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RESUME 
 

La sclérodermie systémique (ScS) est une maladie auto-immune orpheline. Elle est caractérisée par 

une atteinte microvasculaire et une fibrose touchant la peau et les organes internes. La ScS est une 

maladie sévère avec une surmortalité significative. Jusqu’à présent, aucun essai thérapeutique n’a 

permis de démontrer qu’un produit ait une action anti-fibrosante et améliore significativement le 

pronostic de cette maladie. 

La physiopathologie de la ScS  fait intervenir une combinaison de facteurs environnementaux et de 

facteurs de susceptibilité génétique. Récemment TNFSF4 a été identifié comme facteur de 

susceptibilité génétique à la ScS. TNFSF4 code pour OX40 ligand (OX40 L). Le couple OX40-

OX40L est impliqué dans la co-stimulation tardive des lymphocytes T, mais aussi dans la genèse et la 

réactivation de lymphocytes T mémoires et dans la prolifération et différenciation des lymphocytes B. 

Bloquer OX40L s’est avéré prometteur dans des modèles précliniques d’encéphalomyélite auto-

immune, de polyarthrite rhumatoïde, de colite inflammatoire, de réaction du greffon contre l’hôte et 

d’asthme. Par ailleurs, ce blocage permettrait d’inhiber uniquement les lymphocytes T pathogènes 

récemment activés et d’éviter ainsi une immunosuppression globale, contrairement aux biothérapies 

actuellement disponibles en rhumatologie.  

L’observation d’une surexpression de la protéine OX40L dans le derme des patients ScS nous a incités 

à étudier le rôle d’OX40L dans la ScS. L’objectif de mon travail de thèse a été d’étudier l’efficacité 

d’une thérapie ciblée anti-OX40L dans la ScS, par l’utilisation de modèles murins complémentaires de 

la maladie. 

Nous avons tout d’abord cherché à optimiser le modèle de fibrose induite par la bléomycine, qui est un 

modèle bien validé, utilisé en général en première intention pour évaluer des anti-fibrosants potentiels, 

en particulier lorsqu’il s’agit de cibles inflammatoires. Nous avons également étudié si l’échographie à 

haute fréquence pouvait apporter une aide à l’évaluation cutanée chez ces animaux, mais nos résultats 

n’ont pas permis de démontrer une place spécifique à cet outil dans ce contexte. Les approches anti-

OX40L ont débuté par l’utilisation de souris KO qui ont montré des résultats prometteurs dans le 

modèle induit par la bléomycine. Ensuite, des approches pharmacologiques ont été développées en 

utilisant un anticorps monoclonal neutralisant anti-OX40L dans le modèle de fibrose dermique induite 

par la bléomycine. L’intérêt du blocage d’OX40L a été conforté par la démonstration de propriétés 

non seulement de prévention mais aussi curatives contre la fibrose établie. L’étude des voies modulées 

par OX40L a mis en avant l’infiltrat inflammatoire et le relargage de cytokines pro-fibrotiques (IL-6 et 

TNF-α). De plus, le blocage d’OX40L semblait prévenir la fibrose dermique en inhibant l’activation 

des fibroblastes dépendant de la voie de signalisation AP-1. 

Le rôle d’OX40L dans la phase inflammatoire du  remodelage matriciel a été abordé par l’utilisation 

du modèle de cicatrisation cutanée. En revanche, le blocage d’OX40L n’a pas eu d’effet dans le 

modèle de fibrose non-inflammatoire qui caractérise les souris Tsk-1.  

Etant donné le rôle clé en clinique de l’atteinte d’organe, notre approche a été enrichie par l’utilisation 

de souris transgéniques Fra2, qui sont un nouveau modèle de ScS caractérisé par une fibrose 

pulmonaire inflammatoire et une HTAP. L’effet de l’anticorps anti-OX40L a été remarquable dans ce 

contexte avec au scanner et à l’histologie une réduction significative de la fibrose pulmonaire, du 

remodelage vasculaire et des signes d’HTAP. 

Enfin, l’étude longitudinale des sérums collectés dans notre cohorte de patients a montré que la forme 

soluble d’OX40L pourrait être un potentiel biomarqueur dans la ScS pour identifier les patients à 

risque de progression sévère.  

Ainsi, nos résultats mettent en lumière le rôle d’OX40L dans la ScS et suggèrent que son blocage 

pourrait être un traitement potentiel dans la ScS et peut-être dans d’autres maladies fibrosantes.  Ce 

travail met en exergue la relation inflammation-fibrose dans la physiopathologie de la ScS.  

Ce travail de thèse souligne l’intérêt de combiner plusieurs modèles animaux dans l’approche 

préclinique de la ScS.  

  

 

Mots-clés : Sclérodermie systémique, fibrose, auto-immunité, OX40 ligand, modèles murins  
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 Targeted therapy against OX40 ligand in murine models of systemic sclerosis 

 

ABSTRACT 

 

Systemic sclerosis (SSc) is an autoimmune orphan disease which is characterized by alterations of the 

microvasculature and fibrosis affecting the skin and internal organs. SSc is the most severe connective 

tissue disease associated with a high risk of mortality. Until now, there is no effective treatment to 

counteract the fibrotic process and to improve the prognosis of this disease. 

SSc results from the combination of genetic and environmental factors. TNFSF4 was recently 

identified as a genetic risk factor for SSc. TNFSF4 encodes OX40L, which is involved in late T-cell 

co-stimulatory signals, but also in generation and reactivation of memory T cells and promotion of 

plasma cell phenotype. OX40L blockade was effective in reducing clinical symptoms in several 

animal models of autoimmune and inflammatory diseases, such as rheumatoid arthritis, colitis, asthma 

or graft-versus-host-disease. The anti-OX40L antibody presents the advantage of a targeted therapy 

against pathogenic recently activated T cells, which might not expose patients to increased risk of 

infections, unlike other conventional immunosuppressants.  

Following the observation of an increased expression of OX40L in fibrotic skin in SSc-patients, we 

aimed to investigate the contribution of OX40L in SSc and to assess the efficacy of a targeted therapy 

against OX40L in SSc, using complementary experimental mouse models. First, we characterized the 

optimum in vivo parameters required for the successful induction of dermal fibrosis in the widely used 

bleomycin-induced dermal fibrosis mouse model, which is usually the first step in most of 

pharmacological studies assessing anti-fibrotic therapies. We also aimed to determine whether 

ultrasonography could be used to assess skin fibrosis in this model, but our results showed that it was 

not efficient enough to assess dermal thickening in this model. Invalidation of OX40L prevented 

dermal fibrosis in the bleomycin mouse model. Then pharmacologic approaches, using a monoclonal 

anti-OX40L antibody, demonstrate that blockade of OX40L not only prevented dermal fibrosis, but 

also induced regression of established fibrosis in this model. We also showed that OX40L acts directly 

on both dermal fibroblasts and inflammatory cells and on cytokine release (IL-6, TNF-α), by 

regulating NF kappa B and AP 1 pathways. We observed that OX40L inhibition interfered with early 

inflammatory stages of matrix remodeling using the excisional wound healing mouse model. 

Conversely, blocking OX40L did not display antifibrotic properties in the non-inflammatory Tsk-1 

mouse model.  

Given that interstitial lung involvement and pulmonary arterial hypertension (PAH) are key prognostic 

factors in SSc, we aimed to assess the effects of OX40L pharmacological inhibition in a new murine 

model: the fra-2 transgenic mice, which are characterized by both fibrosing alveolitis and PAH. In this 

model, using both CT-scan and histology, we demonstrated that mice treated by anti-OX40L antibody 

were markedly protected from fibrosing alveolitis and vessel remodeling leading to PAH.  

Furthermore, longitudinal analyses of our cohort of SSc-patients showed that soluble OX40L is a 

promising serum biomarker to predict the worsening of lung and skin fibrosis. Altogether, our results 

show that OX40L is as an attractive target in inflammation-driven fibrosis. This work also strengthens 

the relation between inflammation and fibrosis in SSc-pathogenesis. This work underlines advantages 

of combination of several animal models in translational approach to SSc. 

 

 

Key words: Systemic sclerosis, fibrosis, autoimmunity, OX40 ligand, murine models 
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CHAPITRE 1 : LA SCLERODERMIE SYSTEMIQUE : ASPECTS 

CLINICO-BIOLOGIQUES 

 

 

I. Epidémiologie 

 

La sclérodermie systémique (ScS) est une maladie systémique  auto-immune appartenant au 

groupe des maladies du tissu conjonctif, aussi dénommées « connectivites ». Il faut la 

différencier de la sclérodermie localisée (ou morphée) qui se manifeste par une atteinte 

cutanée isolée sans atteinte viscérale. La ScS est caractérisée par une atteinte vasculaire 

précoce puis par une fibrose tissulaire et systémique touchant de nombreux organes dont 

principalement la peau, le poumon, le cœur, le rein et le tube digestif (1). La ScS touche 

préférentiellement la femme entre 45 et 64 ans avec 85 à 90% de femmes atteintes dans la 

cohorte européenne Eustar (European Scleroderma Trials and Research group) et ce quel que 

soit l’âge au début de la maladie (Figure 1) (2). Dans l’annexe 1, est présenté un travail que 

j’ai effectué sur le biais de sexe dans la ScS à partir de la cohorte européenne Eustar, afin de 

déterminer si les caractéristiques cliniques et  le pronostic différaient entre les hommes et les 

femmes. 

Figure 1 : Biais de sexe selon l’âge au début de la maladie 

Extrait de Elhai M et al. Ann Rheum Dis 2014 (2) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cette figure représente la distribution de la maladie par âge et par sexe. En abscisses, figure l’âge de début, 

tandis que l’axe des ordonnées correspond au pourcentage d’hommes et de femmes. La colonne noire 

représente les femmes et la blanche les hommes. 
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1. Critères de classification 

 

De nouveaux critères ACR/EULAR  ont été récemment validés pour permettre un diagnostic 

précoce de ScS, avant un stade de fibrose avancée  (3,4) (Tableau 1). Ces critères viennent 

remplacer les critères ACR 1980 qui manquaient de sensibilité, notamment pour la détection 

des formes précoces et cutanées limitées de la maladie (5).  

Deux principales formes cliniques de ScS ont été individualisées selon le maximum 

d’extension cutanée dans la classification proposée par LeRoy (Figure 2) (3) : les formes 

cutanées limitées sont caractérisées par une sclérose du visage et de la partie distale des 

membres ne remontant pas au-dessus des coudes ni au-dessus des genoux ; et les formes 

cutanées diffuses représentent 30 à 40% des patients et touchent le tronc et la racine des 

membres. La répartition est environ de 55% de formes cutanées limitées, 35% de formes 

cutanées diffuses et 10% des patients n’ont pas d’atteinte cutanée (6). Les fomes cutanées 

diffuses sont caractérisées par des atteintes viscérales plus précoces et plus graves que les 

formes cutanées limitées.                      

 

Figure 2 : Classification de Leroy 

                               D’après LeRoy EC et al. J Rheumatol 1988 (3) 
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2. Incidence et prévalence 

 

La ScS est une maladie orpheline, comme l’attestent les données de prévalence comprises 

entre 7 et 489 cas par million d’habitants selon la période étudiée, la zone géographique et la 

méthodologie des études (7). Son incidence est comprise entre 0,6 et 122 cas par million 

d’habitants par an. Il existe de grandes variations de prévalence selon la zone géographique 

considérée avec une prévalence plus élevée aux Etats-Unis et en Australie qu’au Japon et en 

Europe, avec, par ailleurs, en Europe un gradient Nord-Sud (7). En France, la prévalence a été 

estimée par une étude en Lorraine à 132 cas par million d’habitants (8). Une autre étude plus 

ancienne, réalisée en Seine-Saint-Denis, l’avait estimée à 158 cas par million d’habitants (9). 

Les études longitudinales ont montré une augmentation de la prévalence de la maladie au 

cours du temps avec une prévalence qui semble doubler en 10 ans (10,11). Plusieurs facteurs 

pourraient expliquer cette augmentation : une amélioration des performances diagnostiques 

grâce notamment à une meilleure information des médecins, une amélioration de la survie 

mais aussi une réelle augmentation de la prévalence de la maladie, possiblement en lien avec 

des facteurs environnementaux. L’existence d’un facteur environnemental est suggéré par la 

mise en évidence de foyers de surprévalence dans certaines régions : à titre d’exemple, à 

proximité des aéroports de Londres et de Rome (12,13).  
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Tableau 1 : Critères de classification de la ScS ACR/EULAR 2013 

D’après Van Den Hoogen F. et al. Ann Rheum Dis 2013 (4) 

 

 

Domaines  Critères 
(a)

 Valeur 

Epaississement cutané des doigts des 2 

mains (remontant jusqu’aux 

articulations métacarpo-phalangiennes) 

(critère suffisant) 

- 9 

Epaississement cutané des doigts 

(ne compter que le score le plus élevé) 

Doigts boudinés 

Sclérodactylie 

2 

4 

Lésions digitales des pulpes  

(ne compter que le score le plus élevé) 

Ulcère pulpaire 

Cicatrice d’ulcère 

2 

3 

Télangiectasies - 2 

Anomalies capillaroscopiques - 2 

Hypertension artérielle pulmonaire ou 

fibrose pulmonaire 

(score maximal=2) 

- 2 

Phénomène de Raynaud - 3 

Auto-anticorps spécifiques Anti-centromères 

Anti-topoisomérases de type I 

Anti-RNA polymérase III 

3 

(a)
Un score supérieur ou égal à 9 permet une classification en sclérodermie systémique avec une sensibilité et 

une spécificité respectives de 91 et 92%. 

 

 

3. Pronostic 

 

La ScS est une maladie sévère : il s’agit de la plus grave des maladies systémiques auto-

immunes : dans une méta-analyse récente, la mortalité standardisée mesurée à partir de 9 

études contrôlées portant sur 2691 malades a été estimée par le SMR (standardized mortality 

ratio) comme égale à 3,53 [IC 95% : 3,03-4,11] en comparaison à la population générale 

appariée pour l’âge et le sexe.  Les causes cardiopulmonaires expliquaient 52% des décès 

observés (14).  Nous avons ensuite étudié l’évolution au cours du temps de cette surmortalité 

et il s’avère qu’elle n’a pas baissé au cours de ces 40 dernières années, suggérant l’absence de 

progrès en terme de survie dans cette maladie (14). Ces données ne font que refléter que les 
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résultats obtenus dans les essais thérapeutiques randomisés; en effet, aucun médicament n’a 

jusqu’à présent prouvé son efficacité pour lutter contre le processus fibrosant systémique de 

cette maladie.  

Nous étudions actuellement les causes de mortalité dans la cohorte européenne EUSTAR en 

2014 qui comprend 11381 patients. Au total, 1100 décès ont été enregistrés. Les décès étaient 

dans 70% des cas attribués directement à la ScS. Les décès étaient liés dans 20% des cas à une 

fibrose pulmonaire, dans 17% à une hypertension artérielle pulmonaire et dans 14% à des 

causes cardiaques. Les autres causes de mortalité sont représentées Figure 3 (manuscrit en 

préparation). Les facteurs prédictifs de mortalité sont en cours d’analyse. 

 

 

 

 

 
 

 

Figure 3 : Causes de mortalité dans la cohorte européenne Eustar  

(11381 patients, 1100 décès) 
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Enfin, il faut garder à l’esprit que la ScS est une maladie extrêmement hétérogène tant sur le 

plan de sa présentation initiale que dans son évolution. Ainsi, il importe de continuer à 

chercher et valider des facteurs prédictifs d’évolution vers une atteinte sévère ce qui permettra 

de définir des groupes de patients avec un pronostic péjoratif qui devront probablement être 

suivis de manière plus rapprochée et être traités de manière plus agressive. C’est dans cette 

optique que les travaux actuels, menés notamment par le groupe européen EUSTAR, visent à 

identifier des biomarqueurs sériques ou génétiques prédictifs d’une évolution vers des 

atteintes d’organes significatives. 

 

4. Polyautoimmunité  

 

Il existe au cours  de la ScS une polyautoimmunité familiale et individuelle. Ainsi, un tiers 

des apparentés au premier degré de patients atteints de ScS pourraient développer une maladie 

auto-immune (15,16). De même, les patients atteints de ScS ont un risque accru de développer 

eux-mêmes une autre maladie auto-immune et cette polyautoimmunité est observée chez 25% 

des patients (Figure 4).  Les maladies les plus fréquemment associées à la ScS sont, par ordre 

décroissant, la thyroïdite auto-immune, le syndrome de Goujerot Sjögren et la dermato-

/polymyosite (17). En annexe 2, est présentée une méta-analyse de plusieurs études 

épidémiologiques évaluant la prévalence et les facteurs associés à la poly-autoimmunité au 

cours de la ScS. Ces patients ScS avec polyautoimmunité ont une maladie moins sévère 

(fréquence plus élevée de femmes, de formes cutanées limitées et de formes associées à la 

positivité des anticorps anti-centromères) (17,18). 
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Figure 4: Polyautoimmunité au cours de la ScS 

Extrait de Elhai M et al. Autoimmune Rev 2013 (17) 

 
Cette figure résume les résultats de la méta-analyse évaluant la prévalence de la poly-autoimmunité au cours 

de la ScS. Les différentes études sont présentées en ordonnées par le nom de leur premier auteur et la date de 

publication de l’étude ; en abscisses figurent les prévalences de poly-autoimmunité obtenues dans chacune de 

ces études (en pourcentages). Les carrés représentent l’estimation de la prévalence, la taille du carré est 

proportionnelle au poids donné à l’étude, les lignes représentent les intervalles de confiance à 95% dans 

chacune des études. Le losange noir correspond à la prévalence combinée des différentes études et la ligne 

représente l’intervalle de confiance à 95% correspondant. 
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II. Différentes atteintes 

 

Les différentes atteintes de la ScS ainsi que leurs prévalences respectives sont représentées sur 

la Figure 5. 

 

Figure 5 : Prévalence des différentes atteintes de la ScS 
Extrait de Allanore Y et al.  Nature Reviews Disease Primers 2015  

 

1. Syndrome de Raynaud 

 

Le syndrome de Raynaud se définit comme une ischémie paroxystique des extrémités, 

déclenchée par le froid ou le stress. Il est complétement réversible en quelques minutes car il 

résulte d’un spasme artériolaire. Le syndrome de Raynaud typique comporte 3 phases : 

blanche (correspondant à l’ischémie), bleue (stase) puis rouge (vasodilatation réactionnelle). 

Le syndrome de Raynaud est dans 80% des cas primitif (« maladie de Raynaud »), mais dans 
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la ScS,  il s’agit d’un syndrome de Raynaud secondaire. La maladie de Raynaud est très 

fréquente dans la population générale (5 à 10%), prédomine chez la femme, débute à 

l’adolescence, touche les 2 mains de façon bilatérale et symétrique, en épargnant les pouces et 

ne s’accompagne pas de trouble trophique ni de nécrose. Au contraire, le syndrome de 

Raynaud secondaire débute après 40 ans, touche tous les doigts et peut s’associer à des 

troubles trophiques (ulcères). 

Au cours de la ScS, le syndrome de Raynaud est observé dans plus de 95% des cas et présent 

dans toutes les formes quelle que soit l’étendue de l’atteinte cutanée. Il s’agit habituellement 

du premier signe de la maladie, précèdant de plusieurs mois à années l’apparition de signes 

cutanés. Il est particulièrement sévère et peut entraîner des troubles trophiques (ulcères) voire 

des amputations digitales. Plus de la moitié des patients atteints de ScS auront au cours de leur 

maladie un épisode d’ulcère digital, dans les ¾ des cas dans les 5 premières années 

d’évolution (19).   

 

2. Manifestations cutanées 

 

La fibrose cutanée est la lésion princeps de la maladie. Elle débute le plus souvent par une 

sclérodactylie qui correspond à une infiltration scléreuse des doigts qui prennent souvent au 

départ un aspect boudiné, lorsqu’il existe une part inflammatoire. Puis la sclérose cutanée 

s’étend de façon centripète avec un aspect souvent œdémateux inflammatoire, parfois 

prurigineux dans les premières mois de la maladie qui laisse place ensuite à un aspect induré 

puis  atrophique de la peau dans les formes tardives. La figure 6 montre des aspects typiques 

de fibrose cutanée touchant le visage. L’évolutivité des lésions de sclérose cutanée, qui est un 

facteur pronostique péjoratif, peut être évaluée par le score de Rodnan  modifié (20) (Figure 

7). Il s’agit d’un score valide, reproductible et sensible au changement. Il reste le critère de 

jugement principal de la plupart des essais thérapeutiques.  
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La fibrose cutanée est visible sur ces 2 photographies avec disparition des rides du front, présence de plis 

radiés péri-buccaux et limitation de l’ouverture buccale. On note sur la première photographie des 

télangiectasies témoins de l’atteinte vasculaire et sur la deuxième photographie des zones dépigmentées.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6 : Aspects cliniques de la fibrose cutanée 
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Figure 7 : Le score de Rodnan modifié 

Evaluation de l’extension de la sclérose cutanée au cours de la sclérodermie systémique  

Evaluation clinique de l’épaisseur cutanée par la palpation simple de l’examinateur en 17 points:  

0 = Absence d’atteinte  

1 = Léger épaississement  

2 = Epaississement modéré  

3 = Epaississement sévère 
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3. Manifestations pulmonaires 

 

La ScS expose à deux complications principales : la pneumopathie interstitielle diffuse 

(atteinte parenchymateuse) et l’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) (atteinte 

vasculaire). Il s’agit des principales causes de mortalité liées à la ScS (21).  

 

a) La pneumopathie interstitielle 

 

La prévalence de la pneumopathie interstitielle au cours de la ScS est très variable selon les 

séries et selon la méthode utilisée pour la dépister. Le scanner thoracique haute résolution 

détecte une atteinte pulmonaire interstitielle chez 55 à 90% des patients ScS (24–27), mais si 

on considère les données autopsiques, près de 100% des patients ScS ont une atteinte 

pulmonaire (22,23). En revanche, des anomalies aux épreuves fonctionnelles respiratoires 

sont observées chez seulement 40 à 75% des patients ScS (24).  

La pneumopathie interstitielle apparaît le plus souvent dans les premières années suivant le 

diagnostic (dans les 3 premières années pour 25% des patients) (25). Elle touche plus 

volontiers les formes cutanées diffuses avec anticorps anti-topoisomérases de type 1.  Les 

signes cliniques sont aspécifiques et incluent une dyspnée d’effort puis de repos et une toux 

sèche.  

