  
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Nous avons cherché à savoir si l'hypoxie pouvait moduler la phagocytose et la 

transformation/présentation des antigènes, qui sont des étapes initiales clé dans l’initiation des 

mécanismes pro-inflammatoires. Dans notre étude, la phagocytose était maintenue ainsi que 

l’expression du récepteur impliqué dans la phagocytose CD36 en hypoxie en cas de sarcoïdose 

AS ou IS, mais diminuée chez les témoins.  

Dans d’autres travaux portant sur la sarcoïdose,  il a été montré une augmentation de l’activité 

phagocytaire mais également une augmentation des voies de signalisation associées à la 

phagocytose et aux phagolysosomes  (Talreja et al. 2017; Pettersen, Johnson, et Osen 1990; 

Silva et al. 2013; Crouser, Locke, et al. 2020). Cependant, la conséquence exacte d’une 

augmentation de la phagocytose au cours de la sarcoïdose n’est pas élucidée.  Dans une étude 

portant sur l’analyse transcriptomique de monocytes de patients atteints de sarcoïdose, 

l’expression des gènes relatifs à la phagocytose et à l’activité lysosomale était augmentée, en 

revanche il existait une  régulation négative des gènes  impliqués dans la dégradation par le 

protéasome  (Talreja et al. 2017).  Il pourrait ainsi exister une accumulation de produits de 

dégradation phagocytaire intracellulaire pouvant causer une inflammation persistante et 

perturbant l’homéostasie cellulaire (Talreja et al. 2017). Ces résultats sont en lien direct avec 

les données d’analyse génétique familiale d’Alain Calender et coll. concernant des anomalies 

génétiques des gènes impliqués dans l’autophagie (Calender et al. 2019). 

L’effet de l’hypoxie sur la phagocytose dans la sarcoïdose pourrait passer par HIF-1. Anand et 

al. ont montré une augmentation de l'activité de la phagocytose sur des macrophages de souris 

en hypoxie de façon dépendante de HIF-1a (Anand et al. 2007). De même l’augmentation de 

CD36  sur une lignée humaine de macrophage était médiée par HIF-1a en hypoxie et associée 

à une augmentation de la phagocytose (Ortiz-Masià et al. 2012). CD36 pourrait être également 

impliqué dans la fusion des macrophages pour former des cellules géantes multinucléées 

(Helming, Winter, et Gordon 2009).  

Dans notre étude l’hypoxie diminuait considérablement les marqueurs de co-stimulation CD80 

et CD86 du lymphocyte T, et la molécule de présentation antigénique HLA-DR. La diminution 

de CD80 et CD86 en hypoxie était moins marquée pour les cas de sarcoïdose IS et ces derniers 

présentaient une augmentation en normoxie de l’HLA-DR. L’hypoxie agirait notamment dans 

les formes actives en diminuant la capacité du macrophage à activer le lymphocyte T ce qui 

laisserait entendre que les zones propices à l’activation initiale pourraient être normoxiques, à 

distance de la zone de constitution des granulomes. Nous avons rapporté dans le chapitre 2.3.3  
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que la pérennisation du granulome pourrait être paradoxalement liée à une réponse immunitaire 

inefficace avec un épuisement de la réponse T. Celle-ci pourrait être aggravée par un défaut 

d’activation des cellules présentatrices d’antigènes. De façon similaire, il a été démontré que 

l'hypoxie diminuait l'expression de CD80 sur les macrophages de souris ou de CD80, CD86 et 

le CMH de classe II sur les cellules dendritiques humaines, ce qui réduirait leur capacité à 

déclencher des réponses immunitaires adaptatives efficaces  (Lahat et al. 2003; Mancino et al. 

2008). 

 

 

Dans notre étude nous avons montré que l‘hypoxie augmentait la sécrétion par les hMDMs de 

cytokines pro-fibrosantes (VEGF, PDGF) et de manière plus marquée pour PAI-1 dans les 

formes de sarcoïdose AS.  

