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Introduction

1 La sarcoidose

1.1 Définition de la sarcoidose

La sarcoidose est une maladie inflammatoire caractérisée par la formation de granulomes
dits « immuns » dans les organes atteints, préférentiellement le poumon et le systeme
lymphatique (Hunninghake et al., 1999). Malgré sa longue histoire, cette granulomatose reste
énigmatique. L'étiologie non identifiée et la nature multisystémique de la maladie I'ont rendue
plus complexe. Le premier cas de sarcoidose a été rapporté en 1878 par Jonathan Hutchinson
au King's College Hospital de Londres (Royaume-Uni). En 1889, Ernest Besnier a décrit les
caractéristiques cutanées de la sarcoidose chronique comme étant le lupus pernio. Plus tard,
Caesar Boeck a utilisé le terme sarkoide (sarcoide) pour la premiere fois lorsqu'il a supposé que
ces lésions étaient similaires au sarcome, mais bénignes. En 1923 le premier cas de sarcoidose

familiale a été enregistré chez deux sceurs atteintes (Young et al., 1984).

1.2 Epidémiologie

La sarcoidose est une affection ubiquitaire, dont I'épidémiologie est difficile a déterminer
précisément en raison du caractére latent de nombreuses atteintes, et d’une grande variabilité
de présentation clinique. De nombreux facteurs épidémiologiques influencent la survenue et le
phénotype de la sarcoidose a savoir le sexe, 1’age, 1’ethnie, ’origine géographique, les
expositions environnementales, et certains facteurs de prédisposition génétique (Brito-Zeron et
al., 2019)

La prévalence de la sarcoidose varie considérablement selon 1’origine géographique, de
1 a5 pour 100 000 habitants en Asie (Corée du Sud, a Taiwan et au Japon) (Pietinalho et al.,
1995; Wu et al., 2017; Yoon et al., 2018) a 140 a 160 pour 100 000 habitants en Suéde et au
Canada (Arkema et al., 2016; Fidler et al., 2019) (Figure 1). Il est fréeqguemment mentionné que
I'incidence est plus élevée dans les pays scandinaves, mais il convient de souligner qu'il n'y a

eu aucune estimation de pays scandinaves autre que la Suéde au cours des 20 derniéres années
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(Arkema et al., 2016). Selon les données du registre national de la Suéde, I’incidence de la
sarcordose était de 11,5 pour 100 000 habitants/an (Arkema et al., 2016), ce qui est Iégérement
supérieur aux estimations des Etats-Unis (environ 8 a 11 pour 100 000 habitants/an (Baughman
etal., 2016)). L’incidence et la prévalence de la sarcoidose les plus élevées aux Etats-Unis sont
systématiquement observées chez les Noirs non hispaniques (Wills et al., 2018). En France, la
sarcoidose est considérée comme une maladie rare, avec une prévalence estimée a pres de
30/100 000 habitants et une incidence de 4,9/100 000/an (Duchemann et al., 2017).

La survenue de la sarcoidose varie considérablement selon I'age et le sexe. La maladie
peut survenir aussi bien chez I'nomme que chez la femme, 70 % des patients étant &gés de 25 a
45 ans. Cependant, en Europe et au Japon, un deuxiéme pic d'incidence péri-ménopausique se
produit chez les femmes de plus de 50 ans (Costabel et al., 1999). Dans certaines populations,
il existe une différence d'age de 10 ans au moment du diagnostic entre les hommes et les femmes
(Arkema and Cozier, 2018).

La sarcoidose est habituellement sporadique, mais elle peut également étre associée a des
antécédents familiaux dans 3,6 a 9,6 % des cas. Les fréres et sceurs d'un patient ont un risque
plus élevé de sarcoidose que les parents, ce qui suggere un mode d'hérédité récessif
a pénétrance incompléte. Une augmentation de 80 fois du risque chezles jumeaux
monozygotes appuie l'idée que les facteurs génétiques pourraient expliquer les deux tiers de la
susceptibilité & la maladie. L’analyse des facteurs socio-économiques et des habitudes de vie
des patients a mis en évidence une corrélation entre 1’appartenance a un milieu défavorisé ou
I’obésité et une augmentation probable du risque de sarcoidose. Cette augmentation du risque
peut étre attribué a un contexte pro-inflammatoire associé a ces conditions (Dehara et al., 2023;
Harper et al., 2020).
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Figure 1 : Cartes représentants la prévalence et ['incidence de de la sarcoidose a travers
le monde pour 100 000 habitants. Données reportées depuis 1990. Adapté de (Arkema and
Cozier, 2020)

1.3 Aspects cliniques

Sarcoidose pulmonaire

Dans la sarcoidose, les organes les plus fréguemment affectés sont les poumons et les
ganglions lymphatiques intrathoraciques, touchant plus de 90 % de patients (Baughman et al.,
2001; Mafid et al., 2017). La sarcoidose pulmonaire peut étre classée en quatre stades (Scadding,
1961) (Tableau 1). Les symptdmes courants incluent la toux, la dyspnée et une oppression
thoracique. Cependant, prés de la moitié des patients atteints de sarcoidose pulmonaire sont
asymptomatique, en particulier ceux au stade I. Le pronostic global de la sarcoidose pulmonaire
est favorable, avec une régression spontanée des anomalies radiographiques observée jusqu’a
80 % des patients au stades I, et un faible taux de développement d’une insuffisance respiratoire
chronique chez moins de 5 % des patients sur une période de 10 ans. Cependant, le pronostic
est moins favorable chez les patients avec un stade plus avancé au moment du diagnostic. Par
exemple, une régression spontanée des anomalies radiographiques est observée chez seulement

un tiers des patients au stade Il et Il1, tandis que les patients au stade 111 et IV ont un risque 5
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fois plus élevé de développer une insuffisance respiratoire chronique par rapport a ceux au stade
I (Hillerdal et al., 1984; Nagai et al., 1999; Ungprasert et al., 2018).

Tableau 1. Stades radiologiques de la sarcoidose pulmonaire et pronostic

Stades Aspects radiographiques % Résolution spontanée
0 Radiographie normale
I Adénopathies hilaires bilatérales 60 290 %
1 Adénopathies et infiltration pulmonaire 40270 %
111 Infiltration pulmonaire sans fibrose 10220 %
v Fibrose pulmonaire 0%

Sarcoidose extrathoracique

La sarcoidose est une maladie multiviscérale, avec des fréquences qui varient selon
I’origine ethnique et géographique. Une atteinte extrathoracique est présente dans 30 a 50 %
des cas. Le plus fréquemment, il s’agit d’adénopathies périphériques, d’atteintes cutanées
(plaques, nodules, lupus pernio), d’atteintes ophtalmiques. D’autres atteintes peuvent se
manifester a savoir : les atteintes cardiaques, celles du systéme nerveux central et périphérique,

hépatiques, rénales, ORL, osseuses, articulaires, spléniques ou musculaires.
Syndrome parasarcoidien

Le terme « syndrome para-sarcoidien » fait référence aux manifestations accompagnant
la maladie mais non provoquées directement par les granulomes (Judson, 2015). Ces
manifestations sont parfois extrémement invalidantes et comprennent : une neuropathie des
petites fibres caractérisée par ’association de douleurs neuropathiques et une atteinte du
systéeme 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 érythéme noueux dont les biopsies montrent
une absence de granulome ; une fatigue touchant 50-70% des patients (Drent et al., 2012; Heij
et al.,, 2012; Tavee et al., 2017). Les mécanismes physiopathologiques du syndrome
parasarcoidien ne sont pas connus, mais il est possiblement lié a la libération de médiateurs de
I’inflammation comme la C-reactive protein, ou plus récemment associé a des anticorps anti-

onconeuronaux (auto-anticorps dirigés contre des protéines neuronales et associes a certains
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types de troubles neurologiques, y compris les syndromes paraneoplasiques) (Drent et al., 1999;
Lower et al., 2019).

Eyes = 50%

Lungs + LN =76%

Heart = 5% —f— “{— Skin=?

Liver = 1% ——f—}/

Extra thoracic lymph node Involvement = 11%

Figure 2 : Principales manifestations d'organe de la sarcoidose.

Fréquence des principales manifestations d’organes en a) Etats-Unis, b) Japon, ¢) Europe. CNS
: central nervous system : systéeme nerveux central ; LN : Lymph node : ganglions. Adapté de
(Thillai et al., 2021)

1.3.1 Diagnostic

Le diagnostic définitif de la sarcoidose ne peut reposer uniquement sur des résultats
cliniques et radiologiques. La présence d'un granulome non caséeux lors d'une biopsie n'est pas
spéecifique a la sarcoidose, car il peut également étre observé dans plusieurs autres maladies
telles que la bérylliose et la granulomatose de Wegener. Le diagnostic de la sarcoidose repose
sur les éléments suivants : (1) la présence d'un granulome non caséeux a l'examen
histopathologique, (2) une présentation clinique compatible, et (3) I'exclusion d'autres causes
d'inflammation granulomateuse (Hunninghake et al., 1999). Les seules exceptions a I'exigence
histopathologique sont la sarcoidose pulmonaire de stade I, pour laquelle la présence d'une
adénopathie hilaire bilatérale seule est généralement considérée comme suffisante pour le
diagnostic, aprés avoir écarté d'autres éventuelles causes. De méme pour le syndrome de
Lofgren caractérisé par une adénopathie hilaire bilatérale accompagnée d'un érythéme noueux,
fievre et arthrite (Govender and Berman, 2015; Judson, 2008).

La confirmation histopathologique est généralement nécessaire pour établir le diagnostic

de la sarcoidose chez la plupart des patients. Cependant, une biopsie tissulaire de chaque organe
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affecté n'est pas systématiquement requise. En effet, la présence d’un granulome non caseeux
dans au moins un organe, accompagneée de symptémes compatibles pour les autres organes, est
considérée comme une preuve suffisante pour confirmer les atteintes tissulaires (Judson, 2008).
Ainsi, les lésions facilement accessibles, telles que les éruptions cutanées, les nodules
conjonctivaux, I’hypertrophie des ganglions lymphatiques superficiels, de la glande lacrymale
et des glandes salivaires, sont généralement préférées pour la réalisation de la biopsie. Si ces
Iésions ne sont pas présentes ou si les résultats de la biopsie ne permettent pas de diagnostic,
les ganglions lymphatiques intrathoraciques et/ou le parenchyme pulmonaire constituent
souvent les sites de prélévements privilégiés en raison de leur implication chez plus de 95 %
des patients et de leur accessibilité avec moins de risques de complications par rapport a d’autres
organes internes tels que le foie et les reins (Baughman et al., 2001; Govender and Berman,
2015).

1.3.2 Activité de la maladie

Le terme « activité » de la sarcoidose est employé au cours de la pratique et des études
cliniques. Néanmoins, il n’y’a pas de définition précise ni consensuelle de P’activité¢ de la
maladie (“Consensus conference,” 1994). Une définition a été proposée en 1994 par la world
association of sarcoidosis and other granulomatous disorders (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
». Autrement dit, la forme active implique une inflammation en cours, une évolution du/des
granulomes et une progression possible vers la fibrose. 1l est important de souligner le fait que

cette définition ne prend pas en compte toutes les formes de la maladie et leurs devenirs.

Il existe deux types d’apparition chez les patients atteints de sarcoidose. La sarcoidose
aigué apparait brusquement, est plus fréquente chez les Caucasiens que chez les Afro-
Ameéricains et peut se présenter sous la forme du syndrome de Lofgren, caractérisé par une
adénopathie hilaire bilatérale, une arthrite de la cheville, un érythéme noueux et fréquemment
des symptdmes constitutionnels comprenant de la fievre, des myalgies et des malaises, et perte
de poids (LOFGREN and Lundbéck, 1952). Le pronostic est bon et une rémission spontanée
survient généralement dans les 2 ans. Dans de rares cas, I'érytheme noueux peut réecidiver,

méme aprés de nombreuses années. Au contraire, la sarcoidose chronique a un début
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insidieux. Les symptémes sont souvent liés a une infiltration pulmonaire, comme la toux et la
dyspnée, tandis que les symptémes constitutionnels sont beaucoup plus rares que dans la forme
aigué. L'évolution est souvent récurrente, la résolution étant moins probable et prenant plus de

temps que dans la forme aigué.

1.3.3 Marqueurs cliniques

Dans diverses cohortes, 30 a 50 % des patients sont asymptomatiques au moment du
diagnostic. Le nombre réel de patients asymptomatiques ne peut étre déterminé de maniere
fiable, car beaucoup d’entre eux échappent au diagnostic. Ces patients sont généralement
détectés par une radiographie thoracique de routine anormale. Les symptomes non spécifiques
sont présents chez un tiers des patients, et comprennent la fiévre, la perte de poids, la fatigue,
la dyspnée et la toux. L’aggravation de la dyspnée et de la toux sont plus évocateurs d’une
atteinte respiratoire active. D’autres signes sont évocateurs d’une atteinte active de la
sarcoidose : uvéite, érytheme noueux, lupus pernio, fievre, polyarthralgie, splénomégalie,
adénopathie périphérique, atteinte des glandes salivaire ou lacrymale, signes cliniques en

rapport avec une hypercalcémie (Hunninghake et al., 1999).

1.3.4 Marqueurs biologiques

Il est important de souligner qu’aucun biomarqueur spécifique de la sarcoidose n'a jusqu'a
présent été identifié. Dans la sarcoidose les biomarqueurs sont plutét utilisés pour évaluer
I’activité de la maladie. Néanmoins, lorsqu'ils sont combinés a d'autres biomarqueurs
(d'imagerie) et a des caractéristiques cliniques, ils peuvent étre utiles au diagnostic. La plupart
des biomarqueurs sériques trouvés dans la sarcoidose sont produits par des cellules
inflammatoires impliquées dans la formation des granulomes. Le biomarqueur sérique le plus
connu de la sarcoidose est I’enzyme de conversion sérique de I’angiotensine (ECA). L’ECA est
une glycoprotéine qui convertit I'angiotensine | en angiotensine 1l. Il est principalement produit
par les macrophages et a été identifié en immunohistochimie dans les cellules épithélioides des
granulomes sarcoidiens (Silverstein et al., 1979). Le taux d’ECA est en corrélation avec la
charge de granulomes et les stades radiologiques I1 et I11. Environ 30 a 80 % des patients atteints
de sarcoidose présentent une augmentation des taux d’ECA. La chitotriosidase (CTO) est une
enzyme qui dégrade la chitine, un polymeére présent dans les parois cellulaires des champignons
et les exosquelettes des insectes et des crustacés. Cette enzyme est sécrétée par les neutrophiles

pulmonaires et les macrophages stimulés. Les niveaux sériques du CTO sont corrélés aux
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niveaux d’ECA (Popevi¢ et al., 2016). Les taux sériques les plus élevés sont observes chez les

patients présentant une maladie évolutive.

Le récepteur de l'interleukine 2 soluble dans le sérum (sIL-2R) est la forme circulante de
I'IlL-2R membranaire. Lors de leur activation, les cellules « Type 1 T helper » (Th1) régulent
positivement I'expression de I'lL-2R a la surface des cellules et sont capables de libérer la sIL-
2R dans la circulation (Rubin and Nelson, 1990). L'augmentation des niveaux de sIL-2R est
donc considérée comme un marqueur de I'activation des cellules Thl dans la formation et la
perpétuation du granulome (Sakthivel and Bruder, 2017). La sIL-2R semble étre en corrélation
avec une maladie active et une atteinte de plusieurs organes, et peut éventuellement prédire la

progression et la rechute apres I'arrét du traitement (Vorselaars et al., 2014).

D’autres perturbations biologiques sont observées au cours de la sarcoidose comme la
lymphopénie qui pourrait étre corrélée a la sévérité de la maladie ; I’hypergammaglobulinémie
suggérant une participation des lymphocytes B ; ou I’hypercalcémie liée a une augmentation de
I’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 1’absorption digestive du

calcium) (Kamphuis et al., 2013; Saidenberg-Kermanac’h et al., 2014; Sweiss et al., 2010).

1.3.5 Imagerie

La tomodenstométrie (TDM) est utilisée pour donner des arguments en faveur d’une
activité thoracique de la sarcoidose, afin de discriminer les Iésions granulomateuses des Iésions
de fibrose. Deux scores d’activité du scanner thoracique ont été mis au point dans la sarcoidose
(Benamore et al., 2016; Oberstein et al., 1997). 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 la présence ou I’étendue de 1ésions potentiellement réversibles comme les nodules, le verre
dépoli, les condensations et les épaississements péribronchovasculaires. Le CTAS permettrait
de prédire la réponse au traitement, évaluée par I’amélioration de la capacité vitale forcée
(CVF). Le CTAS preésente les avantages suivants : la concordance inter-observateur élevée ; sa
valeur prédictive a été confirmée par une autre équipe ; sa corrélation avec ’ECA sérique
(Benamore et al., 2016; Duan et al., 2018).

La tomographie par émission de positons (TEP scanner) est une technique d’imagerie
médicale qui permet de mesurer 1’activité métabolique d’un organe. Cette technique est basee

sur la détection de la radioactivité émise aprés l'injection d'une petite quantité d'un traceur
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radioactif dans une veine periphérique. Le 18-fluorodésoxyglucose (FDG) analogue du glucose
entre en compétition avec le 2-déoxyglucose vis-a-vis du transporteur trans-membranaire en
excés (GLUT), et pénétre dans la cellule. Métabolisé en 18F-FDG -6-Phosphate par
I’hexokinase, il ne peut alors étre transformé par les étapes suivantes de la glycolyse et
s’accumule dans la cellule (Love et al., 2005). Les cellules composant les granulomes
(macrophages, lymphocytes) présentent un hypermétabolisme de type glycolyse aérobie
(Piekarski et al., 2018). Dans la sarcoidose, le TEP scanner permet d’évaluer ’activité, le
staging, suivre 1’évolution sous traitement (Keijsers and Grutters, 2020). Néanmoins en raison
de son codt et du fait de I’irradiation, les indications du TEP scanner au 18F-FDG sont limitées
aux indications suivantes : besoin d’identification d’un site occulte, possiblement biopsiable en
I’absence de confirmation histologique aisée ; recherche d’une localisation cardiaque active ;

évaluation de I’activité associée a la présence d’une fibrose pulmonaire (Valeyre et al., 2014).

1.4 Evolution de la maladie

1.4.1 Histoire naturelle et pronostic

L’évolution naturelle de la maladie est également trés variable allant de la résolution
spontanée sans ou avec traitements a des atteintes d’organes récalcitrantes nécessitant une
greffe. Un trait caractéristique de la sarcoidose est le taux élevé de rémission spontanée, observé
globalement chez 60 a 70 % des patients 2 ans aprées le diagnostic, alors qu'une évolution
chronique n'est observée que chez 10 a 30 % au minimum 5 ans apres le diagnostic. Certains
paramétres sont prédictifs d’une résolution rapide : un syndrome de Lofgren, une uvéite aigué,
un stade I, et certains haplotypes (human leukocyte antigen (HLA)-DRB1*03). D’autres
prédisent une évolution chronique : un age 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), I’atteinte multiviscérale de plus de
3 organes (Mafia et al., 1994; Neville et al., 1983; Valeyre et al., 2014).

1.4.2 Morbi/mortalité

Le risque de manifestation de certaines maladies augmente dans la sarcoidose,
notamment, I’insuffisance cardiaque, le processus néoplasique, la lymphoprolifération, maladie

auto-immune (syndrome de Sjogren), le syndrome d’apnée obstructive du sommeil et les
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infections séveres (Hinz et al., 2018; Kim et al., 2021; Larsson et al., 2020; Rossides et al.,
2020; Valeyre et al., 2014).

La mortalité liée a la sarcoidose est faible : seuls 1 a 5 % des patients décédent de leur
maladie, le plus souvent d'une insuffisance respiratoire, d'une neurosarcoidose ou d'une atteinte
cardiaque. Des études ont révélé que les néoplasies étaient la principale cause de déces chez les
patients, avec une incidence plus élevée que dans la population générale. La sarcoidose entraine
une diminution de I’espérance de vie de prés de 6 ans et une augmentation de la mortalité par
rapport a la population genérale (Jamilloux et al., 2016; Larsson et al., 2020; Rossides et al.,
2018b). En particulier, la mortalité est plus élevée chez les afro-caribéens, les femmes et les
personnes de plus de 55 ans (Swigris et al., 2011). De plus, la nécessité de traitements, la
diminution de la fonction pulmonaire, I’extension de la fibrose > 20 % au scanner, et la présence
d’une hypertension pulmonaire sont considérés comme des facteurs de risques de surmortalité

(Yao et al., 2023).

1.5 Etiologie de la maladie

1.5.1 Facteurs génétiques

Une prédisposition génétique existe dans la sarcoidose. L’étude de formes familiales est
en faveur d’une transmission complexe, polygénique, récessive de pénétrance variable. Il existe
un risque majoré de développer une sarcoidose en cas d’antécédent familial. Les formes
familiales et les particularités ethniques observées ont conduit a rechercher les genes de
prédisposition impliqués dans la maladie. En effet, le fait d'avoir un jumeau monozygote atteint
multiplie par 80 le risque de développer une sarcoidose par rapport a la population générale
(Sverrild et al., 2008). Le risque de survenue d'une sarcoidose chez un parent du premier degré
d'un patient atteint est multiplié par un facteur de 3,7 (Rossides et al., 2018a). Les sujets
caucasiens sont plus susceptibles de développer une forme familiale (Rybicki et al., 2001).

La sarcoidose n'est pas due a des défauts dans un seul gene majeur, ce qui pourrait
expliquer la variabilité dans la présentation clinique. A cet égard, certains pensent que la
sarcoidose représente une famille de maladies (sarcoidoses), parmi lesquelles, entre autres : le
syndrome de Lofgren, qui est défini comme I'apparition brutale d'une fiévre, d'un érythéme
noueux, d'une lymphadénopathie hilaire bilatérale et d'une polyarthralgie ; maladie pulmonaire
non résolutive/évolutive ; et uvéite granulomateuse, chacune avec des associations génétiques

potentiellement distinctes (Spagnolo and du Bois, 2007).
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Les facteurs de risque génétique les plus importants ont été identifiés sur le chromosome
6p21, un locus contenant les principaux genes liés a la présentation de l'antigéne et a la
régulation des lymphocytes T, tels que I'HLA et la protéine Butyrophilin-like 2 (BTNL-2).
BTNL-2 est un cofacteur de CD80/CD86 agissant comme régulateur négatif de I'activation des
lymphocytes T pendant la présentation des antigénes par les cellules présentatrices d’antigeénes
(Suzuki et al., 2012). Le projet ACCESS (A Case Control Etiologic Study of Sarcoidosis) a été
le premier & montrer que les alleles HLA-DRB1 (*1101) et HLA-DPB1 (*0101) contribuent de
maniere significative au risque de sarcoidose (Rossman et al., 2003). Les alleles HLA-
DRB1*14, DRB1*15 et DQB1*0601 sont associés aux formes chroniques de la maladie (Sato
et al., 2010; Wennerstrom et al., 2013). Le syndrome de Lofgren est plus fréquent chez les
patients porteurs des alleles HLA-DRB1*03 et DQB1*0201 (Fischer and Rybicki, 2015;
Grunewald et al., 2010). L'implication de divers organes est associée a des alleles HLA
spécifiques, par exemple une réduction du risque de manifestation extra-pulmonaires chez les
porteurs de DRB1*0301, et un risque accru de lésions extra-thoraciques et cutanées chez les
porteurs de DRB1*04 et DRB1*0302, respectivement (Darlington et al., 2014; Levin et al.,
2015). De nombreux autres polymorphismes ont été mis en évidence notamment NOD2
(récepteur de reconnaissance de motif moléculaires (PRR)), TNFA , NFKB, ANXA1l ou
NOTCH4 (impliquée dans la division cellulaire et I’apoptose) (Adrianto et al., 2012; Besnard
et al., 2018; Karakaya et al., 2022; Song et al., 2014).

De plus en plus d’études s’intéressent au role de 1’épigénétique dans la sarcoidose : cela
est d0 aux différences démographiques dans la présentation de la sarcoidose, a I’implication de
Iépigénétique dans d’autres maladies caractérisées par un contexte inflammatoire proche de
celui de la sarcoidose, notamment la tuberculose, la fibrose pulmonaire idiopathique et la
polyarthrite rhumatoide (Khadela et al., 2022; Liu et al., 2013; Yang et al., 2014). Une étude a
suggéré I’implication de I’épigénique par méthylation de ’ADN au cours des formes
progressives de sarcoidose (Yang et al., 2019). De plus, les génes importants dans la régulation
épigénétique, y compris HDAC et d'autres génes modifiant I'histone et la chromatine ont été
associes a la sarcoidose (Jiang et al., 2022), ce qui suggererait 1’impact des facteurs
environnementaux a 1’origine de ces modifications sur 1’évolution de la sarcoidose. En effet,
une association a éte demontree entre certains variants génétiques prédisposant et le tabagisme

ou l'exposition aux insecticides. (Garman et al., 2020).
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1.5.2 Facteurs environnementaux

Plusieurs hypothéses sont proposées concernant [I’implication des expositions
environnementales dans la pathogénie de la sarcoidose. La premiére est celle d’une exposition
environnementale agissant comme une stimulation antigénique directe du systeme immunitaire.
Dans une deuxiéme hypothése, 1’antigéne présenterait des similitudes avec les auto-peptides,
ce qui dérégulerait le systéme immunitaire en favorisant 1’apparition d’une auto-immunité par
mimétisme moléculaire. La troisiéme hypothése est celle de 1’action de 1’antigéne comme
dérégulant du systeme immunitaire sans étre la principale cause de la maladie. La quatriéme
hypothése suggere que les facteurs environnementaux sont uniquement des facteurs associés ne

causant pas directement la maladie (Judson, 2020).

Plusieurs arguments sont en faveur d’une implication des facteurs environnementaux : les
atteintes des organes exposés au milieu extérieur, en particulier le poumon, la peau et I'eeil, sont
plus fréquentes ; les fluctuations épidémiologiques, avec des pics d'incidence saisonniers,
notamment au printemps, ou dans des zones geographiques trés restreintes ; la possibilité d'un
agent transmissible pouvant expliquer le développement de la sarcoidose chez le receveur apreés
une transplantation d'organes provenant de patients atteints de sarcoidose (Beghe et al., 2017;
Burke et al., 1990; Demirkok et al., 2007; Wilsher, 1998).

1.5.2.1 Facteurs infectieux potentiels

De nombreuses observations suggérent que les agents infectieux pourraient jouer un réle
dans le développement de la sarcoidose. Plusieurs agents infectieux ont été soupgonnés dans
I’immunopathogenése de la sarcoidose, seuls deux ont été significativement associés a la
pathologie : le Propionibacterium acnes (PA) (nouvellement nommé Cutibacterium acnes) et
les mycobactéries (Esteves et al., 2016). Des peptides de mycobactéries ont €té identifiés dans
les granulomes sarcoidiens comme la catalase G mycobactérienne (mKatG), la Superoxide
Dismutase A (mSODA) ou le 6 kDa early secretory antigenic target (ESAT-6). Ces peptides
entrainent une réponse immunitaire spécifique T et la production d’anticorps sériques chez les
patients atteints de sarcoidose (Chen and Moller, 2014). La mise en évidence d'antigenes
mycobactériens chez les patients atteints de sarcoidose n'implique pas que la sarcoidose soit
une forme d'infection mycobactérienne. Il se pourrait plutdt que certains antigenes
mycobactériens faiblement dégradés contribuent au processus immunitaire de la sarcoidose

sans la présence d'organismes mycobactériens invasifs viables.
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Le P. acnes, est une bactérie anaérobie, commensale de la peau. Cette bactérie est le seul
micro-organisme qui ait été cultive a partir de lésions de sarcoidose (Homma et al., 1978). De
nombreuses études ont identifié des réponses immunitaires spécifiques au P.acnes chez les
patients atteints de sarcoidose en comparaison a des sujets sains (Ebe et al., 2000; Furusawa et
al., 2012; Schupp et al., 2015).

En plus d’examiner les agents pathogénes infectieux individuels comme causes de la
sarcoidose, des changements spécifiques dans la composition du microbiote pulmonaire ou
intestinal pourraient jouer un réle important dans le développement de la maladie. Cependant,
quelques études examinant les modifications du microbiome pulmonaire n'ont pas réussi a
identifier les distributions spécifiques a la sarcoidose. Une étude a suggéré que les bactéries
anaérobies Atopobium et Fusobacterium détectées dans le lavage broncho-alvéolaire (LBA)
pourraient étre associées a la sarcoidose (Zimmermann et al., 2017). Une autre étude a révélé
que le microbiote présent dans le LBA des patients atteints de sarcoidose était moins diversifié
et moins abondant que celui des témoins sains (Scher et al., 2016). Cependant, on ne sait pas
clairement si ces changements dans le microbiote pulmonaire sont a I’origine de la sarcoidose

ou sont le résultat de la maladie.

1.5.2.2 Facteurs non infectieux potentiels

Des études épidémiologiques ont associé des facteurs organiques et inorganiques non
infectieux a la sarcoidose. Il a été démontré que la sarcoidose survient le plus souvent au
printemps (Fité et al., 1996; Henke et al., 1986), suggérant que certains cas de sarcoidose
pourraient résulter de [l'inhalation d'un bioaérosol organique plus abondant au
printemps. Plusieurs autres analyses épidémiologiques ont révélé que la prévalence de la
sarcoidose est associée a I'exposition a d'autres bioaérosols organiques tels que I'exposition aux
odeurs de moisi sur le lieu de travail et I'exposition aux poussieres organiques industrielles
(Barnard et al., 2005; Kucera et al., 2003; Newman et al., 2004).

Un pic d’incidence de cas de sarcoidose a été retrouvé chez les pompiers qui sont
intervenus au moment des attentats du World Trade Center (Izbicki et al., 2007). Ces attaques
ont entrainé la libération de nombreuses substances pouvant potentiellement declencher 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).
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Les particules de carbone ont aussi été incriminées dans les atteintes cutanées de
sarcoidose liées aux tatouages. Les tatouages noirs composes de carbone amorphe sont plus
souvent responsables de lésions cutanées que les tatouages rouges dénues de carbone. Ce type
de tatouage est accompagné du « rush phenomenon » particuliérement observe chez les patients
atteints de sarcoidose. 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 (Dréno, 2020; Sepehri et al., 2016).

La sarcoidose est également associée a I'exposition a des aérosols inorganiques, en
particulier & plusieurs poussiéres métalliques. En effet, une étude a révélé une association
significative entre I'exposition aux fibres minérales artificielles et le développement de la
sarcoidose. Les résultats de l'analyse quantitative par microscopie électronique sur des
échantillons de poumons atteints de sarcoidose ont révélé que la moitié d'entre eux contenaient
de la silice, de I'aluminium ou du titane (Drent et al., 2000). Des emplois avec une exposition &
la silice cristalline ont été identifiés comme associés a la sarcoidose (Graff et al., 2020). De
plus, I’étude PEDIASARC a montré I'existence d'un lien entre I'exposition aux particules
inorganiques due aux activités professionnelles des adultes (parents) et la sarcoidose

pédiatrique, soulignant ainsi le lien entre la génétique et I’environnement (Nathan et al., 2022).

Une réactivité lymphocytaire plus importante a différents métaux était observee chez des
patients atteints de sarcoidose en comparaison avec des patients atteints de syndrome d’apnée
obstructive du sommeil (SAOS) dont ’exposition professionnelle aux métaux n’était pas
différente entre les deux groupes. L’ immuno-réactivité a la silice et/ou aux métaux semble étre
corrélée a I’apparition d’une fibrose pulmonaire sarcoidienne (Beijer et al., 2020). Une étude a
identifié des particules de silice cristalline au centre de granulomes cutanés, tandis que des
dépots de calcite étaient présents en périphérie. Cela pourrait suggérer que la composition de
I’agent joue un réle différent dans la constitution du granulome (Colboc et al., 2019).

1.6 Traitements

La cause de la maladie étant inconnue, seuls les symptdémes sont traités. La base du
traitement de la sarcoidose est la régulation de la réponse immunitaire excessive et la
suppression de l'inflammation granulomateuse dont les macrophages et des lymphocytes T
hautement activés et de leurs cytokines telles que le TNF-a. (tumor necrosis factor alpha), I'IL-
1, I''FEN-y (interferon gamma) et I'IL-6, dans le but d'empécher une interférence dangereuse

avec la fonction des organes et pour prevenir l'installation de la fibrose.
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Tous les patients n'ont pas besoin d'étre traités. La décision de traiter un patient atteint de
sarcoidose est fondée sur le développement de symptémes spécifiques et la progression de la
maladie mise en évidence par une aggravation de [I'état fonctionnel et des anomalies
d'imagerie. Si un traitement doit étre instaureé, les corticoides oraux sont la premiére ligne de
traitement. Les glucocorticoides diffusent & travers 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 genes codant pour des
protéines anti-inflammatoires (annexine 1, IkB (Inhibitor of nuclear factor kappa B kinase
subunit beta) qui inhibe NF-kB (nuclear factor kappa B subunit), ou le récepteur de I’IL1) ou
inhiber la transcription de genes codant pour des protéines pro-inflammatoires (IL-18, TNFa,
molécules d’adhésions). Le mécanisme d’action des corticoides peut également étre direct en
inhibant la voie NF-kB. Les corticostéroides se sont réveélés utiles pour soulager les symptémes,
mais les risques liés a l'utilisation de corticostéroides sont toujours un sujet de préoccupation
(Grutters and van den Bosch, 2006).