Compte-tenu de sa fréquence et de son pronostic potentiellement défavorable, il est important 

de dépister cette atteinte. Toutefois, les épreuves fonctionnelles respiratoires et le test de 

marche de 6 minutes, utilisés en pratique courante sont peu sensibles (26). Le scanner 

thoracique haute résolution est l’examen le plus sensible pour la dépister (23). L’aspect le plus 

fréquemment observé est celui d’une pneumopathie interstitielle non spécifique avec une 

prédominance de lésions en verre dépoli, de réticulations intra-lobulaires et de bronchectasies 

par traction (Figure 8). Toutefois, un aspect de pneumopathie interstitielle commune ou 

usuelle, caractérisée par des réticulations intra-lobulaires et des images en « rayons de miel » 

prédominant dans les lobes inférieurs et dans les régions sous-pleurales, peut être observé 

(Figure 9) (27). Ces lésions pulmonaires sont le plus souvent irréversibles. En effet, les 

images en verre dépoli vont regresser au cours du suivi chez seulement 5% des patients. 

Ainsi, ces lésions en verre dépoli correspondent à des lésions de fibrose déjà établie dans la 

majorité des cas (28) avec un risque elevé de progression vers un aspect en rayons de miel 

(29) 
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Les données histologiques sont inutiles et dangereuses. Elles montrent un aspect de 

pneumopathie interstitielle non spécifique chez environ 70% des patients versus <30% pour la 

pneumopathie usuelle (27,30). 

L’atteinte pulmonaire interstitielle doit être dépistée et réévaluée régulièrement au cours du 

suivi du fait de sa gravité potentielle. Toutefois, la répétition des scanners doit être limitée 

compte-tenu des risques liés aux rayons X (31). De nouvelles approches non ou moins 

irradiantes, comme l’échographie et le scanner faible dose, ont été développées dans le cadre 

de l’évaluation de l’atteinte pulmonaire avec des résultats préliminaires prometteurs (32–34). 

Des épreuves fonctionnelles respiratoires sont également réalisées tous les 6 mois à tous les 

ans pour rechercher une atteinte des échanges gazeux sous forme d’une diminution de la 

DLCO (diffusion/transfert du CO) ou d’une atteinte restrictive avec diminution de la capacité 

pulmonaire totale (et de la capacité vitale forcée) inférieure à 80% de la valeur prédite  (21).  

Chez la plupart des patients, l’atteinte interstitielle est modérée et stable au cours du temps. 

L’identification des facteurs pronostiques péjoratifs est donc essentielle. Les fibroses 

extensives au scanner thoracique haute résolution (étendue ≥ 20% ) ou avec un retentissement 

aux épreuves fonctionnelles respiratoires avec une diminution de la capacité vitale forcée au-

dessous de 70% (pour les étendues indéterminées au scanner), ont un risque accru 

d’aggravation et une diminution de la survie à 5 ans (85%) en comparaison aux formes 

limitées (60%) (35,36). De même, plusieurs autres facteurs pronostiques péjoratifs ont été 

identifiés, tels qu’un âge élevé, une origine afro-américaine, la présence d’anticorps anti-

topoisomérases de type I et une ScS précoce (évoluant depuis moins de 4 ans) (37–40).

L’aggravation des paramètres fonctionnels, comme la capacité vitale forcée est probablement 

un facteur de mauvais pronostic, même si cela n’a pas encore été documenté dans la ScS.  

 



 

28 
 

 

 

Figure 8 : Pneumopathie interstitielle non spécifique 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Aspect en verre dépoli au scanner thoracique en haute résolution Flèche noire : plages de verre dépoli ; 

flèche blanche : des opacités réticulaires intra-lobaires ; étoile : bronchectasies par traction. 
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Figure 9 : Pneumopathie interstitielle commune 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Aspect en rayon de miel au scanner thoracique haute résolution avec destructions micro (flèche blanche) et 

macro-kystiques (flèche noire). 

 

 

b) Hypertension pulmonaire et l’hypertension artérielle pulmonaire 

 

L’hypertension pulmonaire est définie au cathétérisme cardiaque droit par une pression 

artérielle pulmonaire moyenne supérieure à 25 mmHg au repos. 

Cinq classes d’hypertension pulmonaire ont été définies selon la conférence de Dana Point 

(41,42) :  

-  Groupe 1 : Hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) définie par une pression capillaire 

inférieure ou égale à 15 mmHg au cathétérisme cardiaque droit (atteinte pré-capillaire), sans 

atteinte pulmonaire sévère.  

- Groupe 2 : Hypertension pulmonaire avec cardiopathie gauche définie par une pression 

capillaire supérieure à 15 mmHg (atteinte post-capillaire). 

-  Groupe 3:  Hypertension pulmonaire avec maladie respiratoire et/ou hypoxie. Elle est 

définie par une atteinte pré-capillaire (pression capillaire inférieure ou égale à 15 mmHg) 
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associée à une fibrose pulmonaire sévère (avec en général une capacité pulmonaire totale 

et/ou une capacité ventilatoire forcée inférieures à 60%). 

- Groupe 4 : Hypertension pulmonaire avec maladie thrombo-embolique chronique définie 

par une atteinte pré-capillaire associée à des défauts segmentaires de perfusion du 

parenchyme pulmonaire au scanner (aspect de perfusion en mosaïque). 

- Groupe 5: Hypertension pulmonaire de mécanisme multifactoriel ou incertain 

Dans la ScS, l’hypertension pulmonaire est dans la majorité des cas liée à une HTAP (groupe 

1), mais il peut s’agir d’une hypertension pulmonaire du groupe 2 ou du groupe 3. L’HTAP 

complique volontiers les formes cutanées limitées anciennes avec anticorps anti centromères, 

mais peut également s’observer au cours des formes cutanées diffuses. 

Dans la ScS, la prévalence de l’hypertension pulmonaire pré-capillaire (HTAP et 

hypertension pulmonaire avec maladie respiratoire et/ou hypoxie) a été estimée à 9% dans une 

méta-analyse, tandis qu’une étude italienne récente l’évalue à 5% (43,44). Il s’agit d’une des 

principales causes de décès au cours de la ScS. Ainsi, la survie à 3 ans est estimée à 60% dans 

les HTAP primitives et à 50% dans les hypertensions pulmonaires avec maladie respiratoire 

(45). De plus, le pronostic de l’HTAP associée à la ScS est plus sombre que celui de l’HTAP 

idiopathique ou de l'HTAP liée à d’autres causes (toxique, génétique, VIH, autres 

connectivites…) avec une mortalité 3 fois plus importante (25).  

La fréquence et la gravité de cette atteinte imposent donc un dépistage systématique et répété. 

Le dépistage repose sur le dosage sanguin du NT proBNP, l’échographie cardiaque par voie 

trans-thoracique et les épreuves fonctionnelles respiratoires avec mesure de la DLCO (46–48).  

Ce dépistage semble crucial car quelques travaux récents ont montré une amélioration du 

pronostic, probablement en lien avec un diagnostic et une prise en charge précoces (49–51).  

 

4. Manifestations musculo-squelettiques 

 

L’atteinte de l’appareil locomoteur est fréquente au cours de la ScS ; elle toucherait 46 à 97% 

des patients (52).  

L’atteinte musculo-squelettique se manifeste le plus souvent par des arthralgies 

inflammatoires; mais des synovites sont observées cliniquement chez 16% des patients dans 

la cohorte européenne Eustar (52,53). Toutefois, l’évaluation clinique de l’état articulaire est 

rendue difficile par la sclérose cutanée, les contractions des doigts en flexion et l’aspect 

boudiné des doigts. C’est pourquoi, d’autres outils d’évaluation articulaire plus sensibles sont 
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développés, comme l’échographie articulaire (54). En annexe 3, est présenté notre travail sur 

l’atteinte échographique des mains et des poignets chez des patients atteints de ScS vus 

consécutivement.  

D’autres atteintes musculosquelettiques sont observées, comme les ténosynovites fibreuses 

présentes chez 10% des patients dans la cohorte Eustar, les contractions en flexion observées 

chez 30% des patients, les lésions de calcinose (20%) avec des dépôts de cristaux 

d’hydroxyapatite dans les tissus mous, l’ostéoporose ou une atteinte musculaire (52,53). 

L’atteinte musculosquelettique grève le pronostic fonctionnel des malades, mais elle constitue 

également un marqueur pronostique péjoratif prédictif d’une progression de la maladie sur le 

plan viscéral, avec aggravation du score cutané de Rodnan, apparition d’ulcères digitaux, 

diminution de la fonction cardiaque et risque de crise rénale sclérodermique, tous ces facteurs 

étant des facteurs de risque indépendants de mortalité au cours de la ScS (2,21,55). 

 

5. Manifestations digestives 

 

L’atteinte digestive est fréquente au cours de la ScS, observée chez 75 à 90% des patients et 

peut atteindre l’ensemble du tube digestif de l’œsophage jusqu’au rectum.  Elle s’observe 

autant dans les formes cutanées limitées que dans les formes cutanées diffuses.  

L’atteinte oesophagienne est la plus fréquemment observée au cours de la ScS ; elle touche 50 

à 90% des patients (56). Les symptômes les plus fréquents sont le reflux gastro-œsophagien 

(50-80%) et la dysphagie (50%). Les risques essentiels sont l’œsophagite (avec un risque de 

sténose peptique) qui peut conduire à l’endobrachyœsophage, qui est une lésion pré-

cancéreuse (56,57). L’atteinte grêlique est observée chez environ 40% des patients. Elle est 

caractérisée par un hypopéristaltisme intestinal pouvant favoriser une pullulation microbienne 

et des pseudo-occlusions intestinales.  

 

6. La crise rénale sclérodermique 

 

Il s’agit de l’atteinte rénale spécifique de la ScS ; elle constitue une complication grave de la 

maladie. Sa prévalence était comprise entre 12 et 18% dans les séries américaines, alors 

qu’elle a été estimée à seulement 2% dans la base de données européennes EUSTAR (58,59). 

Toutefois, cette différence peut être expliquée par des différences éthniques et par des 

différences de répartition des auto-anticorps entre les Etats-Unis et l’Europe. Par exemple, les 
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auto-anticorps anti-ARN polymérases III qui ont été associés à la crise rénale sclérodermique 

sont plus fréquemment observés en Amérique du Nord (14%) qu’en Europe (9%) (60). La 

crise rénale sclérodermique touche principalement les formes cutanées diffuses et survient 

habituellement dans les 4 premières années d’évolution de la maladie.  

 

III. Les auto-anticorps 

 

La ScS est une maladie auto-immune avec présence d’auto-anticorps chez plus de 95% des 

patients au diagnostic (61). La plupart de ces auto-anticorps sont des anticorps anti-nucléaires 

avec une fréquence comprise entre 85 et 99% (62). Ils peuvent précèder l’apparition du 

phénotype clinique de la ScS. La majorité des anticorps anti-nucléaires (80%) détectés au 

cours de la ScS correspondent à des anticorps spécifiques de la ScS dirigés contre des auto-

antigènes ubiquitaires. Il est habituellement admis qu’ils sont mutuellement exclusifs et qu’il 

n’y a pas de changement de spécificité au cours de la maladie.  Par exemple, dans une étude, 

seulement 4% des sérums de 69 patients ScS avaient au-moins 3 anticorps différents (63). 

Toutefois, l’utilisation de biopuces à antigènes semble contredire cette notion de 

monospécificité, avec dans une étude l’identification, chez la majeure partie des patients, de 

plusieurs auto-anticorps (62). Les prévalences et associations cliniques des auto-anticorps 

spécifiques dans la ScS sont décrites dans le Tableau 2. 

Les anticorps anti-topoisomérases de type I (ou anti-Scl70) sont hautement spécifiques de la 

ScS avec une spécificité de l’ordre de 99% et une sensibilité plus faible, inférieure à 25%. Ils 

sont observés dans 9,4 à 42% des cas selon les études. Leur prévalence a été estimée à 36,9% 

en combinant les données obtenues par immunofluorescence indirecte, enzyme-linked 

immunosorbent assay (ELISA), et immunoblot, tandis qu’elle n’était que de 24,3% si on 

n’utilisait que la technique ELISA (64). Ces auto-anticorps sont associés à un pronostic 

péjoratif.  

Les anticorps anti-centromères sont observés chez 20% à 40% des patients avec une 

prévalence variable selon l’éthnicité (moindre chez les afro-américains) (65). Les patients 

avec anticorps anti-centromères ont un pronostic plus favorable que les patients avec d’autres 

auto-anticorps spécifiques (66,67). 

D’autres anticorps commes les anti-ARN polymérase de type III peuvent être détectés : ils 

sont présents chez 6 à 9% des patients en France, mais leur prévalence globale a été estimée à 

11% dans le monde avec une répartition géographique variable (prévalence aux alentours de 
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14% aux Etats-Unis) (60). Les patients avec anti-ARN polymerases III semblent avoir un 

risque accru de cancer, dont le diagnostic est fait peu de temps avant ou après le diagnostic de 

ScS, ce qui suggère l’existence d’un phénomène paranéoplasique dans ces cas (68–70). Ce 

point est détaillé dans le chapitre 2.II.2.c.ii  

Les anticorps anti-U3 RNP sont très spécifiques de la ScS et sont plus fréquemment observés 

chez les patients afro-américains que chez les blancs ou asiatiques (62). Ils sont associés à un 

pronostic péjoratif, en particulier chez les sujets à peau noire (71).  

 

Tableau 2 : Auto-anticorps spécifiques de la ScS 

 

Malgré l’association forte entre ces auto-anticorps et un phénotype clinique, ces auto-

anticorps ne sont pas sensibles ou spécifiques à 100%  d’une atteinte clinique. Ainsi, un 

dépistage régulier des complications liées à la ScS  doit être réalisé chez tous les patients quel 

que soit leur statut pour les auto-anticorps. 

D’autres auto-anticorps associés à la ScS peuvent être détectés, tels que les anti-PmScl 

observés dans 5% des cas dans une cohorte allemande de 863 patients et présents dans les 

formes de chevauchement avec une polymyosite, les anti-U1 RNP (présents chez 5% des 

patients dans cette même cohorte, que l’on observe habituellement dans les formes de 

Anticorps  Fréquence  Association clinique 

Anti-topoisomérases 

de type I 

9,4-42% Forme cutanée diffuse  

Pneumopathie interstitielle 

Atteinte musculo-squelettique 

Pronostic défavorable 

Anti-ARN 

polymérases III 

11% Forme cutanée diffuse 

Crise rénale sclérodermique 

Cancer  

Ectasie vasculaire antrale gastrique  

Anti-fibrillarine  

(anti U3 

ribonuécléoprotéines) 

4-10% Forme cutanée diffuse 

HTAP  

Myosite 

Anti-centromères  20-40% Forme cutanée limitée 

Calcinose 

Atteinte intestinale 

HTAP 

Anticorps anti-Th/To 2-5% Forme cutanée limitée 

Pneumopathie interstitielle 
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chevauchement avec une connectivite mixte), et les anti-Ku (1%) que l’on observe dans les 

formes de chevauchement avec un lupus ou une polymyosite (72,73).  

Certains auto-anticorps contre des auto-antigènes non ubiquitaires ont été identifiés au cours 

de la ScS avec mise en évidence d’un rôle pathogène. Ils ont permis de mieux comprendre 

certains mécanismes physiopathologiques de la ScS. Ces données sont détaillées dans le 

chapitre 2.II.2cii. 

 

IV. Les traitements 

 

La prise en charge actuelle est essentiellement symptomatique. Aucun traitement de fond n’a 

jusqu’à présent montré son efficacité pour prévenir ou guérir la fibrose systémique avancée. 

Les stratégies anti-cytokiniques, comme le Tocilizumab apparaissent comme prometteuses 

(74). Une autre approche thérapeutique développée actuellement est l’utilisation de 

traitements anti-remodelage avec des résultats encourageants (75–79).  

Une option thérapeutique future sera peut-être de cibler plusieurs aspects de la maladie en 

combinant des médicaments immunorégulateurs et des traitements inhibant le remodelage 

matriciel. 

Pour des informations suppleméntaires, vous pouvez vous réferér à l’Annexe 4, où figure une 

mise au point récente sur la ScS.   
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CHAPITRE 2 : LA SCLERODERMIE SYSTEMIQUE : 

PHYSIOPATHOLOGIE 

 

 

I. Une maladie multifactorielle 

 

1. Les facteurs environnementaux 

 

La ScS résulte de l’association d’événements environnementaux sur un fond génétique de 

susceptibilité.  

Certains agents environnementaux ont un rôle bien établi. C’est le cas de la silice cristalline 

pour laquelle une méta-analyse récente portant sur 16 études (1101 cas) confirme cette 

association avec un Odds-ratio (OR) estimé à 3,20 (intervalle de confiance à 95% (IC 95%) : 

1,89-5,43), avec un risque accru en particulier chez les hommes (80). De même, une étude 

prospective française comparant 100 patients ScS et 300 contrôles retrouve une association 

forte avec un OR : 5,32, IC95% : 2,25-13,09, p<0,0001, en particulier chez les hommes (81). 

L’exposition à la silice est actuellement reconnue au tableau 25 bis des maladies 

professionnelles en France.  Les mécanismes impliqués sont partiellement connus : des études 

expérimentales ont montré que la silice administrée par voie intra-trachéale et intra-veineuse 

était responsable de modifications de la réponse immunitaire humorale et cellulaire; la 

destruction du tissu pulmonaire par la silice, l’internalisation des particules par les cellules 

endothéliales lors du passage dans la circulation et leur présence au niveau lymphatique 

seraient responsables d’une activation lymphocytaire T et B, de la synthèse de cytokines pro-

inflammatoires et de l’activation des fibroblastes. 

D’autres facteurs environnementaux sont fortement suspectés comme les solvants organiques 

et les fumées de soudage. Dans une méta-analyse portant sur 11 études (1291 cas), le risque 

de développer une ScS chez les patients exposés aux solvants organiques est estimé à 2,4 (IC 

95% : 1,7-3,4) et semble encore plus marqué chez les hommes (80).  Ces données sont 

confirmées dans l’étude française avec des OR à 2,46, IC95% : 1,12-5,32 pour les solvants 

organiques et 8,17, IC95% : 2,29-36,5 pour les solvants aromatiques. Les cétones et le white 

spirit ont également été associés à la ScS dans cette étude. Les mécanismes sont mal connus : 

les solvants pourraient pénétrer au travers de la peau et par inhalation et se lieraient aux acides 

nucléiques et aux protéines, déclenchant une réponse immunitaire cellulaire et humorale (82).  
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Les fumées de soudage ont également été impliquées dans le développement de la ScS dans 

l’étude prospective française avec un OR égal à 2,6, IC95% : 1,15-5,81, p=0,021.  

L’association entre le ScS et d’autres facteurs environnementaux tels que les résines epoxy, 

les vibrations, les anorexigènes ou la silicone n’a pas été confirmée (81).  

Parmi les autres types de facteurs environnementaux, des virus ont également été suspectés: 

certains patients ont des anticorps sériques anti-cytomégalovirus (CMV): leur rôle pathogène 

n’est pas connu, mais ils pourraient jouer un rôle dans l’apoptose des cellules endothéliales. 

Par ailleurs, l’ARN du virus de l’Epstein-Barr a été mis en évidence dans les fibroblastes et 

myofibroblastes, présents dans les lésions sclérotiques (83).  

 

2. Facteurs génétiques 

 

Il s’agit d’une maladie multigénique qui résulte de la combinaison de plusieurs facteurs de 

susceptibilité génique ayant pour chacun d’entre-eux un poids faible. Ces allèles de 

susceptibilité peuvent être associés dans des combinaisons variables, ce qui peut contribuer à 

l’hétérogénéité de la maladie. Le rôle des facteurs génétiques a été appréhendé par plusieurs 

approches.  

a) Etudes épidémiologiques 

 

Différents types d’études épidémiologiques plaident en faveur d’une composante génétique 

dans la physiopathologie de la ScS. 

Les études de jumeaux permettent de bien évaluer le poids de la génétique dans le 

développement d’une maladie puisque les jumeaux monozygotes ont un patrimoine génétique 

identique et que l’on peut considérer que leur exposition à des facteurs environnementaux 

dans l’enfance est similaire. Ainsi, les ressemblances ou différences observées sont attribuées 

majoritairement à leur fond génétique. Une seule étude de jumeaux est disponible à ce jour 

(84). Elle est basée sur l’analyse de 42 paires de jumeaux dont 24 monozygotes et montre une 

faible concordance pour l’expression clinique de la maladie (4,7%). Toutefois, il existe une 

forte concordance pour la présence d’anticorps anti-nucléaires (40% pour les dizygotes, 90% 

pour les monozygotes), ce qui suggère qu’il existe une part génétique, mais qu’elle n’explique 

pas à elle seule le développement de la maladie et que la composante génétique pourrait 

surtout être impliquée dans les processus immunitaires (85,86). Cependant, une étude 

complémentaire, à partir de cette même cohorte a montré qu’il existait chez ces jumeaux une 
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concordance d’expression génique des fibroblastes dermiques en culture avec un phénotype 

pro-fibrotique, en particulier de gènes régulés par le TGF-β, dont ACVR1B (activin A 

receptor, type IB), COL1A2 (chaîne alpha 2 du collagène I), COL8A1 (chaîne alpha 1 du 

collagène VIII), SPARC (secreted protein acidic and rich in cysteine), CTGF (connective 

tissue growth factor), THY1 (Thy-1 cell surface antigen), AGTRL2 (angiotensin receptor-like 

2), FHL2 (four and a half LIM domains 2) ou ARHB (Ras homolog gene family, member B).  

La surexpression de COL1A2, SPARC et CTGF a ensuite été confirmée par PCR quantitative 

(87). 

La deuxième approche a consisté à étudier l’aggrégation familiale de la maladie. A partir de 3 

cohortes américaines, réunissant 703 familles dont 11 multiplex (avec plus de 2 individus 

atteints) pour la ScS, le risque relatif de ScS pour les apparentés au premier degré a été estimé 

à environ 13 avec un taux de récurrence à 1,6% contre 0,026% dans la population générale 

(88). Le risque maximal était observé chez les frères et sœurs avec un risque estimé à 15 (10 à 

27 selon les cohortes). Ce risque représente le plus fort facteur de risque de la maladie établi, 

mais à l’échelon individuel le risque est faible chez les apparentés au premier degré (inférieur 

à 1%). 