Comme rapporté dans le chapitre 2.3.4.1 le rôle du TGFß1 parait complexe au cours de la 

sarcoïdose. Certaines études montrent qu’il est associé à des formes résolutives car agissant 

comme une cytokine anti inflammatoire. Dans notre travail, nous avons montré que l’hypoxie 

diminuait la sécrétion par les hMDMs de TGFß1 uniquement pour les AS avec un profil 

similaire à celui d’IL-10. Un élément intéressant était la présence en normoxie d’une réserve 

de TGFß1 sous forme latente plus importante dans les formes de sarcoïdose AS. Une hypothèse 

pourrait être un défaut de clivage de la LAP (latency-associated peptide), ce qui freinerait la 

réponse anti inflammatoire. Par exemple PAI-1 est une cytokine qui inhibe l’activation du 

TGFß-1 par son activité anti plasminogène (Lyons et al. 1990; Otsuka et al. 2006).  

Nous avons étudié l’effet du milieu conditionné des hMDMs exposés à l’hypoxie ou à la 

normoxie sur des fibroblastes pulmonaires humains. Les différents milieux n’avaient pas d’effet 

sur la prolifération des NHLF ou leur différenciation en myofibroblastes. En revanche la 

mobilité des fibroblastes normaux humains d’origine pulmonaire (NHLFs) était 

significativement diminuée lorsque ces cellules étaient exposées à un milieu provenant de 

hMDMs en condition « hypoxique » et surtout en cas de sarcoïdose AS en raison de la présence 

de PAI-1.  

PAI-1, est le principal inhibiteur des activateurs du plasminogène et joue un rôle clé dans le 

développement de la fibrose pulmonaire. L'inhibition de l'activité du PAI-1 permet la 

dégradation du collagène par activation des MMP et la réduction du dépôt de la matrice 

fibrotique dans ces organes (Flevaris et Vaughan 2017). Dans la sarcoïdose, il a été mis en 

évidence dans le lavage bronchoalvéolaire une diminution de l'activité fibrinolytique et une 
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augmentation du niveau de PAI-1 (C Lardot Y Sibille B Wallaert C Hermans D Lison 1999; 

Hasday et al. 1988). D'autres études  ont montré que PAI-1 diminuait la mobilité cellulaire 

(Zhong et al. 2014; Lazar et al. 2004) par sa liaison à la vitronectine  connue pour entraver 

l'adhérence et la migration des cellules (Stefansson et Lawrence 1996). L'inhibition de la 

migration des cellules par PAI-1 peut être bénéfique dans les maladies cardiaques ou entraîner 

un défaut de réparation et une fibrose dans des modèles murins de fibrose pulmonaire (Zhong 

et al. 2014; Lazar et al. 2004). Le défaut de migration des fibroblastes pourrait expliquer 

l’organisation périphérique en couronne concentrique de fibrose autour des granulomes. PAI-1 

exprimé et secrété par les cellules épithélioïdes au centre du granulome pourrait immobiliser et 

séquestrer les fibroblastes, ici pulmonaires, autour du granulome.  

 

 

 
Dans le modèle à PA une tendance vers une diminution de la fréquence des granulomes était 

observée en hypoxie. Cette diminution pourrait éventuellement s’expliquer par la diminution 

de l’expression des cytokines Ccl4 et Cxcl9, en condition hypoxique, cytokines impliquées 

respectivement dans le recrutement monocytaire (Barczyk et al. 2014) et lymphocytaire 

(Nishioka et al. 2007).  

Dans le modèle à nanotubes de carbone NT, on notait une proportion de souris atteintes de 

granulomatose plus importante dans le groupe NT/Hx que dans le groupe NT/Nx (86% vs 50%). 

Cependant le nombre de granulomes par souris et leur taille n’étaient pas modifiés par 

l’exposition à l’hypoxie. L’étude transcriptionnelle a montré chez les souris NT/Hx une 

augmentation de l’expression du Tnfa, de l’Il12b et de l’Il18. Le TNFa est une cytokine 

majeure, impliquée dans la développement de la granulomatose induite par les  NT (Huizar et 

al. 2011) et également dans la sarcoïdose, via l’activation et le recrutement de macrophages, 

ainsi que leur différenciation en cellules épithélioïdes et géantes multinucléées. L’Il-12b et l’Il-

18 sont également impliquées dans l’activation du lymphocyte CD4+ vers un phénotype Th1 

et vers une sécrétion d’IFNg  (Shigehara et al. 2001). Ainsi l’augmentation de ces 3 cytokines, 

en situation hypoxique pourrait expliquer cette granulomatose plus importante.  