Des agents de deuxieme et troisieme intention peuvent étre prescrits en cas d'absence de
réponse au traitement, d'effets secondaires toxiques ou d'incapacité a réduire progressivement

la dose de corticostéroides (James and Baughman, 2018).

Le méthotrexate, I'azathioprine, le 1éflunomide et le mycophénolate sont les alternatives
d'épargne stéroidienne les plus courantes dans le traitement de la sarcoidose. Le méthotrexate
est le traitement de deuxiéme intention le plus souvent recommandé, en raison de son profil
d'effets secondaires bien établi et de son efficacité dans les maladies auto-immunes telles que
la polyarthrite rhumatoide (PR) et le psoriasis (Rahaghi et al., 2020). 1l s'agit d'un antagoniste
de I'acide folique qui inhibe le métabolisme des purines et des pyrimidines, ainsi que la synthése
des acides aminés et des polyamines : il agit donc sur la synthése de I’ADN, la réparation et la
réplication cellulaire. Il a également des effets anti-inflammatoires sur les cellules T via une
augmentation de I’adénosine et par un mécanisme mal connu qui inhiberait le TNFa via la voie

NF-KB (lannuzzi and Fontana, 2011).

Les antipaludéens de synthese (la chloroquine et I'hydroxychloroquine) ont été
fréguemment utilisés dans le traitement de la sarcoidose, sur la base des premiers essais

randomisés qui ont montré un bénéfice a long terme avec la chloroquine (Morse et al., 1961).
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L’hydroxychloroquine interfére avec la présentation antigénique en inhibant 1’acidification du
lysosome nécessaire a la présentation antigénique et a I’activation des toll like receptor (TLR)
(Schrezenmeier and Dorner, 2020). L'hydroxychloroquine a été particuliérement utilisée dans
les maladies cutanées, I'nypercalcémie et dans certains cas de neurosarcoidose (Baughman and
Lower, 2007; Sharma, 1998).

Les anticorps monoclonaux anti-cytokines sont considérés comme des thérapies de
troisieme intention. Le TNF-a est connu pour jouer un réle important dans la formation des
granulomes associés a la sarcoidose. Les anti-TNF-a (infliximab et adalimumab) ont montré
leur efficacité pour les cas de sarcoidose chronique réfractaire (particuliérement lupus pernio,
neurosarcoidose, et atteinte oculaire). L’efficacité est prouvée pour les atteintes pulmonaires

mais avec un effet modeste (Baughman et al., 2006; Sweiss et al., 2014b).

La sarcoidose a été associee a une altération de I'homéostasie des lymphocytes B, a un
BAFF (B-cell activating factor) élevé, a une hypergammaglobulinémie, a la présence de
plasmocytes producteurs d'immunoglobuline A (IgA) a proximité du granulome et a des
anticorps auto-immuns (Ando et al., 2018; Kamphuis et al., 2013; Lee et al., 2011a). Par
conséquent, il a été suggéré que le ciblage des cellules B pourrait influencer le processus
pathologique (Ueda-Hayakawa et al., 2013). Le rituximab, un anticorps monoclonal chimérique
dirigé contre les lymphocytes B CD20+ qui réduisent la population mature en circulation, a fait
I'objet d’essais cliniques sur des petites cohortes (Belkhou et al., 2008; Sweiss et al., 2014a). A
I’heure actuelle, le role du rituximab en tant qu’agent de troisieéme ou quatrieme intention dans
la sarcoidose reste incertain, mais une meilleure compréhension des actions des lymphocytes B

dans la sarcoidose contribuera probablement a clarifier I'utilisation de ce médicament.

D’autres anticorps monoclonaux ciblant différentes molécules impliquées dans la
sarcoidose, ont fait I’objet d’essais cliniques, tels que l'ustékinumab, un inhibiteur de I'IL-12 et
de I'lL-23. De plus, des anti-fibrotiques ont été testés : 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)) (Flaherty et al. 2019). Ces
derniéres années, de nouveaux traitements ciblant les voies de signalisation cellulaires

impliquées dans la formation des granulomes sont apparus (voir ci-apres).
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1.7 Introduction sur les voies de signalisation dans la sarcoidose :
[MTOR et inflammasome]

D'apres des études récentes, trois voies de signalisations inflammatoires clés impliquées
dans la formation des granulomes présentent un intérét pour d'éventuelles nouvelles options
thérapeutiques. Ces voies clés sont la voie mTORCL1 (mechanistic target of rapamycin complex
1), la voie de l'inflammasome NLRP3 (nucleotide-binding domain, leucine-rich-containing
family, pyrin domaincontaining-3) et la voie JAK/STAT (spécifiquement décrite

ultérieurement).

Le réle de la voie mTORC1 dans la pathogenese de la sarcoidose a été décrit pour la
premiere fois par Linke et al, qui ont montré que l'activation de la voie de signalisation
mTORC1 dans les macrophages entrainait la formation de granulomes similaires a ceux de la
sarcoidose chez la souris. De plus, ils ont identifié I'activation de cette voie dans un tiers des
granulomes de 27 biopsies de patients atteints de sarcoidose. La voie mTORCL1 était
significativement enrichie en cas de formes progressives de sarcoidose pulmonaire (Linke et
al., 2017). Néanmoins d’autres études plus récentes ont montré que la voie mTORCL1 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). Il a été rapporté que ’inhibition de la voie
mTORCL1 implique la résorption des granulomes chez les souris. Ces résultats ont conduit a se
demander si un traitement par un inhibiteur de mTOR serait bénéfique pour les patients atteints
de sarcoidose. En effet, le sirolimus qui est un inhibiteur pharmacologique de mTOR a montré
déja son efficacité chez un patient atteint de sarcoidose pulmonaire ; et une étude clinique sur
le sirolimus dans la sarcoidose cutanée est en cours (ClinicalTrials.gov, Identifier :
NCT05458492).

Huppertz et al. ont suggéré un réle pour I'inflammasome NLRP3 dans la pathogenese de
la sarcoidose en identifiant I'activation de I'lL-1P et de la caspase-1 dans les granulomes des
biopsies de patients atteints de sarcoidose. En outre, ils ont montré qu'une expression de I'lL-
1B était corrélée avec I'évolution de la maladie. L'inflammasome NLRP3 pourrait également
étre une cible potentielle pour le traitement de la sarcoidose. Un essai clinique évaluant
I'efficacité du canakinumab, un inhibiteur pharmacologique de I'IL-1p a été realisé sur des

patients atteints de sarcoidose pulmonaire. Les résultats publiés sont peu encourageants,
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notamment parce que 1’essai a spécifiquement exclu les patients identifiés comme ayant une

maladie réfractaire (ClinicalTrials.gov, Identifier : NCT02888080).

2 Le granulome sarcoidien

2.1 Généralités sur les granulomes

Le granulome est généralement composé d'agrégat d'histiocytes épithéelioides, avec une
couronne périphérique de lymphocytes et de plasmocytes, et parfois un centre nécrotique. Le
terme « inflammation granulomateuse » englobe un éventail de formes histologiques, allant des
granulomes bien formés aux amas d'histiocytes mélangés a d'autres cellules inflammatoires
(Figure 3).

Il existe deux grandes formes de granulomes, définis par leur étiologie : les granulomes
a «corps étranger » et les granulomes «immuns ». Les granulomes a « corps étranger »
résultent d’un défaut de phagocytose de 1’antigéne combiné a I’absence de déclenchement d’une
réponse immunitaire adaptative. Les granulomes « immuns » sont le résultat de diverses
étiologies. Chaque étiologie a un aspect histologique identifiable permettant aux pathologistes
daffiner le diagnostic différentiel. Les granulomes «immuns» sont caractérisés
histologiquement comme étant lymphohistiocytaire et impliquent donc le déclenchement de
I’immunité innée et adaptative. Ces granulomes peuvent étre caséeux et présenter donc une

nécrose centrale.
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Figure 3 : Représentation schématique des types des exemples des types de granulomes
existants et de leurs constituants cellulaires.

Un granulome de silice (réaction a corps étranger) constitué de macrophages non épithélioides
et de cellules géantes multinucléées (CGM) (a). Granulome de Mycobacterium tuberculosis
avec nécrose centrale. Plusieurs populations de leucocytes sont présentes, notamment des
macrophages infectés et non infectés, des macrophages épithélioides, des CGM, des cellules
spumeuses, des macrophages apoptotiques et nécrotiques et des cellules T (b). Granulome de
Schistosoma mansoni avec fibrose. Des macrophages épithélioides entourent 1'ccuf. Des
éosinophiles et des lymphocytes sont également présents et la périphérie du granulome est
devenue fibreuse (c). Adapté de (Pagan and Ramakrishnan, 2018)

2.2 Le granulome sarcoidien, particularités histologiques

La lésion caractéristique de la sarcoidose est un granulome a cellules épithélioides,
compact et non caséeux. Les granulomes a cellules épithélioides sont composés d’un follicule
central constitue essentiellement de macrophages, de cellules épithélioides et de cellules
géantes, et entouré de lymphocytes T CD4+ (les LT régulateurs CD4+ Forkhead- Box-Protein
3 (FOXP3)+, les Th17, les Thl et les Th2) (Facco et al., 2011; Miyara et al., 2006; Nguyen et
al., 2018; Soler and Basset, 1976), et d’autres cellules comme les lymphocytes T CD8+, des
cellules dendritiques, des lymphocyte B ou des plasmocytes principalement a IgA (Broos et al.,
2013). En microscopie électronique, les cellules épithélioides bien développées presentent de

nombreuses projections cytoplasmiques avec de fréquentes interdigitations, leur morphologie
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suggere une fonction sécréetoire (“Statement on Sarcoidosis,” 1999). Les cellules géantes
peuvent contenir des inclusions cytoplasmiques telles que des corps d'astéroides (fragments de
collagéne ou de vimentine emprisonnés) et des corps de Schaumann (lysosomes dégénérés)
(Rossi et al., 2015). Les granulomes peuvent occasionnellement présenter une nécrose centrale
focale (“Statement on Sarcoidosis,” 1999). Il a été suggéré que la granulomatose sarcoidosique
nécrosante (GSN) pourrait étre une variante de la sarcoidose (Churg et al., 1979). Les
granulomes sarcoidiens peuvent développer des modifications fibreuses qui commencent
géneralement a la périphérie en organisation lamellaire concentrique, pouvant progresser
jusqu’a une hyalinisation compléte du granulome et vers une extension dans les tissus-hotes

(Figure 4). L’épaisseur de cette couronne parait étre en rapport avec 1’age du granulome.

Figure 4 : Histologie des granulomes de sarcoidose.

Les granulomes dans les biopsies pulmonaires se localisent dans l'interstitium comme dans la
couche sous-épithéliale d'une bronchiole (désigné par la lettre B), le tissu conjonctif
péribronchiolaire et I'interstitium alvéolaire. Les granulomes peuvent subir des modifications
fibreuses périgranulomateuses (fleche fine) et sont parfois remplacées par des modifications
hyalineuses (astérisque) au stade chronique. Les septums alvéolaires périgranulomateux
peuvent présenter une infiltration interstitielle principalement des lymphocytes (fleche épaisse)
x25 (A). Un petit nombre de granulomes peuvent présenter une nécrose dans le follicule central
(astérisque). Cellule géante (fleche) x50 (B). Adapté de (“Statement on Sarcoidosis,” 1999)

2.3 Dynamique de formation et physiopathologie du granulome
sarcoidien

2.3.1 Les acteurs cellulaires

Les acteurs cellulaires impliqués dans la sarcoidose jouent un réle crucial dans la
médiation de l'inflammation et la formation des granulomes. Ils contribuent a la réponse
inflammatoire en participant a la production et a la régulation des cytokines pro-inflammatoires,

a la présentation de l'antigéne et a la modulation de la réponse immunitaire adaptative.
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Comprendre le réle et l'interaction de ces acteurs cellulaires est essentiel pour élucider les
mécanismes sous-jacents de la maladie et développer de nouvelles stratégies thérapeutiques
ciblées.
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Figure 5 : Cellules immunitaires impliquées dans la sarcoidose.

En fonction de I’environnement immunitaire, les macrophages activés peuvent se différencier
en cellules épithélioides et cellules géantes et se polarisés en macrophages Mlou M2. En
parallele, les LT CD4+ activés peuvent se différencier en divers lymphocytes T effecteurs : les
cellules Thl expriment T-bet, sécrétent I'lFN-y et interagissent avec des ligands appariés via
I'L-2R, I'lL-12R, I'lL-18R et le CXCR3 (C-X-C chemokine receptor type 3) ; les cellules Th17
expriment RORyt (retinoic acid receptor-related orphan receptor gamma t), ainsi que I'lL-23R
et le CCR6 (C-C chemokine receptor type 6), et produisent I'lL-17 ; les cellules Tregs expriment
FoxP3 et jouent un role de régulation immunitaire en exprimant CTLA4 et en sécrétant de I'lL-
10. Les cellules Th17 peuvent co-exprimer RORyt et T-bet (T-box expressed in T cells), se
convertissant en cellules dites Th17.1, régulées par I’IL-1p. Les cellules Th17.1, capables de
produire simultanément de I'lL-17 et de I'IFN-y, peuvent perdre 1'expression de 'ARNm de
RORyt et finalement se différencier en cellules Thl exprimant T-bet par des mécanismes
incertains, secrétant I'lFN-y seul. Les cellules Treg peuvent perdre 1’expression de FoxP3 et
exprimer a la place RORyt, se transformant ainsi en cellules Th17 dans certaines circonstances.
Adapté de (Zhang et al., 2021)

2.3.1.1 Macrophages, cellules épithélioides, cellules géantes

Le macrophage et les cellules qui en dérivent sont des constituants majeurs du
granulome. Les macrophages sont une population de globules blancs dont la principale fonction
est la phagocytose. Les macrophages ont une grande taille (20 a 50um) et sont pourvus d’un
grand nombre d’organites cytoplasmiques, associés a leurs fonctions phagocytaires et
sécretoires. Les macrophages sont une population diversifiée, présentant une morphologie, une

fonction et un phénotype particuliers en fonction de leur localisation au niveau tissulaire
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(macrophages alvéolaires du poumon, cellules de Kiipffer du foie, ostéoclastes de 1’0s...), de
leur environnement cellulaire et cytokinique (polarisation M1 et M2) et de leur origine (cellules
auto répliquées d’origine embryonnaire versus cellules dérivées de monocytes) (Gordon and
Martinez-Pomares, 2017). Dans les granulomes « immuns », les macrophages présents en
périphérie hors du granulome proprement dit possédent de nombreux phagosomes et
phagolysosomes contenant des débris cellulaires, alors que les macrophages du follicule n’ont
pas ou tres peu de phagosomes mais présentent des organites développées (appareil de Golgi,
lysosomes, réticulum endoplasmique et mitochondries), suggerant des fonctions et un degré de

maturation différents (Soler and Basset, 1976).

Les cellules épithélioides sont le résultat de la transformation et de 1’activation des
macrophages (Adams, 1976). Leur appellation de « cellules épithélioides » provient de leur
ressemblance avec les cellules épithéliales. Les cellules épithélioides sont de grande taille, avec
des limites cytoplasmiques peu nettes, un noyau oval excentré et une chromatine peu dense
(Pagan and Ramakrishnan, 2018). Les cellules épithélioides ont une fonction sécrétoire
prédominante avec I'expression entre autres du TNFa, du TGFR1 (transforming growth factor
beta 1), de la cathepsine K, une protéase probablement impliquée dans la formation des
granulomes, de I’ECA ou I'ostéopontine qui pourrait jouer un réle dans la régulation de la
migration des macrophages tissulaires, I'adhérence cellulaire et la phagocytose (Bihling et al.,
2001; Carlson et al., 1997; Myatt et al., 1994; Shigehara et al., 1998; Stanton et al., 2003;
Yanagishita et al., 2007).

Theodor Langhans a décrit pour la premiére fois les cellules géantes multinucléées
(CGM) dans ses études sur la tuberculose il y a plus de 150 ans (Helming and Gordon,
2009). Comme leur nom l'indique, les CGM peuvent étre identifiées histologiquement par leur
morphologie particuliére : trois noyaux ou plus disposés de facon aléatoire (a corps étranger)
ou dispose en périphérie en forme de fer a cheval (cellule de Langhans). Depuis leur premiére
description dans la tuberculose, les CGM ont été retrouvés dans toutes sortes de granulomes,
infectieux et a corps étranger. Dans des modeéles in vivo et in vitro, ces cellules conservent leur
activité phagocytaire et microbicide, tout en sécrétant des cytokines (IL-1a, TNFa et TGF-B)
qui participent a la dynamique cellulaire des granulomes. Le mécanisme de formation des CGM
n’est pas bien connu. Jusqu'a trés récemment, le seul mécanisme de formation des CGM suggéré
était la fusion des membranes des macrophages ou des cellules épithélioides stimulés par des

cytokines, des facteurs de croissance myéloides et des lipides mycobactériens. Néanmoins, une
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¢tude a présenté une autre voie de formation des CGM, qui n’implique pas de fusion cellule-
cellule. Cette voie implique une activation persistante du TLR2 induisant un stress réplicatif en
activant la réponse aux dommages de I’ADN. Le gH2AX (gamma-histone 2AX), marqueur de
dommage a I’ADN est exprimé dans les cellules géantes multinucléées de granulomes

sarcoidiens (Herrtwich et al., 2016).

MONOBLAST PROMONOCYTE

MONOCYTE

STIMULATED MACROPHAGE
(I MMATURE EPITHELIOID CELL)

FOREIGN BODY GIANT CELL LANGHANS GIANT CELL

Figure 6 : Représentation schématique de la morphologie des différents éléments du systeme
phagocytaire mononucléé. Adapté de (Adams, 1976)

Stimulated macrophage : macrophage stimulé ; epithelioid : épithélioide, Foreign body giant
cell: cellule géante a corps étranger; Langhans giant cell: cellule de Langhans

2.3.1.2 Lymphocytes

Les lymphocytes T, en particulier les lymphocytes T CD4+, sont des composants clés du
granulome sarcoidien. Des études sur le LBA ont démontré une augmentation du nombre de
lymphocytes T CD4+ activés dans les poumons des patients atteints de sarcoidose. Ils peuvent
se différencier en divers lymphocytes T auxiliaires ou « helper » en fonction des stimulus. Ces

cellules sécrétent diverses cytokines ou chimiokines qui favorisent ou inhibent I'inflammation
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granulomateuse. Plusieurs sous-populations lymphocytaires sont impliquées dans la pathogénie
de la sarcoidose : les Thl, les Th2, les Th17, les Th17.1 et les Tregs.

Les Th1 sont identifiés notamment par I'expression du facteur de transcription T-bet. Ce
dernier controle la régulation positive des génes pour I'expression de I'lFN-y et du CXCR3,
deux molécules cruciales dans I'inflammation sarcoidienne et la formation de granulomes. Les
cellules du LBA de patients atteints de sarcoidose expriment des niveaux plus éleveés d'’ARNm
de T-bet que ceux de témoins sains, suggérant un rdle important de T-bet dans cette maladie.
Des études ont montré une réponse Thl exagérée impliqué dans le processus de formation de
granulome, et ceci par une production accrue de I’'TL2, de I’IFN-y et des récepteurs fonctionnels
de I'lL-2 (IL-2R) dans le sang périphérique et le LBA de patients atteints de sarcoidose. Il a été
démontré que l'expression de certaines chimiokines était préférentiellement associée a une
réponse immunitaire Th1 dans les Iésions de sarcoidose. La protéine inductible par I'lFN-y (IP)
-10 ou le ligand de la chimiokine (motif CXC) (CXCL)10, impliquée dans le recrutement des
neutrophiles et des lymphocytes, est particulierement augmentée chez les sujets atteints de
sarcoidose (Miotto et al., 2001).

Les Th2 jouent un r6le dans la présentation des allergénes, favorisent I'immunité contre
les parasites par la production d'IL-4, IL-5 et IL-13, et sont régulées par le facteur de
transcription GATA3 (GATA binding protein 3). lls interviennent également dans les
mécanismes fibrosants (Zhang and Zhang, 2020). Le r6le des Th2 dans la progression de la

sarcordose est activement étudié.

Les cellules Th17 sont caractérisées par leur capacité a produire de I'lL-17A. Elles sont
également identifiées par leur expression du facteur de transcription RORyt. Ces cellules sont
impliquées dans de nombreuses maladies inflammatoires et auto-immunes. L'accumulation des
Th17 dans le sang, le LBA et leur expression combiné a une sécrétion accrue de I'lL-17A dans
les granulomes de sarcoidose, indique I'implication des Th17 dans I'induction et/ou le maintien
du granulome. Il a été montré que la protéines mycobactériennes ESAT-6 et mKatG peuvent
induire la production d'IL-17 dans les cellules du LBA de patients atteints du syndrome de
Lofgren, la forme aigué de sarcoidose connue pour avoir un pronostic particulierement bon
(Ostadkarampour et al., 2014). Les Th17 produisent également de nombreuses autres cytokines
ou chimiokines telles que I'lL-17F, I'lL-22, I'IL-26, I'IFN-y et le CCL20 (Boniface et al.,

2008). Les Th17, stimulés par I'lL-1p sécrétée par les macrophages activés, les monocytes et
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les LT, produisent simultanément 1’IL-17 et I’IFN-y et co-expriment les facteurs de
transcription RORyt et T-bet. Cette double expression combine le potentiel pro-inflammatoire
des Thl et Th17, d’ou la nomenclature Th17.1. 1l est de plus en plus établi que les cellules
Th17.1 jouent un rdle central dans la sarcoidose. En effet, une augmentation du nombre de
cellules Th17.1 est observée dans le sang périphérique, le LBA et les ganglions lymphatiques
médiastinaux des patients atteints de sarcoidose (Broos et al., 2018; Richmond et al., 2013;
Tendell et al., 2014). Une étude a montré que les cellules Th17.1 (et non les cellules Thl) sont
les producteurs predominants d'IFN-y dans le LBA des patients atteints de sarcoidose, remettant
en question I'nypothese dominante du paradigme Thl dans la pathogenése de la sarcoidose
(Ramstein et al., 2016). De plus, il a été montré que la proportion des cellules Th17.1 est plus
élevée dans le sang des patients atteints de sarcoidose présentant une altération de la fonction
pulmonaire définie par la réduction de la CVF ou de la DLCO (diffusion pulmonaire au
monoxyde de carbone) absolue de 10 % ou 15 % (Arger et al., 2020). Cependant, une étude a
rapporté qu’un nombre plus élevé de cellules Th17.1 est corrélé avec un pronostic plus
favorable de la maladie (Kaiser et al., 2016). Des recherches plus approfondies sont nécessaires
pour déterminer si le réle des cellules Th17.1 dans le développement de la sarcoidose est plut6t

délétére ou protecteur.

Les lymphocytes T régulateurs (Tregs) sont identifiés par leur expression de 1I’'IL-2R
(CD25) et du facteur de transcription FOXP3. Ils ont un réle important dans la régulation
négative de la réponse immunitaire. Le role des cellules Tregs dans la pathogenése de la
sarcoidose reste controversé. Dans un modeéle in vitro de formation de granulomes, des cellules
mononucléées du sang peériphérique (PBMC) sont co-cultivées avec des billes recouvertes
d'extraits de Bacille Calmette Guerin (BCG). L'épuisement des cellules Treg dans ce modele
accélére la formation de granulomes chez les individus sains et chez les patients atteints de
sarcordose inactive, alors qu'il ne modifie pas la formation de granulomes chez les patients
atteints de sarcoidose active, indiquant une capacité suppressive altéree des cellules Treg dans
la sarcoidose active (Taflin et al., 2009). Le nombre de cellules Treg est diminué a la fois dans
le sang et dans le LBA des patients atteints de sarcoidose, avec une expression plus faible de
FoxP3 dans les cellules LBA (Idali et al., 2008). A I’inverse, certaines études révélent une
proportion plus élevée de cellules Treg dans le sang périphérique et le LBA des patients atteints
d’une sarcoidose chronique mais avec une capacité de suppression altérée. La restauration de
la fonction des cellules Treg semble étre associée a une résolution clinique spontanée de la

sarcoidose. Les cellules Treg du LBA provenant de patients atteints de sarcoidose subissent des
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amplifications importantes et expriment fortement I'lL-4, avec une activité répressive altéree
(Broos et al., 2015b; Oswald-Richter et al., 2013; Rappl et al., 2011). Jusqu'a présent, nous
ignorons quels mécanismes sont responsables du dysfonctionnement des cellules Treg dans la

sarcoidose.

D’autres cellules immunitaires pourraient étre impliquées dans le développement de la
sarcoidose comme une augmentation des lymphocytes T CD8+ exprimant la perforine et des
granzymes, associée a des formes non résolutives ; les cellules dendritiques, les neutrophiles,
les natural killer T cell (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 sarcoidose (Zhou
and Arce, 2020).

2.3.2 Formation du granulome

Le granulome sarcoidien est un processus dynamique issu d’une réaction immunitaire
cellulaire spécifique et exagérée dirigée contre un antigene encore inconnu, d’élimination lente
chez des sujets prédisposés. Cette reaction immunitaire met en jeu des cellules présentatrices
d’antigenes (principalement des monocytes et macrophages) et des lymphocytes recrutés grace
a de nombreuses chimiokines produites par les macrophages. Ces cellules immunitaires
interagissent directement par des contacts membranaires et par le biais de nombreux médiateurs
(Broos et al., 2013) (Figure 7). Il en résulte une amplification de la réponse immunitaire et un
recrutement continu de nouveaux monocytes aux sites des Iésions. Ces monocytes pénétrent en
périphérie des granulomes ou ils débutent leur maturation, puis migrent vers le follicule central
et se différencient en macrophages qui a leur tour forment des cellules épithélioides et des
cellules géantes multinucléées regroupées en sous unités centrées par des lymphocytes (Soler
and Basset, 1976). Il faut souligner que la localisation centrale des macrophages dans I'agrégat
épithélioide soutient un réle important dans la présentation de I'antigene au site de formation

du granulome.
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Figure 7 : Apercu des biomarqueurs sériques et liquides du LBA, produits par les cellules
immunitaires au cours du développement du granulome de sarcoidose.

En fonction du microenvironnement cytokinique, les LT CD4 * se différencient en Thl, Th2,
Tfh, Thl7, Th17.1 et Treg. Les Thl, Th17 et Th17.1 produisent des marqueurs inflammatoires
(PIFN-y, I'IL-17A et I'IFN-y/IL-17A, respectivement). Gréace a la production d'IL-2, le sous-
type Thl aide les LT CD8 * a se différencier en effecteurs cytotoxiques qui produisent des
biomarqueurs de I'inflammation (la perforine et le granzyme), tandis que le les Th17 attire les
neutrophiles via I'lL-17A et le CXCLS8, contribuant davantage a la production de marqueurs
inflammatoires. Les Th2 et Th17 peuvent sécréter respectivement I'lL-4/I1L-13 et le TGF-p1,
qui sont des biomarqueurs de la fibrose. Grace a I'expression de CD40L et d’ICOS (inducible
T cell costimulator), les Tth stimule les cellules B a se différencier en plasmocytes qui sécretent
des anticorps contre les antigénes. Les macrophages M1 libérent des biomarqueurs
inflammatoires (SAA (serum amyloid A), CTO, I'lL-12, CXCL9, CXCL10 et CXCL11), tandis
que les macrophages M2 produisent des biomarqueurs de fibrose (CCL18 et le TGF-
B1). Adapté de (Zhou and Arce, 2020)

2.3.2.1 Installation de l'inflammatoire granulomateuse

L’inflammation chronique contribue a la formation et a la persistance du granulome. Il a

été suggéré que les phases initiales de la formation du granulome sont soutenues par la
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polarisation immunitaire Thl / M1, qui est un état de TNF-o et INF-y exagérés (Zissel and
Miller-Quernheim, 2015). En effet, les cytokines inflammatoires TNF-a, IFN-y, Macrophage
Inflammatory Protein (MIP)-1a et IL-12 sont toutes élevées dans le liquide de LBA des patients
atteints de sarcoidose, indiquant un état pro-inflammatoire (Moller et al., 1996). De plus, des
niveaux élevés de cellules CD40", un marqueur des macrophages M1, ont été détectés dans le
LBA des patients atteints de sarcoidose (Wojtan et al., 2016). Les macrophages alvéolaires dans
la sarcoidose produisent abondamment plusieurs cytokines telles que I’IFN-y, MIP-1a,
granulocyte-macrophages colony-stimulating factor (GM-CSF), ainsi que des chemokines
CCL15, macrophage stimulating protein (MSP) (stimulant la phagocytose), monocyte
chemotactive protein-1 (MCP-1) ou regulated on activation normal T cell expressed and
secreted (RANTES) (Arakelyan et al., 2009; Oltmanns et al., 2003; Petrek et al., 2002). Les
monocytes et macrophages sécretent également des chimiokines de type CXCL9, CXCL10,
CXCL11 qui attirent les Thl. Les chimiokines CXCL9, CXCL10 et CXCL11 sont induites par
I'IFN-y qui se lient au récepteur de chimiokine CXCR3, une molécule exprimée
préférentiellement par les Thl. Les chimiokines CXCL9 et CXCL10 sont significativement
élevés dans le LBA des patients atteints de sarcoidose et les niveaux de ces deux chimiokines
sont fortement corrélés a l'augmentation du nombre des Th1l dans les poumons enflammés. Les
macrophages alvéolaires, les cellules géantes multinucléées et les histiocytes épithélioides dans
les poumons de sarcoidose sécrétent également les deux chimiokines indiquant un recrutement
actif des cellules immunitaires dans le tissu inflammé (Nishioka et al., 2007). En retour, les
lymphocytes, par la sécrétion d’IFN-y, diminuent 1’apoptose des macrophages en augmentant
I’expression de p21/Wafl (cyclin-dependent kinase inhibitor 1), qui bloque le cycle cellulaire
(Xaus et al., 2003). De plus, les macrophages participent a 1’activation des lymphocytes et a la
sécrétion des cytokines en modulant 1’expression de leurs molécules HLA et récepteurs TLR,
dont les polymorphismes peuvent étre liés a des formes chroniques de la maladie (Grunewald
and Eklund, 2009; Pabst et al., 2006; Sato et al., 2010). Des dérégulations des voies de
signalisation du macrophage, telles que la voie mTOR, les voies de I’inflammasome,
JAK /STAT, celle du peroxisome proliferator-activated receptor-y (PPARY) ou interleukin- 1
receptor-associated kinase 2 (IRAK2) et receptor-interacting serine/threonine-proteine kinase
2 (RIP2) pourraient contribuer a I’inflammation chronique et a la persistance des granulomes
(Culver et al., 2004; Huppertz et al., 2020; Linke et al., 2017; Talreja et al., 2016; Wang et al.,
2020). Les macrophages alvéolaires des patients atteints de sarcoidose montrent une déficience
dans la voie de PPARY, facteur de transcription régulant les génes de I’adipogénése et induisant

une réponse anti-inflammatoire (Culver et al., 2004). Une diminution de ABCG1 (transporteur
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ABC du cholestérol régulé par PPARy) a également été observée dans les macrophages
alvéolaires de patients, ce qui pourrait conduire a une accumulation de cholestérol

intracellulaire et a une inflammation (Barna et al., 2016).

2.3.2.2 Meécanismes de pérennisation

Plusieurs études ont montré 1’existence d’une importante relation entre les cellules Treg
et Th17 dans la sarcoidose. Le ratio Th17/Treg dans le sang et le LBA est élevé en cas de forme
active, mais diminue en cas de traitement (Huang et al., 2013). Une élévation du ratio Th17/Treg
dans le sang périphérigue est liée aux rechutes de sarcoidose apres I'arrét de la corticothérapie,
tandis qu'une diminution de ce ratio indique une rémission (Liu et al., 2016). Le désequilibre
Th17/Treg pourrait résulter d’une augmentation de 1’apoptose des Tregs dans les formes actives
ou a des altérations de récepteurs de surface qui régulent ’activation des lymphocytes T comme
CTLA4 ou ICOS. Le CTLA4 est exprimé par les lymphocytes T et transmet un signal
inhibiteur. Une diminution de son expression a été observée sur les Th17 et les Tregs dans les
ganglions de patients atteints de sarcoidose (Broos et al., 2015a). La diminution de CTLA4 sur
les Th1l7 pourrait augmenter leur prolifération et réduire 1’effet suppresseur des Tregs, car
CTLA4 est crucial pour leur fonction répressive (Walker and Sansom, 2011). D’autre part,
ICOS est une protéine de la membrane lymphocytaire qui favorise préférentiellement la
production d'lIL-10, augmentant ainsi I'efficacité des Tregs. Les patients atteints du syndrome
de Lofgren ont montré des niveaux plus élevés de ICOS sur leurs Tregs (Sakthivel et al., 2016).
Ces observations suggérent que 1’intégrité fonctionnelle des Tregs est indispensable pour

résoudre I’inflammation granulomateuse.