A l’échelle des populations, l’existence d’un foyer de surprévalence de la maladie dans 

l’Oklahoma où la prévalence de la ScS est estimée à 469 pour 100000 habitants chez les 

Indiens Choctaw versus 31 pour 100000  dans la population générale plaide également pour 

l’existence d’une composante génétique à la ScS (89). Il faut également noter que le 

phénotype développé par les Indiens Choctaw atteints est relativement homogène avec une 

majorité de formes sévères : formes cutanées diffuses avec anticorps anti-Scl70 et fibrose 

pulmonaire.  

b) Etudes génétiques 

 

Les études génétiques ont le plus souvent utilisé une analyse par association dans des 

approches gènes candidats ou plus récemment pan-génomiques, du fait de la rareté de la 

maladie et de familles multiplex (86). Dans les approches de type gènes candidats, les SNP 

(single nucleotide polymorphism) ont été choisis du fait d’une pertinence sur le plan 

biologique ou car ils avaient été identifiés comme facteurs de susceptibilité génétique dans 

d’autres maladies auto-immunes. En revanche, dans les approches de type génome entier, 

aucune hypothèse n’est faite a priori et le génome est étudié en entier.  
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Dans la ScS, les gènes identifiés peuvent se diviser en 3 groupes qui correspondent aux 3 axes 

physiopathologiques de la maladie : les données les plus solides (obtenues sur de larges 

cohortes et répliquées dans des cohortes indépendantes) concernent des gènes impliqués dans 

l’auto-immunité et la réponse inflammatoire (90). Cependant, quelques gènes participant à 

l’apoptose et à la fibrogénèse ont également été identifiés.  

Nous ne présentons ici que les associations validées dans au-moins 2 cohortes indépendantes. 

 Gènes impliqués dans la dysimmunité 

 

 Complexe majeur d’histocompatibilité: HLA (human leukocyte antigen) et 

présentation antigénique 

 

La ScS est associée aux molécules HLA de classe II dont le génotype varie fortement selon 

l’éthnicité et parfois le sexe (par exemple DQA1*0501 est plus fortement associé à la maladie 

chez les hommes (91)). Mais, il existe également une variation importante selon la présence 

de différents auto-anticorps associés à la ScS: anti-topoisomérase I avec DRB1*11-*1502 

(92), DQB1*03-*04 (93) , DPB1*1301 (94) et DPB1**0901 (95) et les anticorps anti-

centromères avec DRB1*0101, DRB1*0104, DRB1*0108, DQB1*0501, DPB1*0402 (92,95). 

Dans la première approche génome entier réalisée, l’association la plus forte (P= 8.16 × 10
−13

) 

était observée avec 5 SNPs localisés dans les régions HLA-DPB1 et -DPB2 (96). Une étude 

plus fine de cette région a identifié les variants rs3128930, rs7763822 et rs7764491 comme 

portant l’association, en particulier dans les formes avec anticorps anti-topoisomérases I. Dans 

la cohorte de réplication américaine, rs7763822 et rs7764491 étaient les plus fortement 

associés à la ScS avec anticorps anti-topoisomérases de type I.  En 2010, une approche 

génome entier portant sur 2296 patients ScS et 5171 contrôles sains a été réalisée avec 280000 

SNPs analysés (97). L’association la plus forte était portée par la région HLA en 6p21, dans 

laquelle le variant rs6457617 situé dans la région HLA*DQB1 avait la plus forte significativité 

(p = 2.31 × 10
−18

) (97). Cependant, il reste à définir si ces associations sont relatives à la 

maladie par elle-même ou profil d’auto-anticorps spécifique. 

Ainsi, ces résultats montrent le poids du système HLA dans la composante génétique de la 

maladie et soulignent le rôle de la dysimmunité dans la physiopathologie de la ScS. Toutefois, 

la structure complexe du système HLA en terme de déséquilibre de liaison rend difficile une 

analyse plus fine et l’identification de variants causaux.  
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 Immunité innée 

 

 Voies de signalisation de l’interféron (IFN) (IRF5, IRF7, IRF8) 

L’interféron de type I est un médiateur clé de l’immunité innée déclenché en réponse à une 

infection microbienne.  

Le gène IRF5 code pour un facteur de transcription impliqué dans la signalisation par les toll 

like receptors (TLRs) et l’activation de l’interféron de type I. Différents variants de IRF5 ont 

été associés à la ScS, notamment rs2004640, qui crée un site d’épissage conduisant à un 

transcrit alternatif. Ce variant a été identifié en stratégie gène candidat avec notamment une 

association avec la fibrose pulmonaire liée à la ScS pour le génotype homozygote (98). A 

noter que cette association avec la fibrose pulmonaire persistait pour l’allèle et le génotype en 

analyse multivariée, après ajustement pour la forme cutanée et la positivité des anticorps anti-

topoisomérases I. Cette association entre des variants d’IRF5 et la ScS a été répliquée dans 

une cohorte indépendante japonaise (99). Dans l’étude génome entier publiée par Radstake et 

al. en 2010, en dehors de HLA, un SNP localisé dans la région TNPO3-IRF5 avait la plus 

forte association (97). L’association IRF5-ScS a également été confirmée dans une seconde 

approche génome entier (100).  

IRF8 est un autre facteur régulateur de la voie de signalisation de l’interféron. Dans une méta-

analyse de 4 études génome entier comprenant 2296 patients et 5171 contrôles sains,  IRF8 

(rs11642873) a été associé à la forme cutanée limitée (OR=0,75, p=2,32 x 10
-12

) (101). 

L’association avec IRF8 a été confirmée dans une étude indépendante qui a identifié le SNP 

rs11117432 comme facteur de susceptibilité pour la ScS et confirmé l’association avec 

rs11642873 dans une méta-analyse (102). Le variant protecteur rs11117432 augmentait 

l’expression de l’IFN-gamma, et diminuait l’expression de l’IFN de type I.  

Un SNP (rs1131665) localisé dans la région exonique d’IRF7 a été associé à la ScS avec 

anticorps anti-centromères dans 2 cohortes européennes et françaises (103), mais ces résultats 

n’ont pas été confirmés par une étude indépendante.  

Ainsi, ces résultats soulignent le rôle important de l’interféron de type I et de l’immunité 

innée dans la ScS. 

 

 Toll like receptors 

Le SNP  rs5743704 de TLR2 a été associé avec la ScS avec anticorps anti-topoisomérases 

dans 2 cohortes européennes avec augmentation de la production d’IL-6 et de TNF-α suite à 
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la stimulation du TLR-2 (104). Ces résultats n’ont pas été confirmés dans une étude 

indépendante.  

 

 Interleukin 1 receptor associated kinase-1 (IRAK1) et methyl-CpG-binding protein 

2 (MECP2) 

 

Des SNPs des gènes IRAK1 et MECP2  ont été associés à la ScS. Ces deux gènes sont portés 

par le chromosome X, ce qui soulève l’hypothèse d’un lien entre ces facteurs de risque et le 

biais de sexe observé dans la ScS.  IRAK1 joue un rôle dans la modulation de l’activation de 

la voie de signalisation NF-kB (nuclear factor–kB) induite par l’IL-1 tandis que MECP2 

participe à la régulation de la transcription de gènes sensibles à la méthylation.  

 MECP2 code pour une protéine, la methyl-CpG-binding protein, qui se lie spécifiquement 

aux îlots CpG méthylés. Un SNP de IRAK1 (rs1059702) a été associé à la ScS cutanée 

diffuse, à la ScS avec anticorps anti-topoisomérases I et à la forme avec fibrose pulmonaire 

dans deux cohortes indépendantes européennes (105)  

Dans une étude portant sur 3065 femmes ScS et 2630 contrôles sains issus de 5 cohortes 

caucasiennes indépendantes, les SNPs rs1059702 du gène IRAK1 et  rs17435 de MECP2 ont 

été associés à la forme cutanée diffuse. Toutefois, l’analyse par régression logistique 

conditionnelle a montré que l’association d’IRAK1 rs1059702 avec la forme cutanée diffuse 

était expliquée par l’effet de MECP2 rs17435. En revanche, le SNP rs1059702 d’IRAK1 était 

associé à la fibrose pulmonaire (106). 

 

 Immunité adaptative 

 

 CD247 

CD247 code pour une sous-unité zeta du TCR (T cell receptor) qui participe au complexe T-

cell receptor/CD3. L’association entre un SNP de CD247 et la ScS a été mise en évidence 

pour la première fois dans une étude génome entier (97) et a été confirmée dans une cohorte 

indépendante (107). 

 

 STAT 4 (Transcription factor signal transducer and activator of transcription 

4) 

STAT4 code pour un facteur transcriptionnel qui régule l’expression de nombreux gènes. Il 

joue un rôle dans l’orientation des lymphocytes T helpers vers des phénotypes Th1 (T-helper 

cell type 1) et Th17 (T-helper cell type 17). Le variant rs7574865 de STAT4 a été associé à la 
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ScS dans deux larges études européennes indépendantes (108,109), notamment pour la forme 

cutanée limitée (108). Deux études complémentaires nord-américaine et japonaise ainsi que 2 

études génome entier ont confirmé cette association avec la ScS, en particulier avec la forme 

cutanée limitée et la forme avec anticorps anti-centromères (97,100,110,111).  

 TNFSF4 (Tumor necrosis factor ligand superfamily, member 4)  

Les résultats des études génétiques sont détaillés dans le chapitre 4. V 

 

 PTPN22 (Protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 22 (lymphoid))  

PTPN22 code pour la protéine LYP, qui est une tyrosine phosphatase exprimée par les lignées 

lymphoïdes. Elle régule l’activation lymphocytaire en intéragissant avec des kinases 

effectrices: elle semble moduler négativement la sélection des cellules T négatives dans le 

thymus et inhibe les cellules auto-réactives en périphérie. Le SNP rs2476601 (allèle 

PTPN22*620W) induit un gain de fonction qui peut empêcher la délétion des cellules T 

autoréactives dans le thymus ou peut entrainer une activité insuffisante des lymphocytes T 

régulateurs. A partir d’une très large série nord-américaine portant sur 905 patients et 656 

contrôles, une association allélique avec l’allèle PTPN22*620W a été mise en évidence (112).  

L’étude de 7 SNPs dans une cohorte française de 659 patients et 504 témoins sains n’a pas 

détecté d’association allélique ou génotypique, après exclusion des patients présentant une 

autre maladie auto-immune connue pour être associée à PTPN22, mais une association 

haplotypique avec l’haplotype portant l’allèle de susceptibilité PTPN22*620W a été mise en 

évidence (113). Une méta-analyse des données publiées a confirmé cette association, en 

particulier pour les formes avec anticorps anti-centromères (p poolé=0,02, OR 1,22, IC 

95% :1,05-1,42). (114). 

 Lymphocyte B: BANK 1 (B cell-specific scaffold protein with ankyrin) et 

BLK (B lymphocyte kinase) 

Des données génétiques ont conforté la probable implication des lymphocytes B dans la 

physiopathologie de la ScS.  

Deux SNPs non synonymes et fonctionnels de BANK1 ont été associés à la forme cutanée 

diffuse dans deux études indépendantes, portant respectivement sur 1295 patients ScS et 

11137 contrôles français et allemands (115) et 2380 patients ScS et 3270 contrôles sains 

européens (116).  
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Un autre gène spécifique des lymphocytes B, BLK a été associé à la ScS. Il transduit le signal 

en aval du B cell receptor. Deux variants de la région C8orf13-BLK (rs13277113 et 

rs2736340) ont été étudiés chez 1050 cas et 694 contrôles nord-américains et répliqués chez 

589 cas et 722 contrôles espagnols. En analyse combinée, les deux variants étaient associés à 

la ScS (117). Dans une méta-analyse, l’association entre le SNP rs13277113 et la ScS a été 

confirmée, en particulier pour les formes cutanées diffuses (118).  

 

 CCR6 (Chemokine receptor 6) 

La protéine CCR6, est exprimée par les lymphocytes T Th17 et est impliquée dans le 

recrutement des lymphocytes T Th17 dans les tissus cibles. CCR6 rs10946216 a été associé à 

la ScS avec anticorps anti-topoisomérases I dans 3 populations européennes (119) et cette 

association a été confirmée dans une cohorte de réplication indépendante (120). Ces résultats 

plaident  pour un rôle de la voie Th17 dans la physiopathologie de la ScS.  

 TNFAIP3 (Tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3)  

TNFAIP3 (6q23) code pour la protéine A20, une protéine en doigt de zinc, qui régule 

négativement la voie de signalisation NFκB, facteur de transcription régissant de nombreux 

mécanismes cellulaires, prépondérant dans les phénomènes inflammatoires. Trois variants ont 

été génotypés dans une cohorte européenne de 1656 patients et 1311 contrôles et le SNP 

rs5029939 a été associé à la maladie (121). De plus, une association forte a été mise en 

évidence avec la forme cutanée diffuse, la fibrose pulmonaire et l’HTAP suggérant que 

TNFAIP3 pourrait contribuer à la sévérité de la maladie. Dans une autre étude portant sur 2 

cohortes françaises regroupant au total 1607 patients et 1504 contrôles, TNFAIP3 a été 

associé au sous-type ScS avec polyautoimmunité avec un OR égal à 3,51, IC95% : 2,28-5,41 ; 

p=8,58 x 10
-9

 (122).  

Par ailleurs, un autre SNP de TNFAIP3 a été identifié comme facteur de susceptibilité à la ScS 

avec anticorps anti-centromères dans une étude ayant utilisé des puces de génotypage sur 

mesure appelées « Immunochip » (123). Ces puces sont composées de 195806 SNPs 

identifiés dans de larges études d’association menées sur 11 maladies auto-immunes et 

inflammatoires.   
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 TNIP1 (TNFAIP3 interacting protein 1) 

TNIP1 code pour une protéine régulatrice d’A20. Le SNP rs2233287 a été associé à la ScS 

dans l’étude génome entier européenne (100). L’expression de la protéine TNIP1 était 

diminuée dans la peau lésionnelle de patients ScS. Par ailleurs, l’ARNm et la protéine TNIP1 

était moins exprimés par des fibroblastes dermiques issus de patients ScS cultivés in vitro en 

comparaison à des fibroblastes dermiques issus de sujets contrôles sains. Enfin, l’adjonction 

de TNIP1 recombinante a diminué in vitro la synthèse de collagène par des fibroblastes 

dermiques de patients sains et atteints de ScS, après stimulation par des cytokines pro-

inflammatoires (IL-6 et IL-1β). TNIP1 a également été identifié comme facteur de 

susceptibilité pour la ScS dans une étude indépendante incluant 4389 ScS et 7611 contrôles 

sains européens et américains (124).  

 ATG5 (Autophagy-related 5) 

Ce gène joue un rôle dans l’autophagie, processus impliqué dans l’immunité innée et 

adaptative. Le SNP rs9373839 a été identifié comme facteur de susceptibilité à la ScS dans 

une étude regroupant au total 5850 patients ScS et 9401 contrôles européens (123). 

 Voie de signalisation de l’IL-12 

IL-12 intervient dans la différenciation des cellules T vers une voie Th1. Quatre SNP dans la 

voie de signalisation de l’IL-12 ont été associés à la ScS (rs7758790 du gène SHIP1-IL12A, 

rs2304256 du gène TYK2, rs436857 du gène IL12RB1 et rs3790567 du gène IL12RB2) 

(123,125–127). 

 Interleukine 21 

Les récepteurs de l’IL-21 sont exprimés sur les lymphocytes B, T et les cellules NK (natural 

killer). L’interleukine 21 joue un rôle dans la différenciation des lymphocytes T Th17, dans la 

prolifération et différenciation des lymphocytes T et des lymphocytes NK. Le SNP rs6822844 

a été associé à la ScS dans une étude récente incluant 4493 patients ScS et 5856 contrôles 

sains caucasiens  (128). 
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Gènes impliqués dans l’apoptose et le destin cellulaire 

 DNASEIL 3 (Deoxyribonuclease I-like 3) 

DNASEIL3 joue un rôle dans la fragmentation de l’ADN durant l’apoptose. Le SNP 

rs35677470 a été associé à la ScS, en particulier la forme avec anticorps anti-centromères, par 

deux études ayant utilisé la puce de génotypage « Immunochip » (123,129).  

 SOX5 (SRY (sex determining region Y)-box 5) 

SOX5 est un facteur de transcription impliqué dans la détermination du destin cellulaire. Il a 

été identifié comme facteur de susceptibilité à la ScS avec anticorps anticentromères dans une 

méta-analyse d’études génome entier avec réplication des résultats dans des cohortes 

indépendantes (101).  

 

Gènes impliqués dans les voies de signalisation de la fibrose 

 CSK (c-Src tyrosine kinase) 

CSK est impliquée dans la régulation de la différenciation des myofibroblastes en modulant la 

fonction des kinases src. Ces src kinases contribuent au processus de fibrose en régulant la 

transmission du signal médié par les intégrines suite à l’adhésion des fibroblastes à la matrice 

extracellulaire; elles sont impliquées dans la différenciation des fibroblastes en 

myofibroblastes. Le SNP rs1378942 de CSK a été associé à la ScS dans une méta-analyse 

d’études génome entier (130). 

 CAV1 (Cavéoline 1)  

La cavéoline 1 est un inhibiteur de la fibrose tissulaire. Une diminution de l’expression de la 

protéine cavéoline 1 a été observée dans la peau et les poumons de patients ScS (131).  Le 

SNP rs959173 a été associé à la ScS dans une méta-analyse incluant les données d’une étude 

génome entier sur une cohorte française et une étude de réplication dans une cohorte italienne 

comprenant au total 1355 sujets ScS et 2619 contrôles (OR poolé : 0,81, p=0,0018). La 

corrélation génotype/expression protéique a montré une expression plus élevée de la protéine 

dans la peau de patients ScS et contrôles porteurs de cet allèle protecteur (132).  
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 GRB10 (Growth factor receptor-bound protein 10) 

La protéine GRB10 interagit avec des récepteurs aux tyrosines kinases. Le SNP rs12540874 a 

été associé à la ScS cutanée limitée dans une méta-analyse d’études génome entier (101). 

Ainsi, ces données confirment l’existence d’une composante génétique dans la 

physiopathologie de la ScS. La majorité des facteurs de susceptibilité génétique identifiés et 

répliqués sont impliqués dans la réponse inflammatoire et auto-immune, soulignant le rôle 

important, peut-être initiateur de la phase dysimmunitaire auto-immune dans la fibrose.  

Par ailleurs, comme beaucoup de maladies multigéniques, plusieurs facteurs de susceptibilité 

génétique contribuent au fond génétique de susceptibilité de la maladie, avec pour chacun 

d’entre eux un poids faible. Il est également possible que ces facteurs de susceptibilité 

génique aient un effet multiplicatif augmentant encore la susceptibilité à la maladie par des 

interactions gène-gène ou gène-environnement. 

Cette association de facteurs de susceptibilité génique va dans le sens du concept de «  seuil 

de tolérance » immune (133). Ainsi, la somme de plusieurs facteurs génétiques définit le seuil 

de tolérance du sujet, qui sera abaissé par rapport à un sujet n’ayant pas ce fond génétique de 

susceptibilité aux maladies auto-immunes et lorsque l’état d’activation (déterminé par des 

facteurs environnementaux) dépasse ce « seuil de tolérance immune », la maladie auto-

immune apparaît (par défaut d’élimination des cellules auto-réactives). 

Les variants identifiés sont, dans la majorité des cas, situés dans des régions non-codantes 

(introniques) et sans prédiction de fonction régulatrice. Ainsi, l’existence d’un variant causal 

reste souvent difficile à établir  et le rôle biologique des variants reste peu clair. Une des 

hypothèses est que ces SNPs seraient en déséquilibre de liaison avec les variants causaux 

situés dans des régions codantes. Une autre hypothèse émergente est qu’ils pourraient 

influencer la transcription d’ARN régulateurs comme des micro-ARN ou des longs ARN non-

codants (134). 

De plus, la plupart de ces gènes ont également été reconnus comme facteurs de susceptibilité 

pour d’autres maladies auto-immunes (dont notamment le lupus systémique) qui ne sont pas 

caractérisées par un phénotype fibrosant, suggérant l’existence d’un fond génétique commun 

aux différentes maladies auto-immunes, aussi appelé « auto-immunité partagée » (Figure 10) 

(86). Parmi ces gènes, TNFAIP3 a été associé à la polyautoimmunité (122). Les données 

épidémiologiques confortent ce concept d’auto-immunité partagée: il existe à l’échelon 

individuel mais aussi à l’échelon familial un sur-risque de développer une ou plusieurs autres 

maladies auto-immunes associées à la ScS (17,135). 
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Ainsi, la question qui se pose est quel est l’impact réel de ces variants génétiques sur le 

phénotype clinique de la ScS. Pour déterminer la contribution de ces SNPs au phénotype de la 

maladie in vivo, des modèles murins de ScS peuvent être utilisés. Une première étude a 

cherché à évaluer la contribution fonctionnelle de STAT4 au phénotype fibrotique de la ScS, 

en utilisant deux modèles murins complémentaires de fibrose cutanée (136). Des variants 

génétiques de STAT4 ont été associés à la ScS, mais également à d’autres maladies auto-

immunes non fibrosantes (108–111,137,137–141). Les souris invalidées pour STAT4 (stat4-/-) 

étaient protégées de la fibrose dans le modèle de fibrose dermique induite par la bléomycine, 

qui reproduit les stades inflammatoires précoces de la maladie par rapport aux souris stat4+/+ 

(136). Cette protection du phénotype fibrotique était accompagnée d’une diminution de 

l’infiltrat inflammatoire, notamment de l’infiltrat lymphocytaire T et du taux de cytokines 

pro-inflammatoires dans la peau lésionnelle. En revanche, les souris stat4-/- n’étaient pas 

protégées de la fibrose dans un modèle de fibrose non inflammatoire : le modèle tsk-1. Ainsi, 

ces résultats suggèrent que STAT4 joue un rôle dans la phase inflammatoire de la fibrose et 

exerce un effet pro-fibrotique par activation de la prolifération lymphocytaire T et du 

relargage de cytokines pro-inflammatoires et pro-fibrotiques. Ces résultats permettent ainsi de 

valider les résultats des études génétiques et de confirmer le rôle de STAT4 dans le 

développement de la ScS. 

Dans ce même modèle de fibrose dermique induite par la bléomycine, nous avons confirmé la 

contribution de CD226  à la fibrose dermique inflammatoire (142). CD226 code pour la 

protéine DNAX accessory molecule 1 (DNAM-1) qui est impliquée dans la co-stimulation 

des lymphocytes T (143).  Ce gène a été identifié comme facteur de susceptibilité génétique 

pour la ScS, mais également pour d’autres maladies auto-immunes comme la polyarthrite 

rhumatoïde (144–147). Les résultats de cette étude sont présentés dans l’Annexe 5.  

Afin de mieux préciser la contribution de CD226 aux différentes maladies auxquelles il a été 

associé, nous avons évalué l’effet de l’invalidation de CD226 dans le modèle murin d’arthrite 

induite par le collagène, modèle de polyarthrite rhumatoïde. Et nous avons observé que les 

souris invalidées pour CD226 n’étaient pas protégées de l’arthrite dans ce modèle, ce qui 

suggère l’absence de contribution de CD226 au phénotype de la polyarthrite rhumatoïde 

(148). Ces résultats sont détaillés dans l’Annexe 6. 