Bien que la réponse de ces deux modèles de granulomatose à l’hypoxie présente certains points 

communs (augmentation de Tnfa, Il12b, Il18 et diminution de Cxcl9 et Ccl4), ils se distinguent 

par le fait que l’hypoxie semble augmenter la proportion de souris avec granulomes dans le 
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modèle NT, mais le diminuer dans le modèle PA (sous réserve d’un nombre de souris testées 

encore trop faible dans certains groupes expérimentaux). Cette différence pourrait venir en 

partie de l’importance relative des cytokines CXCL9 et CCL4 dans ces modèles.  L’implication 

de CXCL9 dans la sarcoïdose a été montrée sur l’élévation de sa concentration dans les LBA 

dans les  formes précoces de sarcoïdose (Nishioka et al. 2007) (stade I), mais cette élévation 

disparait dans des formes plus chroniques (stade II et III) (Busuttil et al. 2009). De même, 

l’implication de CCL4 a été montrée sur des LBA de patients ne présentant pas d’atteinte 

fonctionnelle respiratoire. Or le modèle de granulomatose induite par PA est réversible et court 

(15 jours si un seul challenge, 70 jours si plusieurs challenges), comparé à celui utilisant des 

nanotubes de carbone (persistance des granulomes et des nanotubes après 90 jours). On peut 

supposer que les cytokines CXCL9 et CCL4 dont l’expression est réduite en hypoxie sont 

particulièrement importantes dans la phase initiale du développement d’une granulomatose 

secondaire à un antigène relativement fugace (comme PA), mais qu’elles seraient moins 

cruciales dans le cadre d’une granulomatose face à des antigènes persistants, tels que les 

nanotubes. Cette hypothèse pourrait par exemple être testée en traitant les souris PA en hypoxie 

par un agoniste des récepteurs de CXCL9 et CCL4 et vérifier l’augmentation des granulomes.  

 

 

L’hypoxie seule dans notre étude était associée dans nos modèles expérimentaux chez la souris 

à une fibrose sous pleurale et focale constituée d’infiltrat inflammatoires (macrophages), de 

dépôts de collagène en sous pleural. Des dépôts de collagène au niveau des infiltrats 

inflammatoires des espaces péribronchovasculaires et au sein des granulomes (indifféremment 

de la condition, en normoxie ou en hypoxie) étaient présents dans les groupes PA et NT. De 

façon intéressante la double exposition aux NT et à l’hypoxie semble augmenter la proportion 

de souris développant de la fibrose, et ceci est accompagné d’une augmentation en hypoxie des 

transcrits ARNm des gènes de la matrice extracellulaire (Fn1, Col3a1) et de facteurs pro-

fibrosants tel que le Pdgfb. Cette topographie de fibrose au sein du granulome et de localisation 

sous pleurale s’éloigne néanmoins de celle observée au cours de la sarcoïdose. 

La présence de fibrose a été décrite dans le modèle induit par 2 challenges de PA (Jiang et al. 

2016), ainsi que dans le modèle par instillation de NT (Mercer et al. 2011). Cependant, à notre 

connaissance, la description de zones de fibrose sous pleurale focale en rayon de miel n’a jamais 

été évoquée dans ces deux modèles.  
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De façon intéressante, et de façon similaire à l’étude in vitro la présence du facteur de 

transcription HIF-1a, détecté par immunomarquage, a été observée comme attendu chez les 

souris en hypoxie, mais également chez les souris en normoxie traitée par NT et PA.  

Au sein des granulomes des souris en normoxie, un immunomarquage d’HIF-1a a été détecté 

préférentiellement dans les macrophages comme lors de l’examen des biopsies pulmonaires. 