La persistance du granulome pourrait &tre associée & une réponse immunitaire inefficace,
caractérisée par un épuisement de la réponse T. Une présentation antigénique défectueuse, une
stimulation inadéquate des lymphocytes ou leur dysfonction, peuvent entraver la génération des
clones T efficaces. Cela entraine une absence de dégradation de I’antigene, favorisant ainsi la
poursuite de la croissance des granulomes. Dans les formes persistantes de la maladie,
contrairement aux formes résolutives, il a été observé un « épuisement » des lymphocytes
TCD4+ dans le LBA et le sang. Cet épuisement se caractérise par une diminution de la
prolifération des LT, une augmentation de leur apoptose et une augmentation de 1’expression
de PD-1 et de CTLAA4. La stimulation du TCR dans les formes persistantes entraine une
diminution de la production de cytokines pro-inflammatoires (IFN-y, ou IL2) par rapport aux
formes résolutives (Hawkins et al., 2017; Lee et al., 2011b; Oswald-Richter et al., 2013). Cette
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diminution de la réponse est associée a une diminution de la lymphocyte-specific protein
tyrosine kinase (Lck), de la protéine kinase C-8 et de NF-«kB, médiateurs clefs de la transcription
de cytokines pro-inflammatoires comme 1’IL-2 (Oswald-Richter et al., 2013). De méme, la
diminution de la sous unité p65 de NF-«B sur les lymphocytes T a été retrouvée dans des formes
fibrosantes pulmonaires et associée a des atteintes chroniques actives. L’interaction de CD40L,
exprimé sur les LTCD4+, et CD40, présent sur les macrophages, stimule I’activation du
LTCD4+, induit la production d'IL-12, ainsi que la différentiation Thl. Chez les patients
présentant une forme chronique, les LT présentent une faible expression de CDA40L,
possiblement en raison de faibles niveaux du Nuclear factor of activated T-cells (NFAT) (Lee
etal., 2011b).

Il a été suggéré qu'une transition d'une signature de cytokine Thl a une signature de
cytokine Th2 pourrait se produire dans la sarcoidose chronique, probablement en réponse a une
inflammation persistante (Teirstein and Morgenthau, 2009). Il a été montré dans le sang
périphérique des patients atteints de sarcoidose une augmentation de I'expression de I'ARNm
de I'lL-13, qui est I'une des cytokines clés des cellules Th2 (Hauber et al., 2003). D’autres études
ont montré une association entre la surproduction de cytokines sécrétées par les Th2 (IL-4 et
IL-13) et I’activation et la différenciation des macrophages tissulaires préférentiellement en
cellules M2 (Locke et al., 2019; Shamaei et al., 2018). Ces cellules contribuent au

développement et au maintien des sites d’inflammation chronique et au processus fibrotique

(Pechkovsky et al., 2010).

2.3.3 Evolution fibrosante

Le processus fibrotique résulte d'une activation et d'une prolifération des fibroblastes,
entrainant la production des composants de la matrice extracellulaire tels que le collagéne. Les
mécanismes conduisant au développement de la fibrose dans la sarcoidose sont trés peu etudiés,
les études étant principalement axées sur la compréhension des mécanismes des phases
précoces ou ceux de la pérennisation du granulome. Le processus fibrotique est présumé étre la
conséquence d'une inflammation granulomateuse chronique. Cependant, seul un petit nombre
de patients atteints de sarcoidose developpent une fibrose, ce qui suggere que des mécanismes
autres que ceux sous-jacents a I’inflammation granulomateuse sont impliqués dans son

développement.
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Dans la sarcoidose, les macrophages et les cellules qui en dérivent (les cellules
épithélioides et les cellules géantes), sont impliquées dans le développement du processus
fibrotique. Les facteurs produits par ces cellules attirent les fibroblastes, augmentent leur
prolifération et la production de collagéne. Ces facteurs incluent des cytokines telles que 1’IL8,
le TGF-B1, I'IL4, I’'IL-13 et d’autres cytokines alimentant la voie TGF-B1 : I'IL-1p, I'IL-17A,
I’TFN-y et éventuellement le TNF-o (Marshall et al., 1996). Alors qu'au début de la maladie, le
TGF-B1 produit par les lymphocytes T semble favoriser la résolution du granulome, plus tard
dans I'évolution de la maladie, la production de TGF-p par les cellules géantes peut favoriser la
fibrose (Limper et al., 1994; Zissel et al., 1996). Dans une étude portant sur des patients atteints
de sarcoidose pulmonaire, le taux de TGF-B dans le LBA a augmenté chez les patients atteints
de sarcoidose active ayant subi une rémission spontanée dans les 6 mois, mais se situait dans la
plage normale chez les patients présentant une maladie active persistante (Ziegenhagen et al.,
2002). Dans une autre étude, le taux de TGF-p était augmenté dans le LBA des patients atteints
de sarcoidose pulmonaire présentant une fonction pulmonaire altérée par rapport a ceux qui
avaient une fonction pulmonaire normale. Alors que les polymorphismes de TGF-p1 sont
associés avec des formes de bon pronostic, des polymorphismes de I’isoforme TGF-3 sont
associes a des formes fibrosantes (Kruit et al., 2006; Pabst et al., 2011). Il existe également des
polymorphismes de GREML1 associés aux formes fibrosantes de sarcoidose. GREM1 code pour
Gremlinl une protéine inhibitrice de bone morphogenic protein BMP2 et BMP4 régulateurs de

la régéneération tissulaire et inhibiteurs des effet profibrotiques de TGF-p (Heron et al., 2011).

Les macrophages activés produisent plus de fibronectine ainsi qu’une chimiokine
particuliere CCL18, qui stimule la surproduction des composants de la matrice extracellulaire
notamment le collagene par les fibroblastes pulmonaires. La surproduction du collagene stimule
en retour la production du CCL18 créant un rétrocontrdle positif (Prasse et al., 2006). Des
niveaux élevés de facteur lo inductible par 1'hypoxie (HIFla), de PDGF et de VEGF ont
également été rapportés dans la sarcoidose fibreuse, indiquant que certaines voies
profibrotiques sont similaires entre la sarcoidose et la fibrose pulmonaire idiopathique (Tuleta
et al., 2018; Tzouvelekis et al., 2012). Des travaux dans notre laboratoire ont détecté HIF1a et
sa cible PAI-1 dans les cellules épithélioides des granulomes pulmonaires sarcoidiens. De plus,
ils ont mis en évidence que la réponse pro-inflammatoire (TNFa, IL-1p, IL-18, CXCLS8) et pro-
fibrosante (TGFB1l, PDGF-BB, PAI-1, VEGF-A) des macrophages dérivés des monocytes
sanguins de patients atteints de sarcoidose pulmonaire, particulierement dans les formes actives,

est exacerbée en réponse a I’hypoxie. Cette réponse s’accompagne d’une augmentation de
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I’activité de HIF 1a (Jeny et al., 2021). Par ailleurs, I’hypoxie semble favoriser la formation des
granulomes et la progression vers la fibrose dans des modeles in vivo de granulomatose induite

par I’instillation intratrachéale de nanotubes de carbone (Jeny, 2021).

3 La voie de signalisation JAK/STAT

Chez les mammiferes, la voie canonique Janus kinases (JAK)/ signal transducers and
activators of transcription (STAT) est I’'un des mécanismes de signalisation pour un large
éventail de cytokines et de facteurs de croissance. Les protéines JAKSs représentent une famille
de quatre tyrosine kinase non réceptrices, dont trois kinases ubiquitaires, JAK1, JAK2 et TYK2,
et une kinase JAK3 dont I'expression est restreinte aux tissus lymphoides et myéloides, ainsi
que dans les cellules endothéliales et les cellules musculaires lisses vasculaires (Gurniak and
Berg, 1996; Verbsky et al., 1996). Les facteurs de transcription STAT comprennent sept
protéines structurellement et fonctionnellement apparentées (STAT 1 a 4, 5a, 5b et 6).
L'identification des protéines STATs comme substrats naturels des JAKSs est le résultat de
recherches portant sur un crible génétique qui visait a élucider les voies de transmission du
signal des interférons o/ B et y. En plus de la voie canonique, il existe des voies non canoniques
qui incluent une localisation nucléaire des JAKS, ainsi que des mécanismes d’activation des
STATSs impliquant d’autres kinases en dehors des JAKs (Dawson et al., 2009; Kisseleva et al.,
2002; Lobie et al., 1996; Moulin et al., 2003; Rui et al., 2016; Vadivel et al., 2021).

3.1 Cytokines et leurs récepteurs

Plus de 50 cytokines activent la voie JAK/STAT en se liant a leurs récepteurs spécifiques.
Contrairement aux récepteurs de facteurs de croissance dotés d'une activité tyrosine kinase, les
récepteurs de cytokines n'ont pas d'activité tyrosine kinase intrinseque. Selon leur structure, les
récepteurs de cytokines sont classés en plusieurs groupes. Les cytokines de type | et Il sont
celles qui signalent via la voie JAK/STAT (Figure 8). Les cytokines de type Il englobent les
interférons (IFN a, B, v, A, €, k, ) et les cytokines de la famille IL-10. Les cytokines de type |
incluent un large éventail d'interleukines, d'hématopoiétines et de facteurs de croissance. Il
existe trois principales chaines partagées utilisées par les cytokines de classe I. 1l s'agit de la
gpl130, béta commune et gamma commune, utilisées respectivement par les cytokines des

familles IL-6, IL-3 et IL-2. En plus de celles-ci, il existe deux autres chaines partagées utilisées
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par les cytokines des sous-groupes IL4/13 et 1L-12/23. Enfin, il existe les récepteurs

homodimeres, constitués de deux chaines identiques telles que celles utilisées par I'EPO, la

TPO, la GH, la PRL, la Leptine et le G-CSF.
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Figure 8 : Représentation schématique des cytokines activant la voie JAK/STAT.

Les quatre JAKs (JAK1, JAK2, JAK3 et TYK?2) sont sélectivement liés : chaque récepteur est
capable de recruter spécifiguement un complexe de deux ou trois JAKs, en majorité des
hétérodimeres (JAK1-JAK2, JAK1-JAK3, JAK1-TYK2, JAK2-TYK?2), mais il peut également
exister des homodimeéres JAK2-JAK2 et des hétérotrimeres JAK1-JAK2-TYK2. Adapté de

(Morris et al., 2018)

3.2 Les Janus kinases (Jaks)

3.2.1 Structure

Les kinases JAKs sont des protéines de tailles importantes composées de 1000 a 1200
acides aminés et un poids moléculaire de 120 a 130 kDa. La structure de base de tous les JAKs

se compose de quatre domaines structurels composés de sept régions homologues [JH (JAK
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homology)1-7] dont I’activité biologique n’a pas été enticrement élucidée (Figure 9). JH1
constitue le domaine kinase fonctionnel et la cible des inhibiteurs de JAKs développés jusqu'a
présent, qui entrent en compétition avec l'adénosine triphosphate (ATP) au niveau du site
catalytique. Le domaine pseudokinase JH2 est impliqué principalement dans la régulation du
domaine JH1. Le domaine Src Homology 2 (SH2) joue un r6le dans la stabilisation de la
conformation structurelle de 1’enzyme, tandis le domaine Four-point-one /Ezrin /Radixin
/Moesin (FERM) est essentielle a I'association des JAKSs avec leurs récepteurs apparentés (Hu
etal., 2021).

A
FERM SH2 Pseudokinase Kinase
N—[JH? JH6 |JHS | JH4 ]JH4| JH3 I JH2 l JH1 ]—C
B C
Cell membrane
: JAK1 Y 1038 1y 1039
Receptor JAK? 7 1007 7y 1008
FERM JAK3 Y 980 /7 981
TYK? Y 1054 /Y 1055
SH2
Kinase
——ATP

Pseudokinase

Figure 9 : Structure des Janus kinase (JAK).

Structure linéaire montrant les structures et sites de phosphorylation pour les quatre membres
de la famille JAK : JAK1, JAK2, JAK3 et TYK2. Chacun est composé de sept domaines
d'’homologie (JH) : le domaine kinase JH1 constitue du site d’activité catalytique et d’inhibition
par les inhibiteurs de JAKSs ; le domaine pseudokinase JH2 ; le domaine SH2 est composé des
domaines JH3 et JH4 ; le domaine FERM est composé des domaines JH5, JH6 et d'une partie
du domaine JH4 (A). Représentation schematique de la position de chaque domaine par rapport
au récepteur (B). Les sites de phosphorylation de la tyrosine conservés dans JAK1, JAK2, JAK3
et TYK2 (C). Adapté de (Hu et al., 2021)
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Domaine kinase (JH1)

Le domaine kinase JH1 possede les mémes caractéristiques retrouvées dans toutes les
autres protéines tyrosine kinase (PTK) (Hubbard and Till, 2000). L’activité catalytique
comprend : la liaison de I’ATP, la régulation de I’activité catalytique par phosphorylation des
tyrosines conservées constituants la boucle d’activation (Y1038/Y1039 dans JAK1,
Y1007/Y1008 dans JAK2, Y980/Y981 dans JAKS3, Y1054/Y1055 dans Tyk2). La boucle
d’activation empéche D’accés du substrat au site actif de ’enzyme. A la suite de la
phosphorylation des résidus tyrosine catalytiques, un changement de conformation déplacant la
boucle d’activation permettrait 1’accessibilité du substrat au site actif. La mutation des résidus
tyrosine de la boucle d’activation des JAK engendre différents effets sur leur I’activité
catalytique (Leonard and O’Shea, 1998). Par exemple, la mutation de la tyrosine 1007 en
phénylalanine de JAK2 inhibe son activité kinase (Feng et al., 1997). Cependant la mutation
des tyrosines 1054 et 1055 de la boucle de I’activation de TYK2 engendre seulement une
diminution de I’activité catalytique, de méme pour la kinase Y980 de JAK3, alors que celle du
résidu Y981 I"augmente (Gauzzi et al., 1996). Les mutations dans la boucle d’activation ou
dans le site de liaison de I’ATP réduisent la signalisation, mais ne l'abolissent pas
complétement. Cependant, les mutations affectant les deux sites simultanément sont nécessaires

pour abolir complétement la signalisation (Leonard and O’Shea, 1998).

Domaine pseudo-kinase (JH2)

La présence d'un domaine pseudokinase distingue les JAKSs des autres protéines tyrosine
kinases. Ce domaine de type kinase posséde toutes les caractéristiques structurelles d'une
veéritable tyrosine kinase, avec la particularité de présenter des altérations au niveau de certains
motifs nécessaires a la fonction catalytique. En effet, le motif canonique GXGXXG (présent
dans 95% des protéines interagissant avec des nucléotides) du sous-domaine | du domaine JH2
ne possede pas la glycine, ainsi que le résidu acide aspartique situé au niveau de la boucle
d’activation, et qui sert d’accepteur de protons dans la réaction catalytique. Le domaine JH2 est
aussi dépourvu d’un résidu phénylalanine conservé dans le motif Asp-Phe-Glu du sous-
domaine VII, et qui est important pour la liaison avec 1’adénine de I’ATP (Frank et al., 1995;
Velazquez et al., 1995; Wilks et al., 1991). Bien que son réle ne soit pas clair, il y a de plus en
plus de preuves qu'il régule l'activité du domaine kinase JH1. Par exemple, la délétion de ce
domaine entraine une activation constitutive de JAK2. Cependant, la méme mutation chez

JAKS3 et TYK2 ne conduit pas a une hyperactivation de ces deux kinases (Candotti et al., 1997;
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Luo etal., 1997; Yeh et al., 2000). En effet, dans les cas de Polycythaemia vera, il y a présence
de tumeurs présentant la mutation V617F dans le domaine JH2 de JAK2 chez plus de 80% des
patients atteints. Cette mutation engendre une phosphorylation constitutive des tyrosines
catalytiques de JAK2 (James et al., 2005a). De plus, il semble que cette mutation spécifique ait
¢été retrouvée dans d’autres types de désordres rnyéloprolifératifs. D’autre part, il a ét¢ montré
que le domaine JH2 de JAK2 est capable de phosphoryler le domaine kinase JH1 sur les résidus
ser523 et Tyr570. La phosphorylation de ces résidus permet la régulation du domaine kinase
JH1 en conservant un niveau d’activation basal, ainsi empéchant une activation aberrante en

I’absence de cytokines (Argetsinger et al., 2004; Mazurkiewicz-Munoz et al., 2006).

La région N-Terminale (JH3-JH7)

La région N-terminale des JAK comprend les domaines d’homologie (JH) 3 a 7, est
composee de 550 acides aminés et est relativement variable entre les différents membres de
cette famille de protéines (Kisseleva et al., 2002). Le domaine N-terminal a été impliqué dans
I'association aux récepteurs et semble jouer un réle important dans la détermination de la
specificité de cette liaison (Leonard and O’Shea, 1998). Des etudes sur des protéines
recombinantes des parties N-terminales ont montré que pour JAK2 et JAKS3, seules les
domaines JH6 et JH7 étaient nécessaires pour lier leurs récepteurs respectifs (Chen et al., 1997;
Kohlhuber et al., 1997). La fixation de TYK2 sur I'I[FNAR1 nécessite les domaines JH5-7
(domaine FERM) (YYan et al., 1998). Toute la région N-terminale, JH3-7 (SH2-like et FERM),
est impliqué pour I’interaction entre JAK1 et le récepteur a I’interféron gamma (Kohlhuber et
al., 1997). Ces données de liaison ont mis en évidence la « non-exclusivité » des interactions

entre les JAKSs et les récepteurs aux cytokines.

3.2.2 Fonction

La voie JAK/STAT est impliquée dans plusieurs processus biologiques, principalement
dans la régulation du systéme immunitaire (Owen et al., 2019).Un dysfonctionnement de cette
voie de signalisation peut engendrer des maladies inflammatoires, une érythrocytose, un
gigantisme et un éventail de leucémies. Classiquement, les données sur les souris knock-out ont

été cruciales pour définir les fonctions de chaque kinase JAK (Tableau 2).
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3.2.2.1 TYK2

Tyk2 a été le premier membre découvert de la famille JAK. Cette kinase est impliquée
dans la signalisation de I’'IFN-o/B, I’IL-6, I’IL-10, I’IL-12, I’IL-13, et I’IL-23 (Bacon et al.,
1995; Finbloom and Winestock, 1995; Stahl et al., 1994; Velazquez et al., 1995; Watford and
O’Shea, 2006; Welham et al., 1995). La déficience en TYK2 entraine des conséquences
différentes chez I'Homme et chez la souris. En effet, les souris knock-out Tyk2 ont montré des
défauts partiels dans la transduction du signal en réponse a I’IFN-o, I'IFN-f et I’IL-12
(Karaghiosoff et al., 2000). L’augmentation de la concentration de I’'I[FN-o a restauré la
signalisation indépendamment de TYK2. Cependant, chez les patients déficients en TYK2,
I’ajout de concentrations élevées d'IFN-o n’a pas amélioré I’activation des STATSs. Ces patients
développent des phénotypes allergiques séveres (Minegishi et al., 2006). Une étude in vivo a
suggéré le role de TYK?2 dans la régulation négative de I’inflammation allergique médiée par

les Th2, et le maintien de 1’équilibre Th1/Th2 (Seto et al., 2003).

Des humains présentant des mutations en TYK2 ont été rapportés dans la littérature et
leurs phénotypes varient. Ils sont caractérisés par une forte susceptibilité aux infections
provenant de divers micro-organismes, notamment des virus, des champignons et des
mycobactéries. Les mutations de TYK2 engendrent une réponse défectueuse a I'lFN-a, 1'1L-12,
I'IlL-10 et I’IL-23 (Minegishi et al., 2006). Cependant, des expériences utilisant un panel
d'antagonistes de TYK2 avec divers degrés de sélectivité contre d'autres kinases JAKs
confirment que TYK2 est essentiel pour la signalisation de I'lL-12 et de I'lL-23, alors qu'il n'est
pas requis pour I'IFN de type I, I'IlL-6 et I'lL-10. L’absence de réponse dans les cellules
déficientes en TYK2 pourrait également étre due a une expression défectueuse des récepteurs
des cytokines (Sohn et al., 2013). En effet, le role de TYK?2 en tant que protéine d’échafaudage
pour stabiliser le récepteur de I’'IFNa. a été décrit dans des études antérieures (Pellegrini et al.,
1989; Velazquez et al., 1992). De plus, les patients déficients en TYK2 ont montré une
régulation négative de I'lFN-aR1, de I'lL-10R2 et de I'lL-12Rp1, a la surface cellulaire (Kreins
et al., 2015). Ces observations suggérérent que TYK2 joue un réle crucial dans I'expression des
récepteurs de surface, ce qui expliguerait I'absence de réponse aux cytokines de liaison aux IFN
de type I, a I'lL-10R et a I'lL-12R (Garrido-Trigo and Salas, 2020).
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3.2.2.2 JAK1

L'expression de JAK1 est partagée par de nombreux types de cellules, car elle s‘associe a
un grand nombre de chaines de récepteurs de cytokines, a savoir : les récepteurs de cytokines
avec la sous-unité du récepteur yc, le récepteur de 1'1L-2, le récepteur de I'lL-4, le récepteur de
I'IL-7, le récepteur de I'IL-9 et le récepteur de I'lL-15 ; les récepteurs de cytokines de classe 11
comprennent le récepteur IFNa/p, le récepteur IFN-y et les récepteurs de cytokines de la famille
IL-10 ; et les récepteurs avec une sous-unité gp130, y compris le récepteur de I'lL-6, le récepteur
de I'lL-11, le récepteur du facteur neurotrophique ciliaire (CNTF), le récepteur de I'oncostatine
M (OSM), le récepteur du facteur inhibiteur de la leucémie (LIF) et le récepteur de la
cardiotrophine-1 ( CT-1) (Rodig et al., 1998). L’inactivation de Jak1 chez la souris entraine une
Iétalité périnatale, une réponse aberrante aux cytokines activant les récepteurs liant JAK1, et
une réduction considérable du nombre de thymocytes, de cellules pré-B et de lymphocytes T et
B matures (Rodig et al., 1998). Cette lymphopénie a été attribuée a des réponses défectueuses
a I’IL-7, cytokine importante dans le développement précoce des lymphocytes (von Freeden-
Jeffry et al., 1995).

Un rapport de 2016 décrivait un patient présentant un déficit immunitaire avec
susceptibilité aux infections mycobactériennes et ayant développé un cancer avancé de la
vessie. Ce patient s’est avéré porteur de deux mutations germinales faux-sens homozygotes
dans le domaine pseudokinase JAK1 qui ont altéré la phosphorylation de JAK1 et STAT,
entrainant une réponse significativement réduite aux IFN de type | et de type Il (Eletto et al.,
2016). Néanmoins, I’'impact de cette mutation sur d’autres cytokines dépendantes de JAKI,
notamment les familles IL-2, IL-6 et IL-10, n’a pas été exploré dans cette étude. Cependant,
des réponses altérées a I'lL-2, & I'lL-7 et a I'lL-15 [utilisant toutes le yc qui interagit avec JAK1]
peuvent avoir contribué a la lymphopénie T progressive observée chez ce patient et altére le
développement des cellules NK et T cytolytiques (Garrido-Trigo and Salas, 2020). En effet, des
mutations somatiques de JAK1 ont été identifiees dans plusieurs types de tumeurs. Les
mutations susceptibles de provoquer une perte de fonction de JAKL sont associées a une
expression réduite des genes associés a I'lFN dans différents types de tumeurs, soulignant le
réle clé des réponses médiées par JAK1 dans la surveillance des tumeurs (Albacker et al., 2017;
Flex et al., 2008; Ren et al., 2013). De plus, JAK1 est largement impliqué dans les réponses
microbiennes [c.-a-d. IL-6, IFN, OSM] et les signaux homéostatiques régulateurs [c'est-a-dire
IL-10, IL-22] (Garrido-Trigo and Salas, 2020).
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3.2.2.3 JAK2

Semblable a JAK1, JAK2 est impliquée dans la signalisation des membres de la famille
des récepteurs gp130, de la famille des récepteurs de cytokines de classe Il, de la famille des
récepteurs de I'lL-3 (récepteurs IL-3R, IL-5R et GM-CSF) et des récepteurs a chaine unique
(tel que le récepteur de I’EPO, de la GH, de la PRL et de la TPO) (Hu et al., 2021). Les souris
knock-out Jak2 meurent a environ 12 jours de gestation, principalement en raison d’anomalies
cardiaque et d'une altération de I’érythropoiese médiée par 'EPO (Neubauer et al., 1998). De
plus, les réponses a d'autres cytokines importantes pour I'nématopoiése [c'est-a-dire GM-CSF,
Tpo, IL-5 et IL-3] sont également altérées. JAK2 est également impliquée dans la signalisation
médiée par I'TFNYy et 1'IL-12, cette derniere étant une cytokine clé induisant la différenciation
Th1. Les fibroblastes de souris Jak2” étaient défectueux dans la signalisation IFNYy, alors que

la signalisation via les récepteurs IFN de type | restait intacte (Bacon et al., 1995).

Alors que l'absence de mutations de fonction ou de délétion n'a pas été rapportée, les
mutations de gain de fonction de JAK2 ont été largement documentées et liées aux maladies
myeéloprolifératives. Des mutations JAK2 ont été identifiées dans la leucémie lymphoide aigué
(LAL), la leucémie myéloide chronique (LMC), la néoplasie myéloproliférative (MPN), les
lymphomes et les myélomes, mais également dans des cancers solides du sein, de la prostate,
de la téte et du cou (Garrido-Trigo and Salas, 2020; Gnanasambandan and Sayeski, 2011). La
plupart des mutations JAK2 identifiées a ce jour se produisent dans le domaine pseudokinase,
qui participe a la régulation du domaine kinase (Gnanasambandan and Sayeski, 2011). La
mutation la plus courante au sein du géne JAK2 est JAK2-V617F, qui conduit a 1’activation
constitutive de la kinase. Cette mutation est trouvée chez 80 % des patients atteints de
polycythémie vraie, un trouble myéloprolifératif acquis associé a une thrombocytose, une

leucocytose et une splénomégalie (Garrido-Trigo and Salas, 2020; James et al., 2005b).

3.2.24 JAK3

JAK3 était le quatrieme et dernier membre de la famille JAK a étre
découvert. L’expression de JAK3 est limitée aux cellules hématopoiétiques, ainsi son réle est
plutét limité dans la régulation de la maturation, la survie, I’activation et la différenciation des
lymphocytes. JAK3 s’associe exclusivement aux récepteurs yC, ce qui veut dire qu’elle est
impliquée dans la signalisation de I’lL-2R, I’'IL-4R, I’'IL-7R, I’IL-9R, I’IL-15R et I’IL-21R
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(Leonard and O’Shea, 1998). Les souris knock-out Jak3 présentent une lymphopénie sévere et
une dérégulation dans la sélection négative des LT auto-réactifs di a une réponse défectueuse
al’IL-2,a’IL-4 et a I’'TL-7. Par conséquences ces souris sont atteintes d’une immunodéficience
combinée sévére (SCID), un groupe de troubles génétiques caractérisés par une déficience
sévere du systéeme immunitaire. Cette affection potentiellement mortelle est généralement
présentée au cours des premiers mois de la vie par une combinaison d'infections
opportunistes. Actuellement, la seule thérapie disponible pour le SCID est la greffe de cellules

souches hématopoiétiques (Park et al., 1995; Saijo et al., 1997).

Chez ’Homme, les mutations de JAK3 sont la deuxieme forme la plus courante
d'immunodéficience sévere chez I'hnomme. Cette mutation partage le phénotype avec le déficit
en IL2RG [yc], connu sous le nom d'immunodéficience combinée sévere liée a I'X [X-SCID].
JAK3-SCID est une forme autosomique récessive de SCID caractérisée par l'absence de
lymphocytes périphériques T et NK (Macchi et al., 1995; Notarangelo et al., 2000; O’Shea et
al., 2004). Malgré un nombre normal de lymphocytes B, JAK3- et X-SCID présentent des
réponses humorales compromises, avec une activation, une maturation et une commutation de
classe d'anticorps altérées des lymphocytes B. Cela peut s'expliquer en partie par I'absence des
T-helper, bien que cela provienne également du dysfonctionnement intrinséque des cellules B
causé par des réponses défectucuses a d'autres cytokines yc/JAK3 [IL-4 et IL-21] qui sont
d'importants régulateurs de B prolifération cellulaire et changement de classe

d'immunoglobuline (Garrido-Trigo and Salas, 2020).

Tableau 2. Résumé des phénotypes engendrés a la suite de ['inactivation des genes
codant pour les kinases JAKSs

Knock-out | Phénotype

k2 Souris vivantes, perte de la signalisation de I'TL-12

Jakl Létalité périnatale, perte de la signalisation des IFNs de type I et I1
Jak2 Létalité embryonnaire, déficit érythropoiétique et cardiaque

Jak3 Souris vivantes, immunodéficience combinée sévére (SCID)
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3.3 Les STATSs (Signal Transducers and Activators of Transcription)

3.3.1 Structure

Les sept protéines STATS, identifiées chez les mammiféres, ont une taille qui varie entre
750 et 850 acides aminés et un poids moléculaire de 90 a 115 kDa. Les STATSs partagent des
domaines structurels et fonctionnels conservés, ce qui pourrait s’expliquer par le fait qu’ils sont
tous issus du méme gene primaire. Au cours de 1’évolution, la duplication de ce géne,
probablement due & un besoin accru de communication cellulaire, aurait rendu possible la
formation des autres génes. Les STATS possedent plusieurs domaines : le domaine N-terminal,
le domaine coiled-coil (CCD), le domaine de liaison a I’ADN (DBD), le domaine d’activation

trancriptionnelle (TAD) situé en C-terminal, le domaine SH2 et finalement le domaine linker.

Importin

A

Coiled- DNA
coil binding SH2 domain
domain domain

—

N-terminal
domain

p300/CBP

Figure 10 : Structure des protéines STAT.

Illustration schématique des six domaines fonctionnels conservés : N-terminal, coiled-coil,
DNA-binding, linker, Src-homology 2 et C-terminal. Les positions d'un signal de localisation
nucléaire (NLS) et de résidus tyrosine (Y) et sérine (S) phosphorylés en réponse a des stimuli
extracellulaires sont indiquées, ainsi que les sites d'interaction de divers co-activateurs
transcriptionnels (vert) et co-répresseurs (rouge). Adapté de (Awasthi et al., 2021)

Le domaine N-terminal

Le domaine N-terminal comprend environ 130 acides aminés, constitué de plusieurs
hélices alpha formant une structure en crochet (Vinkemeier et al., 1998). Ce domaine médie les
interactions entre les molécules STATs facilitant la dimérisation méme en I'absence de

phosphorylation (Strehlow and Schindler, 1998). Des expériences utilisant des protéines
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STATSs recombinantes ont révelé un défaut dans la translocation nucléaire et la transcription
des genes. Ces résultants suggérent que la dimérisation N-terminale favorise la liaison aux
éléments GAS, ainsi aux co-activateurs transcriptionnel (Vinkemeier et al., 1996; Xu et al.,
1996).

Le domaine coiled-coil (CCD)

Le domaine coiled-coil (CCD) est composé de quatre hélices alpha d’environ 135-315
acides aminés (Chen et al., 1998). 1l facilite la liaison a d'autres facteurs de transcription et co-
activateurs tels que le facteur régulateur p48/interféron 9 (IRF9) et I'interacteur N-Myc et STAT
(Nmi), mais aussi aux co-répresseurs tels que le médiateur de silence pour le récepteur de l'acide
rétinoique et le récepteur de I'hormone thyroidienne (SMART) et le co-répresseur du récepteur
nucléaire (N-CoR) (Nakajima et al., 2001; Zhu et al., 1999). Ce domaine est également
impliqué dans la translocation nucléaire via un motif de signal de localisation nucléaire (NLS)
qui interagit avec les protéines importines pour faciliter I'entrée nucléaire (Brown et al., 2003).

Le domaine de liaison a ’ADN (DBD)
Le domaine de liaison a I’ADN, appelé DBD pour DNA binding domain, est formé

d’environ 320-480 d’acides aminés. Il est composé de feuillets bétas enroulés en forme de
structures cylindriques similaires a celles des immunoglobulines (Chen et al., 1998). Ce
domaine assure la reconnaissance et la liaison a des séquences cibles spécifiques d’ADN
(Horvath et al., 1995). GAS est une séquence consensus palindromique TTCN s.
4 GAA disposeés en tandem (environ 6-10 paires de bases de distance) dans les promoteurs de
genes cibles des STATS, permettant ainsi une différence de sélectivité de liaison (Decker et al.,
1997).

Le domaine Linker

Le domaine linker relie le domaine de liaison a I’ADN, DBD au domaine de dimérisation
SH2 (Chen et al., 1998). Il semble que ce domaine ne joue pas un rdle direct sur la translocation
nucléaire ou I’activation de la transcription, mais une étude a suggéré son role comme étant un
support structurel lors de la liaison et I'activation de I'ADN, et sert donc de point de contact lors

de la formation de complexes transcriptionnels (Yang et al., 1999).
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Le domaine SH2

Le domaine Src homology2 (SH2) composé d’environ 100 acides aminés, est le domaine
le plus hautement conservé au travers des STATs. Il est composé d’un feuillet béta anti-
parallele, flanqué de deux hélices alpha, qui forment une poche comprenant une arginine
conservée. Cette arginine a pour réle d’interagir avec des motifs phosphotyrosines spécifiques,
permettant ainsi de médier les interactions protéine-protéine (Kisseleva et al., 2002; K. D. Liu
et al., 1998). En effet, en plus de servir a la dimérisation des STATS par I’interaction entre un
domaine SH2 d’un monomere et la phosphotyrosine située a proximité du domaine SH2 de
I'autre monomere, il permet également le recrutement des STATS aux différents récepteurs des
cytokines, ainsi que leur interaction avec les JAKSs activées (Shuai et al., 1993).