Ces résultats renforcent l’idée qu’il existe certes un fond génétique commun aux différentes 

pathologies auto-immunes, mais que les variants sont impliqués dans le déterminisme d’un 

phénotype particulier, en l’occurrence pour CD226 dans le phénotype fibrotique mais pas 

dans le phénotype arthritique. Ces résultats incitent donc à la validation de la contribution des 



 

47 
 

différents gènes aux différents phénotypes spécifiques des maladies auxquelles ils ont été 

associés.  

                         

Figure 10 : L’auto-immunité partagée 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sur la figure, sont représentés les différents facteurs génétiques associés au lupus systémique, à la 

polyarthrite rhumatoïde et la sclérodermie systémique et à plusieurs de ces maladies. Les gènes représentés ne 

concernent que les résultats les plus fiables validés dans des cohortes de réplication. 
 

Enfin, le poids individuel des différents loci identifiés (de même que leur effet cumulatif) 

reste faible avec des odds-ratio de l’ordre de 1,20-1,30, ce qui soulève la question de 

l’héritabilité manquante. Différentes causes pourraient y contribuer : (i) il est possible que des 

variants fréquents dans la population générale mais de faible poids génétique ne soient pas 

détectés par des tours du génome dont la  puissance serait insuffisante, (ii) des variants rares 

peuvent passer inaperçus, car leur détection par l’association indirecte avec des tagSNP serait 

limitée par des corrélations faibles entre ces variants et ces tagSNPs (polymorphismes 

génétiques en déséquilibre de liaison important avec d’autres polymorphismes 

mononucléotidiques, ils sont sélectionnés de manière à réduire le besoin de génotypage), (iii) 

l’hétérogénéité génétique est aussi probable ; pour limiter ce biais, il faudrait que les études 

génétiques portent sur des formes plus homogènes et (iv) c’est l’interaction gène-gène ou 
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gène-environnement qui pourrait contribuer au risque de développer la maladie, soulèvant la 

question de l’épigénétique au cours de la ScS.  

 

c) Rôle de l’épigénétique 

 

Plusieurs facteurs environnementaux sont impliqués dans la survenue de la ScS, avec pour 

certains une imputabilité bien démontrée. Par ailleurs, des facteurs environnementaux, comme 

la bléomycine ou l’acide hypochloreux sont utilisés pour générer des modèles animaux de la 

maladie (149). Mais, le mécanisme d’action de ces agents demeure inconnu. Cette forte 

implication des facteurs environnementaux a soulevé la question de l’épigénétique au cours 

de la ScS. À la différence des mutations génétiques qui sont permanentes, reliées à des 

altérations de l’ADN, et que l’on retrouve dans toutes les cellules, les modifications 

épigénétiques sont responsables des modifications stables de la transcription pour un type 

cellulaire donné. Ces modifications peuvent être déclenchées par des facteurs 

environnementaux.  

Plusieurs études ont souligné le rôle de l’épigénétique dans la physiopathologie de la ScS 

(150,151). Les différents mécanismes épigénétiques impliqués dans la régulation de 

l’expression génique comprennent la méthylation des brins d’ADN, la méthylation ou 

l’acétylation des histones et la sur- ou sous-expression de micro-ARNs (150,152). 

Plusieurs modifications épigénétiques ont été observées au cours de la ScS :  

- la méthylation du promoteur de la NO (monoxyde d’azote) synthase endothéliale avec 

pour résultante une diminution de production du monoxyde d’azote, qui est un 

vasodilatateur, ce qui peut contribuer aux altérations fonctionnelles de l’endothélium 

vasculaire (150).  

- une hypométhylation significative des lymphocytes CD4+ de patients ScS en 

comparaison à des contrôles (153).  

- la déméthylation des éléments régulateurs sur le chromosome X inactif : il a été 

montré au cours de la ScS une hyperexpression de CD40L, codé par le chromosome 

X. Cette déméthylation des éléments régulateurs sur le chromosome X 

inactif  contribuerait à l’hyperexpression de CD40L par les lymphocytes T CD4 des 

femmes atteintes de SSc (154).  
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Les modifications épigénétiques observées dans les fibroblastes sont détaillées dans le 

chapitre II.3.c.i.a.  

 

II. Les différents processus physiopathologiques impliqués 

 

La physiopathologie de la ScS est caractérisée par une microangiopathie précoce et 

généralisée, une réponse immunitaire activée et dérégulée conduisant à des phénomènes 

d’auto-immunité et une fibrose systémique, vasculaire et interstitielle tissulaire (155). Les  

types cellulaires impliqués dans le développement de la ScS incluent les cellules 

endothéliales, les plaquettes, les péricytes, les cellules musculaires lisses, les fibroblastes et 

myofibroblastes ainsi que des cellules de l’immunité (lymphocytes T, lymphocytes B, 

monocytes, macrophages et cellules dendritiques).  

 

1. Vasculopathie 

 

Il semblerait que l’atteinte vasculaire soit un élément précoce et peut-être causal dans la 

séquence pathogénique. Au cours de la ScS, il existe des lésions initialement fonctionnelles 

puis structurales de l’endothélium. Le spasme artériel et artériolaire est impliqué dans la 

survenue du syndrome de Raynaud, qui constitue presque toujours le mode d’entrée dans la 

maladie. Puis, il existe des lésions structurales de l’endothélium avec une prolifération myo-

intimale responsable d’une ischémie permanente du tissu. Cette atteinte structurale de 

l’endothélium est impliquée dans les complications sévères de la maladie telles que l’HTAP, 

la crise rénale sclérodermique ou la cardiomyopathie.  

a) Lésions endothéliales précoces 

 

Les altérations fonctionnelles des cellules endothéliales entraînent une hyperproduction 

d’endothéline-1 (ET-1), de thrombine et thromboxane qui sont des agents vasoconstricteurs et 

une diminution de la production de facteurs vaso-dilatateurs comme le monoxyde d’azote et 

les prostacyclines.  
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Les modifications structurales visibles au stade précoce de la maladie incluent un espacement 

des cellules endothéliales et une vacuolisation du cytoplasme. Ces modifications semblent 

être la conséquence d’une apoptose des cellules endothéliales.  

Différents facteurs ont été impliqués dans l’apoptose des cellules endothéliales : des agents 

chimiques ou infectieux, tels que le CMV,  une activation de l’immunité cellulaire ou la 

production d’auto-anticorps anti-cellules endothéliales (156).  

Récemment, une étude a suggéré qu’une répression du facteur de transcription GATA-6 dans 

les cellules endothéliales pourrait contribuer au développement de la vasculopathie, dans sa 

forme la plus sévère : l’HTAP (157). En effet, l’expression de GATA-6 est réduite dans les 

cellules endothéliales et les cellules musculaires lisses des vaisseaux occlus et non occlus au 

cours de l’HTAP in vivo, suggérant que la réduction de GATA-6 surviendrait avant 

l’occlusion vasculaire et pourrait témoigner d’une phase précoce d’activation des cellules 

endothéliales et/ou d’un dysfonctionnement au cours de l’HTAP. De plus, les souris 

invalidées pour GATA-6 dans leurs cellules endothéliales développent spontanément des 

signes d’HTAP. 

L’apoptose endothéliale a été associée au développement de la réponse dysimmunitaire et de 

la fibrose. Ainsi, on observe un infiltrat périvasculaire constitué de macrophages, 

lymphocytes B et T (1,158–162). Une des hypothèses émises est qu’un défaut d’élimination 

des cellules apoptotiques pourrait entrainer une phagocytose par les cellules dendritiques et 

les macrophages, avec ensuite présentation des antigènes vasculaires aux lymphocytes T CD8, 

responsable ensuite de la cascade dysimmunitaire (163). Ces corps apoptotiques peuvent aussi 

activer la voie alterne du complément, les plaquettes et les voies de coagulation, responsables 

de micro-thromboses vasculaires et d’une hyperplasie de l’endothélium avec un 

amincissement de la lumière du vaisseau avec pour résultante une hypoxie et une ischémie 

chronique du tissu avec production de radicaux libres (164,165).  

Il existe à ce stade un phénotype « pro-thrombotique » et « pro-adhérent » de l’endothélium 

qui exprime des molécules d’adhésion telles qu’ICAM-1, VCAM-1 et sélectine ainsi que le 

monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) qui vont favoriser le recrutement de 

lymphocytes activés dans les tissus cibles (166). 
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b) Remodelage de la paroi vasculaire 

 

Au cours de la ScS, on observe un remodelage de la paroi vasculaire avec épaississement de 

l’intima et de la média ainsi qu’une fibrose adventicielle (Figure 11). 

 

 

Figure 11 : Histologie d’un vaisseau au cours de la ScS 

 

 

 

 

 

 

 

 

.  

On observe un épaississement de la paroi du vaisseau avec prolifération myo-intimale et diminution de la 

lumière du vaisseau 

 

Différentes cellules concourent au remodelage aberrant de la paroi vasculaire : les fibroblastes 

activés, les cellules musculaires lisses, les cellules endothéliales et les cellules épithéliales. 

L’hypoxie chronique est responsable de l’attraction des fibroblastes in-situ et de leur 

activation, par le relargage de facteurs pro-fibrotiques (tels que la sérotonine, le TGF-β, le 

PDGF et l’ET-1) et de radicaux libres par l’endothélium activé. Ces fibroblastes sécrètent de 

grandes quantités de matrice extracellulaire, ce qui entraîne une fibrose de la paroi vasculaire.  

Les cellules musculaires lisses pourraient également favoriser les lésions de prolifération 

myo-intimales typiques de ScS. En conditions normales, ces cellules ont un phénotype 

contractile, indifférencié et régulent le diamètre des vaisseaux. La dysfonction endothéliale, 

l’infiltrat leucocytaire et les altérations de la matrice extracellulaire sont responsables de 

l’attraction des cellules musculaires lisses vers la couche intimale où elles se transformeraient 

en myofibroblastes et synthétiseraient de grandes quantités de matrice extracellulaire (167).  

Les cellules épithéliales/endothéliales activées vont également pouvoir subir une 

transdifférenciation en myofibroblastes, entrainant une fibrose de la paroi du vaisseau (168). 
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c) Rôle du stress oxydant 

 

L’épaississement de la paroi vasculaire en raison de la prolifération intimale et des cellules 

musculaires lisses est responsable d’un vasospasme artériel et artériolaire  avec phénomènes 

d’ischémie-reperfusion et production de radicaux libres. Les radicaux libres semblent jouer un 

rôle dans la fibrose, en favorisant la prolifération des fibroblastes et leur production de 

collagène (169). Ils sont également produits par les cellules inflammatoires. Ce point est 

détaillé dans le chapitre II.3.e.iv 

 

d) Angiogenèse et vasculogenèse  

 

Il existe au cours de la ScS des anomalies des processus de compensation des lésions 

vasculaires. Ces processus de compensation sont l’angiogenèse (correspondant à une 

néovascularisation à partir des cellules endothéliales résidentes) et la vasculogénèse qui fait 

intervenir le recrutement de progéniteurs endothéliaux circulants à partir de la moelle osseuse. 

L’hypoxie chronique entraîne la production dérégulée du facteur d’hypoxie HIF (hypoxia 

inducible factor) et de facteurs pro-angiogéniques tels que le facteur de croissance 

endothéliale VEGF (vasculator endothelial growth factor). La production de VEGF pourrait 

être une tentative de réparation des dégâts vasculaires mais son action est inefficace et/ou 

incomplète comme l’illustre l’augmentation des taux sériques de VEGF qui est corrélée à la 

présence de plages avasculaires en capillaroscopie (170).  

Il y a initialement une production augmentée de progéniteurs endothéliaux circulants sous 

l’influence des agressions vasculaires, puis probablement un « épuisement » médullaire, 

responsable du défaut de vasculogenèse (171). Il a également été suggéré l’existence d’un 

processus auto-immun  humoral avec une apoptose des progéniteurs endothéliaux circulants 

liée à la présence d’anticorps anti-cellules endothéliales participant au défaut de 

vasculogénèse (172). 

Enfin, des travaux ont suggéré l’expression d’isoformes anti-angiogéniques du VEGF et 

également que la perte d’expression du facteur cellulaire endothélial EGFL7 dans les cellules 

endothéliales et leurs progéniteurs pourraient jouer un rôle dans la vasculopathie de la ScS et 

contribuer à l’altération de l’angiogenèse (173).  

Toutefois, l’efficacité réparatrice des progéniteurs endothéliaux circulants dans la ScS est 

également discutée (174). 
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e) Relation entre vasculopathie et fibrose  

 

Plusieurs études ont suggéré que la vasculopathie pourrait entraîner le processus de fibrose : 

Il a été mis en évidence in vitro une activation des fibroblastes avec résistance à l’apoptose, 

induite par des médiateurs issus de l’apoptose endothéliale, tels que le perlecan et la 

chondroïtine sulfate (175).  

Les modèles murins ont souligné le lien vasculopathie-fibrose : 

Les souris transgéniques pour le facteur transcriptionnel Fra-2 (Fos-related antigen-2) de la 

famille des facteurs AP-1 (activator protein-1 family) présentent une atteinte microvasculaire 

similaire à celle observée au cours de la ScS avec une apoptose endothéliale précoce puis une 

HTAP ainsi qu’une fibrose dermique et pulmonaire mimant la pneumopathie interstitielle non 

spécifique de la ScS (176,177).  

Les souris transgéniques pour le VEGF (vascular endothelial growth factor) développent une 

fibrose dermique spontanée. De plus, dans le modèle de fibrose dermique induite par la 

bléomycine et dans le modèle génétique de fibrose non inflammatoire tight-skin 1 (tsk-1), la 

fibrose est plus importante chez les souris VEGF+/+ en comparaison à des souris wild type 

(wt) (178). Ces souris VEGF+/+ présentent une vasculopathie similaire à celle observée au 

cours de la ScS. L’effet pro-fibrotique du VEGF a été confirmé in vitro sur des cultures de 

fibroblastes dermiques.  

Récemment, un nouveau modèle murin de ScS a été proposé : le modèle de souris invalidées 

pour le récepteur de l’activateur du plasminogène de type urokinase (uPAR)(179,180). 

L’activateur du plasminogène de type urokinase uPA est impliqué dans la survie des cellules 

endothéliales et son activité anti-apoptotique est dépendante de uPAR (181). Ces souris 

étaient caractérisées par une fibrose (dermique, pulmonaire et cardiaque) survenant en 

parallèle d’une apoptose endothéliale et d’une raréfaction capillaire, mimant l’atteinte 

vasculaire observée au cours de la ScS.  

Différentes cellules et médiateurs sont impliqués dans l’activation des fibroblastes secondaire 

à la vasculopathie: 

 Les cellules endothéliales activées peuvent sécréter des facteurs pro-fibrotiques (ET-1, 

CTGF, TGF-β, platelet-derived growth factor (PDGF) et IL-6) qui stimulent la 

prolifération des cellules musculaires lisses vasculaires, leur différenciation en 

myofibroblastes et la production de matrice extracellulaire (182,183).  

 L’endothélium activé exprime des molécules d’adhésion et des cytokines/chémokines 

responsables de l’attraction au niveau périvasculaire d’un infiltrat inflammatoire 
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susceptible d’activer secondairement les fibroblastes, par la sécrétion de cytokines 

pro-fibrotiques, telles que l’IL-6, l’IL-13 et le TGF-β (187). 

 Les plaquettes activées peuvent également contribuer à la prolifération fibroblastique 

par sécrétion de médiateurs pro-fibrotiques contenus dans leurs granules, notamment 

le PDGF, CXCL4 ou platelet factor 4 (PF4) (qui est également synthétisé par les 

cellules dendritiques) et la sérotonine (184–186). 

 L’hypoxie chronique induite par le vasospasme et le remodelage de la paroi vasculaire 

est impliquée dans l’activation des cellules mésenchymateuses et dans la perpétuation 

du processus de fibrose (165).  

Ainsi, l’atteinte vasculaire joue un rôle important et probablement initiateur dans la 

physiopathologie de la ScS.  

 

2. L’atteinte inflammatoire dysimmunitaire 

 

Le système immunitaire aussi bien inné qu’adaptatif  est impliqué dans la pathogénie de la 

ScS. Suite à un facteur environnemental sur un terrain génétique particulier, il existe une 

activation du système immunitaire dérégulée conduisant à un recrutement de lymphocytes T, 

B, de monocytes/macrophages dans les lésions dermiques et les organes atteints et à des 

phénomènes d’auto-immunité.  

L’importance de la phase dysimmunitaire dans le processus de fibrose est soulignée par 

l’observation d’une production de collagène accrue dans les fibroblastes adjacents à l’infiltrat 

inflammatoire.  

 

a) Rôle de l’immunité innée 

 

i. Rôle des monocytes, macrophages et mastocytes : 

 

Les monocytes et les macrophages infiltrent de manière précoce la peau des patients avec une 

ScS débutante (159,160). Ces cellules sont également observées dans le modèle de fibrose 

dermique induite par la bléomycine et dans le modèle murin de réaction du greffon contre 

l’hôte (GVHD) (graft-versus-host disease) (187). Elles peuvent synthétiser des cytokines pro-

inflammatoires et pro-fibrotiques capables d’augmenter le chimiotactisme, la prolifération, la 

différenciation des myofibroblastes et leur synthèse de collagène. Par ailleurs, elles expriment 
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à leur surface de grandes quantités de molécules présentatrices d’antigènes et pourraient ainsi 

induire l’activation des lymphocytes T.  

Le rôle des macrophages est souligné par les études récentes qui ont mis en évidence un 

phénotype activé de type M2 des macrophages au cours de la ScS. Sous l’influence de stimuli 

environnementaux, les macrophages peuvent se différencier en différents sous-types, 

principalement classés en activation classique (M1) ou alternative (M2). La polarisation M2 

est marquée par une synthèse de cytokines pro-fibrotiques telles que l’IL-4, IL-10, IL-13, 

CTGF et IL-6, ainsi que de l’enzyme arginase-1 qui peut stimuler la synthèse de collagène. 

Ainsi, les taux de CD163, un marqueur de macrophages de type M2, sont augmentés dans le 

sérum des patients ScS ainsi que sur les macrophages présents dans la peau fibrotique et les 

poumons de patients (188,189). Toutefois, les mécanismes impliqués dans la différenciation 

des macrophages demeurent inconnus. 

De nombreux mastocytes, notamment des mastocytes dégranulés, infiltrent la peau des 

malades dès le début de la maladie, à la fois au sein des lésions de fibrose mais également en 

peau saine (190). Plusieurs données in vivo dans des modèles murins de la maladie ont mis en 

exergue le rôle des mastocytes au cours de la ScS. Chez les souris tight-skin 1 (tsk-1), 

reflétant les stades tardifs de la maladie, la densité des mastocytes cutanés est augmentée en 

comparaison à des souris contrôles et il existe une corrélation entre l’étendue de la sclérose 

cutanée et l’augmentation des mastocytes (191). Ces cellules libèrent de l’IL-4 et des 

protéases dont la chymase 4 dont la production est corrélée à la survenue des lésions de 

fibrose chez la souris tsk-1. Par ailleurs, l’inhibition de la chymase 4 permet une diminution 

des lésions de fibrose et de l’activation des fibroblastes dépendant du TGF-β dans ce modèle 

(192). Enfin, dans le modèle murin de fibrose induite par la bléomycine, un déficit en 

mastocytes retarde l’apparition de la fibrose cutanée (193).  

 

ii. Rôle des polynucléaires neutrophiles 

 

Un rôle des polynucléaires neutrophiles a été suggéré : ils sont en nombre augmenté dans la 

peau lésionnelle des patients en comparaison à des contrôles (194).  

Des études anciennes ont suggéré qu’ils pourraient contribuer au stress oxydant, par la 

production d’espèces réactives dérivées de l’oxygène. Toutefois, les études récentes in vitro 

n’ont pas confirmé ces données (195,196). Par ailleurs, les études anciennes étaient limitées 
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par les procédures d’isolation des polynucléaires neutrophiles, qui pouvaient en elles-mêmes 

entraîner une activation des neutrophiles (197,198).  

Toutefois, les études protéomiques plaident pour un rôle des polynucléaires neutrophiles dans 

la physiopathologie de la ScS avec l’expression de marqueurs d’activation des polynucléaires 

neutrophiles (196). Enfin, l’IL6 pourrait contribuer à l’activation et à l’apoptose des cellules 

endothéliales et cet effet dépendrait de la présence de polynucléaires neutrophiles (196). 

 

iii. Rôle des cellules dendritiques plasmacytoïdes et voie de l’interféron de type 1 

 

Les lésions endothéliales entrainent la libération de DAMPs (danger-associated molecular 

patterns), responsables d’un recrutement et d’une activation des cellules dendritiques 

plasmacytoides via les TLR. Cette activation va entraîner une sécrétion de cytokines et 

chémokines pro-inflammatoires et pro-fibrotiques telles que l’IL-4, l’IL-6, l’IL-13 et PF4 

(CXCL4) (également synthétisé par les plaquettes activées) (184).  

Dans une étude protéomique récente, l’analyse du surnageant de cellules dendritiques 

plasmacytoïdes, a mis en évidence une augmentation des taux de CXCL4 avec des taux plus 

élevés dans les formes cutanées diffuses de la maladie par rapport aux formes cutanées 

limitées et dans les formes précoces par rapport aux formes tardives (184). CXCL4 était aussi 

détecté dans la peau de patients ScS (et non dans celle de sujets contrôles sains) et son taux 

était corrélé à la fibrose dermique et pulmonaire ainsi qu’à la présence et à la sévérité d’une 

HTAP. In vivo, dans le modèle de fibrose dermique induite par la bléomycine, une perfusion 

de CXCL4 a entrainé une augmentation de l’infiltrat inflammatoire, de l’épaisseur dermique 

et de l’expression de CCL2 (MCP-1), qui est une chémokine pro-fibrotique.  

Ces cellules dendritiques plasmacytoides recrutées vont également activer  la voie de 

l’interféron de type 1, à l’instar d’autres maladies auto-immunes telles que le lupus (158,199). 