Les diamètres des granulomes chez la souris étant inférieurs à 150µm, une hypoxie tissulaire 

semble moins probable, contrairement à l’hypothèse que l’on peut envisager d’une stabilisation 

d’HIF-1α par d’autres mécanismes sus cités, comme le TNFa.   

Les lésions de fibrose sous pleurale que nous avons observées présentaient également un 

immunomarquage cellulaire d’HIF-1α a priori au niveau des macrophages. La présence de ces 

lésions histologiquement importantes pourrait être à l’origine d’une hypoxie tissulaire locale, 

responsable de l’expression d’HIF-1a. La stabilisation de l’HIF-1α pourrait être associée au 

phénomène de fibrogènese, notamment par le biais d’une activation du TGFb1, puissant 

inducteur de fibrose, qui peut réciproquement activer HIF-1α par l’inhibition de PHD (Roth et 

Copple 2015). Dans notre modèle, les macrophages HIF-1α pourraient participer au processus 

fibrosant du fait de leur capacité à sécréter des facteurs profibrosants (PDGF-BB) (Roth et 

Copple 2015).  

 

 
 

Les perspectives des modèles in vivo dont les données sont encore préliminaires sont pour le 

moment des perspectives à court terme. Nous allons possiblement concentrer la poursuite de 

nos travaux sur le modèle induit par les nanotubes de carbone NT dont la maîtrise et l’obtention 

de granulomes étaient plus aisées que pour le modèle PA. Les groupes témoins de souris en 

normoxie vont être complétés pour l’analyse complémentaire histologique, 

immunohistochimique et transcriptionnelle. Il sera également nécessaire d’étudier les 

populations cellulaires constituant les réactions inflammatoires et granulomateuses notamment 

par immunohistochimie ou cytométrie sur prélèvements de tissus entiers. L’étude des 

phénotypes des populations lymphocytaires et des marqueurs d’activation macrophagiques 

sous l’effet des nanotubes et de l’hypoxie est envisagée.  
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Nous confirmerons les résultats retrouvés en RTqPCR par des techniques de type ELISA pour 

les cytokines de type TNF α, IL-12ß et PDGF-BB sur tissus entier et/ou LBA. Nous 

confronterons également les résultats de l’étude in vitro avec l’étude de PAI-1 dans ce modèle 

par ELISA et immunohistochimie.  

Si dans le modèle NT nous confirmons que l’hypoxie aggrave l’inflammation granulomateuse 

et la fibrose, nous pourrons nous servir de ce modèle afin d’étudier d’autres voies de 

signalisation récemment identifiées comme impliquées dans la sarcoïdose (inflammasome, 

mTOR, JAK-STAT) et leur lien/interaction avec l’hypoxie et HIF. Nous pourrions utiliser des 

modèles de souris transgénique invalidées pour HIF-1a (hétérozygote) afin d’étudier l’impact 

de HIF-1a sur la formation du granulome, les marqueurs d’inflammation et du granulome. Le 

modèle nanotube pourrait permettre de tester l’efficacité de molécules inhibant HIF-1 ou PAI-

1. 

 

 

L’hypoxie est responsable de modifications du métabolisme cellulaire du macrophage. Nous 

pourrions étudier les conséquences de l’hypoxie sur le métabolisme du macrophage (glycolyse, 

phosphorylation oxydative, oxydation des acides gras) et l’intégration notamment des autres 

voies de signalisation de type mTOR, PPARg (Wilson, Mayr, et Weichhart 2019) à ces 

modifications métabolique. L’étude de l’inhibition de HIF (par si-RNA par exemple) en 

hypoxie pourrait nous permettre d’étudier son implication dans les différentes modulations des 

fonctions biologiques macrophagiques observés dans notre travail mais également les 

interactions existantes entre hypoxie/HIF et voies de l’inflammasome, JAK-STAT, mTOR 

notamment dans des formes sévères de sarcoïdose.  