Le domaine d’activation transcriptionnelle (TAD)

Le domaine d’activation de la transcription, ou TAD (transcriptional activation domain),
se trouve en C-terminal des STATS et est trés peu conservé. Cette caractéristique expligue la
possibilité de chacun des membres de réguler différentes réponses transcriptionnelles. Le TAD
interagit avec de nombreux co-activateurs transcriptionnels tels que les acétyltransférases
p300/CREB-binding protein (CBP) et general control non-repressed protein 5 (GCN5), qui
modifient les histones, ainsi qu’avec le facteur de remodelage de la chromatine Brahma (BRM)
impliqué dans la modification de la position des nucléosomes, afin de permettre 1’accessibilité
des facteurs de transcription aux sites de liaison sur ’ADN et régule ainsi I’expression des
génes (Bhattacharya et al., 1996; Huang et al., 2002; Paulson et al., 2002; Shuai, 2000). Un
résidu sérine présent dans ce domaine subit une phosphorylation indépendante de celle de la

tyrosine dans le but d'augmenter la transcription (Copeland et al., 1995).

3.3.2 Fonction

3.3.21 STAT1

STAT1 est principalement activé par I'lFN. D'autres cytokines, notamment I'lL-2, I'lL-6,
le PDGF, I’EGF, le HGF (hepatocyte growth factor), le TNF et I'angiotensine Il peuvent
également activer STAT1 (Hu et al., 2021). L’une des fonctions biologiques de STAT1 a éte

révélée en utilisant un modeéle de souris déficientes pour Statl. Ces souris présentaient une
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sensibilite aux infections malgré un taux normal de leucocytes, ce qui témoigne du réle essentiel
de STAT1 dans la réponse immunitaire. De plus, ces souris étaient plus susceptibles a
développer des tumeurs, ce qui illustre également le réle anti-tumoral de STATL1. Ce dernier
réle est possible grace a I’implication de STAT1dans I’apoptose, I’inhibition du cycle cellulaire
et la surveillance immunitaire anti-tumorale en agissant sur la présentation antigénique. En
effet, STATI interagit avec le facteur de transcription et le régulateur majeur de I’apoptose p53,
et participe donc a augmenter le niveau d’expression de plusieurs génes pro-apoptotiques dont
ceux codant Bcl2-associated X protein (Bax), Phorbol-12-myristate-13-acetate-induced
protein 1 (Noxa) et Fas cell surface death receptor (Fas) (Stephanou et al., 2000; Xu et al.,
1998). STATL1 intervient & plusieurs niveaux dans la régulation du cycle cellulaire. Dans les
cellules myéloides, en réponse a la trétinoine (la forme acide de la vitamine A), STAT1 favorise
la régulation négative des cyclines A, B, D2, D3 et E, et simultanément la régulation positive
des inhibiteurs des kinases dépendantes des cyclines P21 et P27, associée a un arrét dans la
phase GO/G1 du cycle cellulaire (Dimberg et al., 2003). En réponse a I’IFNy, STAT1 participe
au processus de présentation antigénique dépendants du CMH, en augmentant 1’expression du
Transporter in Ag processing-1 (TAP-1), le CMH 1 et le CMH Il (Chatterjee-Kishore et al.,
1998). Dans les LTs, I’activation de STAT1 par I’'IFNy augmente I’expression du facteur de
transcription de T-bet, contribuant ainsi a 1’orientation d’une différenciation Thl (Ma et al.,
2010).

3.3.2.2 STAT2

STAT2 est activé par les IFNs de type | (y compris I'IFN-a et I'TFN-B). Un modele de
souris déficient pour Stat2 a révélé un défaut dans la réponse immunitaire face aux infections
virales, et une perte de boucle d’activation autocrine/paracrine d’IFN de type I. Ces
observations indiquent le r6le essentiel de STAT2 dans la régulation de la réponse immunitaire
(Park et al., 2000). STAT2 est impliqué dans la tumorigenése, comme en témoigne son
expression élevée dans le cancer de I'ovaire, ainsi que son association avec une faible survie
globale chez les patients atteints de cancers de I'ovaire et du poumon (Zoya Qureshy et al.,
2020).

3.3.2.3 STAT3

Le facteur de transcription STAT3 est activé par les membres de la famille IL-6 (IL-6,
IL-11, IL-31, LIF, CNTF, CT-1, OSM, etc.), les membres de la famille IL-10 (IL-10, IL-19,
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IL-20, I1L-22, IL-24 et IL-26), et IL-21, IL-27, G-CSF, leptine et I’IFN-I (Darnell et al., 1994;
Zhong et al., 1994). La délétion de Stat3 chez la souris induit la mort de I’embryon avant la
gastrulation (Takeda et al., 1997). L activation de STAT3 au cours de la gestation induit la
prolifération et I'invasion du tissu utérin maternel par les cellules trophoblastiques, cellules a
I'origine du placenta permettant les échanges entre le tissu maternel et I'embryon (Poehlmann
et al.,, 2005). STAT3 présente une grande diversité de fonctions biologiques. Il est
principalement impliqué dans la différenciation cellulaire, la croissance cellulaire, I’apoptose,
ainsi que la régulation de la réponse immunitaire et I'apparition de tumeurs et de métastases. Il
a été montré dans les LT, qu’un déficit en STAT3, a altéré I'expression de RORyt et a conduit
a une expression élevée de T-bet et de Foxp3. Ceci indique que STAT3 favorise la
différenciation des cellules Th17 (Chaudhry et al., 2009). Une autre fonction de STAT3 est sa
capacité a activer I’expression des régulateurs de 1’apoptose et de la croissance cellulaire, c-fos
et c-myc, mais également des génes activant la transition G1-S comme la cycline D1 ou cdc25A
(Jenab and Morris, 1998; Kiuchi et al., 1999; Leslie et al., 2006). De plus, des preuves indiquent
gu'une activité anormale de STATS3 favorise la tumorigenése en partie en régulant positivement
I'expression de protéines anti-apoptotiques, telles que Bcl-xL/Bcl-2 et Mcl-1 (Siddiquee and
Turkson, 2008). STAT3 est constitutivement activé dans les cellules immunitaires infiltrant les
tumeurs. La déplétion de STAT3 des cellules hématopoiétiques déclenche une surveillance
immunitaire intrinseque, qui entrave la croissance tumorale et la formation de métastases
(Kortylewski et al., 2005).

3.3.2.4 STAT4

Les cytokines qui activent STAT4 comprennent principalement I'lFN de type I, I'lL-12 et
I'lL-23. Contrairement aux autres STATS, STAT4 est associé a certaines cellules du systeme
immunitaire, en particulier celles impliquées dans la réponse immunitaire de type Th1l, a savoir
les LT, les macrophages, les cellules dendritiques et les cellules NK (Miyagi et al., 2007; Thieu
et al., 2008). Des études ont montré grace au modeéle de souris knock-out le role critique de
STAT4 dans la signalisation de 1’IL-12. En effet, en réponse a des infections bactériennes et
virales, STAT4 est activé dans les LT CD4+ principalement en réponse a I'lL-12, induisant
I’expression de I’IFN-y, et favorisant ainsi la polarisation des cellules Thl (Kaplan et al., 1996b;
Thierfelder et al., 1996).
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3.3.25 STATS

Les cytokines qui activent STAT5 comprennent principalement I'lL-3, la prolactine et la
famille des cytokines IL-2 (y compris I'lL-2, I'IL-4, I'IL-7, I'IL-9 et I'IL-15). De plus, ’EGF,
I’EPO, le GM-CSF, la TPO, la GH et les facteurs de croissance dérivés des plaquettes peuvent
également activer efficacement STAT5 (Mui et al., 1995; Murray, 2007; Wakao et al., 1995).
STATS intervient dans la régulation de plusieurs fonctions biologique, a savoir : la croissance
et le développement, le systéme immunitaire, I’apoptose, et la tumorigenése. STAT5a était a
l'origine appelé facteur de glande mammaire induit par la prolactine. Les souris Stat5a’
présentaient de graves défauts dans le développement des glandes mammaires et la sécrétion
du lait (Liu etal., 1997), alors que, les souris Stat5b”" présentaient des défauts dans la production
de GH. Les dimeres STAT5 sont essentiels a la survie. Les souris déficientes en STAT5a et
STATS5b présentaient de graves défauts de développement lymphatique et une létalité
périnatale. Cependant, les souris déficientes en tétrameres sont viables, alors qu'elles
présentaient moins de LT, de cellules NK, une capacité de prolifération altérée des lymphocytes
T CD8+ et un dysfonctionnement des LTreg (Lin et al., 2017, 2012). Une étude a montré que
I'activation de STATS5 induite par I'lL-2 a entrainé une augmentation de FasL, indiquant que
I'activation de STATS5 est impliquée dans la mort cellulaire induite médiée par I'lL-2 (Refaeli
et al., 1998). Aprés inoculation de tumeurs a des souris immunodéprimées, les niveaux de
STAT5a et STATSb des LT et LB ont été significativement réduits, indiquant que les niveaux
de STATS sont liés a la progression tumorale (Pericle et al., 1997). Par ailleurs, STAT5 est
impliqué dans la tumorigenése du sein, et participe principalement au développement précoce

du cancer du sein (Shao et al., 2020).

3.3.2.6 STAT6

STAT6 est principalement impliqué dans la transduction des signaux IL-4 et IL-13
(Duetsch et al., 2002). Il est impliqué dans la régulation de I’immunité en favorisant la
différenciation Th2. En effet, le modéle de souris Stat6” présentaient de défauts dans la
différenciation Th2. Ce défaut était plus important chez les souris Stat6™, que chez les souris
11-4", en raison de la perte supplémentaire de la signalisation IL-13. Les souris Stat6”" stimulées
par I’IL-4 ne parviennent pas également a médier I’expression du CMHIIL, de I’IL-4R, et des
IgE (Kaplan et al., 1996a; Shimoda et al., 1996; Takeda et al., 1996). STAT6 induit également
I'expression de génes liés au chimiotactisme des cellules immunitaires. Par exemple, le dimére

STATG induit I'expression de CCL2, pour le recrutement des cellules T, des macrophages et
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des monocytes ; CCL26 pour le recrutement des eosinophiles/granulocytes basiques et des
cellules NK ; et CCRG6 pour le recrutement des cellules dendritiques, des cellules B, des cellules
T (Hu et al., 2021). De plus, l'activation de STATG6 induite par I'lL-4 dans les cellules T peut
également inhiber I'expression de a4-f1 integrin (VAL-4), un membre de la famille des

molécules d'adhésion des intégrines, inhibant ainsi I'infiltration des cellules T CD8+ dans les

tumeurs (Sasaki et al., 2008).

Tableau 3. Résumé des phénotypes engendrés a la suite de l'inactivation des STATs, ainsi
que les fonctions biologiques générées par leurs activations

?;I:TS & Cytokines et facteurs de croissance Phénotypes knock-out Fonctions biologiques
- Participer a la réponse antivirale médice par I'TFN ;
- Inhiber la croissance et la différenciation cellulaire ;
STAT1 Tous les IFNs, IL-2, IL-6, PDGF, EGF, Souris vivantes, perte de la - Favoriser I"apoptose cellulaire
HGF, TNF, angiotensine II signalisation des IFNs - Participer a la surveillance immunitaire anti-
tumorale ;
- participer au processus de présentation antigénique.
Sourts vivantes, perte de la - Participer a la réponse antivirale médiée par 'TFNI ;
STAT2 IFNI . .. . S
signalisation des IFNs - Impliquer dans la tumorigeneése.
Famille IL-6 (IL-6, IL-11, IL-31, LIF,
CNTF, CT-1, OSM, CLCF1) - Favoriser la différenciation Thl7 ;
STAT3 Famille TL.-10 (IL-10, IL-19, IL-20, IL- Létalité embryonnaire - Réguler la croissance cellulaire et I'apoptose ;
22, IL-24, IL-26) - Impliquer dans la tumorigeneése.
IL-21, IL-27, G-CSF, Leptine et IFNT
STAT4 IFNL 1L-12, TL.-23 Souris vivantes, perte de la - Favoriser la différenciation Th1.
signalisaion de I'IL-4
L . - Participer au développement des glandes mammaires
STATSa IL-3, Prolactine, famille de cytokines CShc::ILlsazgfea;ﬁZ,liiflzif;);ctlonnement :
IL-2 (IL-2, IL-4, IL-7, IL-9 et IL-15) g - Réguler la production de la GH
EGF, EPO, GM-CSF, TPO, GH et Souris vivantes, perte de la - Favoriser ’apoptose cellulaire
STATSb PDGEF, IL-5 R N - Réguler la production de cellules immunitaires ;
signalisation de la GH . T
- Impliquer dans la tumorigenése.
- Favoriser la différenciation Th2 ;
o - Induire I’expression des génes liés au chimiotactisme
n Souris vivantes, perte de la i
STAT6 1L.-4, IL-13 signalisation de I'TL-4 i
” - Induire l'expression du CMHII et des IgE ;
- Inhiber la tumorigenése.
3.4  Lavoie JAK/STAT dans les cellules immunitaires

Comme cité précédemment, la voie de signalisation JAK/STAT joue un r6le crucial dans
la régulation de multiples processus biologiques au sein de diverses cellules immunitaires,
notamment des lymphocytes et des macrophages, qui sont essentiels dans la réponse

immunitaire (Tableau 4).
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Dans les lymphocytes T, la signature TYK2, JAK2 et STAT4 médiée par I’IL-12 est
importante pour la différenciation des cellules Thl. En plus de STAT4, STATL1 et STAT5a
favorise I’expression de T-bet (O’Shea and Murray, 2008). Les IFNs de type | peuvent
également activer STAT4, ce qui implique qu'ils pourraient également réguler la polarisation
des cellules Th1l (Crouse et al., 2015). Cependant, leur impact est faible par rapport a I'lL-12,
en raison de l'activation transitoire de STAT4 par les IFN de type I. D’autre part, la signature
JAK1, JAK3 et STAT6 médiée par I’IL-4 entraine la différenciation des cellules Th2 (O’Shea
and Murray, 2008). Malgreé les études mettant uniquement 1’accent sur le role de STAT6 dans
la différenciation des cellules Th2, il est désormais connu que cette polarisation nécessite
davantage d’interactions de STAT3 et STATSA/B en plus de STAT6 (O’Shea and Plenge,
2012). L’IL-2 via I’activation de STATSa et STATSb régule positivement 1’expression de
GATAS3 et le récepteur de I’IL-4, favorisant ainsi la polarisation Th2 (Paul, 2010). Concernant
les Th17, STAT5A et STATSB sont d'importants régulateurs négatifs de la différenciation Th17
(Laurence et al., 2007), alors que STATS5b favorise 1’expression de FOXP3, et induit donc la
différenciation Treg (O’Shea and Plenge, 2012).

Dans les macrophages, la polarisation M2 nécessite 1’activation de STAT6 par JAKI,
JAK3 médiée par I’IL-4 et par JAK3, TYK2 médiée par I’IL-13. STATG6 favorise a son tour la
transcription des génes liés a M2 tels que Mrcl, Argl et IL-10 (Li et al., 2023; Souza et al.,
2013). La polarisation M2 nécessite également 1’activation de STAT3 par JAK1 médiée par
I’IL-6 (Wang and Sun, 2014). STAT3 est aussi activé par la signature I1L-10, JAK1 et TYK2,
qui active les génes liés a M2 et inhibe la production d'IL-6, d'IL-8 et de TNF-a (Jung et al.,
2017; Saxton et al., 2021). La polarisation des macrophages M2 est favorisée par les IFNs.
L’IFNy via JAK 1 et JAK2 active STAT1. De plus, I'lFN-a et I'lFN-p, favorisent la formation
STAT1-STAT2. Ces STATSs activent I'expression des ISGs en se liant a ISRE pour favoriser
la polarisation M1 des macrophages (lvashkiv and Donlin, 2014; Platanias, 2005). De plus, le
GM-CSF déclenche la polarisation des macrophages M1 et la production de médiateurs pro-
inflammatoires (le TNF-a, I'L-6, I'IL-12 et I'lL-23) principalement via la voie de signalisation
JAK2-STATS (Hamilton, 2019).
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Figure 11 : Signatures JAK/STAT impliquées dans la différenciation des macrophages et
des LT helper.

Activation de la voie de signalisation JAK-STAT dans les macrophages. Diverses cytokines
telles que IFN-y, GM-CSF et I’IL-12 favorisent une polarisation M1 via I’activation de JAK1/2
et STAT1/2/4/5 ; tandis que I’IL-4, I’TL-13, I’1L-6 et 1’IL-10 favorisent une polarisation M2 via
I’activation de JAK1/3/TYK2 et STAT3/6 (A). La différenciation des LT CD4+ en cellules Thl
est induite par I’IL12 via I’activation de JAK2/TYK2 et STAT4 ; la différenciation en cellules
Th2 est induite par I'IL-4 via ’activation de de JAK1/3 et STAT6 ; la différenciation des
cellules Th17 nécessite I'lL-6 et I'IL-23, qui signalent via JAK1/2 et STAT3 (B). Adapté de
(Benveniste et al., 2014; Li et al., 2023)

Tableau 4 : Roles de la voie JAK/STAT dans les cellules immunitaires

Adapté de (Sarapultsev et al., 2023)

Type de cellule immunitaire Expression des JAKs Fonctions
Lymphocytes T (LT) JAKI, JAK3 (dans une moindre - Impliquées dans la signlisation du TCR ;
mesure : JAK2, TYK?) - Médient la différenciation des LT : Thl (STAT1/4), Th2 (STAT5/6), Th17
(STAT3/5) et Treg (STAT3/5).
Lymphocytes B (LB) JAKI, JAK3 - Impliquées dans la signalisation duBCR ;

- Favorisent le développement et la maturation des LB.

Cellules Natural Killer (NK) JAK1, JAK3 (également : JAK2, - Impliquées dans la signalisation des récepteurs de I'TL-2 et I'TL-15 ;
TYK?2 pour le développement NK) - Favorisent I’activation, le développement, la survie et la cytotoxicité des
cellules NK.

Neutrophiles Expression des JAKs moins - Impliquées dans la sécrétion des cytokines ;
explorée - Participent a la réponse pro-inflammatoire.
Monocytes JAK1, JAK2 - Impliquées dans la signalisation des cytokines (IL-6, GM-CSEF...) et des

facteurs de croissance ;
- Régulent l'activation, la différenciation et les réponses immunitaires des

monocytes.

Macrophages JAK1-3, TYK2 - Médient la différenciation des macrophages : M1 (STAT1, NF-xB), M2a
(STAT3/6), M2b (NF-xB) et M-reg (STAT3).

Cellules dendritiques (CD) JAKI, JAK2, JAK3 - Pilotent la maturation des CD, la présentation des antigénes et la

production de cytokines.
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3.5 Activation de la voie canonique JAK/STAT

L'activation de la voie de signalisation JAK/STAT se produit a la suite de la liaison de
ligands extracellulaires sur des récepteurs membranaires, induisant I'oligomérisation des sous-
unités du récepteur. Pour certains ligands, comme I'érythropoiétine et I'normone de croissance,
les sous-unités réceptrices sont liées sous forme d’homodimeéres tandis que pour d'autres,

comme les interférons et les interleukines, les sous-unités réceptrices sont des hétérodimeres.

Les JAKSs, via leur domaine N-terminal, sont associés de maniere constitutive a un
domaine membranaire  proximal riche en proline de ces récepteurs de
cytokines. L’ oligomérisation du récepteur, qui suit la fixation de son ligand, permet trans/auto-
phosphorylation des JAKSs, qui a leur tour phosphorylent les résidus tyrosine dans les queues
intracellulaires des chaines réceptrices. Ces résidus tyrosine phosphorylés servent ensuite de
sites d'accueil pour les protéines STAT, qui se lient via leurs domaines SH2. Les protéines
STAT non activees existent sous forme de monomeéres dans la cellule. Leur activation par
phosphorylation de résidus tyrosine conduit a leur dimérisation, sous forme d’homodimeéres ou
d’hétérodimeres. L’interaction en trans entre le domaine SH2 d’un premier monomere STAT
et la tyrosine phosphorylée d’un autre monomere STAT permet la formation des dimeres
STAT:STAT. Ces diméres migrent dans le noyau ou ils se fixent sur des séquences cis
régulatrices de promoteurs de génes dont ils contribuent a stimuler la transcription. Ces dimeres
migrent dans le noyau par un mécanisme qui dépend de l'importine a-5 (également appelée
interacteur nucléoprotéique 1) et de la voie d'importation nucléaire de Ran (Ras-related nuclear
protein). Une fois dans le noyau, les dimeres STATS, seuls ou en association a d’autres
protéines (comme IRF9 dans la voie de signalisation des interférons de type 1) s’insérérent sur

des régions promotrices afin d’induire la transcription de génes cibles.
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Figure 12 : Activation canonique de la voie de signalisation JAK/STAT.

Les JAKs sont associés de maniere constitutive a leurs récepteurs spécifiques via leurs
domaines FERM et SH2 (a). Lors de I'engagement des cytokines, les JAK s'activent et se
phosphorylent les unes les autres, ainsi que les queues intracellulaires de leurs récepteurs (b). La
phosphorylation des chaines de récepteurs génere des sites d'accueil pour les STAT, qui peuvent
se lier au domaine cytoplasmique du récepteur, facilitant la phosphorylation de STAT médiéee
par JAK (c). Les STAT phosphorylés se dimérisent, se déplacent vers le noyau et se lient a
I'ADN, régulant ainsi la transcription des genes (d). Adapté de (Bonelli et al., 2024)

3.6 Réqulation négative de la voie canonique JAK/STAT

La régulation de la voie de signalisation JAK/STAT nécessite I'intervention de différents
niveaux de contrdle, et une perte de régulation peut favoriser la tumorigenése et l'inflammation
chronique. Il existe trois principaux types de régulation négative de la voie de signalisation
JAK/STAT : les membres de la famille SOCS (suppressor of cytokine signaling) /CIS
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(cytokine-inducible SH2 containing protein), les PTP (protein tyrosine phosphatases) et les
PIAS (protein inhibitor of activated STAT) (Figure 13).

La famille de protéines SOCS comprend 8 membres soit, SOCS-1 a SOCS-7 ainsi que
CIS. Les SOCS sont des inhibiteurs de JAKs phosphorylés et de leurs récepteurs. Ils sont
induits par les STATSs activés, et forment donc une boucle de rétro-inhibition. Les SOCS
peuvent inhiber la voie JAK/STAT par différents moyens. (1) Les protéines SOCS peuvent se
lier aux résidus tyrosine phosphorylés des récepteurs ou aux protéines JAKSs activées par le biais
du domaine SH2. Par conséquent, les protéines SOCS interviennent soit en empéchant la
fixation des facteurs STATs aux motifs tyrosine phosphorylés du récepteur ou des JAKS, soit
en inhibant directement l'activité catalytique des JAKs en bloquant les tyrosines de leur
domaine kinase (Hu et al., 2021). Des expériences de mutagénese dirigée ont démontré que le
domaine SH2 de SOCS1 reconnait spécifiquement la phosphotyrosine SH2 situé dans la boucle
d’activation de JAK2. En plus du domaine SH2, le domaine KIR (kinase inhibitory region) qui
est un analogue structurel de la boucle d’activation des protéines JAKs permet a la protéine
SOCS1 d’agir en pseudo-substrat non phosphorylable en se logeant dans la boucle d’activation
de la kinase JAK2, ce qui empéche I’arrivée de I’ATP et/ou des substrats au niveau du site
catalytique de la protéine (Yasukawa et al., 1999). Une autre étude a montré que SOCS3 se lie
simultanément a JAK et a son récepteur gp130. Une fois que le domaine SH2 de SOCS3 s'est
lie au Tyr759 phosphorylé de la gp130, le domaine KIR de SOCS3 se lie au JAK fixé a la
gp130, masquant le sillon de liaison au substrat de JAK (Kershaw et al., 2013). (2) Un autre
domaine, le motif SOCS-box est également de la régulation négative des JAKs. En effet, ce
domaine s’associe aux élongines B et C (impliquées dans le processus de transcription génique
en facilitant I'élongation de I'ARNmM pendant la transcription). Cette interaction permet le
recrutement des éléments du complexe d’ubiquitine ligase E3 et I’'ubiquitination des protéines

associées, et par conséquent leur dégradation par la voie du protéasome (Okumura et al., 2016).

Les protéines tyrosines phosphatases (PTP) contiennent un domaine SH2, qui leur permet
de s’associer aux tyrosines phosphorylées des récepteurs, des kinases JAKs et des facteurs de
transcription STATs activés. Cette association entre domaine SH2 et résidus tyrosine
phophorylés induit I’activation enzymatique des PTP et la déphosphorylation des protéines
associees grace au domaine phosphatase (Neel et al., 2003). La protéine TC-PTP (T cell protein
tyrosin phosphatase) est exprimée dans les cellules hématopoiétiques, reconnait spécifiguement

un motif centré sur un tandem de résidus tyrosine situé dans la boucle d’activation des kinases
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JAK1 et JAK3(Simoncic et al., 2002). La protéine TC45, une isoforme nucléaire de TC-PTP,
est chargée de la déphosphorylation des facteurs STAT1, STAT3 et STAT5 dans le noyau
cellulaire (ten Hoeve et al., 2002).

Chez les mammiferes, la famille PIAS compte 4 membres : PIAS1 (également connu sous
le nom de PIASX), PIAS2, PIAS3 et PIAS4 (également connu sous le nom de PIASy). Les
protéines PIAS possédent un domaine SAP (scaffold attachment factor A/B, acinus, and PIAS),
une structure en doigt de zinc appelée RING pour really interesting new gene-finger et une
région C-terminale riche en sérine et thréonine. Les PIAS ne se lient qu’aux formes activées
des protéines STATS, et présentent une certaine sélectivité de reconnaissance des protéines
STATSs. Ainsi, les protéines PIAS1 et PIAS4 sont capables d’interagir spécifiquement avec
STAT1 et STAT4, alors que PIAS3 interagit uniquement avec STAT3 (Chung et al., 1997; B.
Liu et al., 1998). Pour inhiber la voie JAK/STAT, les protéines PIAS utilisent difféerents
mécanismes. (1) Le Blocage de I’activité de liaison a I’ADN des facteurs de transcription. Par
exemple, les protéines PIAS1 et PIAS3 se lient respectivement aux diméres de STAT1 et de
STATS3 activés, et inhibent leur fixation a I’ADN (Sonnenblick et al., 2004). (2) Le recrutement
des co-suppresseurs de la transcription comme les histones désacétylases, qui modifient la
structure de la chromatine, empéchant donc la fixation des STATSs sur I’ADN (Tussié-Luna et
al., 2002). (3) La chélatation des co-activateurs de la transcription (Sachdev et al., 2001). (4)
Gréace au domaine RING, les protéines PIAS sont dotées d’une activité E3 SUMO-ligase (small
ubiquitin-related modifier). Bien qu'il existe des preuves que les STAT peuvent étre modifiés
par sumoylation, la fonction de cette modification dans la régulation négative n'est pas encore
connue (Rogers et al., 2003).

Des modifications chimiques supplémentaires des STAT comprennent I'acétylation, la
méthylation et la sumoylation (Stark and Darnell, 2012). Ceux-ci peuvent étre globalement
divisés en deux catégories : ceux qui favorisent la fonction STAT et ceux qui limitent la
fonction STAT. L'acétylation de la lysine 685 et la méthylation de I'arginine 31 peuvent étre
rangées dans la premiére catégorie ; il a été démontré que le premier favorise la fonction STAT
par des effets sur la dimérisation et l'activité transcriptionnelle, et que le second bloque
I'association avec les protéines PIAS (Meissner et al., 2004; O’Shea et al., 2005). Il est
géneralement admis que la méthylation de la lysine joue un rdle important dans la fonction
STAT, bien qu'il y ait un certain désaccord quant a savoir s'il s'agit d'un événement régulateur

positif ou négatif (Kim et al., 2013; Yang et al., 2010). La sumoylation a été exclusivement
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considérée comme un régulateur négatif, car il a eté démontré qu'elle limite la fonction de
STAT1 et STATS (Begitt et al., 2011; Van Nguyen et al., 2012).
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Figure 13 : Régulation négative de la voie de signalisation JAK/STAT.

Les fleches noires indiquent le processus d'activation. Les fleches en pointillés rouges
indiquaient une régulation négative. 1l existe trois principaux types de protéines impliquées
dans la régulation négative de la voie de signalisation JAK/STAT : la famille PIAS (inhibiteur
de protéine de STAT active), CIS/SOCS (suppresseur de signalisation des cytokines) et PTP
(protéine tyrosine phosphatase). PIAS interagit principalement avec les diméres STAT pour
inhiber la liaison de STAT a I'ADN, bloquant ainsi la transduction du signal JAK/STAT. La
famille CIS/SOCS régule négativement la voie JAK/STAT de trois maniéres : (1) en se liant &
un récepteur de tyrosine kinase pour bloquer le recrutement de STAT ; (2) se lier directement a
JAK pour inhiber son activité kinase ; (3) former un complexe élongine B/C-cullin5 qui dégrade
JAK ou STAT lié a la protéine SOCS par polyubiquitination et dégradation du protéasome. Les
PTP inhibent la voie JAK/STAT en interagissant avec JAK, STAT, ou des récepteurs pour (1)
déphosphoryler le dimére STAT ; (2) interagir avec le récepteur pour déphosphoryler le JAK
associé ; et (3) dans le cas du CD45 (un PTP transmembranaire), inhibe la phosphorylation de
JAK. Adapté de (Hu et al., 2021)

3.7 La voie non canonique

3.7.1 Lavoie non canonique pour les JAKs

3.7.1.1 Les preuves de la localisation nucléaire des JAKs
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Les JAKSs résident principalement dans le cytoplasme. Cependant, des études ont révélé
la localisation nucléaire des JAKs dans différents types cellulaires. Des premieres études
avaient rapporté la localisation nucléaire de JAK2 dans les ilots pancréatiques, les hépatocytes
de rat, les cellules COS-7 (cellules de rein de singe), les ovocytes et embryons de souris (Ito et
al., 2004; Lee and Duhé¢, 2006; Ram and Waxman, 1997; Sorenson and Stout, 1995). Une étude
a rapporté une localisation nucléocytoplasmique de JAK1 et JAK2 dans les cellules CHO (une
lignée cellulaire issue d'ovaire de hamster de chine) et les hépatocytes de rat, ce qui indique leur
présence a la fois dans le noyau et dans le cytoplasme. La stimulation par la GH n’a pas
engendré une augmentation du pool nucléaire de JAK1 et JAK2. Cependant, elle a provoqué
I’apparition de JAK2 phosphorylé dans le noyau. Cette étude a suggéré que la signalisation de
la GH — impliquant habituellement la voie canonique JAK/STAT - entraine I’activation et la
translocation de JAK2 vers le noyau et donc l'activation de JAK2 est nécessaire a son

accumulation nucléaire (Lobie et al., 1996).

Les JAKSs nucléaires sont impliquées dans divers processus pathologiques. En effet, JAK2
nucléaire a été rapporté dans les cellules hématopoiétiques des patients atteints de néoplasie
myeéloproliférative présentant la mutation JAK2 V617F. Une corrélation a été notée entre la
présence nucléaire de JAK2 et I'expression de I’oncogene Imo2 (LIM domain only 2), du fait
que JAK2 est un régulateur positif de Imo2. L’inhibiteur sélectif de JAK2 (AG490) inhibe la
croissance cellulaire des cellules leucémiques humaines en normalisant les niveaux de Imo2 et
restaurant la localisation cytoplasmique de JAK2. La régulation de la phosphorylation de JAK2
pourrait étre I'une des les modifications qui contrélent sa translocation nucléaire, de méme que
pour les STATS. Le blocage de la translocation nucléaire de JAK2 pourrait ainsi constituer une
nouvelle stratégie thérapeutique des néoplasies myéloprolifératives présentant une mutation
JAK2 (Rinaldi et al., 2010). Une étude récente a rapporté la localisation nucléaire de pJAK2
dans les biopsies pulmonaires des patients atteints de fibrose pulmonaire idiopathique (FPI) et
de PR : la plupart des patients (13/20) atteints de FPI ont exprimé JAK2 active dans le
cytoplasme, et 6 patients ont exprimé JAK2 activé dans le noyau. Tous Les patients (5/5)
atteints de PR ont tous exprimé JAK2 activé dans le noyau. Plus précisément, pJAK2 nucléaire
a été detecté dans les noyaux des cellules epithéliales, des cellules endothéliales, des
fibroblastes dans les biopsies pulmonaires et des lymphocytes dans les ganglions lymphatiques
(Wang et al., 2022). La localisation nucléaire de JAK1 a été détecté dans le lymphome a grandes

cellules B (Rui et al., 2016), alors que JAK3 nucléaire a été détecté dans le lymphome cutané
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a cellules T (LCT) et dans les cellules T malignes primaires chez les patients atteints du

syndrome de Sézary, une variante leucémique du LCT (Vadivel et al., 2021).