Le rôle de cette voie au cours de la ScS a été souligné par les analyses transcriptomiques 

montrant  une expression différentielle de gènes de la voie de l’interféron de type 1 dans les 

cellules mononuclées du sang périphérique, dans les monocytes et les lymphocytes T CD4+ 

de patients ScS (199–201). L’auto-immunité partagée entre la ScS et le lupus érythémateux 

systémique avec des gènes de susceptibilité communs à ces 2 maladies, la plupart induits par 

l’interféron (comme nous l’avons vu précedemment) va également dans ce sens (202). La 

voie de l’interféron de type 1 reflète l’activation de la voie de signalisation des TLR. 
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Les TLR ont également été impliqués dans la persistance du phénotype activé des fibroblastes 

notamment TLR4 (203). Au cours des processus infectieux, les TLR peuvent reconnaître des 

motifs moléculaires uniquement présents chez ces microorganismes pathogènes dénommés 

PAMPs pour "pathogen-associated microbia patterns", tels que les lipopolysaccharides. Mais 

au cours des processus inflammatoires non infectieux, ils peuvent également reconnaître des 

DAMPs libérés au cours de dommages cellulaires, comme les lésions endothéliales. Le TLR4 

est surexprimé dans la peau et les poumons de patients atteints de ScS ainsi que dans le 

modèle murin de fibrose dermique induite par la bléomycine (204). Par ailleurs, une 

surexpression constitutive de TLR4 dans les fibroblastes les rend sensibles à l’action du TGF-

β avec activation des fibroblastes, différenciation en myofibroblastes et production de 

collagène. L’invalidation et l’inactivation de TLR4 empêchent l’activation des fibroblastes in 

vitro et préviennent le développement de la fibrose dans le modèle murin de fibrose dermique 

induite par la bléomycine. La voie de signalisation du TLR4 fait intervenir une voie 

dépendante de MyD88 avec pour résultante une activation de la voie NFκB et des MAP 

kinases, entrainant une activation du facteur de transcription AP-1 dont le rôle pro-fibrotique 

a déjà été suggéré par plusieurs études (136,205). Le stimulus activant TLR4 n’est pas connu, 

mais un grand nombre de ligands ont été identifiés, tels que la protéine de choc heat shock 

protein (HSP), la fibronectine ou HMGB (high-mobility group box)-1 (203,206). Ces 

molécules dérivées de l’hôte pourraient être relarguées par la cellule dans un contexte de 

dommage cellulaire ou de stress oxydant.  

Enfin, il a été suggéré que les auto-anticorps contre des antigènes ubiquitaires de la ScS (tels 

que les anti-topoisomérases de type 1) formeraient des complexes immuns avec leur antigène 

cible, ces complexes pourraient être capturés par les cellules dendritiques plasmacytoides via 

le récepteur Fcgamma, interagir avec les TLR endovésiculaires et induire la production 

d’interféron-α (IFN-α) (Figure 15). Ces données suggèrent donc un lien entre immunité innée 

et adaptative au cours de la ScS.  

b) Rôle des lymphocytes T dans la physiopathologie de la maladie 

 

Les lymphocytes T semblent jouer un rôle majeur dans la physiopathologie de la maladie et ce 

à 2 niveaux différents (158). D’une part, du fait de leur fonction auxiliaire qui permet aux 

lymphocytes B de générer des (auto)-anticorps de haute affinité et d’autre part du fait de leur 

rôle pro-fibrotique in situ avec infiltration de la peau et des organes fibrotiques par les 
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lymphocytes T et synthèse par ces lymphocytes T de cytokines et facteurs de croissance, 

capables d’activer les fibroblastes.  

Le rôle important des lymphocytes T dans la physiopathologie de la ScS est souligné par (i) 

l’infiltrat lymphocytaire T précoce dans la peau lésionnelle et les organes touchés (207) 

(Figure 12) et (ii) par la corrélation entre l’activité/sévérité des formes cutanées diffuses et le 

taux sérique du CTLA-4 soluble (208). L’infiltrat lymphocytaire T est constitué 

majoritairement de lymphocytes T CD4+ (209).  

 

Figure 12: Infiltrat lymphocytaire T dermique au cours de la ScS 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

Cette image représente une coupe histologique de peau fibrotique de patient ScS atteint d’une forme cutanée 

diffuse après marquage pour le CD3 en immunohistochimie (révélation par le 3,3'-Diaminobenzidine (DAB)) 

et contre-coloration par l’hémalun. Les coupes sont observées en microscopie optique au grossissement x 200 

et on note un infiltrat dermique de cellules mononuclées marquées par le CD3, en particulier au niveau 

périvasculaire (lymphocyte T). 

 

 

Il existe une restriction d’hétérogénéité du répertoire TCR des lymphocytes T  infiltrant la 

peau et les organes cibles de la ScS témoin d’une expansion oligoclonale T locale en réponse 

à un nombre restreint d’épitopes auto- ou allogéniques. L’hypothèse d’une réaction 

allogénique est celle du microchimérisme, suggérant qu’au cours de la grossesse, des 

lymphocytes T d’origine fœtale reconnaissant les antigènes non HLA compatibles de la mère 

traverseraient le placenta et constitueraient ainsi des allo-antigènes, reconnus par les 
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lymphocytes T maternels. Cette hypothèse est soutenue par la mise en évidence de 

lymphocytes T masculins dans la peau et le sang des patientes ScS. Cependant, son rôle 

pathogène n’est pas établi (210). 

La synthèse de collagène évaluée par la localisation du pro-collagène I α est plus importante 

dans les fibroblastes adjacents à l’infiltrat inflammatoire (211,212). Cela suggère que les 

cellules inflammatoires, en particulier les lymphocytes T, jouent un rôle dans l’activation des 

fibroblastes. Dans ce contexte, certaines études ont mis en évidence le rôle d’un facteur déjà 

identifié dans la greffe d’organes, AIF-1 (allograft inflammatory factor-1). Ce facteur semble 

être capable d’activer la migration des lymphocytes T dans les tissus et de leur conférer un 

phénotype favorisant la fibrose.  

Les lymphocytes T CD4+ se décomposent en sous-groupes, selon les cytokines secrétées : les 

lymphocytes Th1, lymphocytes Th2 (T-helper cell type 2) et les lymphocytes Th17.  

 

i. Balance Th1-Th2  

 

Les données transcriptomiques obtenues dans des modèles murins de fibroses dermique et 

hépatique ont mis en exergue le rôle de la voie Th2 dans la fibrogénèse et le remodelage de la 

matrice extra-cellulaire (213,214). Cette voie est caractérisée par la production de cytokines 

de type Th2 comme l’IL-4, l’IL-5, l’IL-13 ou l’IL-21, qui peuvent activer les fibroblastes et 

stimuler la synthèse de collagène (158,215–219).  

Ainsi, l’IL-4 et l’IL-13 activent la transcription du gène du collagène de type 1A2 dans des 

fibroblastes dermiques (182). L’IL-4 peut par ailleurs activer la prolifération fibroblastique, la 

synthèse de composants de la matrice extracellulaire et stimuler la production de TGF-β et de 

cytokines pro-fibrotiques telles que l’IL-6. Il contribue à l’infiltrat inflammatoire 

périvasculaire mononuclée en augmentant l’expression de molécules d’adhésion par les 

cellules endothéliales.  

L’IL-13 pourrait contribuer à la fibrose par stimulation de la production de TGF-β par les 

macrophages, mais également par des mécanismes indépendants du TGF-β (220,221). Les 

souris invalidées pour l’IL-13 sont protégées de la fibrose pulmonaire induite par le 

fluorescéine isothiocyanate (FITC), tandis que l’hyperexpression d’IL-13 est associée à une 

fibrose pulmonaire (222).  

En outre, les lymphocytes Th2 inhibent les métalloprotéases matricielles, impliquées dans la 

dégradation de la matrice extracellulaire, déséquilibrant encore d’avantage la balance 
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formation-résorption. Renforçant cette hypothèse, il a été montré que le switch d’une voie 

Th2 vers une voie Th1 était associé à une amélioration de la fibrose dermique (223). 

Toutefois, le facteur ou les facteurs responsables de la différenciation des lymphocytes vers 

une voie Th2 demeurent mal connus.  

Les lymphocytes sécrètent également de façon moindre des cytokines de type Th1 (IFN-

gamma, IL-1 et IL-2) qui ont un effet anti-fibrotique et stimulent la production de 

métalloprotéases matricielles (MMP), en relarguant de l’IFN-gamma ou par contact avec 

direct avec les fibroblastes. La polarisation Th1-Th2 des lymphocytes est représentée dans la 

Figure 13.  

Il a été mis en évidence dans la peau de ScS précoces un infiltrat de lymphocytes T double 

positifs CD4+CD8+, alors que ces derniers sont habituellement mutuellement exclusifs. Ces 

lymphocytes T produisaient de grandes quantités d’IL-4 (158).  

 

 

Figure 13 : Balance Th1-Th2 au cours de la ScS, 

Extrait de Chizzolini C. et al. Autoimmun Rev 2011 (158) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sur cette figure, sont représentés la polarisation Th1/Th2 des lymphocytes et l’effet de ces lymphocytes et des 

cytokines et chémokines synthétisées sur les fibroblastes et leur synthèse de matrice extracellulaire (flèche 

noire : activation ; flèche rouge : inhibition). 

 

 

ii. Rôle des lymphocytes T Th17 

 

Le rôle des lymphocytes T Th17 dans la ScS reste débattu (224). Ils synthétisent l’IL17-A et 

IL17-F, qui se lient toutes deux au même récepteur hétérodimérique IL-17RA et IL-17 RC, 
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qui est exprimé par les fibroblastes et les cellules endothéliales au cours de la ScS. Les 

lymphocytes T Th17 sont augmentés dans le sang périphérique de patients ScS (225).  

Par ailleurs, les taux sériques d’IL-6 et IL-23 qui  sont des cytokines importantes pour la 

différenciation et l’expansion des lymphocytes T Th17 sont augmentés au cours de la ScS 

(226,227).  Les taux d’IL17-A sont augmentés dans le sérum de patients ScS, d’après deux 

études (228,229) et l’ARNm de l’IL17A et la protéine sont augmentés dans la peau des 

patients ScS (224,228,230). 

Les données obtenues dans les modèles murins plaident pour un rôle des lymphocytes T Th17 

dans la physiopathologie de la ScS: le blocage de l’IL17-A prévient la fibrose dermique et 

pulmonaire liée à la bléomycine (231–233). L’invalidation de l’IL-17A prévient la fibrose non 

inflammatoire dans le modèle tsk-1 (232). Et l’IL-17 A a un effet pro-fibrotique in vitro 

favorisant la production de TGF-β, de CTGF et de collagène par les fibroblastes dermiques 

murins.  

En revanche, les données obtenues chez l’homme plaident pour un effet anti-fibrotique des 

Th17. Ainsi, dans la peau, il existe une corrélation inverse entre le nombre de cellules IL-17 A 

positives et l’étendue de la fibrose (230). In vitro, l’IL17A stimule la production de cytokines 

pro-inflammatoires et d’enzymes dégradant la matrice extracellulaire par les fibrobastes 

dermiques et cardiaques et inhibe la production de collagène de type I (234–236). L’IL17A 

inhibe l’induction d’α-SMA (alpha-smooth muscle actin)  par le TGF-β, limitant ainsi la 

transformation des cellules mésenchymateuses en myofibroblastes (230,234). L’effet des 

cellules Th17 sur le fibroblaste est résumé dans la Figure 14. 
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FIGURE 14 : Effet des cellules Th17 sur le fibroblaste chez l’homme 

Extrait de  Brembilla N. C and Chizzolini C, Eur Cytokine Netw. 2012 (224) 
 

Sur cette figure, est représenté l’effet des cellules Th17 sur les fibroblastes humains. L’effet semble 

majoritairement anti-fibrotique avec inhibition de la production de collagène, de la différenciation des 

fibroblastes en myofibroblastes et la production d’enzymes dégradant la matrice extracellulaire. Mais l’effet 

pro-fibrotique pourrait être médié par des cytokines pro-inflammatoires comme l’IL-8 et MCP-1. Flèche 

noire : activation ; Flèche rouge : inhibition. α-SMA : alpha-smooth muscle actin  

 

iii. Rôle des lymphocytes T régulateurs 

 

Il semblerait qu’il y ait au cours de la ScS une diminution des lymphocytes T CD4+ CD8+ 

régulateurs ainsi que de leur facteur de transcription Runx-1 et une altération de leur fonction, 

y compris aux stades précoces (237–243). Cela a été confirmé par les données tissulaires avec 

une diminution de l’infiltrat de lymphocytes T régulateurs FoxP3+ dans la peau de sujets ScS 

en comparaison à des contrôles avec également une diminution au niveau de l’ARNm avec 

moins de transcrits FoxP3 identifiés (237,244). Dans une étude récente, les lymphocytes T 

régulateurs présents dans la peau fibrotique des patients produisaient des quantités 

significatives des cytokines pro-fibrotiques IL-4 et IL-13 (245). 

iv. Données des modèles animaux 

 

La contribution des lymphocytes T  au développement de maladies fibrosantes a été étudiée 

dans des modèles animaux. Dans le modèle de GVHD sclérodermiforme, la maladie se 

développe quand des cellules hématopoïétiques des souris B10.D2 sont transplantées dans des 

souris BALB/c incompatibles pour des antigènes mineurs, après irradiation létale (246). Ces 

souris développent trois semaines après la transplantation une fibrose cutanée et pulmonaire 
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dépendant de la présence de lymphocytes T, de la production de TGF-β par les macrophages 

et de la production de chémokines, en particulier MCP-1 (247–249). 

Comme nous l’avons vu précédemment, ce sont les données transcriptomiques obtenues dans 

des modèles murins qui ont souligné le rôle des cytokines Th2. Renforçant le rôle des 

lymphocytes Th2, un traitement de souris Tsk-1 avec un anticorps monoclonal anti-IL4 a 

permis de prévenir le développement de la fibrose (250).  

v. Limites 

 

Toutefois, certaines observations dans des modèles murins nuancent ces données. Dans le 

modèle de fibrose dermique induite par la bléomycine, la fibrose dermique se développe 

même en l’absence de lymphocytes T (251,252). De même, dans le modèle génétique Tsk-1, 

la fibrose se développe même si les souris sont croisées avec des souris scid (severe combined 

immunodeficiency), dépourvues de système immunitaire adaptatif (253,254). 

 

c) Rôle des lymphocytes B 

 

Le rôle du lymphocyte B semble important au cours de la ScS :  

Les lymphocytes B infiltrent de manière précoce le derme et les poumons des patients ScS 

(mais en quantité moindre par rapport aux lymphocytes T) (161,162,255). 

Les données de transcriptomique ont mis en évidence une expression différentielle de gènes 

du lymphocyte B dans la peau de patients ScS, en comparaison à des témoins sains (256).  

Dans le sang périphérique, la densité en CD19 à la surface des lymphocytes B de patients est 

significativement plus élevée (d’environ 20%) comparativement à des sujets sains, tandis que 

l’expression des molécules CD20, CD22 et CD40 est normale (257).  

Les taux du facteur de survie des lymphocytes B BAFF (B-cell-activating factor) sont 

augmentés dans le sérum et la peau de patients ScS (258).  

Outre l’infiltrat lymphocytaire B et la production d’anticorps, les lymphocytes B peuvent 

produire de l’IL-6 capable de stimuler les fibroblastes. Le rôle pro-fibrotique de l’IL-6 est 

détaillé dans la partie II.3. 
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i. Données obtenues dans les modèles murins 

 

Les données obtenues dans les modèles murins de ScS vont également dans le sens d’un rôle 

du lymphocyte B. Dans le modèle de fibrose dermique induite par la bléomycine, 

l’invalidation du CD19 prévient le développement de la fibrose. Dans ce travail, l’activation 

de la voie TLR4 stimulait la production d’auto-anticorps et de cytokines pro-fibrotiques par le 

lymphocyte B  et l’invalidation du CD19 inhibait cette production, ce qui va dans le sens d’un 

rôle synergique du CD19 et du TLR4, favorisant la production de cytokines pro-fibrotiques 

par le lymphocyte B (259). 

Dans le modèle murin de la souris tsk-1, les lymphocytes B ont un phénotype activé 

caractérisé par une expression accrue du CD19 à leur surface et il existe une corrélation entre 

cette expression et la survenue des lésions de fibrose. De plus, un défaut d’expression du 

CD19 diminue les lésions de fibrose (260).  Dans ce modèle, la déplétion en lymphocytes B 

par un anti-CD20 murin diminue les taux d’auto-anticorps, la fibrose cutanée et restaure la 

balance Th1-Th2, lorsque le traitement est administré avant le développement de la fibrose 

(261). De même, l’inhibition de BAFF prévient le développement de la fibrose hypodermique 

(262).  

Enfin, les voies de costimulation du lymphocyte B permettant l’activation du lymphocyte B 

semblent importantes dans les mécanismes de fibrose, dans le sens où un blocage de la voie 

CD40-CD40L par des injections répétées de CD40L à des souris tsk-1 nouvellement nées 

réduit la fibrose hypodermique de 65% et la production d’anticorps (263).  

 

ii. Rôle pathogène des auto-anticorps 

 

Plusieurs arguments plaident en faveur d’un rôle pathogène des auto-anticorps dirigés contre 

les antigènes ubiquitaires dans la ScS. 

Les anticorps anti-topoisomérases 1 sont associés aux formes sévères de la maladie (forme 

cutanée diffuse, association à une fibrose pulmonaire) (264), ils sont présents avant le début 

des symptômes (265), leur titre est corrélé avec l’activité et la sévérité de la maladie (266) et 

certains patients chez qui ces anticorps ont disparu ont présenté une amélioration du score 

cutané, de la fonction pulmonaire et de la survie, en comparaison aux patients chez lesquels 

ces anticorps étaient toujours détectés. Par ailleurs, ces anticorps anti-topoisomérases de type 

1 sont détectés dans le modèle murin de ScS induit par l’acide hypochloreux (267).  
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Ces données plaident de façon indirecte pour un rôle pathogène des anticorps anti-

topoisomérases 1; certaines données récentes suggèrent un rôle pathogène direct des anti-

topoisomérases 1. Tout d’abord, les anti-topoisomérases 1 purifiés à partir du sérum de 

patients ScS peuvent se lier à la surface des fibroblastes humains (268). De plus, la 

topoisomérase 1 (auto-antigène cible des anticorps anti-topoisomérases 1) peut également se 

lier à la surface des fibroblastes et cette liaison est nécessaire au recrutement des anticorps 

anti-topoisomérases 1 (269). Cependant, la topoisomérase 1 est une enzyme uniquement intra-

nucléaire. Des travaux se sont intéressés aux mécanismes permettant à la topoisomérase 1 de 

se retrouver à la surface cellulaire et de se lier aux fibroblastes. Ils ont montré que la 

topoisomérase pouvait être relarguée suite à l’apoptose des cellules endothéliales après 

nécrose secondaire et se lier aux fibroblastes. Cette liaison s’effectue par interaction avec le 

CCR7, un récepteur de chémokine présent à la surface des fibroblastes et entraine l’activation 

de voies de signalisation stimulant la migration des fibroblastes (270). Par ailleurs, la liaison 

de la topoisomérase 1 à la surface des fibroblastes entraîne l’adhésion et l’activation des 

monocytes (269). La topoisomérase 1 utilise les protéoglycanes à héparane sulfate comme 

corécepteurs et cette liaison topoisomérase 1- protéoglycanes à héparane sulfate est amplifiée 

en présence d’anticorps anti-topoisomérases 1 (271). Ainsi, ces données plaident en faveur 

d’un rôle pathogène des anticorps anti-topoisomérases 1 en présence de la topoisomérase 1 

dans la ScS. Le complexe immun topoisomérase 1-anticorps anti-topoisomérase 1 à la surface 

des fibroblastes pourrait contribuer à l’initiation d’une cascade inflammatoire propice au 

développement d’une fibrose.  

Les anticorps anti-centromères, anti-CENP-B, sont les auto-anticorps observés dans les 

formes cutanées limitées de la ScS, formes associées à un pronostic plus favorable, mais ces 

formes ont un risque vasculaire augmenté, notamment d’HTAP. Il a été montré que la 

protéine CENP-B pourrait être libérée dans le milieu extracellulaire suite à l’apoptose des 

cellules endothéliales et pourrait se lier spécifiquement aux cellules musculaires lisses 

vasculaires (et non aux fibroblastes ou aux cellules endothéliales), en particulier aux cellules 

musculaires lisses présentant un phénotype contractile (272). Cette liaison s’effectue via le 

récepteur de chémokines 3 CCR3 et entraîne l’activation du récepteur EGF, responsable d’une 

activation de la voie des MAP kinases, de la sécrétion d’IL-8 et de la migration des cellules 

musculaires lisses au niveau d’un site de lésion vasculaire où la CENP-B serait présente dans 

le milieu extracellulaire, suite à l’apoptose des cellules endothéliales (273). Il a ensuite été 

montré que les auto-anticorps anti-CENP-B pourraient abolir cette cascade de signalisation, 

empêchant ainsi l’effet de la CENP-B et donc le processus de réparation vasculaire normal.  
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Les auto-anticorps anti-RNA polymerases III  sont rares.  Récemment, une étude a suggéré 

que ces auto-anticorps pourraient dériver de cellules cancéreuses des sujets ScS (70). En effet, 

il existe une fréquence accrue de cancers chez les patients avec anticorps anti-ARN 

polymérases de type III et ces cancers surviennent en relation temporelle étroite avec la ScS 

(69). Cette équipe a pu étudier l’ADN tumoral de tissu de malades avec ScS et cancer et a mis 

en évidence des mutations somatiques du gène POLR3 alors que ce n’était jamais observé 

chez des malades avec ScS et cancer mais sans anticorps anti-ARN polymérases III. La 

caractérisation immunologique des cellules T CD4+ des patients avec ScS et cancer a montré 

la présence de cellules T réactives au peptide relatif aux mutations de POLR3 avec une 

réactivité patient, peptide et HLA spécifique. Ces lymphocytes T CD4+ entrainaient ensuite 

une activation des lymphocytes B produisant des anticorps anti-ARN polymérases III mutée 

mais reconnaissant également l’ARN polymérase III naïve (70). Ainsi, la ScS pourrait parfois 

être un syndrome paranéoplasique, déclenchée par l’exposition à un stimulus tumoral 

présentant un mimétisme moléculaire avec un antigène du soi (ARN polymérase III) par 

réaction croisée. 

Des auto-anticorps dirigés contre des auto-antigènes non ubiquitaires ont été décrits au cours 

de la ScS. L’identification de leur rôle pathogène a permis de mettre en évidence des 

mécanismes physiopathologiques impliqués dans la ScS.  