Il est important d’étendre l’étude de l’effet de l’hypoxie aux autres populations que le 

macrophage. Nous n’avons pas étudié directement l’effet de l’hypoxie sur les lymphocytes en 

raison de résultats préliminaires nous montrant l’absence de modulation transcriptionnelle en 

hypoxie et du fait du marquage de HIF-1a dans les granulomes humains restreint aux cellules 

épithélioïdes (Talreja et al. 2019). Il serait par contre intéressant d’étudier l’effet de la 

modulation de l’environnement cytokinique du macrophage sur des lymphocytes et d’étudier 

d’éventuelles modifications de leur polarisation en particulier Th1 vers Th2, Th17.1. D’autre 

part dans le laboratoire nous mettons actuellement au point un modèle in vitro de granulome 

3D grâce au travail de thèse de Mme Thininane Iskounen adapté de Tezera et al. (Tezera et al. 

2017). Les PBMCs sont incorporés dans des billes d’alginate, une substance inerte, et peuvent 
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être cultivés dans un espace sphérique clos reproduisant une matrice pour la formation de 

granulome. Grâce à ce modèle nous pourrons étudier l’effet de l’hypoxie sur les différentes 

phases de formation du granulome.  

Concernant des perspectives cliniques, si l’hypoxie est impliquée dans la pathogénie de la 

sarcoïdose, une perspective réalisable à court terme, serait d’étudier dans des formes 

pulmonaires de sarcoïdose, l’intérêt du TEP au 18FMISO couplé d’ailleurs à celui au 118F-FDG. 

L’objectif de cette étude serait de rechercher une corrélation entre le niveau de rétention du F-

MISO, l’activité de la maladie, sa sévérité et son pronostic.  

HIF pourrait représenter une cible thérapeutique dans les formes sévères de sarcoïdose. En effet 

des inhibiteurs de HIF-1α  ou HIF-2α  sont utilisés dans des études précliniques en oncologie 

et y améliorent la survie en association avec d’autres traitements anticancéreux (Semenza 

2019). Néanmoins compte tenu de l’effet ubiquitaire et multiple de HIF (Semenza 2019), il est 

nécessaire d’identifier des cibles précises de HIF responsables de mécanismes pathogéniques 

dans la sarcoïdose comme par exemple des inhibiteurs de PAI-1 (Vousden et al. 2019) 

(NCT04634799).  
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Conclusion  
Les cellules principalement dérivées de macrophages, eux-mêmes dérivés de monocytes 

constituant le granulome sarcoïdien sont probablement exposées à l’hypoxie à différents 

moments d’évolution de la réaction inflammatoire-granulomateuse. Notre étude, a pu montrer 

que la réponse à l’hypoxie des macrophages dérivés de monocytes sanguins de patients 

atteints de sarcoïdose pulmonaire en particulier dans les formes actives est caractérisée par 

une réponse pro-inflammatoire, pro-fibrosante, et une phagocytose plus importante que les 

témoins ou les patients ayant une maladie peu active. Ces modifications sont accompagnées 

d’une augmentation de l’activité de HIF-1a en hypoxie.  HIF-1a ainsi qu’une de ses cibles 

PAI-1 ont pu être mis en évidence dans les cellules de granulomes épithélioïdes pulmonaire 

sarcoïdiens. De même l’hypoxie semble favoriser la survenue des granulomes et l’évolution 

vers la fibrose dans des modèles in vivo de granulomatose induite par l’instillation 

intratrachéale de nanotubes de carbone. L’hypoxie et HIF pourraient donc être des facteurs 

favorisant le maintien du granulome et son évolution vers la fibrose et représenter un nouvel 

axe de recherche dans cette pathologie dont les facteurs modulant l’évolution de la maladie 

sont mal connus. 
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Abstract: Sarcoidosis is a systemic, granulomatous, and noninfectious disease of unknown etiology.
The clinical heterogeneity of the disease (targeted tissue(s), course of the disease, and therapy
response) supports the idea that a multiplicity of trigger antigens may be involved. The pathogenesis
of sarcoidosis is not yet completely understood, although in recent years, considerable e↵orts were
put to develop novel experimental research models of sarcoidosis. In particular, sarcoidosis patient
cells were used within in vitro 3D models to study their characteristics compared to control patients.
Likewise, a series of transgenic mouse models were developed to highlight the role of particular
signaling pathways in granuloma formation and persistence. The purpose of this review is to put in
perspective the contributions of the most recent models in the understanding of sarcoidosis.