3.7.1.2 Latranslocation nucléaire des JAKs

En général, les mécanismes et les déclencheurs provoquant la translocation nucléaire des
JAKSs sont mal compris et largement non identifiés. Etant trop volumineux (120-140 kDa) pour
simplement diffuser librement entre le cytosol et le noyau, les JAKs nécessiteraient
I'implication de la machinerie d'importation nucléaire et par conséquent une séquence NLS. En
fait, la localisation nucléaire de JAK1, JAK2 et Tyk2 a été attribuée a un motif de type NLS
riche en arginine (Ragimbeau et al., 2001). Cependant, aucune analyse mutationnelle
définissant I'importance de la séquence NLS pour la translocation nucléaire des JAKs n'a été
rapportée. Un autre partenaire d'association possible pour les JAK est SOCSL1, qui lie et inhibe
JAK1 et JAK2 et qui contient une séquence NLS (Sakamoto et al., 2000).

La translocation nucléaire des récepteurs de surface cellulaire, avec ou sans ligand lié,
offre une autre explication de la présence de JAK dans le noyau. Il a été démontré qu'un certain
nombre de récepteurs qui lient JAK1 et/ou JAK2 sur leur région cytoplasmique sont capables
de transloquer dans le noyau. Il s'agit notamment des récepteurs de la GH, de la PRL, de
I'insuline, de ’EGF, de l'angiotensine Il de type 1 (AT1), ainsi que le récepteur de I’'IFNy
(Figure 14) (Clevenger et al., 1990; Gual et al., 1998; Johnson et al., 2011; Lobie et al., 1994;
Marrero et al., 1995; Olayioye et al., 1999).

D'autres associations possibles pourraient également expliquer la localisation nucléaire
des JAKSs. Il a été démontré que JAK2 interagit avec Hsp70 (heat shock 70kDa protein)/Hsc70
(heat shock cognate 70kDa protein) (Sarkar et al., 2001), qui fait la navette entre les noyaux et
le cytoplasme (Kodiha et al. 2005). Enfin, une autre étude a montré que I'anoxie peut constituer
un facteur déclencheur de la translocation nucléaire de JAK2/STATS5 dans les cellules
endothéliales capillaires rétiniennes bovines (Dudley et al., 2005).
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Figure 14 : Voies canonique et non canonique de la signalisation de I'IFNy.

Dans le modele canonique la fixation de I'IFNy sur le récepteur IFNGR, entraine un
changement conformationnel des sous unités IFNGR1 et IFNGR2, permettant le rapprochement
et la transphosphorylation des JAKs (JAK1 et JAK2), qui phosphorylent a leur tour le domaine
cytoplasmique de I’IFNGRZ1, constituant les sites de recrutement de STATL. Le dimere STAT1
formé se dissocie du récepteur et translogue dans le noyau grace au motif NLS intrinséque. Une
fois dans le noyau, il active les génes ayant un promoteur GAS (A). Le modéle non canonique
implique la translocation nucléaire du complexe IFNGR1/STAT10/JAK1/JAK2. L’TFNGR1
joue un role de co-facteur transcriptionnel, alors que JAK1 et JAK2 jouent un role dans la
régulation épigénétique (B). Adapté de (Johnson et al., 2013)

3.7.1.3 Les roles des JAKs dans le noyau

Plusieurs études ont révélé l'implication des JAKs nucléaires dans la régulation
épigenétique. Dans un premier temps, il a été constaté que JAK2 nucléaire phosphorylait
I'nistone H3 sur Y41 dans les cellules hematopoiétiques. La phosphorylation de H3Y41
empéche la liaison de la protéine d'hétérochromatine lo (HPla), qui fonctionne dans la
répression des génes hétérochromatiques (Dawson et al., 2009). Les kinases mutantes JAK2
oncogenes peuvent exercer des actions epigénetiques sur la structure de la chromatine dans les
néoplasmes myéloprolifératifs en phosphorylant I'arginine méthyltransférase PRMT5 (Liu et

al., 2011). Les néoplasmes myéloprolifératifs sont des troubles des cellules souches dans
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lesquels la plupart des patients expriment la tyrosine kinase JAK2V617F (ou moins
fréquemment les mutations exon12) activée de maniére constitutive. JAK2 muté phosphorylait
la méthyltransférase PRMT5 dans les cellules HEL, empéchant la protéine 50 du méthylosome
(MEP50) d'améliorer l'activité enzymatique de PRMTS5 entrainant une diminution de la
méthylation globale de I'histone H2A/H4 R3 (Liu et al., 2011).

D’autres études ont montré que les JAKs (principalement JAK?2) affectent 1’expression
des génes en activant les facteurs de transcription (Helmer et al., 2010; Nilsson et al., 2006).
Nilsson et al. ont observé que la PRL induit I’activation de JAK2 dans les noyaux des cellules
épithéliales mammaires. JAK2 active induit la phosphorylation du facteur de transcription NF1-
C2 (neurofibromine 1 domaine C-terminal 2). De fagon intéressante, 1’absence de JAK?2 activé
dans le noyau engendre la dégradation de NF1-C2 par le protéasome (Nilsson et al., 2006). De
plus, JAK2 joue un role dans le contrdle du cycle cellulaire en phosphorylant I’inhibiteur de la
kinase cycline-dépendante p27 K1 = altérant sa capacité a inhiber les kinases cycline-
dépendantes et initiant une cascade d'événements aboutissant a sa dégradation protéasomique
(Jakel et al., 2011). Une exploration approfondie est nécessaire pour comprendre pleinement la
signification fonctionnelle de la localisation des JAKs dans les processus cellulaires et les

scénarios pathologiques.
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Figure 15 : Réles des JAKs dans le noyau.
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Les JAKSs peuvent phosphoryler des substrats nucléaires jouant un réle central dans le contréle
de la progression du cycle cellulaire et de I'épigénétique : la PRMTS5 (altérant ainsi la liaison
avec de son partenaire MEP50), I'histone H3 (afin de déplacer la protéine hétérochromatine
répresseur transcriptionnel la (HP1a)) et I'inhibiteur de la kinase dépendant de la cycline
p27 KiP1 |es JAKs nucléaires sont capables de phosphorylés des facteurs, notamment le NF1-
C2. Une hyperactivité prolongée de JAK dans le noyau, peut induire des dysfonctionnements
hyperprolifératifs, des événements de transformation néoplasiques, ainsi que la progression
tumorale.

3.7.2 Lavoie non canonique pour les STATs

Indépendamment des JAKSs, les STAT peuvent étre impliqués dans d’autres voies de
signalisation impliquant I’activation par phosphorylation d’un motif tyrosine (p-Tyr) ou sérine
(p-Ser). En effet p-Tyr est activé au niveau de STATG6 par le capteur d'acide nucléique STING
(stimulator of interferon genes), suscitant ainsi des réponses antivirales. P-Tyr est également
activé au niveau de STATS3 par le pyruvate kinase M2 en réponse a des signaux métaboliques
(Dawson et al., 2009), alors que p-Ser est activé par les MAPK (mitogen-activated protein
kinase), les kinases dépendantes de la cycline et IKK (IkB kinase), entre autres (Kisseleva et
al., 2002). De plus, il a été montré que STAT3 peut se localiser dans la mitochondrie, ou il
favorise la phosphorylation oxydative et la perméabilité membranaire. Cet effet dépend de la
sérine, mais pas de la tyrosine, de la phosphorylation et on pense qu'il est pertinent dans les
contextes ou la respiration cellulaire est altérée, comme le stress cellulaire et le cancer. Tous
les autres STAT (a I'exception de STAT4) ont été detectés dans la mitochondrie, mais leur
fonction au sein de cet organite n'a pas été rigoureusement évaluée (Baetz et al.,
2008). Certaines récepteurs tyrosine kinases (par exemple, FIt3R) peuvent déclencher
I'activation de STATS sans impliquer les JAKs (Moulin et al., 2003).

3.8 Inhibiteurs de la voie JAK/STAT

L’inhibition de la voie de signalisation JAK/STAT connait aujourd’hui un intérét
croissant et constitue une nouvelle stratégie pour le traitement des maladies inflammatoires et
auto-immunes. De plus, les patients porteurs de mutations impliquant la voie JAK/STAT
présentent tres peu (voire pas) de manifestations autres que le déficit immunitaire, ce qui
renforce l'intérét des inhibiteurs de la voie JAK/STAT en tant que médicament. Les
médicaments qui ciblent la voie JAK/STAT peuvent étre classés en trois types : (1) anticorps
contre les cytokines ou les récepteurs, (2) inhibiteurs de JAK, (3) inhibiteurs de STAT (Figure
16).
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Figure 16 : Cibles thérapeutiques de la voie de signalisation JAK/STAT.

(1) Les cytokines recombinantes, (2) les anticorps contre les cytokines et (3) les anticorps contre
les récepteurs sont concus pour cibler les cytokines ou les récepteurs ; (4) Les inhibiteurs de
JAK sont concus pour cibler les JAK ; et (5) des inhibiteurs peptidiques, (6) des inhibiteurs de
petites molécules, (7) des oligonucléotides leurres (ODN), (8) des oligonucléotides antisens
(ASO) et (9) des siRNA ciblent les STAT. Adapté de (Hu et al., 2021)

3.8.1 Cytokines recombinantes et anticorps anti-cytokines ou récepteurs

Les cytokines recombinantes sont congues pour imiter les structures des cytokines
natives, dans le but d’amplifier ou inhiber leurs signalisations. Par exemple, dans le contexte
des maladies inflammatoires, les cytokines recombinantes peuvent réduire I’inflammation en
inhibant les voies produisant les cytokines pro-inflammatoires ou en favorisant la production
des cytokines anti-inflammatoires. Les cytokines recombinantes constituent une des méthodes
utilisées pour I’inhibition de la voie JAK/STAT dans certaines maladies. En effet, I'IL-2
recombinante est approuvée pour traiter le mélanome métastatique et le carcinome rénal, les
IFN de type 1 recombinants sont utilisés pour le traitement du virus de I'népatite C et le TNF

recombinant est un traitement du cancer.

Le blocage des cytokines et de leurs recepteurs par les anticorps a été utilisé avec succes
pour traiter des maladies inflammatoires chroniques telles que la PR, la maladie inflammatoire

de P’intestin (MII) et le psoriasis. Certains de ces anticorps sont approuvés sur le marché,
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comme les anti-IL-2Ra, les anti-IL-6R, les anti-1L-5, les anti-1L-6, les anti-1L-12 et les anti-IL-
23 (Villarino et al., 2017). L'anticorps anti-IL-2Ra, également connu sous le nom de
daclizumab, a nettement inhibé la phosphorylation de JAK1, JAK3 et STAT5a/b, réduisant

ainsi considérablement le rejet de greffe (Tkaczuk et al., 2002).

Le siltuximab est un anticorps anti-1L-6 et a été approuve pour le traitement de la maladie
de Castleman multicentrique idiopathique (iMCD). Le tocilizumab, un anticorps humanisé anti-
IL-6R, a été approuve pour le traitement de la PR, du syndrome de libération des cytokines et
de I'ilMCD. Le mépolizumab et le reslizumab anticorps anti-1L-5 et benralizumab anticorps anti-
IL-5R sont utilisés dans des maladies telles que 1'asthme a éosinophiles, 'cesophagite a
éosinophiles, le syndrome hyperéosinophile et la granulomatose a éosinophiles avec

polyangéite (Hassani and Koenderman, 2018).

3.8.2 Inhibiteurs de JAK

Un grand nombre d’inhibiteurs de JAKs sont des compétiteurs de I’ ATP. La structure des
sites de liaison a I’ATP est hautement conservée. Ainsi, ces inhibiteurs ciblent plusieurs
membres de JAK (Ferrao and Lupardus, 2017). Néanmoins, il existe certains inhibiteurs (tels
que le deucravacitinib) qui ciblent le domaine JH2 de JAK (Burke et al., 2019). Le ruxolitinib
est le premier inhibiteur de JAKSs approuvé par la FDA (Food and Drug Administration). Dans
un premier temps pour le traitement de myélofibrose (MF) en 2011(Mascarenhas and Hoffman,
2012). Par la suite, pour le traitement de la polyglobulie vraie, la maladie du greffon contre
I'n6te aigué et chronique (Raedler, 2015; Yang et al., 2021) Le ruxolitinib présente une activité
inhibitrice caractérisee par des valeurs ICso comprise entre 2,8 et 428 nM. Il inhibe
préférentiellement JAK1 (ICso = 3,3 nM) et JAK2 (ICso = 2,8 nM) (Quintas-Cardama et al.,
2010). Un an apres I’approbation du ruxolitinib, la FDA a approuvée le tofacitinib pour le
traitement de la polyarthrite rhumatoide en 2012 (Coricello et al., 2020). Il a également été
approuveé pour le traitement du rhumatisme psoriasique et de la colite ulcéreuse, de l'arthrite
juvénile idiopathique, spondylarthrite ankylosante active (Ayala-Aguilera et al., 2022; Kostik
et al., 2022; Mohanakrishnan et al., 2022). L’activité inhibitrice du tofacitinib est caractérisée
par des valeurs 1Cso comprises entre 1,1 et 42 nM, ou l'activité inhibitrice la plus élevée était
contre JAK3 (ICso = 1,1 nM). De plus, le tofacitinib a inhibé JAK1 (ICso = 2,9 nM) et JAK2
(1Cs0 = 1,2 nM) (Noji et al., 2020). Une autre étude a noté d’autres d’ICsp: 15,1 nM, 77,4 nM
et 55nM pour JAK1, JAK2 et JAK3, respectivement (Clark et al., 2014). Ces résultats indiquent
que le tofacitinb inhibe a la fois JAK1, JAK2 et JAK3. D’autres inhibiteurs de JAKs ont été
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développé dans le but d’améliorer la spécificité, minimisant ainsi les effets secondaires
indésirables. Bien qu’un nombre restreint soit approuvé pour des applications cliniques
(Tableau 5), un grand nombre fait I’objet d’essais cliniques de phase II et III (Shawky et al.,
2022).

Les évenements indésirables graves sont toujours une préoccupation lorsque les
inhibiteurs de JAKs sont envisagés pour un traitement. Ces effets secondaires comprennent des
maladies cardiovasculaires, des caillots sanguins, le cancer et des infections graves. En 2023,
I’EMA (European Medicins Agency) a déclaré que ces médicaments peuvent étre utiliseés chez
les patients suivants uniquement si aucune alternative thérapeutique appropriée n'est disponible
: les personnes agées de 65 ans ou plus, les personnes présentant un risque accru de probléemes
cardiovasculaires majeurs (tels qu'une crise cardiaque ou un accident vasculaire cérébral), les

individus ayant une longue histoire de tabagisme, et ceux qui courent un risque accru de cancer.
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Tableau 5. Inhibiteurs de JAKs approuvés, leurs cibles et applications cliniques

Indications approuvées par

Meédicament Sélectivité FDA/EMA/UEA/Japon
Abrocitinib JAK1, JAK2 La dermatite atopique
Baricitinib JAKI, JAK2 Polyarthrite thumatoide,

COVID 19

JAKI, JAK2, JAK3 et

Delgocitinib VK La dermatite atopique

Fédratinib JAK?2 My¢lofibrose

Filgotinib JAK1 Polyarthrite thumatoide

Pacritinib JAK?2 My¢lofibrose

Péficitinib JAKI1, JAK3 Polyarthrite thumatoide
Myélofibrose,

Ruxolitinib JAK1, JAK2 Polyglobulie vraie,

Maladie du greffon contre
I'hote aigué et chronique

Polyarthrite thumatoide,
Arthrite psoriasique,
Tofacitinib JAK1, JAK2, JAK3 Rectocolite hémorragique,
Arthrite idiopathique juvénile,
Spondylarthrite ankylosante

Polyarthrite thumatoide,
Arthrite psoriasique,

La dermatite atopique,
Rectocolite hémorragique

Upadacitinib JAK1

3.8.3 Inhibiteurs de STATSs

Les inhibiteurs des JAKs empéchent la phosphorylation et [l'activation des

STATS. Cependant, d’autres voies de signalisation peuvent également étre inhibées engendrant
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des évenements indésirables. Ainsi, les inhibiteurs de STAT semblent plus spécifiques et
entrainent moins d’effets indésirables. La plupart des inhibiteurs de STAT empéchent la
phosphorylation et/ou de la dimérisation de STAT par des approches peptidomimétiques
(Figure 16). Parmi les sept STAT, les inhibiteurs ciblant STAT3 et STATS ont été les plus
étudiés (Turkson et al., 2004). Cependant, la plupart des études sur les inhibiteurs des STAT
sont en phase précliniques, et peu font I'objet d'essais cliniques ou approuvés sur le marché, car

des concentrations élevées sont nécessaires pour qu'ils soient efficaces.

4 La voie JAK/STAT dans la sarcoidose

4.1 Preuves de ’implication de la voie JAK/STAT dans la sarcoidose

Une étude transcriptomique sur des PBMC provenant de témoins sains et de patients
atteints de sarcoidose a mis en évidence une signature moléculaire composée de 17 genes
(ADORA3, ATP10A, CBLB, EFHA2, ERCC6L2, FIGNL1, GALNT12, IL6ST, ITGA6, MBTPS1,
MTERFD2, SATB1, SORCS3, STAT4, TMEM263, URI1, ZFYVE9) potentiellement régulés par
8 mIARN (miR-23a, miR-23b, miR-30c, miR-93, miR-185, miR-143, miR-196a et miR-223)
connu pour étre lié a I'nypertension pulmonaire, au cancer du poumon et potentiellement a la
séveérité de la sarcoidose. Les 17 genes identifiés sont associés a la voie JAK/STAT, dont
I’expression est corrélée avec la gravité de la maladie (Zhou et al., 2017). Il est important de
noter qu’aucun gene parmi les 17 génes identifiés n’a été retrouvés dans les précédents études
du criblage du génome entier des PBMC de patients atteints de sarcoidose (Koth et al., 2011;
Zhou et al., 2012). D’autres études transcriptomiques réalisées sur les PBMC, des poumons et
des ganglions lymphatiques ont identifiés STAT1, ainsi que les génes codants pour les
chimiokines qu’il régule (IL-5, IL-7, IL-15, CCR5, CXCL9, CXCL10 et CXCL11), comme des
acteurs inflammatoires majeurs dans la sarcoidose (Crouser et al., 2009; Rosenbaum et al.,
2009). Une récente étude a révélé que la voie JAK/STAT, particulierement JAK2 et STAT1, est
significativement régulée a la hausse dans les PBMC, les biopsies pulmonaires, cutanées, de
I’orbite antérieure et de la glande lacrymale, ainsi que dans les ganglions lymphatiques des

patients atteints de sarcoidose (Lindquist et al., 2023).

Au niveau histologique Damsky et al. ont montré une activation de STAT1 et STAT3
significativement élevée au niveau des granulomes de biopsies cutanées de patients atteints de

sarcoidose par rapport a celles de sujets sains ou des patients atteints de xanthélasma, un autre
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trouble granulomateux cutané. De plus, I’analyse transcriptomique d’autres biopsies cutanées
de patients atteints de sarcoidose a révéle I'activation de la signalisation de I'TFN-y et de I’'IL-
6, en plus TNF-a, et de mTORCL (indépendants de la voie JAK/STAT). En revanche, ces voies
ne semblaient pas activées chez les sujets sains (Damsky et al., 2018). Cette étude soutient
I’hypothése suivante : les lymphocytes sécrétent de 1I’IFN-y, qui conduit a l'activation de
STAT1 dans les macrophages. Apres activation, les macrophages produisent 1’IL-6, qui active
STAT3 dans les LT (Wang et al., 2020).

4.2 Inhibiteurs de JAKS dans la sarcoidose

Plusieurs cas cliniques ont rapporté 1’efficacité majeure des inhibiteurs de JAK dans des
formes de sarcoidose chroniques résistantes a plusieurs lignes de traitement
immunosuppresseurs. Rotenberg et al. ont rapporté une réponse rapide et spectaculaire du
ruxolitinib (inhibiteur de JAK1 et JAK2) sur un cas de sarcoidose sévére multiviscérale
réfractaire aux traitements. Apres 3 mois de traitement, il a été noté une disparition des Iésions
granulomateuses pulmonaires et cutanées avec amélioration de la fonction respiratoire. Ce
traitement est initialement administré dans le cadre de la maladie de Vaquez (un syndrome
myéloprolifératif d0 a la mutation V617F de JAK2) (Rotenberg et al., 2018). Deux autres études
ont souligné ’efficacité du ruxolutinib sur deux autres cas de sarcoidose (Levraut et al., 2019;

Wei et al., 2019).

Un résultat similaire a été obtenu avec un autre inhibiteur de JAK, le tofacitinib (inhibiteur
de JAK1, JAK2 et JAK3) (Damsky et al., 2020). Chez des patients atteints d’une sarcoidose
cutanées, le tofacitinib a entrainé la disparition des granulomes et une régression de I’infiltrat
inflammatoire associ¢ a une diminution de 'immunomarquage des formes phosphorylées
STAT1 et STAT3 (Figure 17) ainsi que le taux d’ARNm d’IFN-y, du TNF-a, de I’IL-6. De
plus, avant le traitement par le tofacitinib, il a été observé une activation des voies de
signalisation dépendantes de JAK/STAT (interféron-y et interleukine-6) mais aussi de la voie
du TNFa et mTORC1. Ces mémes voies ont été régulées négativement chez les patients traités
avec du tofacitinib. D’autres transcrits pro-inflammatoires impliqués dans la pathogenése de la
sarcoidose, y compris TLR2, TLR8, IL1B, IL12B, IL18, IL27, CXCL9 et CXCL10, ont été

réduits pendant le traitement par tofacitinib (Damsky et al., 2018).
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Bien que la voie JAK/STAT ait été détectée au niveau transcriptomique et histologique
dans la sarcoidose, aucune étude n'a encore examiné de maniére exhaustive I'expression de tous
les membres de cette voie dans le granulome sarcoidien. L'identification précise des signatures
JAK/STAT et de leurs localisations cellulaires spécifiques au sein du granulome permettrait
d'ameéliorer la compréhension de l'implication de cette voie de signalisation dans la

physiopathologie de la sarcoidose.

A Before Tofacitinib Treatment B During Tofacitinib Treatment

Hematoxylin and Eosin CD68 Hematoxylin and Eosin CD68

pSTAT1 pSTAT3 pSTATL pSTAT3

e L T

Figure 17 : Rémission histologique de la sarcoidose apreés traitement par le tofacitinib

Avant traitement, la coloration a I’hématoxyline €osine a montré des granulomes bien organisés
non caséeux dans le derme d’une coupe de biopsie cutanée. Les marquages
immunohistochimique CD68 (pour les macrophages), pSTATL1 et pSTAT3 détectés au niveau
des lésions cutanées (A). Aprés traitement, disparition des granulomes, avec 1’absence de
détection des marquages CD68, pSTAT1 et pSTAT3 (B). Adapté de (Damsky et al., 2018)
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Hypothese et objectifs généraux du travail de these

Mon travail de these a porté sur 1’étude de I’implication de la voie de signalisation
JAK/STAT dans la sarcoidose. Cette maladie systémique d'étiologie inconnue est caractérisée
par la formation de granulomes immuns dans différents organes. La sarcoidose se caractérise
par une présentation clinique et une évolution variable. Prés de la moitié des patients
nécessiteront un traitement prolongé par corticoides, et 10% progresseront malgre ce traitement.
Plusieurs études transcriptomiques ont révélé 1’expression de la voie JAK/STAT dans les
PBMC de patients atteints de sarcoidose, et son association avec la sévérité de la maladie. De
plus, plusieurs cas cliniques ont montré ’efficacité des inhibiteurs de la voie JAK/STAT dans

la sarcoidose. Cependant, I’expression spatiale et temporelle des membres de la voie

JAK/STAT dans le granulome est encore mal connue.

A partir des données du laboratoire et de la littérature, nous émettons 1’hypothése que
’activation de la voie JAK/STAT dans les granulomes de la sarcoidose induit la formation

et/ou la persistance du granulome de la sarcoidose.

Afin de tester cette hypothése nous nous sommes fixé les objectifs suivants :

- Réaliser une cartographie de 1’expression des membres de la voie JAK/STAT dans le
granulome et le « péri-granulome », et identifier les populations cellulaires positives pour
chaque membre sur des biopsies de patients atteints de sarcoidose ;

- Analyser et comparer I’activation de la voie JAK/STAT dans les différents organes
principalement affectés par la sarcoidose, dans le but de rechercher I’existence de
signatures distinctes selon les organes atteints ;

- Etudier la relation entre la voie JAK/STAT et la sévérité de la maladie en utilisant deux
approches distinctes : (i) en associant les niveaux d'expression des protéines détectées dans
les granulomes aux caractéristiques cliniques des patients et (ii) en examinant leur relation
avec les stades d'évolution des granulomes.

- Etudier I’activation de la voie JAK/STAT in vitro dans des cultures de lymphocytes

circulants de patients atteints de sarcoidose et de témoins.
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Matériels et Méthodes

1 Considérations éthiques et réglementaires

1.1 Biopsies humaines

Cette étude monocentrique rétrospective a été menée dans le service de pneumologie de
I’hépital universitaire Avicenne, APHP, qui est centre de référence pour les maladies
pulmonaires rares de 1’adulte (CRMR ORPHALUNG) et centre of excellence for sarcoidosis
(selon le WASOG). Les patients inclus étaient agés de plus de 18 ans et avaient un diagnostic
certain de sarcoidose selon ATS/ERS/WASOG (“Statement on Sarcoidosis,” 1999). Les
patients inclus dans I'étude devaient avoir un dossier médical suffisamment détaillé, et un suivi
médical dans le service d’au moins 5 ans apres la date de la biopsie. Les dossiers médicaux de
tous les patients ont été examinés et les données concernant les caractéristiques
démographiques, les stades radiographiques, les tests de la fonction pulmonaire (VEMS et
DLCO), le scanner thoracique + 18FFDG PET-CT et les atteintes des organes extra-
pulmonaires (selon les données cliniques et tomodensitométriques) ont été enregistrées au
moment de la biopsie. Trois scores d'évaluation de la gravité ont été établis pour tous les
patients. Le CTAS (computed tomography activity score) ou score de Benamore, sur une
échelle de 0 a 4, qui permet d'évaluer l'activité de la maladie sur la base des résultats de
I'imagerie médicale, comme la tomodensitométrie axiale (CT) du thorax (Benamore et al.,
2016). L'outil extrapulmonary physician organ severity tool (ePOST), sur une échelle de 0 a 6,
mesure le degré de gravité des organes (Judson et al., 2008). Le COS (clinical outcome status),
sur une échelle de 0 a 9, tient compte de la nécessité d'un traitement systémique et de l'activité
de la maladie (Baughman et al., 2011). A I'exception du COS, qui a été calculé 5 ans aprés la
biopsie, les deux autres scores ont été calculés au moment de la biopsie. Les patients ont été
sélectionnés au hasard afin d'avoir au moins 10 patients par organe biopsié (biobanque du
service d’anatomopathologie de I’hdpital Avicenne). La biopsie la plus récente devait étre datée
de 2015 afin d'avoir une perspective suffisante sur I'évolution de la maladie. Au total, 58
patients ont été sélectionnés, et 7 patients ont été exclus car il n'y avait pas de granulomes dans
leurs biopsies. Les organes biopsiés étaient le poumon (par biopsies transthoraciques ou

chirurgicales) (n=10), la peau (n=13), les ganglions lymphatiques (n=12), le foie (n=9), les
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glandes salivaires (n=8) et le rein (n=9). De plus, neuf patients ont subi des prélévements
multiples, incluant huit biopsie transbronchique et une biopsie des voies aériennes supérieures.
Deux d’entre eux ont également eu une biopsie de glandes salivaires, deux une biopsie
hépatique, quatre une biopsie cutanée et un une biopsie de ganglions lymphatiques. L'étude a
été approuvée par le comité d'éthique (CLEA-2019-100 ; réf CPP-CNRIPH 20088-66111). Le
protocole de I'étude est enregistré sur clinicaltrials.gov (identifiant NCT04751279) (Assistance
Publique - Hépitaux de Paris, 2022). Le consentement éclairé pour tous les participants a été

obtenu pour les investigations biologiques.

1.2 Prélevements sanguins humains

Le travail sur les lymphocytes sanguins est une étude prospective monocentrique menée
dans le service de pneumologie du CHU Avicenne, Grand Paris, France entre 2020 et 2024 et
ayant recu l'approbation du comité d'examen institutionnel (CPP lle-de-France XI 20088-
66111) selon la Iégislation francaise. Le consentement éclairé écrit de tous les participants a été
obtenu pour les investigations biologiques. Les patients atteints de sarcoidose ont été inclus s'ils
étaient agés d'au moins 18 ans et présentaient un diagnostic de sarcoidose pulmonaire selon les
criteres (ATS/ERS/WASOG, 1999). Des volontaires sains 4gés de > 18 ans, sans antécédent de
sarcoidose ont été évalués comme sujets témoins et appariés pour I'age (£ 5 ans), le sexe et le
tabagisme avec les patients atteints de sarcoidose. Nous avons sélectionné 7 patients et 3 sujets
sains pour 1’étude. Les dossiers médicaux de tous les patients ont été examinés (Dr Florence
Jeny). Les données démographiques, les stades radiographiques selon Scadding, la fonction
pulmonaire (spirométrie et DLCO), le scanner thoracique, et la présence d’atteintes extra

thoraciques étaient concomitants au prélevement sanguin.

2 Etude histologique et immunochimique

2.1 Préparation des échantillons

2.1.1 Culture des lymphocytes circulants

Pour fixer les cellules, les culots cellulaires ont été resuspendus dans du PBS (phosphate
buffered saline) pH 7.4 contenant 4% PFA (paraformaldehyde) et incubés 15 min a TA
(température ambiante). Apres 2 lavages par centrifugation (400G, 5 min) et elimination du
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surnageant, les culots sont resuspendus dans du PBS (densité : 10”6 cellules/mL). Une densité
de 10”5 cellules a été projeté sur une lame de verre a I’aide d’un montage lame / papier buvard
/ chambre inséré dans le cytospin pendant 5 min a 300G. Aprés séchage une nuit a TA, les
lames ont ét¢€ post fixées 15 min a I’acétone froid puis séchées 15 min a TA sous hote aspirante,

puis conservees a -20°C en attendant d’étre utilisées.

2.1.2 Tissus humains

Les échantillons humains (déja inclus en paraffine) nous ont été fournis par le service
d’anatomopathologie (Dr Marianne Kambouchner) de I’Hopital Avicenne. Les blocs inclus en
paraffine ont ensuite été coupés en sections sériées de 4 um d’épaisseur a la plateforme
d’histologie TisCel13.

2.2 Colorations histologiques

2.2.1 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
xyléne (3x 10min), puis réhydratées dans un gradient décroissant d’éthanol : éthanol 100% (2x
5 min), éthanol 95% (2x 5 min), éthanol 70% (1x 5 min) suivie par une réhydratation finale
(eau déionisée, Smin). Les lames contenant les spots de cellules destinés a I’immunomarquage

ont été décongelées 5 min a TA.

2.2.2 Coloration Hématoxyline Eosine (HE)

Des colorations HE ont été effectuées pour étudier 1’histologie générale des tissus murins,
en particulier observer la présence d’infiltrats inflammatoires éventuels. Apres
déparaffinage/réhydratation, les coupes histologiques ont été colorées a I’hématoxyline de
Harris pendant 4 min, puis rincées a 1’eau ionisée pendant Smin. Aprés passage dans un bain
d’éthanol 95%, les lames étaient colorées a 1’¢osine alcoolique (2 min). Aprés un ringage rapide
100 dans d’éthanol 95%, les lames étaient passées en xyléne pour un montage en milieu non-

aqueux.

2.2.3 Coloration Trichrome de Masson
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Les colorations trichromiques de Masson ont été effectuées pour évaluer la présence de
dépot de collagene. Apres deparaffinage et réhydratation, les coupes histologiques étaient
colorées en présence d’hématoxyline de Weigert (10min), et rincées avec de 1’eau ionisée
pendant 5 min. Puis les lames étaient colorées avec la fuschine acide de Biebrich scarlet (5min),
et rincées dans de 1’eau déionisée (Smin). 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). Aprés ringage a 1’eau
distillée, les lames étaient déshydratées dans un gradient croissant d’éthanol, passées en xyléne

pour un montage des lames en milieu non-aqueux.

2.3 Immuno-histochimie/cytochimie

Aprés 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 a 95°C. L'inhibition des peroxydases endogénes a été réalisée par incubation dans une
solution de peroxyde d’hydrogene 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 a 4°C,
toute une nuit en chambre humide, en présence de I'anticorps primaire dilué dans du PBS
contenant 2% sérum de cheval. Apres lavage au PBS-T (tampon PBS contenant 0.1% de
Tween), les coupes histologiques étaient incubées a température ambiante, pendant 30 min en
chambre humide, en présence de I'anticorps secondaire biotinylé (Vector Laboratories, USA)
dirigé contre I’espece de I’anticorps primaire. La révélation des complexes anticorps
primaires/secondaires a été réalisée en incubant a 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 realisée en présence de DAB
(3,3'diaminobenzidine), substrat de la peroxidase couplée aux complexes anticorps
primaires/secondaires. Le signal DAB est amplifié par 1’addition d’un complexe Nickel/Cobalt
qui donne un précipité noir. Finalement, les lames sont contre-colorées au nuclear Fast Red.