Les anticorps anti-fibroblastes sont détectés chez 20 à 40% des patients ScS avec une 

prévalence plus importante dans les formes cutanées diffuses (158,274). In vitro, ils 

pourraient induire après liaison aux fibroblastes via le TLR4 un phénotype pro-inflammatoire 

et pro-adhérent avec augmentation de l’expression de l’IL-6 et d’ICAM-1, comme cela est 

observé au cours de la ScS (Figure 15). Cette activation entraîne la production par le 

fibroblaste de chémokines pro-fibrotiques et pro-angiogéniques comme MCP-1 (Monocyte 

chemoattractant protein-1) et IL-8 et l’activation des voies de signalisation ERK ½ 

(extracellular-signal-regulated kinases), c-Jun et NFκB  (275). Toutefois, certains travaux ont 

mis en évidence une double spécificité des anticorps anti-fibroblastes, soulevant le problème 

d’une possible confusion avec d’autres anticorps, en l’occurrence les anticorps anti-cellules 

endothéliales et les anticorps anti-nucléaires (276,277). 

Des anticorps anti-PDGF récepteurs ont été détectés au cours de la ScS et aussi de la GVHD 

(278,279). Ils pourraient induire la différenciation des fibroblastes résidents en 

myofibroblastes et la production de composants de la matrice extracellulaire notamment du 

collagène de type I par la voie de signalisation ERK1/2 avec synthèse de formes réactives de 
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l’oxygène. Toutefois, ces résultats n’ont pas été répliqués par d’autres équipes indépendantes 

(279–281).  

 Des anticorps anti-fibrilline 1 ont été détectés chez des patients atteints de ScS, mais aussi 

dans d’autres maladies auto-immunes, ainsi que chez la souris tsk-1 (282,283). Ils pourraient 

activer les fibroblastes et induire la synthèse de collagène, probablement par relargage du 

TGF-β lié à la fibrilline-1 (284).  

Des anticorps anti-cellules endothéliales sont présents chez 25 à 85% des patients ScS, mais 

sont également observés dans d’autres maladies auto-immunes (285,286). Ils ont été associés 

à la survenue d’ulcères digitaux et d’une HTAP, ainsi qu’au stade tardif sévère de la 

capillaroscopie, caractérisé par la présence de plages avasculaires (287). Ils entraineraient une 

apoptose des cellules endothéliales et le relargage de cytokines pro-inflammatoires et pro-

fibrotiques avec activation secondaire des fibroblastes (288). 

Des anticorps anti-MMP1 et 3 inhibant l’activité enzymatique de ces enzymes ont également 

été décrits (289,290). 

Plus récemment, des anticorps anti-récepteurs AT1 de l’angiotensine et anti-récepteur à 

l’endothéline ont été détectés chez des patients ScS et semblent intéressants comme 

biomarqueurs pour prédire le développement d’ulcères digitaux ou d’une HTAP (291,292). Ils 

étaient plus fréquemment observés au cours des HTAP associées à la ScS ou à d’autres 

connectivites, en comparaison aux HTAP liées à d’autres causes. Par ailleurs, ils semblent 

avoir un intérêt pronostique avec une survie moindre chez les patients avec des titres élevés 

d’auto-anticorps.  Enfin, ces anticorps ont montré leur capacité à induire une réponse 

vasoconstrictrice et une vasculopathie dans des modèles murins, confirmant ainsi leur rôle 

pathogène. Toutefois, ces données devront être répliquées dans de larges cohortes 

prospectives avant de pouvoir conclure. 
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Figure 15: Rôles du lymphocyte B au cours de la ScS 

   Extrait de Chizzolini C. et al. Autoimmun Rev 2011 (158) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Au cours de la ScS, le lymphocyte B synthétise des auto-anticorps contre des antigènes ubiquitaires tels que 

les anti-Scl70 qui forment des complexes immuns avec leur antigène cible et sont capables d’activer les 

cellules dendritiques plasmacytoides et la voie de l’IFN-α via les toll like receptors. Ils synthétisent d’autres 

anticorps, tels que les anti-fibroblastes capables d’activer les fibroblastes. 

 

d) Relation dysimmunité-vasculopathie 

 

 

Plusieurs études ont suggéré un rôle de la dysimmunité dans la vasculopathie. Il a été mis en 

évidence une régénération capillaire après chimiothérapie  par cyclophosphamide suivie d’une 

autogreffe de cellules souches, suggérant que la raréfaction capillaire au cours de la ScS est 

réversible (293). Une des hypothèses émises par les auteurs est que la dysimmunité observée 

au cours de la ScS serait responsable de la vasculopathie et/ou du défaut des systèmes de 

réparation vasculaire. La chimiothérapie, en déplétant les lymphocytes B et T, libérerait les 

processus d’angiogénèse et de vasculogénèse.  

Dans une autre étude portant sur un modèle murin de ScS, la déplétion en lymphocytes T Th2 

ou en IL-13 a amélioré la vasculopathie (294).   

Par ailleurs, l’expression de lymphocyte function-associated antigen-1 (LFA-1) sur les 

lymphocytes T CD3 est plus élevée et celle de la L-selectine plus basse chez des patients ScS 

avec HTAP, en comparaison à des patients sains ou à des patients ScS sans HTAP (295). Ces 
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taux se normalisent après traitement par Bosentan, un antagoniste mixte des récepteurs de 

l’endothéline, utilisé comme traitement de l’HTAP. Ces résultats suggèrent que l’interaction 

lymphocyte T-endothélium joue un rôle dans la vasculopathie au cours de la ScS.  

 

3. La fibrose 

 

La fibrose est la caractéristique spécifique de la ScS ; elle correspond au remplacement d’un 

tissu normal par une matrice enrichie en collagènes, perturbant le fonctionnement normal du 

tissu touché et aboutissant à une défaillance d’organe au stade ultime. Elle semble résulter 

d’un défaut dans les processus normaux de cicatrisation (182). 

La fibrose est la résultante d’une balance dérégulée entre augmentation de la synthèse des 

constituants de la matrice extracellulaire, augmentation de l’assemblage et de la formation de 

ponts entre les fibres de collagène matures par la prolyl, la lysyl oxydase et la 

transglutaminase 2 et défaut de dégradation des constituants de la matrice extracellulaire 

(296). Au cours de la fibrose, il existe une accumulation de collagène et autres constituants de 

la matrice extracellulaire (acide hyaluronique, fibronectine, tenascine C et protéoglycanes).  

Une fois le processus de fibrose initié, il est auto-entretenu par multiples boucles 

d’amplification liées aux dommages tissulaires. Ainsi, l’hypoxie, l’augmentation de la rigidité 

de la matrice extracellulaire, le stress oxydant et l’accumulation de DAMPs résultant de la 

fibrose tissulaire, peuvent pour chacun d’entre eux activer les fibroblastes et leur 

différenciation en myofibroblastes.   

a) La fibrose dermique 

 

La fibrose dermique caractéristique au cours de la ScS correspond au remplacement du tissu 

cutané normal par un tissu acellulaire, riche en collagène et peu élastique. Le derme est 

épaissi avec disparition du tissu adipeux hypodermique. On note un dépôt de fibres collagènes 

denses et épaissies constituées de collagènes fibrillaires (type I et III), de collagène de type V 

et VII. La technique de microscopie optique par génération de seconde harmonique permet de 

mettre en évidence une désorganisation de l’architecture tridimensionnelle du collagène avec 

perte de la structure fibrillaire organisée dans la ScS en comparaison à des témoins (Figures 

16 et 17) (297). Les taux des enzymes impliquées dans les modifications post-

transcriptionnelles du collagène, comme la lysyl hydroxylase et la lysyl oxydase sont 

augmentés. Il existe une raréfaction en vaisseaux lymphatiques et capillaires du tissu 
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fibrotique, responsable d’une hypoxie chronique avec production de VEGF et facteurs 

angiogéniques (298).  

 

 

 

 

 

 

 

b) Les données d’expression génique 

 

Les analyses transcriptomiques ont mis en évidence une expression différentielle de gènes 

impliqués dans la production de matrice extracellulaire et dans les voies de signalisation du 

TGF-β, du CTGF et de la voie Wnt dans la peau lésionnelle (et saine) de patients ScS, en 

comparaison à des témoins sains (299).  

 

  

Sur cette image, les fibres de collagène présentent une 

organisation régulière avec formation de ponts.  

La structure est fibrillaire. 
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Figure 16 : Coupe de derme d’un contrôle 

sain observée en microscopie optique par 

génération de seconde harmonique 

Figure 17 : Coupe de derme d’un patient 

ScS observée en microscopie optique par 

génération de seconde harmonique 

On observe une désorganisation et un épaississement 

des fibres de collagène (orangées) dans la ScS avec 

disposition anarchique et envahissement de 

l’interstitium par des fibres de collagène. En vert, est 

représentée l’autofluorescence du tissu. On note 

également la présence d’élastine (étoile) 
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c) Les cellules mésenchymateuses 

 

i. Anomalies intrinsèques des cellules mésenchymateuses 

 

Les cellules mésenchymateuses sont les principaux effecteurs du processus de fibrose: elles 

ont un état activé avec des capacités de synthèse, d’adhésion, de migration et contractiles 

augmentées (300). Elles peuvent synthétiser un certain nombre de chémokines et cytokines, 

expriment des molécules d’adhésion, ainsi que des récepteurs au TGF-β, au PDGF et au 

CGTF, qui sont des cytokines pro-fibrotiques.  

Elles présentent une capacité accrue à se différencier en myofibroblastes dont les capacités de 

synthèse sont encore augmentées et dont le phénotype est proche de celui des cellules 

musculaires lisses avec notamment l’expression de l’α-SMA. Cette capacité accrue à se 

différencier en myofibroblastes serait en partie liée à une activation constitutive des FAK 

(focal adhesion kinase) (301). Ainsi, une inhibition de la phosphorylation des FAK diminue 

l’expression de l’α-SMA par les fibroblastes ScS (302). Les myofibroblastes constituent une 

source importante de TGF-β, cytokine majeure des processus de fibrose. 

Contrairement au processus de cicatrisation normale, où les myofibroblastes permettant une 

contraction du tissu de granulation sont exprimés transitoirement et disparaissent par apoptose 

à la fin du processus; au cours de la fibrogénèse, les myofibroblastes persistent, résistent à 

l’apoptose et synthétisent de manière dérégulée de grandes quantités de matrice 

extracellulaire. Cette résistance à l’apoptose pourrait être liée à un défaut dans la voie de 

signalisation Fas/Fas ligand (300). 

Différentes voies de signalisation et médiateurs sont impliqués dans la persistance d’un 

phénotype activé des cellules mésenchymateuses/fibroblastes. 

a) Mécanisme d’activation : le rôle de l’épigénétique 

 

Le phénotype activé des myofibroblastes persiste après plusieurs passages in vitro, ce qui peut 

s’expliquer par des modifications stables de leur profil d’expression génique, secondaires à 

des modifications épigénétiques. 

Plusieurs modifications épigénétiques touchant les fibroblastes ont été rapportées au cours de 

la ScS : modification du profil de méthylation de l’ADN, altérations de méthylation ou 

d’acétylation ou de phosphorylation de protéines histones ou modifications d’expression (sur 

ou sous-expression) de certains micro-ARNs.  
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Parmi les modifications du profil de méthylation de l’ADN observées dans les fibroblastes 

ScS, il y a : 

- un nombre important de sites CpG hypométhylés dans des fibroblastes de patients ScS, en 

comparaison à des fibroblastes contrôles dans une étude génome entier (303). La méthylation 

des îlots CpG, qui prédominent dans les régions régulatrices des gènes, est un mécanisme 

important dans l’inhibition de la transcription des gènes.  

- une augmentation de la méthylation des îlots CpG dans la région du promoteur de Friend 

leukemia integration 1 (Fli1) and Krüppel-like factor 5 (KLF5), qui sont des suppresseurs de 

la transcription du collagène et qui sont sous-exprimés dans les fibroblastes ScS (304,305).  

Le rôle pathogénique de ces modifications a été mis en exergue par l’observation de souris 

transgéniques avec délétion d’une copie de ces deux gènes qui développent un phénotype 

proche de celui observé au cours de la ScS avec une fibrose dermique, une vasculopathie et 

une activation des lymphocytes B avec production d’auto-anticorps (305).  

- une modification du profil de méthylation des îlots CpG du gène de l’α-SMA (306,307).  

- une augmentation de la méthylation de la protéine SMAD 7, qui inhibe la voie du TGF-β, 

avec pour conséquence une répression de la transcription de SMAD7 entrainant une activation 

non contrôlée de gènes pro-fibrotiques (308).  

Le rôle de l’ADN méthyltransférase 1 (Dnmt 1) a été souligné dans la fibrose rénale : la Dnmt 

1 est responsable d’une augmentation de la méthylation de RASAL1,  un gène codant pour un 

inhibiteur de l’oncoprotéine Ras, entrainant la persistance de l’activation des fibroblastes 

(309). La fibrose rénale est améliorée chez les souris hétérozygotes Dnmt1 (+/-). 

Le rôle de la protéine MeCP2 (methylated DNA-binding protein) a également été mis en 

évidence. Cette protéine se lie au gène de l’α-SMA. La suppression de l’expression du gène  

MeCP2 par l’utilisation de siRNA (small interfering RNA) ou son invalidation dans des 

fibroblastes pulmonaires a été associée à une réduction de l’expression de l’α-SMA (307). En 

accord avec ces résultats, l’induction de l’expression de MeCP2 dans les fibroblastes par un 

vecteur plasmidique augmente l’expression de l’α-SMA. De plus, in vivo les souris invalidées 

pour MeCP2 étaient protégées de la fibrose pulmonaire induite par la bléomycine.  

Le rôle des modifications d’acétylation des histones au cours de la ScS a été souligné par 

deux études qui ont montré que l’inhibition pharmacologique d’histones déacétylases par la 

trichostatine A dans des fibroblastes inhibe la réponse pro-fibrotique in vitro en diminuant la 

synthèse de collagène et in vivo dans le modèle de fibrose dermique induite par la bléomycine 

(310,311).  Le rôle de l’histone déacétylase 7 a notamment été suggéré, car son inhibition par 
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des SiRNA dans des fibroblastes in vitro diminue la synthèse de collagène, sans augmenter 

l’expression de molécules pro-fibrotiques (ICAM-1 et CTGF), contrairement à ce qui avait été 

observé avec la trichostatine (152).  

Une phosphorylation augmentée des protéines Sp1 et Sp3 interagissant avec 3 régions du 

promoteur du gène COL1A2 a été détectée dans les fibroblastes ScS par rapport aux 

fibroblastes normaux(310,312). 

Récemment, il a été mis en évidence une expression différentielle de nombreux micro-ARNs 

régulateurs dans les fibroblastes, la plupart intervenant dans la voie de signalisation du TGF-β 

(Tableau 3). Les micro-ARNs sont des petites séquences d’ARN hautement conservées qui 

régulent négativement l’expression de gènes au niveau post-transcriptionnel. Par exemple, 

une diminution de miR-29 qui est antifibrotique a été observée dans la peau de patients ScS et 

dans des fibroblastes explantés de patients Scs  (313). Dans le poumon fibrotique, des niveaux 

bas de miR29 sont corrélés à une expression élevée de gènes pro-fibrotiques, notamment de 

gènes impliqués dans le remodelage de la matrice extracellulaire (314). L’inhibition de miR-

29 par le TGF-β1 ou l’invalidation de miR-29 dans des fibroblastes pulmonaires cultivés in 

vitro entraine une hyperexpression de gènes pro-fibrotiques. De même, son inhibition avec 

des anti-miRs dans des fibroblastes cardiaques a un effet pro-fibrotique, tandis que son 

hyperexpression a un effet anti-fibrotique (315).  Récemment, le rôle anti-fibrosant de miR-

193b a été souligné (316). miR-193b est sous-exprimé dans les fibroblastes ScS et dans la 

peau des patients ScS, en comparaison à des contrôles. Cette étude suggère que cette sous-

expression entraine une augmentation de l’uPA dépendante du TGF-β avec pour conséquence 

une augmentation du nombre de cellules musculaires lisses au niveau des vaisseaux 

pulmonaires responsable de la vasculopathie proliférative.  

Au contraire, d’autres micro-ARNs sont pro-fibrotiques et leur expression est augmentée au 

cours des processus de fibrose. miR-132 est impliqué dans l’inhibition de MeCP2, réduit 

l’expression de PPAR-gamma et augmente ainsi l’expression du gène de l’α-SMA dans les 

fibroblastes pulmonaires (317). De même, miR-21, dont le taux est augmenté dans les 

fibroblastes ScS, exerce son effet pro-fibrotique en inhibant Smad7, qui est anti-fibrotique 

(318,319). miR-92a a également été impliqué dans la physiopathologie de la ScS : il est 

surexprimé dans les fibroblastes ScS, où il diminue l’expression de la métalloprotéase MMP-1 

(matrix metalloproteinase 1) qui est impliquée dans la dégradation de la matrice 

extracellulaire (318). 
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b) Voies de signalisation impliquées  

 

 Early growth response protein 

Early-growth response protein 1 (Egr-1) est un facteur de transcription de la voie du TGF-β, 

indépendant de la voie SMAD. Il a été impliqué dans la réparation tissulaire et dans la  fibrose 

(320). Son expression est augmentée dans des modèles animaux de fibrose et dans la peau 

lésionnelle et les poumons de patients atteints de ScS. Egr-1 régule l’expression de plusieurs 

facteurs pro-fibrotiques, tels que le TGF-β, le PDGF, le CTGF, le VEGF, la fibronectine et 

TIMP-1 (tissue inhibitor of metalloprotease). Dans les cellules Hep-G2, Egr-1 induit la 

transition épithélio-mésenchymateuse qui participe au processus de fibrose. ERK1/2 

(extracellular signal-regulated kinase) régule l’expression d’Egr-1. Dans le modèle murin de 

fibrose dermique induite par la bléomycine, les souris invalidées pour Egr-1 sont protégées de 

la fibrose.  

 ERK1/2 

Il existe dans les fibroblastes ScS une activation permanente de la voie Erk1/2 accompagnée 

d’une production élevée de formes réactives de l’oxygène via la NADPH oxydase (321,322). 

Cette voie est impliquée dans la synthèse de collagène par les myofibroblastes et stimule la 

prolifération des fibroblastes en réponse aux facteurs de croissance. 

 Notch 

Cette voie est surexprimée dans les fibroblastes dermiques de patients ScS (323). La voie de 

signalisation Notch est importante dans la transition endothélio-mésenchymateuse et dans la 

différenciation des fibroblastes pulmonaires en myofibroblastes (324,325). Cet effet semble 

médié par le facteur de transcription CSL qui peut interagir avec le promoteur du gène de l’α-

SMA et entrainer l’activation de la transcription de ce gène. 

La stimulation de fibroblastes dermiques in vitro par un ligand de Notch entraine leur 

différenciation en myofibroblastes. Tandis que l’inhibition de cette voie diminue la synthèse 

de collagène par les fibroblastes in vitro et entraine une prévention mais aussi une guérison de 

la fibrose dans des modèles murins de ScS (326). 
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 Wnt 

Les données transcriptomiques ont mis en évidence une surexpression de la voie canonique 

Wnt au cours de la ScS (327). La stimulation de fibroblastes in vitro par des ligands de cette 

voie entraine leur différenciation en myofibroblastes et l’activation de la voie in vivo dans un 

modèle murin entraine une fibrose dermique (328,329).  

 Les tyrosines kinases 

Les tyrosines kinases ont pour fonction de transférer un phosphate d’un ATP sur certains 

acides aminés cibles. Les voies d’activation  induites par la fixation de PDGF et de TGF-β sur 

leurs récepteurs respectifs peuvent être inhibées au moins partiellement par l’action des 

inhibiteurs de tyrosines kinases qui ont pour cible la tyrosine kinase c-Abl. La voie 

d’activation médiée par le TGF-β comporte également une voie tyrosine kinase-indépendante, 

mais Smad-dépendante, comme nous le verrons ensuite. Ces deux voies impliquant PDGF et 

TGF-β conduisent à la prolifération des fibroblastes et à la fibrose.  

Dans des modèles murins de ScS, l’expression de la tyrosine kinase c-abl était augmentée et 

l’inhibition des tyrosines kinases par le Nilotinib ou l’Imatinib a permis de prévenir la fibrose 

dermique dans le modèle de fibrose dermique induite par la bléomycine et dans le modèle tsk-

1 (330). De même, ce traitement a permis de prévenir la fibrose, mais aussi de la guérir dans 

le modèle GVHD (331). Toutefois, l’Imatinib, n’a pas montré d’efficacité sur l’atteinte 

cutanée dans un essai contrôlé randomisé en double aveugle (332) et son utilisation est limitée 

par une tolérance médiocre (333) . En revanche, une étude préliminaire sur 10 patients avec 

une forme cutanée diffuse a montré des résultats encourageants avec le Nilotinib avec une 

amélioration du score de Rodnan à 6 mois (76). 

c) Rôle des régulateurs négatifs 

 

Pour prévenir l’accumulation excessive de composants de la matrice extracellulaire et un 

excès de cicatrisation, différents médiateurs permettent d’inhiber l’activation des fibroblastes, 

tels que le facteur de transcription Fli-1, la voie de signalisation RAS et le récepteur nucléaire 

peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR)-γ. Au cours de la ScS, l’expression, la 

régulation ou la fonction de ces inhibiteurs est défaillante (298,299). En conditions 

physiologiques, PPAR-γ inhibe la réponse fibrotique induite par le TGF-β et empêche la 

différenciation épithélio-mésenchymateuse. Chez les patients ScS, il existe une diminution de 

l’expression de PPAR-γ dans la peau lésionnelle et les poumons (298). Sa délétion dans les 
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fibroblastes entraine une augmentation de la fibrose et augmente la sensibilité des fibroblastes 

au TGF-β dans le modèle murin de fibrose dermique induite par la bléomycine (334). Tandis 

que son activation atténue la fibrose induite par la bléomycine. Cependant, différents 

médiateurs impliqués dans la fibrogénèse, tels que le TGF-β, les protéines Wnt, l’IL-13, 

l’hypoxie, l’acide lysophosphatidique (LPA), le CTGF, la leptine et miR27 peuvent inhiber 

l’expression ou l’activité de PPAR-γ. Ainsi, l’expression anormale de PPAR-γ observée dans 

la ScS ne pourrait être que le reflet de l’action d’un autre médiateur fibrotique et ne pas être 

causale.  

Le rôle du récepteur NR4A1, qui régule l’expression du TGF-β a récemment été souligné 

(335). Ce point est développé en II.3.e.i 

Par ailleurs, il a été montré que le facteur de transcription Nkx2.5 est un inhibiteur de la 

transcription du gène de l’α-SMA (336) et qu’une réduction de son expression est associée à 

une différenciation des fibroblastes pulmonaires en myofibroblastes (306). Les anomalies 

intrinsèques des fibroblastes figurent dans le Tableau 3. 