Keywords: sarcoidosis; models; macrophage; lung; granuloma

1. Introduction

Sarcoidosis is a systemic disease of unknown etiology that is characterized by the formation of
immune granulomas in di↵erent organs, mainly the lungs, the lymphatic system, the skin, the eye, and
the heart [1]. The diagnosis consists of the association of compatible clinical, biological, and radiological
signs, the histological demonstration of a granuloma characteristic of sarcoidosis, and the elimination
of other causes of granulomatosis [2]. Genetically predisposed individuals are exposed to unknown
trigger(s), possibly microorganisms, inorganic particles, or other environmental factors that initiate
and maintain inflammatory and immune responses. Genetic susceptibility plays an important role
in the pathogenesis of sarcoidosis [3]. Recently, nucleotide-binding oligomerization domain 2 NOD2
mutations were involved in the pathogenesis of sarcoidosis, as well as in Blau syndrome (BS) and
early onset sarcoidosis (EOS) [4–7]. NOD2 is a cytosolic protein that is involved in microbial cell wall
components sensing and inflammation regulation through NFB activation [8]. In a Swedish study,
Rossides et al. showed an increasing risk (3.7 fold) in first-degree relatives of patient with sarcoidosis [9].
Likewise, analysis of a twin cohort revealed an 80-fold increased risk of developing sarcoidosis compared
to the general population [10]. A gene–environment interaction study identified additional genes
(FCRL1, IL23R) that could distinguish patients with or without Löfgren’s syndrome [11].

The epidemiology and phenotype of sarcoidosis varies highly around the world across age,
sex, ethnicity groups, environmental exposure, and socioeconomic status [12–15]. In France, it is an
uncommon disease, with a prevalence of 30.2/100,000 people and an incidence of 4.9/100,000 [16].
African Americans and Northern Europeans seem to be the two most a↵ected groups [17,18]. Sarcoidosis
incidence and prevalence appear higher in women around the world with some exceptions [19–23].
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 CURRENTOPINION Experimental models of sarcoidosis

Florence Jenya,b, Yves Pachecoc, Valerie Besnardb, Dominique Valeyrea,b,
and Jean-François Bernaudina,b,d

Purpose of review
Sarcoidosis is a disease caused by a complex combination of genetic susceptibility, immune networks and
infectious and/or environmental agents. The onset and phenotypic variability of sarcoidosis remain poorly
elucidated, not only due to the lack of clearly identified causes, but also because it is widely considered
that no reliable model of this disease is available. In this review, we discuss the various models of
granulomatous diseases in order to challenge this assertion.

Recent findings
A large number of models of granulomatous diseases are available, both cellular models used to study the
natural history of granulomas and experimental animal models mostly developed in rodents.

Summary
Although none of the available models fully reproduces sarcoidosis, most of them generate various data
supporting key concepts. Selected models with a high level of confidence among those already published
may provide various pieces of the sarcoidosis jigsaw puzzle, whereas clinical data can provide other
elements. A ‘systems biology’ approach for modelling may be a way of piecing together the various
pieces of the puzzle. Finally, experimental models and a systemic approach should be considered to be
tools for preclinical evaluation of the efficacy of drugs prior to testing in clinical trials.

Keywords
experimental models, granuloma, sarcoidosis

INTRODUCTION
Sarcoidosis remains a challenging disease with highly
variable clinical presentations and a natural history
that remains enigmatic. It is characterized by an exag-
gerated granulomatous immunologic response
and the epithelioid cell granuloma is considered to
be a histologic hallmark of the disease [1,2]. Recent
progress in our understanding of sarcoidosis has
emphasized the complex interplay between a genetic
background/susceptibility, innate and adaptive
immune networks and infectious antigens and/or
environmental agents [1,2]. However, current knowl-
edge of the disease can be considered to be essentially
based on theoretical concepts rather than a compre-
hensive knowledge of the sequential mechanisms
involved in the pathogenesis of the various stages
of the disease. This lack of knowledge is generally
attributed to the absence of clearly identified causal
agentsanda reliablemodelof thedisease.Thepurpose
of this article is therefore to review this last assertion.