Aprés déshydratation et passage en xyléne, un montage en milieu non-aqueux a été réalisé.

Pour I'immunohistofluorescence, les coupes ont été incubées avec un anticorps secondaire
conjugué a I'Alexa Fluor pendant 60 minutes. Aprés ringage, les sections ont été fixees avec un
milieu de montage contenant du DAPI (VECTASHIELD® Antifade Mounting Medium with
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DAPI ; Vector Laboratories). La fluorescence a été observée en utilisant un microscope a

fluorescence Zeiss Axioskop.

2.4 Hyperion

Des coupes de poumon et de peau en paraffine (5 um) ont été utilisées pour 1I’imagerie en
cytométrie de masse. Le démasquage antigenique (tampon Tris-EDTA pH 9) a été réalisé pour
tous les anticorps, suivi d'un blocage dans 2 % de BSA pendant 45 minutes. Les anticorps
conjugués aux métaux ont été incubés toute la nuit a +4 °C dans 2 % de BSA (tableau). Les
lames ont été lavées trois fois avec 0,2% de Triton X-100 dans du PBS avant d'étre incubées
avec l'intercalateur Cell-1D-Ir (1 : 800, 201192A, Standard Biotools) pendant 30 minutes a
température ambiante pour visualiser I'ADN. Apres avoir été lavées deux fois dans de 1’H.0O
doublement distillée, les lames ont séché avant I’imagerie. Les images ont été acquises a l'aide
d'un cytomeétre de masse a temps de vol Helios (CyTOF) couplé a un systeme d'imagerie
Hyperion (Standard Biotools). Avant I'ablation au laser, des images optiques de lames (appelées
panorama) ont été acquises a l'aide du logiciel Hyperion et les zones a ablation ont été
sélectionnées comme décrit ci-dessous. L'ablation laser a été réalisée a une résolution d'environ
1 um et a une fréquence de 200 Hz. Lors de la coloration, une région d'environ 1 mm x 1 mm

a été analysée a partir d'une coupe de tissu a I'aide du systéme Hyperion (Standard Biotools).

3 Etude morphométrique

3.1 Classification des granulomes

Pour la classification des granulomes, nous nous sommes basés sur le suivi histologique
réalisé lors du test de Kveim (Figure 18). Ce test de diagnostic consistait a injecter par voie
intradermique au patient suspecté de sarcoidose un broyat de tissu provenant d’un patient atteint
de sarcoidose. Le développement d'un granulome, histologiquement prouvé au site d'injection
était considéré comme un argument de diagnostic important en faveur de la sarcoidose (Rogers
and Haserick, 1954). Bien que le test de Kveim ait été largement utilisé dans le passé, il est
désormais moins courant en raison de problémes de standardisation, de faible spécificiteé, de
risques de transmission de maladies et de I'émergence de meilleures alternatives diagnostiques,

telles que I'imagerie médicale et les analyses sanguines.
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Nous avons classé les divers granulomes observés dans les biopsies de différents organes
chez les patients atteints de sarcoidose en 4 stades d’évolution. (i) granulomes naissant
constitués d'agrégats inflammatoires non emballés principalement lymphocytaires avec
quelques macrophages montrant des criteres cytologiques de différenciation des cellules
épithélioides, (ii) granulomes florides constitués de cellules épithélioides encore peu
compactes mélangées a des lymphocytes avec des lymphocytes entourés d'un infiltrat
lymphocytaire marqué, (iii) granulomes « naked » constitués de cellules épithélioides tassées
avec peu ou pas de lymphocytes sans infiltrat lymphocytaire, (iv) granulomes fibreux
composés de cellules épithélioides tassées avec peu ou pas de lymphocytes sans infiltrat
lymphocytaire, enveloppées d'une couronne collagéne dense d'épaisseur variable. Des cellules

géantes multinucléaires peuvent étre rencontrées dans les différents stades.
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Figure 18 : Suivi histologique du test de Kveim.

Papule a l'endroit ou le test de Kveim a été positif pendant 6 semaines (A). 6 jours d’un test de
Kveim positif, un infiltrat périvasculaire dense composé de grands histiocytes et de leucocytes
mononucléaires et de cellules atypiques pléomorphes difficiles a classer, x125 (B). 13 jours
d’un test de Kveim positif, L'infiltrat périvasculaire dense est principalement constitué¢ de
lymphocytes entourant des cellules épithélioides. Les cellules atypiques sont moins nombreuses
x270 (C). 25 jours d’un test Kveim positif, un agrégat de cellules épithélioides important
entouré de trés peu de lymphocytes x100 (D). Un amas de granulomes « Naked » aprés 9 mois
d’un test de Kveim positif, x110 (E). La formation d’un tissu fibreux aprés 6 semaines de
I’injection de gammaglobulines de patient x110 (F). Adapté de (Rogers and Haserick, 1954)
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3.2 Quantifications

3.2.1 Distribution des stades de granulomes

Nous avons analysé la distribution des quatre stades de développement des granulomes
de la sarcoidose (naissant, floride, « naked » et fibreux) dans les cing organes, a savoir : le
poumon, la peau, les ganglions lymphatiques, le foie et les glandes salivaires. Pour chaque
biopsie, nous avons calculé le nombre de granulomes d'un stade donné par rapport au nombre

total de granulomes de la sarcoidose.

3.2.2 Niveau d’expression

Tout d'abord, nous avons déterminé le pourcentage de patients positifs pour pJAK2,
pPSTATL, pSTATS3 et pSTATS séparément. Nous avons considéré qu'un patient était positif s'il
avait au moins un granulome marqué dans sa biopsie. Ensuite, pour chaque biopsie positive,
nous avons déterminé le niveau d'expression des quatre protéines activées séparément. Il s'agit
du rapport entre le nombre de granulomes positifs pour chaque protéine et le nombre total de
granulomes. Nous avons considéré gu'un granulome était positif s'il présentait au moins une

cellule marquée pour I'une des protéines.

Figure 19 : Cartographie d'une coupe de biopsie cutanée d'un patient atteint de sarcoidose.

Le niveau d’expression d’une protéine correspond au nombre de granulome positifs par rapport
au nombre de granulome totaux. Les zones désignées par (*) correspondent aux granulomes
marqués (dans ce cas-la tous les granulomes étaient marqués pour pJAK?2).
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3.2.3 Scores d’expression

Les scores d’expression ont été¢ déterminés en fonction du pourcentage de cellules positives
dans les granulomes, utilisant une échelle de 0 a 3. Le pourcentage de cellules positives pour
un marquage donné a été classé comme suit : 0 (aucune cellule marqué), 1 (0-30%), 2 (30-70%)
et 3 (>70%).

4 Culture cellulaire

4.1 Isolement des lymphocytes

Quarante mL de sang total prélevés dans des tubes EDTA pour une analyse
hématologique de routine ont été collectés. Les 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 lymphocytes T CD3+ ont été purifiés a partir de PBMC par sélection positive en
utilisant le kit CD3 MicroBeads human (130-097-043, Miltenyi Biotec, France) selon les
instructions du fabricant. Ils ont ensuite été ensemencés a une densité 1x1076 and 2x10"5 par
puits dans des plaques 6 puits ou 12 puits, 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 feetal (SVF) (Gibco # 10270), pénicilline / streptomycine
(Gibco # 15140-122), a 37°C pendant une nuit.

4.2 Stimulation

Les lymphocytes ont été stimulés avec 250ng/mL d’IFNy (R&D Systems # 285-1F-100)
pendant 5, 10, 30 min et 1h a 37°C. Immédiatement aprés la stimulation, les cellules ont été
récoltées, transférées dans des tubes et centrifugées a 400G, 4°C pendant 5 min afin d’éliminer
le surnageant. Une partie des cellules étaient destinées a I’immunomarquage, et le reste a

I’analyse protéique par western blot.

5 Etudes protéiques
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5.1 Préparation des échantillons

Une fois les culots cellulaires récupérés, les cellules ont été lysées par resuspension dans
100 pl de tampon de lyse cytosolique (10mM Hepes, 1.5mM MgCI2, 10mM KCI, 1% NP-40)
contenant du cocktail inhibiteur de protéases 1X (Active Motif # 100510) et incubation sur
glace pendant 45 min. Apres centrifugation (3300G, 15min, 4°C), le surnageant correspondant
aux extraits cytosoliques a éteé transféré dans un autre tube. Les culots cellulaires ont été lavés
au PBS puis resuspendus dans 50uL de tampon de lyse nucléaire (20mM Hepes, 1.5mM MgCI2,
300mM KCI, 0.2mM EDTA, 25% glycérol) contenant du cocktail inhibiteur de protéases 1X
et incubés 30 min sur glace. Aprés centrifugation (25000G, 30min, 4°C), le surnageant
correspondant aux extraits nucléaires a été transféré dans un autre tube. La teneur en protéines
des lysats cytosoliques et nucléaires a été déterminée a I'aide du kit de dosage de protéines
Pierce BCA (Thermo Fisher Scientific, France # 23225). Les échantillons ont été conservés a -

80°C jusqu’a utilisation.

5.2 Western blot

Une quantité de protéines fixe (10 a 40 ug) de chaque échantillon cytoplasmique a été
mélangee au volume de tampon Laemmli (50 mM Tris pH = 6.8, 10% glycerol, 1% SDS, 0.02%
bromophenol blue, 1% B-mercaptoéthanol), puis chauffés 5 min a 95 °C et gardés sur glace.
Les lysats ont été séparés par SDS-PAGE 7.2% a 90 V pendant 2h30 dans du tampon de
migration (4.8 mM Tris-Base pH 9.2, 3.9 mM Glycine, 0.1% SDS). Les protéines ont été
transférées sur membrane de nitrocellulose par transfert humide pendant 2h a 90V avec une
limite de 0.3A max dans du tampon de transfert (4.8 mM Tris-Base pH 9.2, 3.9 mM Glycine,
20% Meéthanol). La membrane a été colorée au rouge ponceau et imagée (poire western blot),
coupée, puis rincée au Tris-buffered saline (TBS)-0.1% Tween (TBST). Aprées 1h de blocage a
TA au TBST contenant 3% de lait, la membrane est incubée sur la nuit a 4°C avec ’anticorps
primaire (bas de la membrane : ANTI-B-ACTIN Merck # A5316, haut de la membrane : JAK2,
pJAK2, STAT1 ou pSTATL). Le lendemain, apres 3 lavages de 10 min au TBST, la membrane
est incubée 2h avec [I’anticorps secondaire (Polyclonal Goat Anti-Rabbit
Immunoglobulins/HRP # P0448 ou Polyclonal Goat Anti-Mouse Immunoglobulins/HRP #
P0447), dilué 1:5000 dans TBST contenant 3% (p/v) lait. Aprés 3 lavages de 10 min, la
membrane est révélée par chemiluminescence avec un des kits SuperSignal™ West Dura,
Femto ou Atto Ultimate (Thermo Fisher Scientific # 34076 # 34096 # A38555) avec un systéme
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d’imagerie (ChemiDoc MP, Bio-Rad). La membrane du haut a été incubée avec la solution de
stripping (ReBlot Plus Mild Antibody Stripping Solution, Merck # 2502) 10 min & TA sous
agitation, puis rincée au TBS-T. Elle a été ré-utilisée suivant les mémes étapes (blocage,
incubation anticorps primaire et secondaire, révélation) afin de révéler une autre protéine de la

voie de signalisation étudiée.

6 Etude Statistiques

6.1 Analyses univariées

Les analyses univariées ont été réalisées a l'aide du logiciel Graphpad Prism 9. Les
caractéristiques de la cohorte ont été examinées a l'aide de statistiques descriptives
(pourcentages, moyennes, écart-type). Les comparaisons entre plusieurs groupes pour les
variables quantitatives ont éte effectuees a l'aide du test ANOVA de Friedman. Les associations
entre les variables catégorielles ont été testées a l'aide des coefficients de corrélation de

Spearman.

6.2 Analyse multivariée : la régression PLS

L’analyse multivariée a été réalisée a l'aide du logiciel MATLAB. La distribution des
observations en fonction des variables a été testée a l'aide du test de régression PLS (partial
least squares) multivarié et confirmée par I'analyse ROC (Receiver Operating Characteristic),
la méthode de validation croisée et la méthode de correction de Bonferroni. Tous les tests étaient

bilatéraux et une valeur p inférieure a 0,05 était considérée comme statistiquement significative.
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Résultats

L’étude rétrospective sur 1’expression des membres de la voie JAK/STAT dans les
granulomes de différents organes atteints de sarcoidose et leur lien avec la sévérité de la maladie
sera présentée sous forme d’article. Par ailleurs, les résultats de 1’étude prospective sur le
lymphocyte du sang périphérique des patients seront présentés en tant que complément a
I’article.

1 Article

Involvement of JAK2 and STAT-1/3/5 proteins in sarcoidosis

Thinhinane Iskounen?, Florence Jeny?, Raphael Hindre'?, Olivia Frenoy!, Mohamed Nawfal
Triba®, Jean-Francois Bernaudin=3, Dominique Valeyrel:?, Marianne Kambouchner#, Hilario
Nunes!?, Carole Planés™>*, Valérie Besnard

YINSERM UMR 1272, Sorbonne Paris-Nord University, Bobigny, France
2AP-HP, Pulmonology Department, Avicenne Hospital, Bobigny, France
SFaculty of Medicine, Sorbonne University, Paris, France
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Abstract :

Sarcoidosis is a granulomatosis of unknown etiology, characterized by the formation of immune
granulomas in various organs, principally the lung. The clinical presentation and evolution of
sarcoidosis are variable. Genomic analysis of peripheral blood from sarcoidosis patients has
shown that the JAK/STAT signaling pathway is significantly represented in sarcoidosis and is
associated with disease severity. The aim of this study is to characterize the expression of
different members of the JAK/STAT pathway during granuloma development in patients with
different stages of pathology severity in different organs. The expression of activated forms of
JAKs and STATS proteins is studied by immunodetection techniques on biopsies : lung (n=10),
skin (n=13), lymph nodes (n=12), liver (n=9) and salivary glands (n=8). Among the activated
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JAK kinases, only pJAK2 is detected, mainly in LTCD3*. Only nuclear localization of pJAK2
was observed, suggesting activation of a non-canonical JAK2 pathway. pJAK2 is mainly
colocalized with histone H3K4me, associated with high transcriptional activity. On the other
hand, only pSTATL1, pSTAT3 and pSTATS5 are detected in granulomas, mainly in myeloid
lineage cells expressing CD68". Expression of the 4 proteins is higher in lung (AUC=0.83) and
skin (AUC=0.89) biopsies, and is on average associated with disease persistence (COS>5, p<
0.001). Two predominant signatures are identified in lymphocytes/myeloid cells : pJAK2 /
pSTAT1-pSTATS in lung (AUC=0.84) and pJAK2 / pSTAT3-pSTATS5 in skin (AUC=0.80).
Finally, we show a significant positive correlation between the expression of pPSTAT1 (p<0.05),
pSTAT3 (p<0.05), pSTAT5 (p<0.01) and the presence of the early "florid" stage.

Keywords : sarcoidosis, granuloma, JAK/STAT signaling, nuclear pJAK2, severity
Introduction :

Sarcoidosis is a systemic disease of an unknown etiology, characterized by the formation of
immune granulomas in various organs, mainly the lungs, lymphatic system, skin, eye and heart
(1). Nearly half of all patients will require prolonged treatment with corticosteroids, and only
10% will progress despite such treatment. Although sarcoidosis has a good prognosis overall,
several studies demonstrated an excess mortality rate compared to the general population (2).
In France, life expectancy has been reduced by almost 6 years (3). Pulmonary involvement,
affecting over 90% of patients, is the leading cause of morbidity and mortality. It is mainly due
to pulmonary fibrosis and/or pulmonary hypertension (4). The prevalence and incidence of the
disease vary considerably according to age, gender, ethnic origin and geographical location (5).
Sarcoid granuloma is an epithelioid, gigantocellular granuloma without caseous necrosis. It is
a compact, more or less rounded structure consisting of macrophages, epithelioid cells,
multinucleated giant cells (MGCs) surrounded by lymphocytes, mainly CD4+ T helper (Th)
cells, but also rare CD8+ T cells and B cells. Epithelioid cells and MGCs are derived from
macrophages that have differentiated after prolonged antigenic stimulation, acquiring greater
cytokine secretion capacity at the expense of less effective phagocytosis. When the granuloma
persists over the years, fibrosis lesions may appear from the periphery towards the center of the

granuloma (6).

Recently, the JAK/STAT pathway has been implicated in the pathophysiology of sarcoidosis.
The Janus kinase (JAK) proteins represent a family of four non-receptor tyrosine kinases,

including three ubiquitous kinases, JAK1, JAK2 and TYK2, and one kinase whose expression
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is restricted to lymphoid and myeloid tissues, JAK3. They are associated with the intra-
cytoplasmic portion of class | and Il cytokine receptors, receptors with tyrosine kinase (RTK)
activity, and certain G protein-coupled receptors. The signal transducers and activators of
transcription (STAT) comprise seven structurally and functionally related proteins (STAT 1-4,
5a, 5b and 6). Activation of the JAK/STAT signaling pathway occurs following binding of
extracellular ligands to membrane receptors, inducing oligomerization of receptor subunits.
Once phosphorylated, STAT proteins form homo- or hetero-dimers and migrate into the
nucleus. They bind to the promoter regions of genes involved in hematopoiesis, inflammatory

response and immune response, as well as proliferation and cell survival (7).

In a genomic analysis of peripheral blood cells, Zhou and al. have shown that the JAK/STAT
signaling pathway was the most significantly represented in sarcoidosis, and was associated
with a significant increase in severity score (8). In addition, Rotenberg and al. reported a rapid
and dramatic response to ruxolitinib, a potent and selective inhibitor of JAK1 and JAK2 kinases,
in a case of persistent sarcoidosis characterized by a multivisceral lesion and increasing
corticosteroid requirements (Rotenberg and al., 2018). Damsky and al. have shown benefical
effects with tofacitinib, a JAK1, JAK3 and JAK2 kinase inhibitor, in patients whose refractory

cutaneous sarcoidosis, with clinical and histological remission of skin lesions (10).

Based on these observations, we hypothesized that the JAK/STAT signaling pathway is
involved in sarcoidosis granuloma formation and persistence. Our project aims to evaluate the
activation of the JAK/STAT pathway in different organs targeted by sarcoidosis, particularly
in the formation and maintenance of granulomas and their association with sarcoidosis severity

and fibrogenesis.
Materials and methods
Patients

This monocentric study was conducted in the Pneumology Department of Avicenne University
Hospital, APHP. Patients included were over 18 years old, had a diagnosis of sarcoidosis
according to ATS/ERS/WASOG (11). The patients included in the study had to have a
sufficiently detailed medical record and a medical follow-up in our center of at least 5 years
after biopsy. The medical records of all patients were reviewed and data regarding
demographics, radiographic stages, pulmonary function tests (FVC and DLCO), chest CT +
BFEDG PET-CT scan and extra-pulmonary organ involvements (according to clinical and CT

data) were recorded at the time of biopsy. Three severity assessment scores were established
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for all patients. The CT Activity Score (CTAS) or Benamore score, on a scale of 0 to 4, which
used to assess disease activity based on medical imaging findings, such as computed axial
tomography (CT) scans of the thorax (12). The Extrapulmonary Physician Organ Severity Tool
(ePOST), on a scale of 0 to 6, measures the degree of organ severity (13).The Clinical Outcome
Status (COS), on a scale of 0 to 9, considers the requirement for systemic treatment and disease
activity (2). Except for the COS, which was calculated 5 years after biopsy, the other two scores
were calculated at the time of biopsy. Patient were randomly selected in order to have at least
10 patients per organ biopsied with sarcoidosis. The most recent biopsy should be dated 2015
in order to have sufficient perspective on the evolution of the disease. Patients were excluded
if there were no granulomas in their biopsies. The organs biopsied were the lung (by trans-
thoracic or surgical lung biopsies) (n=10), skin (n=13) lymph node (n=12), liver (n=9), and
salivary glands (n=8). The study obtained approval from the Ethics Committee (CLEA-2019-
100; ref CPP-CNRIPH 20088-66111). The study protocol is registered at clinicaltrials.gov
(identifier NCT04751279) (14). Written informed consent for all participants was obtained for
biological investigations.

Immunodetection
Immunohistochemistry and immunohistofluorescence

Tissue sections were submitted to a microwave antigen retrieval technique for all antibodies or
isotypes using either citrate buffer pH 6 or Tris-EDTA pH 9 buffer (tab. S1). Sections were
pretreated with 3% H202 in methanol to inactivate endogenous peroxidase and then blocked
in 4% normal horse serum for 1 hour before incubation with primary antibody overnight at 4°C.
After rinsing, tissue sections were incubated with biotinylated secondary antibody for 30
minutes and detected with an avidin-biotin peroxidase complex detection kit (Vectastain Elite
ABC Kit ; Vector Laboratories) using nickel diaminobenzidine as substrate. The precipitation
reaction was enhanced with Tris-cobalt, and the sections were counterstained with 0.1% nuclear

fast red.

For immunohistofluorescence, sections were incubated with Alexa Fluor-conjugated secondary
antibody for 60 minutes. After rinsing, the sections were fixed with DAPI containing mounting
medium (VECTASHIELD® Antifade Mounting Medium with DAPI ; Vector Laboratories).

Imaging mass cytometry
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Staining: Paraffin lung and skin sections (5pum) were used for the IMC. Antigen retrieval (Tris-
EDTA pH 9 buffer) was performed for all antibodies followed by blocking in 2 % BSA () for
45min. Metal conjugated antibodies were incubated overnight at +4°C in 2% BSA
(Supplemental Table 1). Slides were washed three times with 0.2% Triton X-100 in PBS before
incubation with Cell-1D intercalator-1r (1:800, 201192A, Standard Biotools) for 30min at RT
to visualize DNA. After washing twice in doubly distilled H20, slides were left to dry before

imaging.

Imaging: Images were acquired using a Helios time-of-flight mass cytometer (CyTOF) coupled
to a Hyperion Imaging System (Standard Biotools). Prior to laser ablation, optical images of
slides (called panorama) were acquired using the Hyperion software, and the areas to ablate
were selected as described below. Laser ablation was performed at a resolution of
approximately 1 um and a frequency of 200 Hz. Upon staining, approximately 1mm x1mm
region was analyzed from tissue section by IMC using the Hyperion system (Standard
Biotools).

Classification of sarcoid granulomas

According to data from consecutive biopsies of Kveim’s test in sarcoidosis patients (15) we
classified the various granulomas observed in biopsies from different organs in sarcoidosis
patients in 4 groups that we hypothesized to of be of 4 stages in their evolution : (i)
Pregranulomas/nascent granulomas made of unpacked inflammatory aggregates mainly

lymphocytic with few macrophages showing cytologic criteria of epithelioid cell

differentiation, (ii) Florid granulomas made of still loosely packed epithelioid cells admixed

with lymphocytes surrounded by a marked lymphocytic infiltrate, (iii) Naked granulomas made

of packed epithelioid cells with few or any lymphocytes without a lymphocytic, (iv) Fibrotic
granulomas composed of packed epithelioid cells wrapped by a dense collagenous wreath of

various thickness (fig. S1). Multinuclear giant cells may be encountered in the various stages.
Morphometry
Expression quantification

First, we determined the percentage of patients positive for pJAK1, pSTAT1, pSTAT3 and
pSTATDS separately. We considered a patient positive if they had at least one granuloma positive
in their biopsy. Then, for each positive biopsy, we determined the level of expression of the

four activated proteins separately, which was expressed as the ratio of positive granulomas for
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each protein to the total number of granulomas. We considered a granuloma positive if it had

at least one cell stained for one of the proteins.
Granuloma stage distribution

We analyzed the distribution of the four stages of sarcoidosis granuloma development (nascent,
florid, naked, and fibrotic) in the five organs. For each biopsy, we calculated the number of

granulomas for a given stage in relation to the total number of granulomas.
Statistical analysis

Statistical analyses were performed using Graphpad Prism 9 software and MATLAB. Cohort
characteristics were examined using descriptive statistics (percentages, means, standard
deviation). Comparisons between several groups for quantitative variables were made using
Friedman's rank ANOVA test. Associations between categorical variables were tested using
Spearman'’s correlation coefficients. Distribution of observations according to variables was
tested using the multivariate PLS (partial least squares) regression test, and confirmed by ROC
(Receiver Operating Characteristic) analysis, the cross-validation method and the Bonferroni
correction method. All tests were two-tailed, and a p-value of less than 0.05 was considered

statistically significant.
Results
Study population characteristics

Of the 58 patients selected, only 52 were included in the study. Of the 7 patients not retained,
there was 1 patient diagnosed with tuberculosis and 6 patients without granulomas in their
biopsies. For the majority of patients, a biopsy was performed at the time of diagnosis. Clinical
data were collected at the time of the biopsy. Eleven out of 52 patients were treated at the time
of biopsy. Patient characteristics, including demographic and clinical features, are listed in
Table 1. In our cohort, 27 (51.9%) were female, 33 (63.5%) were Caucasian, 19 (36.5%) were
African-Sub-Saharan. The mean age at diagnosis of sarcoidosis was 43.5 years. On average,
patients had 3.5 affected organs concurrently, and an average ePOST of 6. After the biopsy, 41
patients received treatment with either corticosteroid therapy alone or a combination of two or
more of the following agents : corticosteroids, methotrexate, hydroxychloroquine,
azithromycin, and anti-TNF. More than half of the patients had lymphopenia and elevated ACE
levels. Respiratory function parameters were reduced (FVC : 77.2 £ 18.5; DLCO : 65.3 = 17).

Regarding the evolution of the disease, patients had a mean COS of 6.1 5 years after biopsy
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(corresponding to the persistence of the disease, untreated for more than one year). At the time
of inclusion in 2020, 26 out of 52 patients still have persistent sarcoidosis, and 11 of them were

resistant to treatment.

In order to determine whether distinct patient profiles could be identified based on their biopsied
organ, a multivariate PLS regression analysis was performed (fig. 1). Patients who had liver
biopsy were excluded from this study due to significant missing data in their clinical variables.
From the multivariate analysis, we identified two distinct clusters of patients : those who had a
lung biopsy (AUC = 0.84) and those who had a skin biopsy (AUC = 0.86). Patients who had
lung biopsies were male, Caucasian, mean age 37.1, characterized by lower ACE,
hypergammaglobulinemia and FVC, and higher calcium and lymphocyte counts ; higher
radiological stage and Benamore score ; and lower ePOST and COS scores 5 years after biopsy,
indicating less severe disease. By contrast, patients who had skin biopsies were female, of sub-
Saharan origin, mean age 43, had higher ACE, hypergammaglobulinemia and FVC, and lower
calcium and lymphocyte counts ; lower radiologic stage and Benamore scores ; and higher
severity scores (ePOST and COS).

Detection of pJAK2 in sarcoid granuloma from different biopsies

To determine which members of the JAK/STAT pathway were expressed in sarcoidosis
granulomas, we examined both activated and non-activated states for all members. Our analysis
showed that JAK1, JAK3 et TYK2 were not detected in granulomas. JAK2 and its activated
state, pJAK2 (we targeted Y1007 and Y1008, as their phosphorylation is required to activate
the catalytic activity of JAK2 (16)) were detected in granulomas from lung, skin, lymph node,
liver, and salivary gland biopsies, as well as in inflammatory clusters from kidney biopsies (fig.
2). Using the Hyperion imaging system, we co-localized pJAK2 with various markers of cell
populations that form granulomas. pJAK2 was mainly detected in lymphocytes. Apart from
regulatory T cells (Tregs), pJAK2 was detected in all lymphocytes subpopulations constituting
granulomas : CD4+ T cells, LTh17, CD8+ T cells, and some B cells. However, the activated
kinase pJAK2 was poorly expressed in CD68+ cells (fig. 3). In addition, pJAK2 was identified
in the tissue surrounding the granuloma. It was detected in the alveolar epithelial cells of the
lung as well as the epithelial cells of the epidermis and sweat glands, and fibroblasts of the skin
dermis. In addition, it was found in serous acini and secretory ducts of the salivary glands,
endothelial cells and Kupffer cells of the liver, and lymphocytes of the lymph nodes. Expression
of pJAK2 was predominantly nuclear in all cases. interestingly total JAK2 was located at the
plasmic membrane and cytoplasm of macrophages in sarcoid granulomas (fig. 2).
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Sarcoid granuloma cells with pJAK2 nuclear expression display high transcriptional

activity

We confirmed the nuclear localization of pJAK2 by co-localizing with DAPI and histone H3.
Our findings showed that pJAK2 was exclusively nuclear in granuloma cells (fig. 4A-D). We
then investigated whether nuclear pJAK2 expression was associated with significant
transcriptional activity, by colocalizing it with lysine-4-methylated histone H3 (H3K4me). In
granulomas, pJAK2 mainly colocalized with H3K4me, indicating that all pJAK2-expressing
cells are transcriptionally active (fig. 4E-F). A previous study indicated that the nuclear
translocation of pJAK2 was mediated by the formation of the interferon gamma (IFN-y) and
IFN-y receptor G1 subunit (IFNG1) complex coupled to the activated kinase pJAK2 (17). In
the present study, we detected IFN-y and IFNG1 exclusively at the plasmic membrane (fig. S2),

indicating that nuclear translocation of pJAK2 does not occur via the IFN-y pathway.
Detection of pSTATL, pSTAT3 and pSTATS in sarcoid granuloma from different biopsies

In parallel, we investigated whether there was activation of one or more STAT transcription
factors. STAT4 et STATG6 were not detected in granulomas. STAT1, STAT3, and STAT5 with
their active forms were found in granuloma cells from lung, skin, lymph node, and salivary
gland biopsies (fig. 5). Interestingly, no STAT expression was detected in liver biopsy
granulomas (fig. S3). We observed that pSTAT1 and pSTATS were expressed mainly in the
central follicle, while pSTAT3 was expressed at the periphery and sometimes in the center of
the granuloma. Using Hyperion, we determined that pSTAT1 and pSTAT5 were mainly
detected in the CD68+ cells, while pSTAT3 was detected in lymphocytes peripheral to
granulomas and occasionally in CD68+ cells within granulomas (fig. 6).

High expression of pJAK2, pSTAT1, pSTAT3 and pSTATS in sarcoid granulomas from

lung and skin biopsies

To determine the degree of involvement of pJAK2, pSTAT1, pSTAT3 and pSTATS in
sarcoidosis. We therefore investigated whether all patients and all their granulomas expressed
pJAK2, pSTAT1, pSTAT3 and pSTATS, regardless of the organ affected. Overall, 92.30% of
patients had at least one pJAK2-positive granuloma in their biopsy. In these patients, we
detected pJAK2 in 643 granulomas out of 878 total granulomas, 73.23% of the pJAK2-positive
granulomas. 100% of lung, salivary gland and liver biopsies ; 92.30% of skin biopsies and 75%
of lymph node biopsies were pJAK2 positive. In these biopsies, more than 50% of granulomas

were pJAK2 positive. Concerning activated STATS, 50.98% of patients were pSTAT1 positive,
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46% were pSTATS3 positive and 48% were pSTATS positive. These patients had expression
levels below 50% of postive granulomas. Specifically, 46.15% of skin biopsies and over 50%
of biopsies from other organs were pSTATL positive. Whereas 40% of lymph node biopsies
and over 50% of other organ biopsies were separately pSTAT3 and pSTATS positive.

Surprisingly no activated STATSs were detected in liver biopsies.

To determine whether higher or lower pJAK2, pSTAT1, pSTAT3, and pSTATS5 expression was
associated with a clinical profile or organ(s), we performed a new PLS regression analysis (fig.
7). This study identified three patient groups with high accuracy : those who had lung biopsy
(AUC =0.83), those who had skin biopsy (AUC = 0.89), and those who had lymph node biopsy
(AUC =0.93). On average, the lung and skin groups showed more significant expression of the
four proteins : pJAK2, pSTATL1, pSTAT3, and pSTATS. Interestingly, both these groups were
characterized by high signs of activity (hypergammaglobulin, ACE, radiological stage,
Benamore score, Epost) and a high COS (COS>5) corresponding to persistent disease.
Specifically, the expression of pJAK2 was slightly elevated in the lung group, whereas pSTATS,
specifically pSTATS3, showed higher levels in the skin group.

Different organ signatures : pJAK2 / pSTAT1-pSTATS5 in lung and pJAK2 / pSTAT3-
PSTATS5 in skin

We expanded our analysis to include organ-specific signatures, i.e. the presence of at least two
of the detected proteins (pJAK2, pSTATL, pSTAT3 and pSTATS5) in granulomas from the same
biopsy (without necessarily expressing them in the same granulomas) (fig. 8). Two distinct
groups were identified : the lung group (AUC=0.84) and the skin group (AUC=0.80). Both
groups showed predominant signatures associated with a more severe profile. Indeed, lung
biopsies displayed a higher expression of the pJAK2/pSTAT1-pSTATS signature, which was
associated with a particularly high radiologic stage and Benamore score. In contrast, skin
biopsies demonstrated a higher expression of the pJAK2/pSTAT3-pSTATS signature, which

was also associated with a higher ePOST.