 

 

ii. Origine des myofibroblastes 

 

La source des myofibroblastes demeure sujette à controverses. : il existe d’une part un 

recrutement des fibroblastes résidents et une différenciation de ces fibroblastes en 

myofibroblastes, probablement sous l’effet de différents médiateurs relargués par 

l’endothélium lésé et l’infiltrat inflammatoire péri-vasculaire (TGF-β1, Wnt, Notch, CTGF, 

lysophosphatidic acide, radicaux libres, sérotonine, ET-1 et PDGF), mais aussi en réponse à 

l’hypoxie et au stress mécanique induit par l’augmentation de la rigidité matricielle (337).   

Il existe également, en réponse au stress initial (vasculaire et/ou dysimmunitaire avec synthèse 

de différentes cytokines et chémokines, comme l’ET-1, le CTGF, l’IL-6 ou l’IL-13) ou à 

l’hypoxie chronique, une activation et une transdifférenciation de cellules progénitrices 

(péricytes (cellules fusiformes entourant l’endothélium des capillaires), cellules endothéliales, 

cellules musculaires lisses vasculaires ou cellules épithéliales) en myofibroblastes, 

augmentant encore leur nombre (168,182) (Figure 18). L’hypoxie chronique favorise la 

différenciation épithélio-mésenchymateuse et endothélio-mésenchymateuse, sous l’action 

autocrine du TGF-β ou via l’hypoxie inducible factor 1 (338). 

Toutefois, une étude récente suggère au contraire que la majorité des myofibroblastes présents 

dans les lésions fibrotiques auraient pour origine un précurseur adipocytaire, ce qui 
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expliquerait la disparition de la couche adipeuse concomitante au développement de la fibrose 

dermique (339). 

Tableau 3 : Anomalies intrinsèques des fibroblastes au cours de la ScS 

d’après Bhattacharyya S et al. Nat Rev Rhumatol 2012 (298) et Hinz et al. Am 

J Pathol. 2012 (306) 

 

Augmentation de l’expression ou de 

l’activité 

Diminution de l’expression ou de 

l’activité 

Sécrétion cytokines et chimiokines 

(sécrétion autocrine de TGF-β) 

Fli-1, Krüppel-like factor 5 

Expression de protéines d’adhésion SMAD7 

Expression récepteurs au TGF-β, au 

PDGF et au CTGF 

PPAR-γ 

Synthèse de formes réactives de 

l’oxygène 

miR-29, miR-193b, miR-200a 

Résistance à l’apoptose NR4A1 

Early growth response protein (EGR) 1  Nkx2.5 

Facteur de transcription Sp1 et Sp3  

Focal adhesion kinase 1 (FAK)  

SMAD3 et SMAD2  

Extracellular signal-regulated kinase 

(ERK-1 et 2) 

 

Tyrosine kinase ABL1 (c-ABL)  

Voie de signalisation Notch  

Voie Wnt  

miR192, miR132, miR21, miR129, 

miR200b/c, miR216a, miR92a 

 

HDAC7 (histone deacetylase)  
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Figure 18 : Origine des myofibroblastes, 

Extrait de Varga J et al. J Clin Invest 2007(337) 

 

Les myofibroblastes dérivent de différentes cellules : les fibroblastes résidents et par transdifférenciation des 

fibrocytes dérivés de la moëlle osseuse, des péricytes, des cellules progénitrices mésenchymateuses et des 

cellules épithéliales. 

 

d) Rôle du stress du réticulum endoplasmique et de l’autophagie dans la fibrose  

 

La majorité des protéines sécrétées et membranaires sont synthétisées dans le réticulum 

endoplasmique où elles sont repliées et assemblées avant d’être transportées. Le stress du 

réticulum endoplasmique est lié à un déséquilibre entre la charge de protéines présentes dans 

le réticulum endoplasmique et sa capacité d’assemblage, responsable d’une accumulation de 

protéines de conformation anormale dans le réticulum endoplasmique. Ceci induit une 

réponse UPR (unfolded protein response) avec activation de la transcription de gènes cibles et 

une profonde inhibition de la traduction, ce qui augmente les capacités de repliement et de 

dégradation et limite l’arrivée de nouvelles protéines dans le réticulum endoplasmique. 

Lorsque cette réponse adaptative est insuffisante, une réponse apoptotique et une autophagie 

sont déclenchées.  La persistance d’un signal de stress du réticulum endoplasmique augmente 

la mort cellulaire dans les tissus atteints, induit la transdifférenciation épithélio-
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mésenchymateuse et a un effet pro-fibrotique (340,341). L’augmentation de l’autophagie 

pourrait participer à l’activation et à la survie des fibroblastes au cours de la ScS (342). 

Le stress du réticulum endoplasmique fait intervenir des protéines chaperonnes, impliquées 

dans les processus de repliement des protéines. Parmi ces protéines, il a été suggéré un rôle de 

la protéine de choc thermique Hsp 90 dans la fibrose. Elle est surexprimée chez les patients 

atteints de ScS et dans des modèles murins de ScS et est impliquée dans la voie de 

signalisation du TGF-β (343). Elle rend les cellules plus sensibles à l’action du TGF-β par 

stabilisation de la conformation des récepteurs au TGF-β. Enfin, son inhibition prévient le 

développement de la fibrose dermique dans différents modèles murins de ScS (344). 

 

e) Médiateurs extrinsèques de l’activation des fibroblastes dans la ScS 

 

i. TGF-β (transforming growth factor-β) 

 

Le TGF-β, cytokine clé du remodelage de la matrice extracellulaire à la fois en conditions 

physiologiques et pathologiques (processus de fibrose), est produit par les 

monocytes/macrophages, les lymphocytes T, les cellules endothéliales et les fibroblastes. Il 

est impliqué dans la maintenance du phénotype activé des fibroblastes au cours de la ScS, qui 

expriment de manière accrue le récepteur au TGF-β. Il conduit à l’augmentation de la 

synthèse des composants de la matrice extracellulaire en particulier des gènes du collagène de 

type I et à l’inhibition de collagénases, telles que MMP1 capables de dégrader la matrice 

extracellulaire (Tableau 4).  

Le rôle du TGF-β dans la ScS est également suggéré par les analyses transcriptomiques 

soulignant une expression différentielle de gènes de réponse au TGF-β au cours de la ScS 

cutanée diffuse (256,345). In vivo, les souris avec une mutation gain de fonction dans la voie 

du TGF-β développent une fibrose progressive touchant plusieurs organes (346).   

Au cours de la ScS, les fibroblastes explants ont une expression nucléaire constitutive de 

SMAD2/3 phosphorylé, même en l’absence de TGF-β, ce qui suggère une expression 

autocrine du TGF-β (347). Cette expression autocrine du TGF-β serait impliquée dans le 

phénotype activé des fibroblastes en entraînant une phosphorylation constitutive des FAK 

(impliquée dans l’expression de l’α-SMA par les myofibroblastes) et une résistance à 

l’apoptose (306).  
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Le TGF-β est secrété dans la matrice sous une forme inactive, puis va être converti sous sa 

forme active par une voie de signalisation dépendante des intégrines. La signalisation du 

TGF-β dépend de 2 voies principales : une voie canonique dépendante des protéines SMAD 2 

et 3 qui vont induire l’expression de gènes cibles (collagènes fibrillaires, protéines de la 

matrice extracellulaire ou TIMP-1) et une voie non canonique indépendante de SMAD 

(Figure 19).  

Le processus de fibrose pourrait être lié à un défaut des systèmes de régulation du TGF-β : le 

rôle du récepteur NR4A1, qui régule l’expression du TGF-β a récemment été souligné 

(335,348). Ainsi, il a été montré qu’une activation du TGF-β, dans un processus 

physiologique telle que la cicatrisation, induit l’expression de NR4A1 qui exerce un 

retrocontrôle négatif, prévenant les conséquences délétères d’une exposition trop longue et 

incontrôlée au TGF-β. Dans les circonstances pathologiques de fibrose, l’activité persistante 

du TGF-β inhibe cette boucle régulatrice. Dans un travail récent, l’inactivation de ce récepteur 

nucléaire a exacerbé la fibrose dermique et pulmonaire, tandis que l’utilisation d’un agoniste 

de NR4A1 a prévenu et guéri la fibrose dermique et des organes internes dans des modèles 

murins (335).  

Du fait de ce rôle clé du TGF-β dans la ScS, un traitement par un anticorps neutralisant anti-

TGF-β semble une option intéressante. Dans une étude ouverte préliminaire, 15 patients avec 

une forme cutanée diffuse évoluant depuis moins de 2 ans sans défaillance d’organe ont été 

traités par Fresolimumab (anticorps anti-TGF-β) (1 dose de 5mg/kg ou 2 doses de 1 mg/kg) 

(349). Les résultats préliminaires sont intéressants avec une diminution du score modifié de 

Rodnan précoce (perte de 5 points pour une médiane à l’inclusion de 24) concomittante d’une 

diminution d’expression dermique de gènes cibles du TGF-β (thrombospondine-1 et cartilage 

oligomeric protein COMP) et d’une diminution du nombre de myofibroblastes dermiques. 

Toutefois, les biopsies cutanées n’ont pas révelé de différence d’épaisseur ou de dureté 

cutanées. La tolérance a été marquée par la survenue d’un décès par insuffisance cardiaque 

chez un patient avec une cardiopathie et des saignements d’origine digestive, incitant à la 

prudence chez les patients avec des estomacs pastèques connus. Ces résultats demandent donc 

à être confirmés dans de plus larges études prospectives et l’effet de cet anticorps sur les 

atteintes graves de la ScS (critère d’exclusion de cette étude), notamment la fibrose 

pulmonaire, devra être étudié, de même que sa tolérance. En effet, le TGF-β joue un rôle 

pléïotrope et est impliqué dans de nombreux phénomènes physiologiques normaux et 

pathologiques. Son blocage pourrait donc être associé à des risques potentiels, notamment 

d’induction d’auto-immunité.  
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Tableau 4 : Rôles du TGF-β dans la fibrose 
d’après Varga J et Trojanowska M. Rheum Dis Clin North Am. 2008 (299) 

 

 Stimule la synthèse de collagènes, fibronectine, protéoglycanes, élastine et TIMPs 

(inhibiteurs des métalloprotéinases matricielles) 

 Stimule la prolifération des fibroblastes et leur chimiotactisme 

 Entraine la production de CTGF et de l’ET-1 

 Stimule l’expression de marqueurs de surface pour le TGF-β et le PDGF 

 Promeut la différenciation des fibroblastes en myofibroblastes, la transition épithélio-

mésenchymateuse 

 Inhibe l’apoptose des fibroblastes 

 Augmente la rigidité matricielle 

 

Figure 19 : Voies de signalisation du TGF-β  

Extrait de Varga J and Pasche B, Nat Rev Rhumatol 2009(350) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Le TGF-β va se lier aux récepteurs membranaires TGF-βRI et TGF-βRII. Deux voies de signalisation 

existent : une voie dépendante des protéines SMAD avec phosphorylation des SMAD2 et 3 qui se complexent 

à SMAD4 puis vont activer/réprimer la transcription de gènes cibles ; cette voie est inhibée par SMAD7. Une 

voie indépendante des protéines SMAD existe avec activation de différentes kinases : Rho-kinases, PI3kinase, 

voie ERK1/2 et TAT-associated kinases. 
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ii. Connective tissue growth factor (CTGF) 

 

Le CTGF ou CCN2 est une protéine matricellulaire de la famille CCN. Il est synthétisé par les 

cellules endothéliales et impliqué dans de nombreuses fonctions biologiques, comme 

l’adhésion, la migration, la prolifération, l’angiogénèse, le développement squelettique et 

différents cancers.  Au cours de la ScS, les fibroblastes activés synthétisent de grandes 

quantités de CTGF, le CTGF est la cible directe des protéines SMAD3 en réponse au TGF-β 

et agit comme un cofacteur du TGF-β, pour promouvoir la fibrose (351). Toutefois, les 

fibroblastes peuvent synthétiser du CTGF même en l’absence de stimulation par le TGF-β 

(312). Outre le TGFβ, l’ET-1 et l’angiotensine II induisent le CTGF. Des corrélations entre 

taux sériques de CTGF et fibrose cutanée et pulmonaire ont été mises en évidence dans la 

ScS. Le CTGF entraine une prolifération des fibroblastes, augmente leur chimiotactisme, leur 

capacité d’adhésion et leur production de collagène (299). L’expression constitutive du CTGF 

dans les fibroblastes chez des souris transgéniques est associée au développement d’un 

phénotype sclérodermiforme (352). Tandis que la délétion conditionnelle du CTGF dans les 

fibroblastes protège les souris du développement de la fibrose induite par la bléomycine 

(353). 

iii. PDGF 

 

Le PDGF peut être synthétisé par les plaquettes, les macrophages, les fibroblastes et les 

cellules endothéliales. Il s’agit d’un facteur mitogène chémo-attracteur pour les cellules 

mésenchymateuses (186). Les patients ScS ont une expression du PDGF et des récepteurs 

alpha et beta au PDGF augmentée dans la peau (186). En outre, l’expression du PDGF est 

augmentée dans le lavage broncho-alvéolaire de patients ScS (186,354). Les récepteurs au 

PDGF sont exprimés par les péricytes au cours de la ScS, cellules qui peuvent se différencier 

en myofibroblastes (298).  

Plusieurs arguments plaident pour un rôle pro-fibrotique du PDGF dans la ScS : 

-  les souris transgéniques exprimant une forme constitutionnellement active du 

récepteur alpha du PDGF développent une fibrose généralisée touchant plusieurs 

organes (355).  

- Les fibroblastes dermiques ou pulmonaires de patients ScS répondent à la stimulation 

par le TGF-β par une hyperexpression du récepteur au PDGF :  PDGFRα (354). 
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- des anticorps anti-PDGF récepteurs ont été détectés au cours de la ScS et aussi de la 

GVHD (278,279) et seraient impliqués dans le processus de fibrose (279). Toutefois, 

ces résultats n’ont pas été répliqués par des laboratoires indépendants (280,281). 

 

iv. IL-6 

L’IL-6 peut être synthétisée par les cellules endothéliales activées, les lymphocytes et les 

fibroblastes au cours de la ScS. Le rôle de l’IL-6 dans la ScS est souligné par plusieurs études 

in vitro et in vivo. On sait que les taux sériques d’IL-6 sont augmentés chez les patients ScS 

en comparaison à des sujets contrôles, qu’ils sont corrélés à l’étendue de la fibrose dermique 

et associés à un pronostic péjoratif  (356,357).  In vitro, un anticorps anti-IL6, a réduit la 

production de collagène de type I dans les fibroblastes issus de patients ScS, tandis que in 

vivo, les souris invalidées pour l’IL-6, traitées par un anticorps anti-IL6 ou vaccinées contre 

l’IL-6 étaient protégées du développement de la fibrose dermique dans le modèle induit par la 

bléomycine ou par immunisation contre la topoisomérase de type 1 (358–360). En revanche, 

le bloquage de l’IL-6 était inefficace dans le modèle non inflammatoire Tsk-1, ce qui suggère 

un possible rôle aux stades inflammatoires précoces de la maladie (360). 

 

v. ET-1 

 

Elle est synthétisée par les cellules endothéliales activées. Les taux d’ET-1 sont augmentés 

dans la peau et le plasma de ScS précoces actives (361). L’ET-1 favorise la différenciation 

des fibroblastes en myofibroblastes in vitro (362). 

 

vi. LPA 

 

Les taux sériques d’acide lysophosphatidique sont augmentés au cours de la ScS, il est 

impliqué dans l’activation et la migration des fibroblastes. Les souris invalidées pour LPA 

sont protégées de la fibrose dermique et pulmonaire dans le modèle induit par la bléomycine 

(363). Et un anticorps anti-récepteurs pour le LPA a montré son efficacité dans le modèle de 

fibrose dermique et pulmonaire induite par la bléomycine (364).  
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vii. Thrombine 

 

Elle est produite par les plaquettes activées et induit l’expression du CTGF (365). Ses taux 

sont augmentés dans le lavage broncho-alvéolaire de patients ScS (366). Elle augmente la 

survie des fibroblastes pulmonaires (367) et stimule leur transformation en myofibroblastes 

(368). L’inhibition de la thrombine par le Dabigatran a un effet anti-fibrotique in vitro sur des 

fibroblastes pulmonaires (369). 

 

viii. Sérotonine  

 

La sérotonine (5-Hydroxytryptamine, 5-HT) est relarguée par les granules des plaquettes 

après activation. Elle joue un rôle vaso-actif bien démontré, mais semble également pourvue 

d’actions profibrosantes. Les taux plasmatiques de sérotonine sont augmentés chez les 

patients ScS en comparaison à des contrôles (370). La sérotonine stimule la prolifération de 

fibroblastes isolés des artères pulmonaires des rats hypoxémiques (371). La sérotonine 

stimule la synthèse de matrice extracellulaire par les fibroblastes dermiques par activation des 

récepteurs 5-HT2B (surexprimés dans la peau de patients ScS) selon un mécanisme dépendant 

du TGF-β (185). L’invalidation génétique de 5-HT2B prévient la fibrose dermique dans les 

modèles murins de fibrose induite par la bléomycine et dans le modèle tsk-1(185). 

L’inhibition pharmacologique des récepteurs à la sérotonine prévient et guérit la fibrose 

dermique établie. 

Un rôle de la sérotonine dans la fibrose pulmonaire est également suggéré. Chez l’homme, 

dans la fibrose pulmonaire idiopathique, l’expression des récepteurs à la sérotonine de type 5-

HT2B est augmentée (372). Dans le modèle murin de fibrose pulmonaire induite par la 

bléomycine, l’instillation intra-trachéale de bléomycine augmente l’expression pulmonaire 

des récepteurs 5-HT2A et B, tandis que l’inhibition de ces récepteurs protège de la fibrose 

pulmonaire (372).  

 

ix. MCP-1 

 

L’expression de MCP-1 est augmentée dans le sérum des patients avec fibrose pulmonaire 

(373). Son expression est également augmentée dans la peau de patients ScS, avec une 

expression par les cellules mononuclées et les fibroblastes (373–375). MCP-1 participerait au 

recrutement des monocytes/macrophages dans la peau et les tissus fibrotiques et son effet pro-
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fibrotique avec stimulation de la synthèse de collagène par les fibroblastes a été montré in 

vitro (376). In vivo, dans le modèle murin de fibrose induite par la bléomycine, il existe une 

expression précoce de MCP-1 dans les cellules mononuclées infiltrant le derme des souris, 

tandis que l’expression par les fibroblastes est plus tardive (376). Enfin, l’utilisation d’un 

anticorps neutralisant anti-MCP-1 a prévenu la fibrose dermique dans ce modèle. 

 

x. Rôle du stress oxydant 

 

Le rôle du stress oxydant dans la physiopathologie de la ScS a été souligné par plusieurs 

études. Il est dû à la libération de radicaux libres et d’espèces réactives dérivées de l’oxygène. 

Des marqueurs indirects du stress oxydant ont été détectés dans le sérum de patients ScS, 

comme des modifications oxydatives des protéines et des peroxydes lipidiques (377,378). 

L’exposition de cellules endothéliales et de fibroblastes à des sérums de patients ScS a induit 

une production accrue d’H202 en comparaison à des sérums de sujets sains (379).  

Les radicaux libres et espèces réactives dérivées de l’oxygène sont produits dans la ScS par 

les cellules endothéliales en réponse à l’hypoxie chronique avec phénomènes d’ischémie-

reperfusion, mais aussi par les fibroblastes et les monocytes circulants (169,379,380).  

Le stress oxydant semble contribuer aux dommages tissulaires observés au cours de la ScS 

(381). Les espèces réactives dérivées de l’oxygène peuvent activer les fibroblastes via le 

récepteur au PDGF, leur différenciation en myofibroblastes ainsi que leur synthèse de 

collagène et semblent nécessaires à l’expression de l’effet pro-fibrotique du TGF-β (169,267). 

Un effet direct des espèces réactives de l’oxygène sur l’ADN a également été suggéré dans la 

mesure où les taux urinaires de 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine, un marqueur de dommage 

oxydatif endogène de l’ADN, étaient augmentés chez les patients ScS, en comparaison à des 

contrôles (382).  

Dans les fibroblastes, le TGF-β induit l’enzyme NADPH oxydase 4 qui catalyse la réduction 

de l’oxygène en formes réactives de l’oxygène. L’invalidation ou l’inactivation de la NADPH 

oxydase 4 protège les souris de la fibrose (383).  

Les médiateurs extrinsèques de l’activation des fibroblastes figurent dans le Tableau 5. A 

noter que les effets de l’IL-4, IL-10, IL-13, IL-17, VEGF et CXCL4 sur les fibroblastes ont 

été détaillés précédemment.   
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Tableau 5 : Médiateurs impliqués dans l’activation extrinsèque des fibroblastes 

 d’après Bhattacharyya S et al. Nat Rev Rhumatol 2011(298) 

 

MEDIATEURS 

CYTOKINES 

 

- TGF-β 

- IL-4, IL-10, IL-13 

- IL-17 

- IL-6 

 

FACTEURS DE CROISSANCE /PEPTIDES/LIPIDES 

BIOACTIFS/ENZYMES 

 

- CTGF 

- PDGF 

- VEGF 

- Endothéline-1 

- LPA (acide lysophosphatidique) 

- Thrombine 

 

CHEMOKINES 

 

- MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1) 

- CXCL4 

 

ESPECES REACTIVES DE L’OXYGENE 

 

SEROTONINE 

 

 

f) Rôle du stress biomécanique 

 

i. La rigidité matricielle et méchanotransduction 

 

Le rôle de la rigidité matricielle dans l’activation des fibroblastes est souligné par plusieurs 

études: (i) les myofibroblastes développent in vitro et in vivo leur phénotype contractile 

uniquement au-dessus d’un certain niveau de rigidité matricielle (384,385) ; (ii) dans un 

modèle de fibrose hépatique, l’augmentation de la rigidité matricielle précède l’activation des 

fibroblastes et l’accumulation de collagène, suggérant que ces changements mécaniques 

pourraient être suffisants pour entrainer la contraction des myofibroblastes (386) ; (iii) une 
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activation purement mécanique des facteurs de croissance pro-fibrotiques a été démontrée in 

vitro dans des systèmes acellulaires (387).  

Le rôle de la rigidité matricielle dans l’initiation du processus fibrotique et le lien entre 

facteurs mécaniques et chimiques régulant l’activation et la différenciation des 

myofibroblastes ont été soulignés dans l’étude de Wipff PJ et al.(388). Dans cette étude, il a 

été montré que la contraction des myofibroblastes active directement le TGF-β de la matrice 

extracellulaire. Dans les blessures contenant des myofibroblastes, l’activation des cibles de 

signalisation du TGF-β SMAD2/3 est plus élevée dans les tissus tendus que non tendus pour 

des niveaux similaires de TGF-β et de son récepteur. Ainsi, le stress mécanique perçu par les 

fibroblastes entraîne une activation du TGF-β qui est libéré de son complexe latent. 