One of the approaches initially proposed to
address this issue was based on the analogy with
other granulomatous diseases, such as berylliosis
or diseases induced by Mycobacteria [3]. However,
while sustained by similar histopathologic lesions,

tuberculosis for example and sarcoidosis are really
different diseases. Another way would be to benefit
from spontaneous sarcoidosis in animals, but it is
very rarely reported in other species than humans.
The alternate way is to develop various experimental
in-vitro and/or in-vivo models allowing comprehen-
sive studies of the various mechanisms and their
inter-relationship.

In summary, a reliable model of sarcoidosis must
address the following objectives:

(1) Reproduce the characteristic granulomatous
immune reaction and its natural history, from
onset to resolution.
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Résumé 
La sarcoïdose, est une granulomatose systémique d’étiologie inconnue, touchant 
préférentiellement l’appareil respiratoire intrathoracique. La formation des granulomes serait 
due à une réaction immunitaire disproportionnée, face à un/des antigène(s) inconnu(s) chez 
un sujet génétiquement prédisposé. L’évolution du granulome est extrêmement variable allant 
de la résolution spontanée, à sa persistance et parfois son évolution vers la fibrose sans que 
les mécanismes ne soient compris. Du fait de l’absence de vascularisation au niveau du centre 
des granulomes pulmonaires, les macrophages constitutifs de ces structures se trouvent très 
probablement en hypoxie. Nous formulons l’hypothèse qu’un microenvironnement 
hypoxique pourrait favoriser le maintien du granulome et son évolution vers la fibrose au 
cours de la sarcoïdose. 
Dans un premier travail nous avons analysé l’effet de l’hypoxie (FiO2 : 1,5% pendant 24 
heures) in vitro sur macrophages dérivés de monocytes sanguins humains (hMDM) issus de 
patients atteints de sarcoïdose pulmonaire active ou inactive et de témoins sains. L’hypoxie 
augmentait de façon plus importante en cas de sarcoïdose active : l’activité transactivatrice de 
HIF-1α, la réponse pro-inflammatoire (TNFα, IL1ß, IL8), sans activation de NF-kB (p65, 
p50) et la réponse pro fibrosante des hMDM avec une sécrétion de PAI-1. PAI-1 était associé 
à une inhibition de la migration de fibroblastes pulmonaires humains. Ces résultats étaient 
associés à la présence de HIF-1a et PAI-1 en immunohistochimie dans les granulomes 
pulmonaires de biopsies de patients. L’hypoxie diminuait la phagocytose et l’expression du 
récepteur scavenger CD36 chez les témoins mais pas chez les patients atteints de sarcoïdose. 
L’hypoxie diminuait aussi l’expression des molécules de co-stimulation CD80/CD86 et de 
HLA-DR dans les formes actives de sarcoïdose.  
Dans un deuxième travail nous avons étudié l’effet de l’hypoxie (Hx) prolongée (15 jours) 
dans des modèles in vivo de granulomatose pulmonaire induite chez la souris (C57BL/6J) par 
les nanotubes de carbones (NT) et le Propionibacterium acnes (PA) 
Le groupe NT exposé à l’hypoxie présentait plus de souris avec granulomes que le groupe NT 
exposé à la normoxie. En revanche, le groupe PA exposé l’hypoxie présentait une tendance à 
la diminution des granulomes par rapport au groupe PA exposé à la normoxie. Les ARNm de 
l’Il18, Il12b et Tnfa du groupe NT/Hypoxie étaient augmentés par rapport aux autres groupes 
(p<0,05). L’hypoxie diminuait l’expression de Ccl4 et de Cxcl9 chez les souris PA (p<0,05). 
Dans les deux modèles, les souris sous hypoxie présentaient des lésions de fibrose.  La double 
exposition NT/Hx augmentait l’expression de Pdgfb, par rapport aux souris NT/Nx (p<0,05) 
et aux souris PBS/Nx (p<0,01). Enfin, une expression de HIF-1a a également été retrouvé au 
sein des granulomes dans les deux modèles.  
La réponse à l’hypoxie des macrophages de patients atteints de sarcoïdose pulmonaire en 