Activation of pSTAT1, pSTAT3 and pSTATS in sarcoid granuloma correlates with

presence of florid stage

We approached severity in another way, to determine whether pJAK2, pSTATL, pSTAT3 and
pSTATS expression correlated with early or late stages of granuloma development, giving us
insight into the involvement of these proteins in granuloma formation and/or persistence. First

of all, we found no differences in the distribution of these stages in different organs (fig. S5).
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Afterward, we independently correlated the expression of pJAK2, pSTAT1, pSTATS3, and
pSTATS with the stages of development of sarcoidosis granulomas identified in the five
biopsied organs (fig. 9). Firstly, we found that pJAK2 tends to be positively correlated with
nascent granuloma, has no correlation with florid granuloma, tends to be negatively correlated
with naked granuloma and significantly correlated with fibrotic granuloma (r=-0.30, p<0.05).
Interestingly, pSTAT1, pSTAT3, and pSTAT5 show similar correlations with the
developmental stages of sarcoid granuloma. There was no correlation between pSTATIL,
pSTAT3, and pSTATS5 and nascent granuloma. However, there was a significant positive
correlation with florid granuloma (pSTAT1(r=0.30, p<0.05), pSTAT3 (r=0.28, p<0.05),
pSTATS5 (r=0.38, p<0.01)) and a tendency to a negative correlation with naked stage.
Additionally, except for pPSTAT1, there was a tendency for pSTAT3 and pSTAT5 to negatively

correlate with fibrous granuloma.
Discussion

In recent years, numerous studies have described the possible role for the JAK/STAT pathway
in the pathogenesis of sarcoidosis. However, according to our knowledge, this is the largest
immunohistochemical series investigating the expression of all members of the JAK/STAT
pathway in different organs affected by sarcoidosis. In this work, we investigated the link
between activation of the JAK/STAT pathway in the granuloma and the severity of sarcoidosis.
Differences in JAK/STAT expression between organs, depending on disease activity or

chronicity, could have a real clinical impact.

Among all members of the JAK/STAT pathway, only the activated forms pJAK2, pSTATL,
pSTAT3 and pSTATS were detected in the biopsies studied, namely lung, skin, lymph node
and salivary gland biopsies, and only pJAK2 in liver biopsies. These activated proteins were
detected not only in granulomas, but also in surrounding cells. Concerning pJAK2, our
observations concur with those reported in a study of idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) and
rheumatoid arthritis (RA) : pJAK2 was detected in the nuclei of epithelial cells, endothelial
cells, fibroblasts in lung biopsies and lymphocytes in lymph nodes (18). These observations
illustrate the establishment of a cytokine environment by the granuloma which affect the

surrounding cells.

Interestingly, we detected a non-canonical pathway with pJAK2 activation at the nuclear level
in granuloma cells. By contrast pJAK2 was cytoplasmic in lymph node T cells from healthy

subjects. The percentage of pJAK2-positive patients was 92.30%, while the percentage of
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pJAK2 expression (the number of positive granulomas in relation to the number of total
granulomas) was 73.23%. pJAK2 was localized and detected mainly in lymphocytes,
specifically LTCD4+, LTCD8+, LTh17, some LB and absent in Treg. The difference in
expression between Treg and other lymphocyte subpopulations is probably due to the
deregulated phenotype of Treg in sarcoidosis. Tregs have been shown to exhibit altered survival
and increased susceptibility to CD95L-induced apoptosis, while nuclear JAK2 is associated
with high cell turnover (19,20).

Observing pJAK2 in the nuclei, without detecting total JAK2 and activated STAT in the same
cells, suggests that inactive JAK2 undergoes nuclear translocation, resulting in a
conformational change, and is subsequently activated within the nucleus. The mechanism of

translocation and the role of nuclear pJAK2 in granuloma remain to be elucidated.

In the granuloma, pJAK2-positive cells are characterized by high transcriptional activity
(H3K4me-positive). Other studies have detected nuclear pJAK2 in hematopoietic cells, and its
nuclear translocation has been associated with high cell turnover (20). In a pathological context,
a recent study showed that in addition to the canonical pathway, a non-canonical pJAK2
pathway was detected in IPF and RA (21). It has been shown that nuclear pJAK2 can play a
role in epigenetic control : by phosphorylating histone H3 on Tyrosine 41 (H3Y41) resulting in
direct regulation of heterochromatin architecture and gene expression or by phosphorylating

protein 1 alpha (HP1) in myeloproliferative disorders and myeloid malignancies (22,23).

Concerning STAT transcription factors, only pSTAT1, pSTAT3 and pSTATS5 were detected in
sarcoid granuloma. At least one STAT is activated in biopsy granulomas, illustrating the
essential role of the JAK/STAT pathway in sarcoidosis. 50.98% of patients were positive for
pSTAT1 with 38.43% of granulomas labeled, 46% of patients were positive for pSTAT3 with
24.12% of granulomas labeled and 48% of patients were positive for pSTAT5 with 21.34% of
granulomas labeled. A recent study showed quite similar observations : among 60 biopsies
including lung, skin, lymph nodes, bone marrow and nasal turbinate, 50% were positive for
pSTAT1 and pSTAT3. We detected pSTAT1 and pSTATS5 activation mainly in cells of the
myeloid lineage, while pSTAT3, depending on the granuloma, was detected in cells of the
myeloid lineage and/or in peripheral lymphocytes. Interestingly, pSTATS activation in
granuloma has never been shown before, while pSTAT1 and pSTAT3 have been detected in
other studies. Damsky et al. showed that all the biopsies analyzed (21 skin biopsies) were
positive for pPSTAT1 and pSTAT3. pSTAT1 was found in the center of the granuloma, mainly
in macrophages, whereas pSTAT3 was found more in lymphocytes in the periphery of the
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granuloma (24). This was confirmed by another recent study on different biopsied organs with
sarcoidosis (25). Activation of pSTAT1, pSTAT3, pSTATS is probably the result of the
canonical JAK2-mediated pathway detected in macrophages. The non-detection of pJAK2 at
the cytoplasm/membrane level is probably due to the fact that the biopsy collection and fixation
process potentially affected certain molecular characteristics of the sample, including the

activation state of JAK?2.

The variability of pJAK2, pSTAT1, pSTAT3 and pSTAT5 expression in our study cohort
prompted us to ask whether it is related to disease severity. We found that patients with lung
and skin biopsies had the highest severity parameters and scores : higher radiological stage and
Benamore score for lung biopsies, and higher COS and ePOST for skin biopsies. These same
patients had the highest percentages of pJAK2, pSTAT1, pSTAT3 and pSTAT5 expression,
with higher pSTAT3 expression in patients with skin biopsies. In contrast, Kraaijvanger et al.
have shown that high immunohistochemical scores of pPSTAT1 and pSTATS3 are unrelated to
COS and Scadding score and thus to disease severity (25). This may be explained by the fact

that we used a different multivariate statistical approach taking into account organ variability.

Among all the signatures found in the organs analyzed, two predominant signatures were
identified and associated with a rather severe profile : pJAK2/pSTAT1-pSTATS in lung
biopsies and pJAK2/pSTAT3-pSTATS in skin biopsies. This result suggests that the molecular
mechanisms activated during sarcoid granuloma formation are impacted by the affected organ.
For example, fibroblasts are abundant cells in the skin, with the capacity to secrete several
cytokines such as IL-6, IL-11, CNTF, OSM, IL-27, IL-22 activating STAT3 in an autocrine
manner (26). The same cytokines were found in sarcoidosis lesions (27,28). This suggests that
fibroblasts may promote STAT3 activation in cutaneous granulomas. It has been shown that
activation of STATS3 in fibroblasts is associated with inflammatory diseases characterized by
excessive tissue fibrosis such as systemic scleroderma or IPF (29,30). The variability of
signatures depending on the organ affected, resulting from two different cytokine environments,
could also explain the variable response to tofacitinb (JAK1, JAK3 and JAK2 inhibitor)
observed in a patient with clinical and histological remission of skin involvement and no
improvement in lung involvement (24). It has been shown that the effect of tofacitinib can be
influenced by cytokine receptor specificity, cell types present, activating cytokines and

pathological context (31).

We approached the evolution of sarcoidosis in another way by correlating the stages of
granuloma development in all biopsies with the percentages of pJAK2, pSTAT1, pSTAT3 and
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pSTATS expression. Interestingly, we found that pSTATL, pSTAT3 and pSTATS expression
levels correlated significantly with florid granulomas and inversely with naked and fibrous
granulomas. This result suggests that activation of the canonical JAK/STAT pathway, and more
specifically STAT1, STAT3 and STATS5, is involved in the mechanisms of granuloma
formation rather than their persistence. STAT1 and STAT5S are known to be involved in M1
polarization, while STAT3 is involved in M2 polarization and Th2 and Th17 differentiation
(32,33). These transcription factors are likely to mediate the M1/Th1l and M2/Th2 balance in

sarcoid granuloma.

There are certain limitations in our study. Firstly, biopsy staining only gives information
regarding one time point of the disease ; therefore, the following disease course cannot be
visualized by this approach. Gathering information on the activity of JAK/STAT pathway
members at different points in the disease course would provide more relevant information on
the role of the canonical JAK/STAT pathway and non-canonical JAK2 in the pathogenesis of
sarcoidosis. Secondly, the patient cohort, including the number of biopsies per organ is
relatively small for multivariate testing, and therefore allows only predictive conclusions to be

drawn.

Our results show the activation of a non-canonical JAK2 pathway in granuloma lymphocytes
and potentially of the canonical pathway involving the activation of STAT1, STAT3 and
STATS5 in myeloid cells. Both pathways are associated with the severity of the organs most
affected, namely lung and skin. However, their expression is only correlated with granuloma
development, with no apparent link to persistence and fibrotic stage. Further investigations are
needed to confirm the presence of these two pathways and understand their roles in granuloma

development.
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Table 1. Demographic and clinical characteristics of the cohort

(General characteristics Patients (n=52) MD
Age-years (mean + SD) 43.5 = 11.7
Female sex (n (%)) 27 (51.9)
Afro sub saharan (n (%)) 19 (36.5)
Caucasian (n (%)) 33 (63.5)
Affected organs (mean + SD) 35+18
Lofgren syndrome (n(%)) 5(9.6)
Treated (n (%)) 45(86.5)
Signs of activity
Hypercalcemia (n (%)) 3 (6.7) 7
Hypergammaglobulinemia (n (%)) 15 (41.7) 16
Lymphopenia (n (%)) 31 (81.6) 14
ACE (n (%)) 29 (60.4) 4
FVC % (mean = SD) 772 =185 6
DLCO % (mean + SD) 653 £17 8

Radiological stage (n (%))

0 7(13.7)

I 8 (15.7)
I 23 (45) 1

I 5(9.8)

v 8 (15.7)

ePOST (mean = SD) 6+48

F.volution

Persistence (n (%)) 26 (55.3) 3

Deaths (n (%)) 8 (15.3)
Treatment resistance (n (%)) 11 (25.6) 2

COS (mean + SD) 6.1 +3.25

Data are expressed in mean £ SD or N (%) ; ACE, angiotensin converting enzyme ; FVC, forced vital
capacity; DLCO, diffusing capacity of the lung for carbon monoxide; ePOST, extrapulmonary physician
organ severity tool (in our case, we included lung involvement) ; COS, clinical outcome status ; MD,
missing data.
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Figure 1. PLS regression between biopsied organs and patient characteristics. Score plot
representing patients with lung biopsy as yellow dots (AUC = 0.84) and those with skin biopsy
as cyan dots (AUC = 0.86) (A). The Pred1l loading plot shows all the significant variables that
separate the lung and skin groups from the other two organs (lymph nodes and salivary glands) :
Log (hypergamma), Log (ACE), radiological stage, COS, Log (ePOST), Benamore score (B).
The Ppred2 loading plot shows the significant variables that separate the skin group from the
lung group : FVC, Log (hypergamma), Log (ACE), women, COS, Log (ePOST) (C). The
loading plot helps to identify which variables contribute most to the variability observed in the
data ; each variable is represented by a histogram bar in this space, and the direction of that bar
indicates the correlation between the variable and the main axis. Variables with similar bars are
strongly related and tend to vary together. All significant variables have a p<0.001.
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Figure 2. Immunohistochemical analysis of JAK2 and pJAK?2 in sarcoid granulomas from
different biopsies. Isotype control (A). JAK2 in control (B). JAK2 detected in lung (C) skin
(D) lymph node (E) salivary gland (F) undetected hepatic granuloma (G). pJAK2 in control
(H). pJAK2 detected in lung (I) skin (J) lymph node (K) salivary gland (L) hepatic (M).
Magnification x 200
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Figure 3. Hyperion imaging mass cytometry showing simultaneous immunophenotyping
of inflammatory cells and nuclear pJAK2 expressing cells in a granulomatous structure
in a lung biopsy from a sarcoidosis patient. Nuclear pJAK2 (white) is : absent in CD68" cells
(blue) (A), present in most CD4" cells (green) (B), present in CD8a" cells (magenta) (C), absent
in Foxp3™ cells (magenta) (D), present in IL17* cells (blue) (E), present in some CD20" cells

(red) (F).
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Figure 4. Colocalization of pJAK2 with histones in a sarcoidosis granuloma by
immunofluorescence. pJAK2 (green) in granuloma cells surrounded in yellow (A). Histone
H3 in red (B). Colocalization of pJAK2 with histone H3 (orange) (C). pJAK2 (cyan) (D) and
H3K4me (magenta) (E) were identified in the nuclei of some granuloma cells. pJAK2 was
colocalized in H3K4me-positive cells (white or bright green) (F).
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Figure 5. Immunohistochemical analysis of pSTAT1, pSTAT3 and pSTATS in sarcoid
granulomas from different biopsies. pPSTATL1 (A-J), pPSTAT3 (B-K) and pSTAT5 (C-L) were
detected in lung (A-C) skin (D-F) lymph nodes (G-I) and salivary glands (J-L). Isotype control
(M). Magnification x 200
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Figure 6. Hyperion imaging mass cytometry showing simultaneous immunophenotyping
of inflammatory cells and nuclear pSTAT expressing cells in a granulomatous structure
in a lung biopsy from a sarcoidosis patient. Nuclear pSTAT1 (blue) is : present in CD68*
cells (red) (A), absent in most CD3" cells (white) (D), absent in CD20™ cells (red) (G). Nuclear
pSTATS3 (blue) is : absent in CD68" cells (red) (B), absent in most CD3* cells (white) (E),
absent in CD20" cells (red) (H). Nuclear pSTAT5 (cyan) is : present in CD68™ cells (red) (C),
absent in most CD3" cells (white) (F), absent in CD20" cells (red) (1).
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Table 2. Percentage of positive patients and level of expression of pJAK2, pSTATL,
pPSTATS3, pSTATS in different biopsies

Samples Positive o,y Positive o,y Positive oy PoOsitive o
analyzed pJAK2-% PG/TG (%) pSTAT1-% PG/TG (%) pSTAT3-% PG/TG (%) pSTAT5-% PG/TG (%)
Total biopsies 92.30 643/878 299/778 192/796 168/787
n=>52 ) (73.23) 50.98 (38.43) 46 (24.12) 48 (21.34)
Lung biopsies 190/220 59/228 19/228 42/216
n=10 100 (86.36) 70 (25.87) 60 (8.33) 70 (19.44)
Lymph node

b‘ilo zies 178/335 178/357 108/357 61/357
| —p12 75 (53.13) 72 (49.85) 40 (30.25) 40 (17.08)
Skin biopsies 136/176 51/171 57/180 45/180
n=13 92.30 (77.27) 46.15 (29.82) 61.53 (31.66) 53.84 (25)
Salivary gland

bio si;ysg 23/29 11/22 8/31 20/34
. _ps 100 (79.31) 62.5 (50) 62.5 (25.80) 75 (58.82)
Liver biopsies 116/118

n=9 100 (98.30) 0 0 0 0 0 0

PG/TG : positive granulomas/total granulomas
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Figure 7. PLS regression between biopsied organs and patient characteristics including
protein expression levels. Score plot representing patients with lung biopsy as yellow dots
(AUC = 0.84) and those with skin biopsy as cyan dots (AUC = 0.86) (A). The Predl loading
plot shows all the significant variables that separate the lung and skin groups from the other
two organs (lymph nodes and salivary glands) ; Log (hypergamma), Log (ACE), radiological
stage, COS, Log (ePost), Benamore score, % JAK2, % STATL1, % STAT3, % STATS5 (B). The
Ppred2 loading plot shows the significant variables that separate the skin group frome the lung
group : Age, FVC, Log (hypergamma), Log (ACE), women, COS, Log (ePOST), % pSTAT3
(C). All significant variables have a p<0.001.

112



Organ
5
4 -
Lung
T o
2 o
e® Too o
= e .‘ ® Lymph nodes
o
e o ~ 00 o ®
°
Sab e _
= Skin
,2 | -
,3 =
4 Salivary glands
5 1 1 1 [ 1
-6 4 2 0 2 4 ]
Tpled1 (12.7%)
B Ppredl
0.5 04

-0.5 0

Ppredl
=
" f
i
s o o
— n w

5 s & oy g & Ny
$$s°§$*§ FEEE § L AL b b b bbb
FEFETET i i ssfsss
P FEE FFEFFFF S
& £ § §F & FIFFFFFF
& § & & TIITEF S G 68
$ ¢ $ &g s
& F F ¥ L
& § 3 8 95
C ¢ &
By Ppred2
05
04
%0 03
& 02
0.1
O'Swg.o\\a‘o«:,;«:g‘é’ L Lo b b o oo b oL ’
I R A
FETEFT T 78 T FTSIIISS
& &F vEE FSFLAFFFE
& 3 £ & I IL L EEES
s & § oAy
& I
>

Figure 8. PLS regression between biopsied organs and patient characteristics including
detected signatures. Score plot representing patients with lung biopsy as yellow dots (AUC =
0.84) and those with skin biopsy as cyan dots (AUC =0.86) (A). The Pred1 loading plot shows
all the significant variables that separate the lung and skin groups from the other two organs
(lymph nodes and salivary glands) : Log (hypergamma), Log (ACE), radiological stage, COS,
Log (ePost), Benamore score, pJAK2/pSTAT3, pJAK2/pSTATS, pJAK2/pSTAT1/pSTATS,
pJAK2/pSTAT1/pSTAT3/pSTATS (B). The Ppred2 loading plot shows the significant
variables that separate the skin group from the lung group : Age, FVC, Log (hypergamma), Log
(ACE), women, COS, Log (ePOST), pJAK2/pSTATL, pJAK2/pSTAT3, pJAK2/pSTATS,
pJAK2/pSTAT3/pSTATS (C). All significant variables have a p<0.001.
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Figure 9. Correlation plots were generated to show the relationship between pJAK1,
pPSTATL, pSTATS3, and pSTATS levels and the stages of granuloma evolution in various
organs. Correlation between the percentage of pJAK2, pSTATL1, pSTAT3 and pSTATS5
expression and the presence of the nascent granuloma stage (A) (E) (1) (M). Florid granuloma
stage (B) (F) (J) (N). Naked granuloma stage (C) (G) (K) (O). Fibrotic granuloma stage (D) (H)
(L) (P). Spearman's correlation method was used to analyze data, N=52 patients. The correlation
coefficients r are indicated in the graphs, and for each coefficient, we calculated the p-value.
The stars represent significance levels, with * indicating p<0.05 and ** indicating p<0.01.
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Supplementary Data

Table S1. Antibody characteristics

Specificity Clone Unmasking solution source
JAK2 D2E12 EDTA-Tris Cell signaling
STATI1 D4Y6Z EDTA-Tris Cell signaling
STAT3 124H6 EDTA-Tris Cell signaling
STATS D3N2B EDTA-Tris Cell signaling
PJAK2 E132 Citrate Abcam
PSTATI1 58D6 EDTA-Tris Cell signaling
PSTAT3 D3A7 EDTA-Tris Cell signaling
PSTATS Cl1C5 EDTA-Tris Cell signaling
CD3 Polyclonal EDTA-Tris Standard Biotools
CD68 KP1 EDTA-Tris Standard Biotools
CD4 abl81724 EDTA-Tris Abcam
CD8a C8/144B EDTA-Tris Standard Biotools
Foxp3 PCHI101 EDTA-Tris Standard Biotools
IL17 AF-317 EDTA-Tris Biotechne
CD20 H1 EDTA-Tris Standard Biotools

Figure S1. Stages of granuloma evolution. Haematoxylin eosin staining illustrates the nascent
(A), florid (B) and naked stages (C). Anline blue staining illustrates the fibrotic stage (D).
Magnification x 200
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Figure S2. Immunohistochemical analysis of IFNG1 in sarcoid granulomas from lung
biopsy. IFNGL1 detected in granuloma cells, Magnification x 200 (A). IFNG1 expressed in the
cytoplasm, Magnification x 400 (B).

Figure S3. Immunohistochemical analysis of STAT1, STAT3 and STATS5 and their active
forms in hepatic sarcoidosis granulomas. STAT1 (A), pSTAT1 (B), STAT3 (C), pSTAT3
(D), STATS (E) and pSTATS (F) were not detected. Magnification x 200
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Figure S4. Immunohistochemical analysis of STAT1, STAT3 and STATS5 in sarcoid
granulomas from different biopsies. STAT1 (A-J), STAT3 (B-K) and STAT5 (C-L) were
detected in lung (A-C) skin (D-F) lymph nodes (G-I) and salivary glands (J-L). Magnification
x 200
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Figure S5. Distribution of granuloma stages in different organs. No significant difference
in the distribution of nascent, florid, naked, fibrous stages in lung (A), liver (D) and salivary
gland biopsies (E). A significant difference in skin (B) and lymph node biopsies (C). Friedman's
test was used to analyze data, N = 8-13 patients. The stars represent significance levels, with *
indicating p<0.05.

Complément d’article

2.1 Caractérisation des cellules constituant le granulome

A P’aide de I’Hyperion, nous avons caractérisé I’environnement tissulaire du granulome,
ainsi que sa composition cellulaire. Notre objectif initial était de comparer les proportions
cellulaires et leur répartition dans le granulome en fonction de 1’organe affecté. Par la suite,
notre attention s’est portée sur une analyse précise de la localisation cellulaire des divers

membres de la voie JAK/STAT identifiés au sein du granulome.

Nous avons examiné I’environnement tissulaire entourant le granulome en utilisant quatre

marqueurs : le collagéne | pour la matrice extracellulaire, I’aSMA pour les vaisseaux sanguins,

118



I’E-cadhérine et la pan-cytokératine pour les cellules épithéliales. Nous observations ont révelé
que le collagene de type | se localise autour du granulome, formant ainsi une sorte de gaine ou
délimitation pour le granulome. Cependant, dans une seconde biopsie bronchique, il était
présent a I’intérieur du granulome. En ce qui concerne les vaisseaux sanguins, leur présence a
été observée a la fois dans le granulome et autour de celui-ci dans les deux biopsies bronchiques,
tandis qu’ils étaient exclusivement localisés autour du granulome dans les biopsies de glande
salivaire et cutanée. Dans les quatre biopsies, les granulomes ont été observés en proximité des

cellules épithéliales. De plus, les cellules géantes des granulomes ont exprimé la E-cadhérine.

De fagon générale, nous avons observé que les cellules CD68+ (macrophages, cellules
épithélioides et cellules géantes) étaient principalement localisées dans le follicule central du
granulome dans les quatre biopsies analysées. En revanche, les cellules CD3+ (lymphocytes)
étaient majoritairement présentes dans la couronne lymphocytaire des granulomes dans une
biopsie bronchique et une biopsie de glande salivaire. Cependant, leur présence était moins
marquée dans la couronne lymphocytaire dans une autre biopsie bronchique et d’une biopsie
cutanée. Concernant les sous-populations lymphocytaires, les LTCD4+ étaient fortement
présents et de maniére quasi-égale dans les deux compartiments du granulome dans les quatre
biopsies. Alors que, les LTCD8+ étaient moins abondants dans les deux compartiments du
granulome, excepté dans la biopsie cutanée ou ils se retrouvent uniqguement dans la couronne
lymphocytaire. Il est intéressant de noter que la répartition des des LTregs, LTh17 et LB était
variable dans le granulome de chaque biopsie. En effet, les LTreg étaient présents dans les deux
compartiments dans les granulomes des biopsies bronchiques, tandis que dans la biopsie de
glande salivaire, ils étaient uniquement localisés dans la couronne lymphocytaire. Leur
présence était tres faible dans la biopsie cutanée. Les LTh17 étaient présents tres faiblement et
exclusivement dans la couronne lymphocytaire du granulome de la biopsie bronchique, glande
salivaire et cutanée. Dans une autre biopsie bronchique, leur présence était tres faible et limitée
au follicule central. Les LB étaient modérément présents dans la couronne lymphocytaire et
faiblement présents dans le follicule central du granulome dans une biopsie bronchique et une
biopsie de glande salivaire. Dans une autre biopsie bronchique, leur présence était faible et

limitée a la couronne lymphocytaire, tandis qu’ils étaient absents dans la biopsie cutanée.
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o : £ 0 _ ;
Figure 20 : Caractérisation de /’environnement tissulaire et la composition cellulaire du
granulome sarcoidien par Hyperion.

Dans les biopsies bronchiques (A-F), glande salivaire (G-1) et cutanée (J-L) : L’environnement
tissulaire caractérisé par le collagéne I (blanc), a-SMA (vert), E-cadhérine (bleu), pan-
cytokératine (rouge) (A-J). Les granulomes sont composés des cellules de la lignée myéloides
CD68+ (vert), et de lymphocytes CD3+ (rouge) (B-K). Les granulomes sont composes de
plusieurs sous-populations lymphocytaires : les Tregs (Foxp3) en magenta, les Th17 (IL-17) en
vert, les LTCD4+ (CD4) en bleu, les LTCD8+ (CD8a) en rouge, les LB (CD20) en cyan (C-L).
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Tableau 6 : Résumé de la répartition des populations cellulaires au sein du granulome

Biopsie bronchique 1 Biopsie bronchique 2 Biopsie glande salivaire Biopsie cutanée
Cellules
du Follicule | Couronne e Follicule Couronne g Follicule Couronne nanng Follicule Couronne P
granulome B Pcr1phcr1c i N Périphérie ) N Pcnphcrm . Périphérie
central lymphocytaire central lymphocytaire central lymphocytaire central lymphocytaire

CD68+ +H+ + + -+ - + -+ + + +++ - +

LTCD3+ + +H+ + + + + + + + + + +

LTCD4+ e ++ + 4+ R a + +H+ ++ + =+ ++ +

LTCD8+ ++ ++ + + ++ + ++ ++ + . +

LTreg ++ + +- + ++ + - + + +- +- +/-

LTh17 +/- - - - +- - - +f- + - +/- +/-

LB - + - + ++ - + ++ +

Les notations +++, ++, +, +/- et - correspondent respectivement a une abondance élevée,
modérée, faible, tres faible et absente d’une population cellulaire. Les cellules myéloides
CD68+ ont été comparées aux LTCD3+ ; tandis que les autres sous-populations lymphocytaires
ont été comparees entre elles.

2.2 La voie JAK/STAT dans les biopsies rénales

Nous avons examiné I’activation des membres de la voie JAK/STAT dans le rein, en
raison de la présentation spécifique de la sarcoidose dans cet organe. En effet, le rein est connu
pour présenter principalement des zones d’inflammation avec ou sans fibrose, et peu de
granulomes (Hug et al., 1987). Parmi les 9 biopsies rénales analysées, seules deux ont montré
la présence de granulomes. De facon intéressante, nous avons observé une activation de JAK2
exclusivement dans les noyaux des lymphocytes présents dans les zones d’inflammation. En ce
qui concerne les STATS, seuls pSTAT1 et pSTATS ont été détectés dans les fibroblastes et les
cellules inflammatoires des zones de fibrose ainsi que dans les granulomes. Contrairement aux
autres organes étudiés, nous n’avons pas observé d’expression de pSTAT3 dans les granulomes

et zones d’inflammation du rein.
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Figure 21 : Expression de pJAK2, pSTAT1 et pSTAT5 dans les granulomes des biopsies rénales.

L

pJAK2 nucléaire dans les lymphocytes d’une zone d’inflammation (A). pSTAT1 et pSTATS
détectés dans les fibroblastes et les cellules inflammatoire d’une zone de fibrose (B,D) et dans
les granulomes indiqués par (*) (C,E). Grossissement 200x

2.3 Scores d’expression de la voie JAK/STAT

Une méthode supplémentaire pour évaluer I’expression des protéines détectées (pJAK2,
PSTATL, pSTAT3 et pSTATS) dans les cing biopsies analysées était la détermination des
scores d’expression. Le niveau d’expression offrait une estimation du nombre de granulomes
marqués dans chaque biopsie, tandis que le score d’expression permettait d’estimer le nombre
de cellules marquées dans chague granulome. Initialement, nous avons observé que les
pourcentages des scores d’expression (1, 2 et 3) étaient les plus élevés pour pJAK2 par rapport
aux STATs. En général, il n’y avait pas de variations notables dans les pourcentages des scores
d’expressions entre les cing organes étudiés. Pour les STATS, a I’exception du foie, les scores
d’expression 1 et 2 ont été détectés pour pSTATL dans tous les organes, tandis que seuls le
score 1 a été observé pour pSTAT3 et pSTATS. Dans chaque organe, les pourcentages
d’expression des STATs pour le score 1 étaient similaires, a 1’exception de pSTAT3 qui
présentaient un pourcentage d’expression plus élevé. Ces observations confirment nos résultats
antérieurs sur les niveaux d’expression, mettant en évidence une présence plus importante de

pSTAT3 dans les granulomes des biopsies cutanées.
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Tableau 7 : Scores d'expression exprimé en pourcentage de pJAK2, pSTAT1, pSTAT3 et
pSTATS dans les granulomes des biopsies analysées

pJAK2 pSTAT1 pSTAT3 pSTATS
Score 0 Score 1 Score 2 Score 3 Score 0 Score 1 Score 2 Score 3 Score 0 Score | Score 2 Score 3 Score 0 Score 1 Score 2 Score 3
Poumon 7 47 40 6 38 31 11 0 69 31 0 0 65 34 1 0
Ganglion 39 38 21 0 58 21 16 3 8 20 0 0 82 17 0 0

Peau 17 47 35 0 68 27 5 0 53 47 0 0 74 25 1 0

Glande

S 9 3 34 25 45 43 13 0 57 43 0 0 45 55 0 0
salivaire

Foie 7 67 2 4 100 0 0 0 100 0 0 0 100 0 0 0

2.4 La voie JAK/STAT dans les biopsies multiorganes

Dans cette analyse, nous avons examiné deux questions : tout d’abord, si les biopsies
prélevées simultanément chez les mémes patients expriment les mémes membres de la voie
JAK/STAT ; deuxiemement, si les patients ayant subi des biopsies a des moments différents
présentent des niveaux d’expression plus importants des membres détectés, ce qui pourrait
indiquer leur implication dans la persistance de la maladie. Au total 18 biopsies ont été
analysées, avec deux biopsies prélevées pour chaque patient. Six patients ont eu des biopsies
prélevées simultanément, tandis que trois autres ont subi des prélevements a des moments
différents, avec un intervalle de 2 a 6 ans entre les deux. De facon intéressante, un seul patient
a exprimé la méme « signature » JAK/STAT dans les granulomes de ses biopsies (Figure 22).
Cela met en évidence la diversité des granulomes chez un méme patient, soulignant
probablement I’influence du microenvironnement tissulaire sur les signatures exprimées. Nous
avons constaté que parmi les trois patients ayant subi des biopsies a des moments différents, un
patient (P5) a montré une diminution du niveau d’expression de pJAK2 et une absence
d’expression de pSTAT1,3 et 5 lors de sa seconde biopsie prélevé 3 ans plus tard. En revanche,
les deux autres patients (P8 et P9) ont présenté une quasi-absence d’expression des quatre
protéines lors de la premiére biopsie, suivie d’un niveau d’expression €levé lors de la seconde
biopsie (Tableau 8). En raison de la taille limitée de la cohorte, les conclusions ne peuvent pas
étre tirées. Néanmoins, I’augmentation des niveaux d’expression des quatre protéines activées

lors de la seconde biopsie pourrait avoir un lien avec la rechute de la maladie.
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Tableau 8 : Niveaux d'expression de pJAK2, pSTATL1, pSTAT3 et pSTATS dans deux organes
(biopsies) provenant des mémes patients

Organe 1 Organe 2
P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P1 P2 P3 P4 Ps P6 P7 P8 P9
pJAK2 100 100 100 100 66,66 50 100 0 0 20 100 0 0 47,36 100 0 100 100
pSTAT1 100 100 0 0 66,66 0 0 0 17,64 0 0 0 0 0 0 75 100 100
pSTAT3 10 100 0 0 0 25 100 0 0 0 0 0 0 0 100 5 100 83,33
pSTATS 55,55 100 0 0 33,33 16,66 0 0 0 0 50 0 0 0 100 100 0 83,33
Organe 1 Organe 2

" . = JAK2/STAT1/STATI/STATS = JAK2
P8 - JAK2 P8 = JAK2/STATS
- = s
JAK2/STAT1/STATS —
p7 = JAK2/STAT3/STATS5 P3 = JAK2/STAT1/STAT3
= JAK2/STAT1/STAT3/STATS
P4 . AUCUN

JAK2/STAT3
+ AUCUN
P5

Figure 22 : Variabilité des signatures selon les organes touchés chez les mémes patients.