particulier ceux des formes actives est caractérisée par une réponse pro-inflammatoire, une 
réponse pro-fibrosante, pro-angiogénique et une phagocytose plus importante que les témoins 
ou les patients ayant une maladie peu active. En fonction de l’antigène utilisé pour induire une 
granulomatose pulmonaire dans des modèles murins, l’hypoxie semble moduler la formation 
des granulomes pulmonaires et la fibrose en induisant ou inhibant l’expression de cytokines 
impliquées dans le recrutement de cellules inflammatoires. L’hypoxie pourrait donc bien être 
un facteur favorisant le maintien du granulome et son évolution vers la fibrose.  
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Abstract 
Sarcoidosis is a systemic granulomatosis of unknown etiology, preferentially affecting the lung. 
Granuloma formation is thought to be due to a disproportionate immune response to unknown 
antigen(s) in a genetically predisposed individual. The evolution of the granuloma is variable, 
ranging from spontaneous resolution to evolution towards fibrosis with still quite unknown 
mechanisms. Due to the lack of vascularization in the center of granulomas observed in 
pulmonary biopsies, the macrophages constituting these structures are most likely hypoxic. We 
hypothesize that a hypoxic microenvironment could favor the maintenance of the granuloma 
and its evolution towards fibrosis during sarcoidosis. 
Firstly, we analyzed the effect of hypoxia (FiO2: 1.5% for 24 hours) in vitro on human blood 
monocyte-derived macrophages (hMDM) from patients with active or inactive pulmonary 
sarcoidosis and from healthy controls. Hypoxia increased more significantly in active 
sarcoidosis the activity of HIF-1α, the pro-inflammatory response (TNFα, IL1ß, IL8), without 
NF-kB activation (p65, p50) and the pro-fibrotic response with PAI-1 secretion associated with 
inhibition of human lung fibroblast migration. These findings were associated with the presence 
of HIF-1α and PAI-1 on immunohistochemistry analysis of lung granulomas biopsies. Hypoxia 
decreased phagocytosis and CD36 scavenger receptor expression in controls but not in 
sarcoidosis patients. Hypoxia also decreased the expression of CD80/CD86 co-stimulatory 
molecules and HLA-DR in active forms of sarcoidosis.  
Secondly, we studied the effect of prolonged hypoxia (Hx) (15 days) in two in vivo models of 
murine (C57BL/6J) pulmonary granulomatosis induced by carbon nanotubes (NT) and 
Propionibacterium acnes (PA). 
In the NT group exposed to hypoxia more granulomas were observed than in the NT group 
exposed to normoxia. In contrast, the PA group exposed to hypoxia showed a trend toward 
fewer granulomas compared with the PA group exposed to normoxia. Il18, Il12b and Tnfa 
mRNAs in the NT/Hypoxia group were increased compared to the other groups (p<0.05). 
Hypoxia decreased Ccl4 and Cxcl9 expression in PA mice (p<0.05). In both models, mice under 
hypoxia showed fibrosis lesions.  Double exposure NT/Hx increased Pdgfb expression, 
compared with NT/Nx mice (p<0.05) and PBS/Nx mice (p<0.01). Finally, HIF-1 α expression 
was also detected within the granulomas in both models exposed to hypoxia.  
The response to hypoxia of macrophages from patients with pulmonary sarcoidosis, in 
particular the active forms, is characterized by a pro-inflammatory response, a pro-fibrosis 
response, a pro-angiogenic response and a more important phagocytic activity than controls or 
patients with a less active disease. Depending on the antigen used to induce pulmonary 
granulomatosis in mouse models, hypoxia seems to modulate pulmonary granuloma formation 
and fibrosis by inducing or inhibiting the expression of cytokines involved in the recruitment 
of inflammatory cells. Hypoxia could be a factor favoring the maintenance of granuloma and 
its evolution towards fibrosis.  

 
 
 