2.5 La voie JAK/STAT dans les lymphocytes circulants

Dans le but de déterminer 1’origine du profil d’expression JAK/STAT particulier détecté
dans le granulome de sarcoidose (pJAK2 nucléaire dans les lymphocytes, sans détection des
pPSTATs), nous avons analysé¢ 1’expression de pJAK2 et pSTATI dans les lymphocytes
circulants des patients atteints de sarcoidose et des sujets sains en western blot et en
immunocytochimie. Nous avons observé que pJAK2 était exclusivement détecté dans les
extraits cytoplasmiques et la membrane des lymphocytes de patients et sujets sains, tant avant
qu’apres stimulation par I’IFN-y. Ainsi, dans la sarcoidose, I'expression non canonique de P-
JAK2 semble étre restreinte aux lymphocytes du granulome. De plus, nos résultats révelent

I’existence de deux groupes de patients : le premier présente un niveau d’expression de pJAK2
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constant avant et aprés stimulation, caractérisé par une sarcoidose multiviscerale ou une atteinte
pulmonaire sévére. Le second groupe montre un profil d’expression de pJAK2 similaire a celui
des sujets sains, avant et apres stimulation, caractérisé par une atteinte pulmonaire moins sévére.
Les mémes observations ont été faites pour pSTATL1. Dans la sarcoidose, les lymphocytes
circulants présentent une activation de la voie canonique JAK2/STATL, et cela semble étre

associé a la sévérité de la maladie.
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Figure 23 : Activation de JAK2 dans les lymphocytes circulants des patients atteints de
sarcoidose.

La présence de pJAK2 a été évaluée sur des préparations de cytospin de cellules CD3+ isolées
provenant de sujets témoins (A, B, C, D) et de patients atteints de sarcoidose (E, F, G, H) aprés
un traitement par IFN-y pendant 0 min (A, E), 5 min (B, F), 10 min (C, G) et 30 min (D, H).
Les fleches indiquent les cellules positives, Grossissement 200x. Le pourcentage de cellules
pJAK2 positives sur la préparation de cytospin a été quantifié aprés stimulation par 1I’IFNy
pendant 0 min et 30 min (I). Donnée représentée en moyennes et écart-types. N=3 pour Ctrl,

N=3 pour sarcoidosis Grpl et N=4 pour sarcoidosis Grp2
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Figure 24 : Activation de STAT1 dans les lymphocytes circulants des patients atteints de
sarcoidose.

La présence de pSTAT1 a été évaluée sur des extraits protéiques de cellules CD3+ isolées
provenant de sujets témoins de patients ayant des atteintes séveres (sarcoidose Grpl) et moins
séveres (sarcoidose Grp2) apres stimulation par 1’IFN-y pendant 0, 5, 10 et 30 min (A). La
capacité d’activation de STAT1 pourcentage a été quantifié a partir des résultats du western
blot (B). Donnée représentée en moyennes et eécart-types. * : p-value<0.05 (test t de Welch).
N=3 pour Ctrl, N=2 pour sarcoidosis Grpl et N=2 pour sarcoidosis Grp2
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Discussion générale et perspectives

1 Comparaison entre la composition du granulome caractérisée
VS celle décrite dans la littérature

De facon générale, nous avons observé que les cellules CD68+ (macrophages, cellules
épithélioides et cellules géantes) étaient principalement localisées dans le centre (follicule
central) du granulome dans les quatre tissus analysés. Les macrophages et les cellules
épithélioides, semblent les cellules les plus nombreuses dans le follicule central. En revanche,
les cellules CD3+ (lymphocytes) étaient majoritairement présentes autour dans la coiffe
(couronne lymphocytaire) des granulomes dans une biopsie bronchique et une biopsie de glande
salivaire. Cependant, leur présence était moins marquée dans la couronne lymphocytaire dans
une autre biopsie bronchique et d’une biopsie cutanée. Ces observations suggérent que la
distribution et les proportions des lymphocytes peuvent varier en fonction du stade d’évolution
du granulome (naissant, floride, « naked » et fibreux), qui est probablement influencé par
I’environnement cytokinique sécrété par le tissu ou se développe le granulome. Cette hypothése
est appuyée par I’observation majoritaire des granulomes « naked » dans les biopsies cutanées
(Ball et al., 2004; Cardoso et al., 2009; Mangas et al., 2006), suggérant que le développement
d’un granulome peut ne pas toujours suivre les quatre stades d’évolution observés. Ceci
dépendrait en grande partie de I’environnement cytokinique, notamment du type de

chimiokines, qui influencerait le recrutement des lymphocytes.

Des études antérieures ont indiqué que les cellules épithélioides étaient 1’élément
prédominant des granulomes de sarcoidose. De nombreux auteurs ont qualifié le granulome de
sarcoidose de « granulome épithélioide », ce qui signifie qu'ils reconnaissent le fait que les
cellules épithélioides représentent I'élément cellulaire principal et le plus abondant dans ces
granulomes (Cardoso et al., 2009; Carrington, 1976; Danel et al., 1983; Soler and Basset, 1976).
Une seule étude a remis en question ces conclusions en utilisant une analyse stéreométrique
pour évaluer la composition cellulaire de 102 granulomes provenant de 34 biopsies pulmonaires
transbronchiques. Cette étude a montré que, bien que les cellules épithélioides, les macrophages
et les cellules géantes étaient exclusivement localisés dans la région centrale des granulomes,
les lymphocytes étaient présents a la fois dans cette région centrale et dans la périphérie des

granulomes (couronne lymphocytaire). Malgré cette présence, les lymphocytes étaient en
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réalité plus nombreux que les cellules épithélioides, contrairement a ce que suggéraient les
études précédentes qui utilisaient des méthodes semi-quantitatives. Ainsi, cette étude propose
de reconsidérer I’appellation « granulome épithélioide » au profit de «granulome

lymphocytaire-épithélioide » (Kosjerina et al., 2012).

2 Détection de pJAK2 nucléaire dans les lymphocytes du
granulome et cellules environnantes

De facon intéressante, nous avons détecté une voie non canonique avec la présence de la forme
activée pJAK2 au niveau nucléaire dans les cellules du granulome, alors que pJAK2 était
cytoplasmique dans les cellules des ganglions lymphatiques de sujets sains. Le pourcentage de
patients pJAK2 nucléaires positifs était de 92,30%, alors que le pourcentage d’expression de
pJAK2 (le nombre de granulomes positifs par rapport au nombre de granulomes totaux) était
de 73.23%. La présence quasi-systématique de pJAK2 dans notre cohorte d’étude, suggére une
implication continue tout au long du développement de la sarcoidose. pJAK2 est principalement
détecté dans les lymphocytes, plus précisément dans les LTCD4+, LTCD8+, LTh17, ainsi que
dans certains LB, mais jamais dans les Treg. La différence d’expression entre les Treg et les
autres sous-populations lymphocytaires est probablement due au phénotype dérégulé des Treg
dans la sarcoidose. En effet, il a été montré que les Treg présentent une survie altérée et une
susceptibilité accrue a I’apoptose induite par CD95L, alors que pJAK2 nucléaire est associée a
un renouvellement cellulaire élevé (Broos et al., 2015b; Zouein et al., 2011). pJAK2 a été
observée non seulement au sein du granulome, mais aussi dans les cellules environnantes (les
cellules épithéliales, endothéliales et fibroblastes). JAK2 comme les autres kinases JAKS,
résident principalement dans le cytoplasme. Cependant, des études ont révelé sa localisation
nucléaire dans différents types cellulaires. Les premieres études ont rapporté la localisation
nucléaire de JAK2 dans les ilots pancréatiques, les hépatocytes de rat, les cellules COS-7
(fibroblastes rénaux de singe), les ovocytes et embryons de souris (Ito et al., 2004; Lee and
Duhé, 2006; Ram and Waxman, 1997; Sorenson and Stout, 1995). Une étude a rapporté une
localisation nucléocytoplasmique de JAK2 dans les cellules CHO et les hépatocytes de rat
(Lobie et al., 1996). De plus, La présence de JAK2 nucléaire a été mise en evidence dans
diverses pathologies (Rinaldi et al., 2010; Wang et al., 2022). Cette kinase a été détectée dans
les cellules hématopoiétiques des patients atteints de néoplasie myéloproliférative présentant la

mutation JAK2 V617F (Rinaldi et al., 2010). Nos observations concordent avec celles
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rapportées dans une étude sur la FPI et la PR : pJAK2 a été identifiee dans les noyaux des
cellules épithéliales, endothéliales et fibroblastes dans les biopsies pulmonaires, ainsi que dans
les lymphocytes des ganglions lymphatiques (Wang et al., 2022). Ces observations illustrent la
mise en place, par le granulome, d’un environnement cytokinique potentiellement influencé par
divers stress, tels que I’hypoxie, qui affectent les cellules environnantes. Il a été démontré que
I’hypoxie fait partie du microenvironnement du granulome (centre hypoxique) (Kambouchner
et al., 2011). En réponse a I’hypoxie, des macrophages dérivés de monocytes sanguins de
patients atteints de sarcoidose pulmonaire se caractérisent par une réponse pro-inflammatoire,

pro-fibrosante, et une phagocytose plus importante que ceux des témoins (Jeny et al., 2021).

La détection de pJAK2 dans les noyaux, sans la détection de JAK2 total, et ’absence de
détection de STAT activé dans ces mémes cellules suggere que JAK2 inactif subit une
translocation nucléaire, induisant un changement de conformation qui masque 1’épitope
reconnu par I’anticorps ; une fois dans le noyau, JAK2 est activé. La translocation nucléaire de
JAK?2 reste encore mal comprise, mais plusieurs mécanismes sont proposés. Outre la séquence
NLS probablement nécessaire en raison de sa taille importante, les interactions avec des
protéines telles que SOCS1 et Hsp70/Hsc70 pourraient également jouer un réle dans sa
localisation nucléaire (Kodiha et al., 2005; Ragimbeau et al., 2001; Sakamoto et al., 2000;
Sarkar et al., 2001). Dans la sarcoidose, Des anticorps anti-Hsp70 ont été rapportés (de Smet
and Ramadan, 2001; Hrycaj et al., 1995). De plus, I’allele HSP70 +2437 C a été associé a la
sarcoidose et au syndrome de L&fgren (Bogunia-Kubik et al., 2006). La liaison aux récepteurs
de surface cellulaire et des facteurs environnementaux tels que 1’anoxie pourraient également

contribuer a la translocation nucléaire de JAK2 (Dudley et al., 2005; Johnson et al., 2013).

Dans le granulome les cellules pJAK2 positives sont caractérisées par une activité
transcriptionnelle ¢levée (H3K4me positives). D’autres études ont détecté pJAK2 nucléaire
dans les cellules hématopoiétiques et sa présence nucléaire a été associée a un renouvellement
cellulaire élevé (Zouein et al., 2011). De plus, il a été montré que JAK2 joue un réle dans le
contréle du cycle cellulaire en phosphorylant 1’inhibiteur de la kinase cycline-dépendante
p27 KiPL altérant sa capacité a inhiber les kinases cycline-dépendantes et initiant une cascade
d'évenements aboutissant a sa degradation protéasomique (Jakel et al., 2011). Plusieurs études
ont révélé l'implication des JAKs nucléaires dans la régulation épigénétique. Il a été constaté
que JAK2 nucléaire phosphorylait I'histone H3 sur Y41 dans les cellules hématopoiétiques. La
phosphorylation de H3Y41 empéche la liaison de la protéine d'hétérochromatine 1a (HP1a),

qui fonctionne dans la répression des genes hétérochromatiques (Dawson et al., 2009). D’autre
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part, JAK2 mutée dans les néoplasmes myeloprolifératifs modifient la structure de la
chromatine en inhibant PRMT5, une arginine méthyltransférase. Cela réduit la méthylation de
I’histone H2A/H4 R3 (Liu et al., 2011). D’autres études ont egalement montré que pJAK2
nucléaire affecte 1’expression des génes en activant les facteurs de transcription (Helmer et al.,
2010; Nilsson et al., 2006). L’étude de Nilsson et al. a montré que la prolactine induit
I’activation de JAK2 dans les noyaux des cellules épithéliales mammaires, conduisant a la

phosphorylation du facteur de transcription NF1-C2 (Nilsson et al., 2006).

3 Détection de la voie canonique JAK/STAT dans les cellules
CD68+ dans le granulome

Concernant les facteurs de transcription STAT, seulement pSTAT1, pSTAT3 et pSTAT5
ont été détectés dans le granulome sarcoidien. Au moins un des STAT est activé dans les
granulomes d’une biopsie, ce qui illustre le role essentiel des facteurs STAT dans la sarcoidose.
50,98% des patients étaient positifs pour pSTAT1 avec 38,43% de granulomes marqués, 46%
de patients positifs pour pSTAT3 avec 24,12% de granulomes marqués et 48% de patients
étaient positifs pour pSTAT5 avec 21,34% de granulomes marqués. Une étude récente avait
montré des observations assez similaires : parmi 60 biopsies comprenant le poumon, la peau,
les ganglions lymphatiques, la moelle osseuse et le cornet nasal, 50% étaient positives pour
pSTATL et pPSTAT3 (Kraaijvanger et al., 2023). Nous avons détecté I’activation de pSTAT] et
pSTATS principalement dans les cellules de la lignée myéloide, alors que pSTAT3 selon les
granulomes a été détecté dans les cellules de la lignée myéloide et ou au niveau des lymphocytes
périphériques. De fagon intéressante 1’activation de pSTATS dans le granulome n’a jamais été
montré auparavant, alors que pSTAT1 et pSTAT3 ont été détecté par d’autres études. Damsky
et al., ont montré que toutes les biopsies analysées (21 biopsies cutanées) étaient positives pour
PSTATL et pSTAT3. pSTAT1 était retrouvé au centre du granulome, principalement dans les
macrophages alors que pSTAT3 était davantage retrouvé dans les lymphocytes en périphérie
du granulome (Damsky et al., 2018). Ceci a été confirmé par une autre étude récente sur
differents organes biopsiés atteints de sarcoidose (Kraaijvanger et al., 2023). L’activation de
PSTATL, pSTATS3, pSTATS5 est probablement le résultat de la voie canonique médié par JAK?2
détectée dans les macrophages. La non-détection de pJAK2 au niveau du cytoplasme/
membrane est probablement due au fait que le processus de prélevement et de fixation des

biopsies (activité hospitaliere de routine relativement longue, non adaptée a la cinétique de
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phosphorylation des kinases) a potentiellement affecté certaines caractéristiques moléculaires
de I'échantillon, y compris I'état d'activation de JAK2. En ce qui concerne le réle potentiel des
STATSs détectés dans les macrophages du granulome, il est connu que STAT1 et STAT5 sont
impliqués dans la polarisation M1, tandis que STAT3 est associé a la polarisation M2 ainsi qu’a
la différenciation Th2 et Th17 (Benveniste et al., 2014; Li et al., 2023). Il est probable que ces
facteurs de transcription contribuent a médier 1’équilibre entre les phénotypes M1/Thl et
M2/Th2 dans le granulome sarcoidien.

4 Association entre pJAK2, les STATS et la sevérité de la
sarcoidose

La variabilit¢é de I’expression de pJAK2, pSTAT1, pSTAT3 et pSTATS dans notre
cohorte d’étude, nous a poussé a se demander si elle était liée a la sévérité de la maladie. Nous
avons constaté que les patients ayant des biopsies pulmonaires et cutanées avaient les
parameétres et des scores de sévérité les plus élevés : un stade radiologique et un score de
Benamore plus élevés pour les biopsies pulmonaires et un COS et ePOST plus élevés pour les
biopsies cutanées. Ces mémes patients présentaient les pourcentages d’expression les plus
élevés de pJAK2, pSTATL, pSTAT3 et pSTATS avec une expression plus élevée de pSTAT3
chez les patients ayant des biopsies cutanées. A I’inverse, Kraaijvanger et al. ont montré que
des scores immunohistochimique élevés de pSTAT1 et pSTAT3 n’ont aucun lien avec le COS
et le score de Scadding et donc avec la sévérité de la maladie (Kraaijvanger et al., 2023). Ceci
peut étre expliqué par le fait que nous avons utilisé une approche statistique multivariées

différente prenant en compte la variabilité d’organes.

Pami toutes les signatures retrouvées dans les organes analysés, deux signatures
prédominantes ont été identifiées et associées a un profil plutét sévere : pJAK2/pSTAT1-
pSTATDS dans les biopsies pulmonaires et pJAK2/pSTAT3-pSTATS dans les biopsies cutanées.
Ce résultat suggere que les mecanismes moléculaires activés lors de la formation du granulome
sarcoidien sont impactés par I’organe atteint. Par exemple, les fibroblastes sont des cellules
abondantes dans la peau, elles ont la capacité de sécrété plusieurs cytokines telles que I’IL-6,
IL-11, CNTF, OSM, IL-27, IL-22 activant STAT3 de fagon autocrine (West, 2019). Ces mémes
cytokines ont été retrouvés dans les lésions de la sarcoidose (Boleto et al., 2020; Ringkowski et
al., 2014), ce qui suggere que les fibroblastes pourraient favoriser I’activation de STAT3 dans

les granulomes cutanés. Il a été montré que l'activation de STAT3 dans les fibroblastes est
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souvent associée a des maladies inflammatoires caractérisées par une fibrose tissulaire
excessive tels que la sclérodermie systémique ou la FPI (Chakraborty et al., 2017; Milara et al.,
2018). La variabilité des signatures selon 1’organe atteint résultant de deux environnements
cytokiniques différents pourrait également expliquer la réponse variable au tofacitinib observée
chez une patiente ayant une rémission clinique et histologique de I’atteinte cutanée et aucune
amélioration de son atteinte pulmonaire (Damsky et al., 2018). Il a été montré que l'effet du
tofacitinib peut étre influencé par la spécificité des récepteurs de cytokines, les types cellulaires

présents, les cytokines activatrices et le contexte pathologique (Palmroth et al., 2021).

Nous avons abordé I’évolution de la sarcoidose d une autre maniere en corrélant les stades
de développement du granulome dans toutes les biopsies avec les pourcentages d’expression de
pJAK2, pSTATL, pSTAT3 and pSTATS. De facon intéressante nous avons constaté que les
niveaux d’expression pSTAT1, pSTAT3 et pSTATS5 sont significativement corrélés avec les
granulomes florides et inversement corrélés avec les granulomes « naked » et fibreux. Ce
résultat suggere que ’activation de la voie canonique JAK/STAT et plus précisément STATI,
STAT3 et STATS participerait aux mécanismes de formation des granulomes plutot qu’a leur

persistance.

5 Detection de la voie canonique JAK/STAT dans les
lymphocytes circulants des patients

Dans le but de déterminer 1’origine du profil d’expression JAK/STAT particulier détecté
dans le granulome de sarcoidose (pJAK2 nucléaire dans les lymphocytes, sans détection des
pSTATSs), nous avons analysé I’expression de pJAK2 et pSTATI dans les lymphocytes
circulants des patients atteints de sarcoidose et des sujets sains en western blot et en
immunocytochimie. Nous avons détecté 1’activation de la voie canonique JAK2/STATI dans
deux groupes de patients : le premier présente un niveau d’expression de pJAK2/pSTATI1
constant avant et apres stimulation, caractérisé par une sarcoidose multiviscérale ou une atteinte
pulmonaire sévere. Le second groupe montre un profil d’expression de pJAK2/pSTATI
similaire a celui des sujets sains, avant et aprés stimulation, caractérisé par une atteinte
pulmonaire moins sévere. Ces observations montrent un profil d’expression de la voie
JAK/STAT différent entre les lymphocytes circulants et ceux des granulomes. La détection de

pJAK2 uniquement dans les extraits cytoplasmiques des lymphocytes périphériques des
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patients, avant et apres stimulation par ’IFN-y, indique que I’expression non canonique de
pJAK?2 semble étre exclusive aux lymphocytes des granulomes. Ceci suggére qu’au moment de
la formation des granulomes, les lymphocytes attirés par chimiotactisme vers le tissu Iésé sont
stimulés par un facteur inconnu qui provoque la translocation nucléaire de JAK2. Par ailleurs,
cette translocation nucléaire de JAK2 dans les lymphocytes des granulomes pourrait expliquer
pourquoi STAT1 est inactive dans les lymphocytes des granulomes et n’est détecté que dans

les lymphocytes circulants.

Malgré un nombre de restreint de patients, nous avons identifié une association entre la
voie canonique JAK2/STATL et la sévérité de la maladie. Nos résultats sont concordants avec
les analyses transcriptomiques. Récemment, une étude a révélé que la voie JAK/STAT,
particulierement JAK2 et STAT1, est significativement régulée a la hausse dans les PBMC, les
biopsies pulmonaires, cutanées, de I’orbite antérieure et de la glande lacrymale, ainsi que dans
les ganglions lymphatiques des patients atteints de sarcoidose (Lindquist et al., 2023). D’autres
études transcriptomiques réalisées sur les PBMC, des poumons et des ganglions lymphatiques
ont identifiés STAT1, ainsi que les genes codants pour les chimiokines qu’il régule (IL-5, IL-7,
IL-15, CCR5, CXCL9, CXCL10 et CXCL11), comme des acteurs inflammatoires majeurs dans
la sarcoidose (Crouser et al., 2009; Rosenbaum et al., 2009). De maniere similaire a nos
observations, une autre étude a mis en évidence un lien entre la voie JAK/STAT et la sévérité
de la maladie. L’analyse transcriptomique des PBMC provenant de patients atteints de
sarcoidose a identifié une signature moléculaire composée de 17 génes (ADORA3, ATP10A,
CBLB, EFHA2, ERCC6L2, FIGNL1, GALNT12, IL6ST, ITGA6, MBTPS1, MTERFD2, SATB1,
SORCS3, STAT4, TMEM263, URI1, ZFYVE9) associés a la voie JAK/STAT, dont I’expression
est corrélée avec la gravité de la maladie (Zhou et al., 2017). Des études plus approfondies sont
nécessaires pour déterminer le lien entre de la voie canonique JAK/STAT et la voie non
canonique pJAKZ2, ainsi que leur réle dans le développement et la progression du granulome et,

par conséquent, dans la gravite de la sarcoidose.

6 Perspectives

A court terme, il est essentiel de poursuivre I’analyse in vitro des PBMC provenant de
patients et sujets sains. Dans un premier temps, il est nécessaire d’examiner 1’activation des

kinases JAKSs et des facteurs de transcriptions STATs au niveau monocytes isolés, afin de
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déterminer si I’activation des STATS, en particulier STAT1, STAT3 et STATS5, dans les cellules
de la lignée myéloides CD68+ se produit de maniére précoce au niveau des monocytes
sanguins. Ensuite, il serait pertinent d’étudier I’effet des inhibiteurs pharmacologiques de JAKSs
(ruxolitinib et tofacitinib) sur les cellules du granulome, en se concentrant spécifiquement sur
la voie d’activation des STATSs dans les cellules de la lignée myéloides et sur la voie non
canonique dans les lymphocytes. Il est probable qu’il y ait une restauration de la localisation
cytoplasmique de JAK2, comme cela a déja été démontré dans une autre étude (Rinaldi et al.,
2010). D’autre part, des modeles murins de granulomatose pulmonaire induits par le
Propionibacterium acnes ou par des nanotubes de carbone ont été mis au point dans le
laboratoire. Il serait judicieux d’analyser 1’activation des membres de la voie JAK/STAT dans

les granulomes formés en réponse a ces antigénes potentiels associés a la sarcoidose.

A moyen terme, il serait envisageable d’étudier le lien entre la voie non canonique JAK2
et ’hypoxie. En effet, une étude a suggéré I’implication de 1’hypoxie dans la translocation
nucléaire de JAK2 (Dudley et al., 2005). D’autre part, les travaux de Florence Jeny ont montré
que les cellules principalement dérivées de macrophages, eux-mémes dérivés de monocytes
constituant le granulome sarcoidien sont probablement exposées a I’hypoxie a différents
moments d’évolution de la réaction inflammatoire-granulomateuse. Dans les formes actives de
la sarcoidose pulmonaire, ces cellules présentent une réponse accrue a 1I’hypoxie, caractérisée
par une réponse pro-inflammatoire, pro-fibrosante et une phagocytose plus importante (Jeny et
al., 2021). De méme I’hypoxie semble favoriser la survenue des granulomes et 1’évolution vers
la fibrose dans des modeles in vivo de granulomatose induite par I’instillation intratrachéale de
nanotubes de carbone (Jeny, 2021). Ce modéle pourrait étre utilisé pour examiner la relation
entre I’hypoxie, la fibrose et la voie non canonique JAK2. Un autre modele, impliquant
I’utilisation de PBMC de patients, serait pertinent pour explorer cette association.
Actuellement, un modeéle in vitro de granulome 3D, basé sur celui décrit par Tezera et al. est en
cours de développement dans notre laboratoire (Tezera et al., 2017). Les PBMCs sont
incorporées dans des billes d’alginate, une substance inerte, et peuvent étre cultivées dans un

espace sphérique clos reproduisant une matrice pour la formation de granulome.

Comme mentionnée précédemment, plusieurs études ont mis en évidence le role
épigenétique de JAK2 dans le noyau, ou il se trouve en colocalisation avec des histones clés
impliquées dans la transition de I’hétérochromatine vers 1’euchromatine (Dawson et al., 2009;

Liu et al., 2011). Par ailleurs, une étude a identifié des génes difféeremment méthylés dans la
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sarcoidose progressive par rapport a la sarcoidose resolutive. Ces genes sont impliqués dans
I’immunit¢ (HLA, chimiokines, MSMB, KIR3DL2), le remodelage de la chromatine
(HMGAL), la transcription (ZDHHC?2) et le métabolisme de la vitamine B6 (PDXK) (Yang et
al., 2019). Il serait intéressant d’analyser la colocalisation entre JAK2 et les histones en utilisant
des techniques d’analyse d’épigénétique telles que le ChIP-seq (Chromatin
Immunoprecipitation followed by Sequencing). Cette étude permettrait de déterminer s’il existe
une association entre la localisation nucléaire de JAK2, la méthylation des histones et

I’expression des génes détectés dans la sarcoidose progressive.
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Conclusion

Ce travail de these a permis de fournir des informations précises sur 1’expression spatio-
temporelle des membres de la voie JAK/STAT dans les granulomes et leur relation avec la
séverité de la sarcoidose. Dans le granulome, nous avons identifié une voie non canonique
impliquant I’activation nucléaire de JAK2 dans les lymphocytes, ainsi qu’une potentielle voie
canonique impliquant 1’activation de STAT1, STAT3 et STATS dans les cellules my¢loides.
Ces deux voies sont plus exprimées dans les organes les plus souvent touchés par la sarcoidose
(le poumon et la peau), et présentent deux signatures distinctes associées a la sévérité des
atteintes. Par ailleurs, I’expression de ces protéines est uniquement corrélée avec le
développement des granulomes et sans lien apparent avec leur persistance ou le stade fibreux.
Nous avons également identifié une activation différentielle de JAK2 et STATL1 dans les
lymphocytes du sang périphérique et des granulomes. La voie canonique JAK2/STAT1 activée
dans les lymphocytes circulants est également associée a la sévérité de la maladie, tandis que
la voie non canonique JAK2 semble étre exclusive aux lymphocytes des granulomes. Ces
résultats indiquent que les mécanismes et voies activés dans les cellules immunitaires du sang
périphériques ne refletent pas nécessairement ceux actives localement dans les granulomes. Des
investigations supplémentaires sont nécessaires pour comprendre ces différences d’expression

et leur lien avec le développement et, surtout, la progression de la maladie.
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Résumé

La sarcoidose est une granulomatose d’étiologie inconnue, caractérisée par la formation de
granulomes immuns dans divers organes, principalement les poumons. La présentation clinique
et I’évolution de la sarcoidose sont variables. L’analyse génomique du sang périphérique des
patients a montré que la voie de signalisation JAK/STAT est significativement représentée dans
la sarcoidose et est associée a la gravité de la maladie. Cependant, 1’expression spatiale et
temporelle des membres de la voie JAK/STAT dans le granulome est encore mal connue. Nous
émettons 1’hypothése que I’activation de la voie JAK/STAT dans les granulomes de la
sarcordose induit leur formation et/ou leur persistance. Premiérement, nous avons réalisé une
cartographie de I’expression des membres de la voie JAK/STAT dans le granulome, sur des
biopsies de patients atteints de sarcoidose. Parmi les kinases JAKs activées, seule pJAK2 est
détectée, principalement dans les LTCD3*. Seule la localisation nucléaire de pJAK2 a été
observée, suggeérant l'activation d'une voie JAK2 non canonique. D'autre part, seules pSTATL,
pPSTAT3 et pSTATS sont détectées dans les granulomes, principalement dans les cellules de la
lignée myéloide CD68*. Deuxiemement, nous avons étudié 1’activation de la voie JAK/STAT
in vitro dans des cultures de lymphocytes circulants de patients atteints de sarcoidose et de
témoins. La voie non canonique de pJAK2 semble étre exclusive aux lymphocytes des
granulomes, tandis que, les lymphocytes circulants présentent une activation de la voie
canonique JAK2/STATL, et cela semble étre associé a la sévérité de la maladie. Troisiemement,
a I’aide d’une analyse multivariée, nous avons compareé 1’activation des membres détectés dans
le granulome de différents organes, puis associé a la sevérité de la maladie en utilisant deux
approches distinctes: (i) en associant les niveaux d'expression des protéines aux
caractéristiques cliniques des patients et (ii) en examinant leur relation avec les stades
d'évolution des granulomes. L'expression des 4 protéines est plus élevée dans les biopsies
pulmonaires (AUC=0.83) et cutanées (AUC=0.89) et est en moyenne associée a la persistance
de la maladie (COS>5, p<0.001). Deux signatures prédominantes sont identifiées dans les
lymphocytes/myéloides : pJAK2 / pSTAT1-pSTATS dans le poumon (AUC=0.84) et pJAK2 /
pSTAT3-pSTATS dans la peau (AUC=0.80). Enfin, nous montrons une corrélation positive
significative entre I'expression de pSTAT1(p<0,05), pSTAT3 (p<0,05), pSTATS5 (p<0,01) et la
présence du stade considéré comme précoce dit "floride".

En résume, nos résultats montrent un profil d’expression de la voie JAK/STAT différent entre
les lymphocytes circulants et ceux des granulomes. La voie canonique JAK2/STATL1 activée
dans les lymphocytes circulants est associé a la sevérité de la maladie. En revanche, dans le
granulome, la voie non canonique pJAK2 exprimée dans les lymphocytes et potentiellement la
voie canonique impliquant I’activation de STATI1, STAT3 et STATS dans les cellules
myeéloides sont associées a la sévérité des organes les plus affectés, a savoir : le poumon et la
peau. Cependant, leur expression est uniquement corrélée avec le développement des
granulomes et sans lien apparent avec la persistance et le stade fibreux.
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Abstract

Sarcoidosis is a granulomatosis of unknown etiology, characterized by the formation of immune
granulomas in various organs, principally the lungs. The clinical presentation and evolution of
sarcoidosis are variable. Genomic analysis of patients' peripheral blood has shown that the
JAK/STAT signaling pathway is significantly represented in sarcoidosis and is associated with
disease severity. However, the spatial and temporal expression of JAK/STAT pathway
members in the granuloma is still poorly understood. We hypothesize that activation of the
JAK/STAT pathway in sarcoidosis granulomas induces their formation and/or persistence.
Firstly, we mapped the expression of members of the JAK/STAT pathway in the granuloma,
on biopsies from patients with sarcoidosis. Among the activated JAKSs kinases, only pJAK2 is
detected, mainly in LTCD3*. Only nuclear localization of pJAK2 was observed, suggesting
activation of a non-canonical JAK2 pathway. On the other hand, only pSTAT1, pSTAT3 and
pSTATS were detected in granulomas, mainly in cells of the CD68* myeloid lineage. Secondly,
we studied activation of the JAK/STAT pathway in vitro in circulating lymphocyte cultures
from sarcoidosis patients and controls. The non-canonical pJAK2 pathway appears to be
exclusive to granuloma lymphocytes, whereas, circulating lymphocytes show activation of the
canonical JAK2/STAT1 pathway, and this appears to be associated with disease severity.
Thirdly, using multivariate analysis, we compared protein activation detected in granuloma
from different organs, then associated with disease severity using two distinct approaches: (i)
associating protein expression levels with patients' clinical characteristics and (ii) examining
their relationship with granuloma progression stages. Expression of the 4 proteins is higher in
lung (AUC=0.83) and skin (AUC=0.89) biopsies, and is on average associated with disease
persistence (COS>5, p< 0.001). Two predominant signatures are identified in
lymphocytes/myeloid cells: pJAK2 / pSTAT1-pSTATS in lung (AUC=0.84) and pJAK2 /
pSTAT3-pSTATS in skin (AUC=0.80). Finally, we show a significant positive correlation
between the expression of pSTATL1 (p<0.05), pSTAT3 (p<0.05), pSTAT5 (p<0.01) and the
presence of the early "florid" stage.

In summary, our results show a different JAK/STAT pathway expression profile between
circulating and granuloma lymphocytes. The canonical JAK2/STAT1 pathway activated in
circulating lymphocytes is associated with disease severity. In granuloma, on the other hand,
the non-canonical pJAK2 pathway expressed in lymphocytes and potentially the canonical
pathway involving activation of STAT1, STAT3 and STATS5 in myeloid cells are associated
with the severity of the organs most affected : lung and skin. However, their expression is only
correlated with granuloma development, with no apparent link to persistence and fibrotic stage.
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