Les fibroblastes perçoivent le stress biomécanique et répondent aux forces mécaniques via un 

processus de méchanotransduction, qui met en jeu les intégrines de surface et les changements 

de tension du cytosquelette détectés par les FAK et les Rho-associated kinases. Ces signaux 

activent les effecteurs en aval YAP (yes-associated protein) et TAZ (co-activateur 

transcriptionnel avec motif de liaison aux protéines PDZ) qui perpétuent l’activation des 

fibroblastes et exacerbent le processus de fibrose (182).  

La perte d’élasticité en résultant entraîne un cercle vicieux avec augmentation de l’activation 

des fibroblastes et de la production de collagène, responsable d’une chronicisation du 

phénomène. 

 

ii. Lysyl oxydase 

 

Les déterminants de la rigidité accrue des fibroblastes et de la matrice ne sont pas 

complètement élucidés. Le rôle de la lysyl oxydase, enzyme impliquée dans la formation de 

ponts entre les fibres de collagène, a été suggéré. Il a notamment été mis en évidence une 

augmentation d’expression de l’ARN messager et des protéines lysyl oxydases dans les 

fibroblastes dermiques ScS et dans la peau lésionnelle de patients ScS en comparaison à la 

peau saine ou à des sujets contrôles sains (389). En particulier, la lysyl oxydase 2 a été 

impliquée dans la fibrose pulmonaire et un anticorps monoclonal anti-lysyl oxydase 2 a 

montré son efficacité dans des modèles de fibroses pulmonaire et hépatique. Ce traitement a 

entraîné une diminution de l’activation des fibroblastes, de la synthèse de facteurs de 

croissance et cytokines pro-fibrotiques (notamment de la voie de signalisation du TGF-β) 

(390). 
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iii. Rôle des intégrines 

 

Il existe une communication bidirectionnelle entre intégrines et TGF-β au cours de la ScS. Le 

TGF-β induit l’expression des intégrines, tandis que les intégrines modulent l’activation et les 

voies de signalisation du TGF-β (391). Dans une étude portant sur le syndrome de la peau 

cartonnée (« stiff skin syndrome »), qui est une maladie rare autosomique dominante mimant 

la ScS et liée à une mutation du gène de la fibrilline-1, il existe une altération de la fonction 

des intégrines et de la capacité des fibroblastes à interagir avec la matrice (392). Ces 

modifications sont associées à une augmentation de la concentration et de l’activité du TGF-β 

dans le derme.  Dans cette étude, les souris mutées pour la fibrilline-1 ont développé 

spontanément une fibrose dermique avec une infiltration dermique de cellules inflammatoires 

dont des cellules dendritiques plasmacytoides, des cellules Th2 et Th17 et des plasmocytes et 

des auto-anticorps anti-topoisomérases de type 1 ont été détectés. Un traitement par anticorps 

neutralisant anti-TGF-β ou par anticorps activant les intégrines α-1 a induit la régression des 

lésions de fibrose et des anomalies immunes. Ces résultats suggèrent qu’un défaut 

d’interaction fibroblastes-matrice extracellulaire serait suffisant pour initier et faire perpétuer 

le processus de fibrose inflammatoire. 

 

Pour conclure, la ScS est une maladie multifactorielle qui survient suite à un stimulus 

environnemental sur un fond génétique de susceptibilité. Ce stimulus va entrainer des lésions 

vasculaires avec activation secondaire ou initiale des cellules de l’immunité innée (cellules 

dendritiques, macrophages) et de l’immunité adaptative (lymphocytes T Th2 avec production 

de cytokines Th2 pro-fibrotiques, lymphocytes B avec production d’auto-anticorps 

potentiellement pathogènes et altération du nombre et de la fonction des lymphocytes T 

régulateurs). Les fibroblastes et précurseurs fibroblastiques vont être secondairement activés 

par les chémokines et cytokines pro-fibrotiques libérées par l’endothélium lésé, les 

lymphocytes T, B et les cellules de l’immunité innée avec différenciation en myofibroblastes 

et synthèse de grandes quantités de collagène et constituants de la matrice extracellulaire. Les 

radicaux libres produits en réponse à l’hypoxie chronique et par les cellules inflammatoires 

vont également activer les fibroblastes. La fibrose tissulaire résultante va altérer les propriétés 

biomécaniques du tissu, perpétuant encore le processus de fibrose.  

La physiopathologie de la ScS est résumée dans la figure 20.  



 

89 
 

Figure 20 : Physiopathologie de la Sclérodermie systémique 

 

 

Ainsi, un potentiel traitement de la ScS doit cibler les différents effecteurs impliqués dans la 

fibrose, mais doit être bien toléré en limitant les effets secondaires, notamment infectieux, 

dans cette population à risque.  

Enfin, bien que les connaissances physiopathologiques aient progressé ces dernières années, il 

reste à déterminer quels sont les facteurs explicatifs et prédictifs de l’hétérogénéité de 

présentation de la maladie et de son devenir, le facteur environnemental impliqué ainsi que les 

mécanismes d’interaction facteurs environnementaux-bases génétiques. 
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CHAPITRE 3 : LES MODELES ANIMAUX DE SCLERODERMIE 

SYSTEMIQUE 

 

Pour mieux étudier la physiopathologie de la maladie et développer des thérapeutiques, les 

modèles animaux sont nécessaires. Il existe différents modèles de ScS qui reproduisent un 

certain nombre de caractéristiques de la maladie. Cependant, aucun modèle ne reproduit tous 

les évènements physiopathologiques observés dans la maladie. Il est donc important de bien 

connaître ces différents modèles pour choisir le ou les  modèles les plus appropriés pour une 

étude in vivo.   

Le modèle de fibrose dermique induite par la bléomycine est un modèle validé, bien défini , 

facile à utiliser et qui peut être réalisé sur des souris de différents fonds génétiques 

(187,251,252). Il est caractérisé par une fibrose cutanée et reproduit les stades inflammatoires 

précoces de la maladie. Cependant, il n’existe pas dans ce modèle de vasculopathie et la 

fibrose dermique est limitée au pourtour de la zone d’injection et non systémique comme au 

cours de la maladie. En outre, les résultats des traitements anti-inflammatoires sont souvent 

surestimés dans ce modèle, en comparaison à ce qui est observé au cours de la ScS (77). Les 

trois paramètres validés permettant d’évaluer la fibrose dermique dans ce modèle sont 

l’épaisseur dermique, le contenu en hydroxyproline et le nombre de myofibroblastes dans la 

peau lésionnelle (injectée). L’ensemble de la zone injectée est prélevée, la moitié est fixée au 

paraformaldéhyde pour analyse histologique: l’épaisseur dermique est mesurée sur des coupes 

colorées à l’hématoxyline-eosine par la mesure de la distance entre la jonction derme-

épiderme et derme-graisse sous-cutanée en deux points par deux examinateurs en aveugle, 

après grossissement au x 100. Le contenu en collagène est reflété par le contenu en 

hydroxyproline de la peau lésionnelle, mesuré à partir de 2 biopsies cutanées de 3 mm faites 

en peau lésionnelle. Il s’agit d’une réaction colorimétrique: après hydrolyse acide des 

échantillons, les acides aminés sont libérés par rupture des liaisons  peptidiques; l'oxydation 

douce de l'hydroxyproline par la chloramine T conduit à la production de dérivés pyrroliques 

qui donnent avec le paradiméthylaminobenzaldéhyde, en milieu acide, une coloration rose 

évaluée spectrophotométriquement à 558 nanomètres. Le nombre de myofibroblastes est 

évalué par 2 examinateurs en aveugle après grossissement au x200. Les myofibroblastes sont 

détectés par le marquage de l’alpha-actine du muscle lisse (marquage par immunohistochimie 

et révélation par le 3,3'-Diaminobenzidine (DAB)) associés à un paramètre morphologique 

(aspect fusiforme des fibroblastes). 
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Le modèle tsk-1 est un modèle génétique lié à une duplication partielle de la fibrilline-1 

(393,394). Il reflète les stades tardifs non inflammatoires de la maladie et est caractérisé par 

une fibrose hypodermique prédominante. Les souris tsk-1 présentent un emphysème 

pulmonaire, mais pas de fibrose pulmonaire. Il n’y a pas dans ce modèle de vasculopathie. 

Les souris tsk-1 sont évaluées à 10 semaines sur l’épaisseur hypodermique mesurée par deux 

examinateurs en aveugle en deux points au grossissement x 40 et le contenu en 

hydroxyproline, comme précédemment. 

Le modèle induit par les injections d’acide hypochloreux est caractérisé par une fibrose 

dermique localisée au pourtour de la zone d’injection avec un infiltrat inflammatoire (267). 

Ce modèle présente deux intérêts principaux: il permet d’étudier une complication sévère de 

la maladie : la fibrose pulmonaire et reproduit l’auto-immunité présente au cours de la ScS 

avec détection dans ce modèle d’anticorps anti-topoisomérases de type 1.  

Le modèle transgénique Fra-2 est caractérisé par une fibrose généralisée touchant la peau et 

les poumons (395). La fibrose observée est inflammatoire avec présence d’infiltrats de 

cellules mononuclées. Elle débute à l’âge de 12 semaines et est caractérisée par une 

augmentation du contenu en collagène et du nombre de myofibroblastes. Outre 

l’inflammation et la fibrose, les souris Fra-2 présentent un phénotype vasculaire touchant les 

poumons et la peau avec une apoptose des cellules endothéliales puis une raréfaction 

vasculaire débutant à l’âge de 12 semaines (177). Elles développent une vasculopathie 

proliférative au niveau des poumons mimant l’HTAP observée chez les patients ScS. L’HTAP 

et la fibrose pulmonaire entraînent une détresse respiratoire et un décès précoce des souris 

entre 16 et 20 semaines. Enfin, une étude récente a montré que les souris Fra-2 présentaient 

une cardiomyopathie comparable à celle observée au cours de la ScS avec raréfaction 

vasculaire, augmentation du contenu en collagène et infiltrat inflammatoire (396). Les souris 

Fra-2 sont donc caractérisées par une fibrose systémique, une microangiopathie, une 

cardiomyopathie et une HTAP, dont la survenue suit une séquence temporelle similaire à celle 

observée chez les patients atteints de ScS. Ce modèle permet d’étudier les relations entre 

fibrose et vasculopathie existantes au cours de la maladie. Toutefois, la faible accessibilité de 

ces souris en limite l’utilisation. Les différents modèles murins de ScS sont décrits dans la 

revue présentée dans les pages suivantes (149).  

Depuis cette revue, deux autres modèles ont été décrits:  

- Les souris transgéniques hétérozygotes klf5+/- fli1+/- (305). Fl1 et KLF5 sont des 

facteurs de transcription impliqués dans l’inhibition de la transcription du collagène, 

qui sont sous-exprimés dans les fibroblastes ScS. Ces souris double-hétérozygotes 



 

92 
 

sont caractérisées par une fibrose dermique et une vasculopathie touchant  le derme 

avec raréfaction vasculaire et hypoxie tissulaire, une atteinte interstitielle de type 

pneumopathie interstitielle non spécifique et une HTAP. Ces souris expriment des 

signes d’activation du lymphocyte B avec augmentation de l’expression du CD19 à la 

surface des lymphocytes B et des signes d’auto-immunité avec production d’anticorps 

anti-nucléaires. 

- Le modèle de souris invalidées pour le récepteur activateur plasminogène type 

urokinase (uPAR) (179,180). uPAR est impliqué dans le remodelage de la matrice 

extracellulaire et dans l’angiogénèse. Ces souris sont caractérisées par une fibrose 

dermique avec hyperexpression dans le derme de facteurs pro-fibrotiques (TGF-β, 

CTGF, ET-1), une fibrose pulmonaire avec un aspect de pneumopathie interstitielle 

non spécifique et une fibrose cardiaque. L’atteinte fibrosante survient en parallèle 

d’une apoptose endothéliale et d’une raréfaction capillaire, mimant l’atteinte 

vasculaire observée au cours de la ScS. 
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CHAPITRE 4 : THERAPIE CIBLEE ANTI-OX40 LIGAND AU COURS 

DE LA SCLERODERMIE SYSTEMIQUE 

 

I. OX40 Ligand : Présentation et fonctions biologiques 

 

1. Introduction 

 

Les signaux de co-stimulation délivrés par les cellules présentatrices de l’antigène sont 

nécessaires à l’activation optimale des lymphocytes T, après la liaison CMH-TCR. Il existe 

tout d’abord des signaux de co-stimulation précoces (CD40/CD40L, CD80/CD86-CD28).  

Les signaux de co-stimulation tardifs, membres de la superfamille des récepteurs au Tumor 

Necrosis Factor (TNF), comme OX40 (CD134), CD27 et 4-1BB présentent comme intérêt 

majeur une expression transitoire dans les suites de l’activation du lymphocyte T (397–399). 

Parmi ceux-ci, le couple OX40-OX40L (OX40 ligand) a retenu notre attention. OX40L 

(CD252), initialement nommé glycoprotéine 34, a été identifié comme une protéine exprimée 

sur les cellules leucémiques HTLV1 (human T cell leukemia). Ce n’est qu’ensuite que son 

appartenance à la superfamille du TNF et sa liaison à OX40 ont été découvertes. OX40L est 

codé par le gène TNFSF4, membre de la superfamille du TNF, situé sur le bras long du 

chromosome 1 au locus 1q25.  

 

2. Induction de l’expression d’OX40-OX40L et mécanismes régulateurs 

 

OX40-OX40L est impliqué dans les signaux de co-stimulation tardifs du lymphocyte T. 

L’expression d’OX40 sur les lymphocytes T CD4+ et les lymphocytes T CD8+ est induite 48 

à 72 heures après la stimulation antigénique et disparaît 4 à 5 jours après. De même, 

l’expression d’OX40L sur les cellules présentatrices d’antigène est observée 48 à 72 heures 

après le signal de co-stimulation précoce, tel que la liaison CD40-CD40L. Ainsi, l’interaction 

OX40-OX40L est tardive, observée 2 à 3 jours après la reconnaissance de l’antigène par le 

lymphocyte T. Un modèle en 2 étapes a été suggéré. La figure 21 présente ce modèle ainsi 

que les différentes cellules exprimant OX40L (397,400–405).  

L’expression d’OX40L sur les lymphocytes T CD4+ favorise l’interaction lymphocyte T-

lymphocyte T et contribue ainsi à l’amplification de la réponse lymphocytaire T. OX40 est 

exprimé sur les lymphocytes T régulateurs (406), les lymphocytes T NK activés et les 
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lymphocytes T CD4+ et CD8+ activés. Les cellules présentatrices d’antigène sont souvent 

localisées aux sites de l’inflammation et il est suggéré que cela empêche l’activation 

généralisée d’OX40 sur les lymphocytes T in vivo puisque uniquement les lymphocytes T 

capables de migrer sur les sites de l’inflammation pourront recevoir la co-stimulation 

spécifique d’OX40L.  

 

a) Régulation de l’expression d’OX40-OX40L 

 

L’intensité de l’expression d’OX40 dépend de l’intensité du signal TCR et d’autres signaux 

de co-stimulation comme CD28, IL-2/IL-2 récepteur (407–409). Ainsi, en présence d’une 

stimulation du TCR suboptimale, l’addition d’IL-2 exogène augmente l’expression d’OX40 

sur les lymphocytes T CD8 (410). De même, l’adjonction d’anticorps monoclonaux anti-IL-2 

et anti-récepteur de l’IL-2 peut diminuer l’étendue de la réponse OX40 sur les lymphocytes T 

régulateurs et inhiber l’induction d’OX40 sur les lymphocytes T CD8 activés (409). Or, la 

stimulation CD28 va entraîner une augmentation de la production d’IL-2 et de l’expression de 

récepteurs à l’IL-2 sur les lymphocytes T activés. Ainsi la voie de signalisation du CD28 peut 

être directe ou indirecte médiée par un mécanisme dépendant de l’IL-2. 
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Figure 21 : Modèle de co-stimulation OX40-OX40L en 2 temps 

Extrait de Ishii et al. Adv Immunol 2010 (397) 

 

 

Le signal de co-stimulation OX40-OX40L est un signal tardif observé sur les lymphocytes T préalablement 

activés par des signaux de co-stimulation précoces (CD40/CD40L, CD28/CD80/86). Il est observé 2 à 3 jours 

après la reconnaissance de l’antigène et va permettre l’activation des lymphocytes T. Dans un second temps, 

l’interaction OX40-OX40L sur les lymphocytes T CD4 va permettre leur différenciation en lymphocytes T 

CD4 mémoires. L’expression d’OX40L sur les lymphocytes T CD4+, les lymphocytes B et les cellules 

mastocytaires va induire une réponse de type Th2 après liaison à OX40 exprimé sur les lymphocytes T et 

l’expression d’OX40L sur les cellules endothéliales et les cellules mastocytaires contribue à la réponse 

inflammatoire. 

 

 

3. Voies de signalisation d’OX40-OX40L 

 

Les voies de signalisation d’OX40-OX40L sont représentées Figure 22 (407,411–413).  

Par ailleurs, une étude a mis en évidence une hyperexpression des ARNm de c-jun et c-fos 

dans les cellules endothéliales, après liaison de OX40L, ce qui suggère une implication de la 

voie de signalisation AP-1(405).  
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Figure 22 : Voies de signalisation d’OX40L 

   Extrait de Webb et al. Clinic Rev Allerg Immunol (414) 

 

 

OX40L est trimérique et chaque trimère se lie à 3 molécules OX40. OX40-OX40L active différentes voies de 

signalisation : PI3K/AKT (=PKB), NFκB1, STAT5 et NFAT. Après liaison d’OX40 et OX40L, un complexe 

est formé impliquant TNF receptor associated factor 2 et 6 et possiblement TRAF5. Ce complexe active la voie 

canonique de NFκB avec formation du complexe IKKα, IKKβ et IKKgamma. IKKβ est phosphorylé et 

dégradé. La sous-unité RelA de NFκB et p50 peuvent entrer dans le noyau. TRAF6 active la voie non 

canonique de NFκB avec  translocation de RelB dans le noyau. L’interaction OX40-OX40L entraine 

également la phosphorylation de STAT5 qui est transloqué dans le noyau. OX40 permet l’entrée 

intracellulaire de calcium qui active les calcineurines entrainant une déphosphorylation de NFAT et son 

entrée dans le noyau. PI3K se complexe à OX40 activé, entrainant la phosphorylation d’AKT selon un 

mécanisme dépendant de PDK, ce qui amplifie la voie IKK. Les voies de signalisation NFAT et PI3K 

amplifient le signal dépendant de l’antigène. Ces voies de signalisation induisent l’expression de gènes 

impliqués dans la division cellulaire et la survie des lymphocytes T ainsi que de gènes de cytokines et de 

récepteurs cytokiniques. Elles promeuvent un phénotype effecteur des lymphocytes avec suppression de la 

transcription de FoxP3 et augmentation de la transcription de BLIMP-1 (PR domain zinc finger protein). La 

transcription cytokinique dépend de la polarisation du lymphocyte T. 
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4. Rôle d’OX40-OX40L dans l’accumulation et la différenciation des lymphocytes T 

 

a) OX40-OX40L favorise l’expansion clonale des lymphocytes T 

 

 Les signaux de co-stimulation OX40-OX40L favorisent l’expansion et la différenciation d’un 

clone lymphocytaire T effecteur en réponse à l’antigène. L’expansion des lymphocytes T CD4 

et CD8 est liée en particulier à une augmentation de la survie des lymphocytes T activés, 

comme l’attestent les voies de signalisation d’OX40-OX40L avec induction de l’expression 

de gènes anti-apoptotiques (407,415) (Figure 22).  Les souris invalidées pour OX40L ou 

traitées par anticorps anti-OX40L présentent une diminution de l’expansion et de la survie des 

lymphocytes T CD4+ in vivo (398).  

OX40-OX40L pourrait également contribuer à la migration et à l’infiltration des lymphocytes 

T dans les tissus du fait de l’expression d’OX40L sur les cellules endothéliales (404).  

Enfin, la voie OX40-OX40L favorise la production de cytokines par les lymphocytes T, dont 

le type dépend de la polarisation du lymphocyte T. Comme les cytokines dérivées des 

lymphocytes T infiltrant les tissus peuvent recruter et activer d’autres cellules inflammatoires, 

cibler la voie OX40-OX40L peut également avoir un effet anti-inflammatoire en empêchant la 

constitution de l’infiltrat inflammatoire (399). 

b) Effet sur la différenciation des lymphocytes T 

 

La voie OX40-OX40L promeut la co-stimulation des lymphocytes T vers une voie Th2 

(416,417). Cette co-stimulation serait liée à une production précoce autocrine d’IL-4. Cela a 

été suggéré par plusieurs études dans des modèles murins et primates d’asthme où le blocage 

d’OX40L était associé à une diminution de la réponse inflammatoire Th2 (418). Toutefois, la 

polarisation vers une voie Th1 ou Th17 voire Th9 est possible dépendant du milieu 

cytokinique, de la force de la stimulation par le TCR et de la dose d’antigène (414,419–421).  

La voie de signalisation OX40-OX40L augmente la différenciation des lymphocytes T CD8 

effecteurs contre les antigènes tumoraux, augmente leur activité cytolytique et leur 

accumulation sur le site de la tumeur (409). Cet effet a été associé à une diminution des 

macrophages tumoraux et à une diminution du TGF-β.  

L’interaction OX40-OX40L pourrait inhiber la production d’IL-17 ; toutefois cet effet est 

réversé par l’adjonction d’IFN-gamma (422). 
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5. Rôle d’OX40-OX40L dans la fonction et le développement des lymphocytes T 

régulateurs 

 

La tolérance immune dépend des lymphocytes T régulateurs naïfs Foxp3+CD25+CD4+ et des 

lymphocytes T régulateurs induits en réponse à l’antigène.  

Alors que l’expression d’OX40 sur les lymphocytes T activés est transitoire, l’expression sur 

les lymphocytes T régulateurs est constitutive chez la souris. Les lymphocytes T régulateurs 

expriment des niveaux élevés d’OX40 et plusieurs études in vitro ou in vivo dans des modèles 

murins d’inflammation, ont montré un défaut de la fonction suppressive des lymphocytes T 

régulateurs naïfs lorsqu’il existe une activation de la voie OX40-OX40L, mais cela 

n’influence pas leur développement. Cet effet permet d’amplifier encore l’effet d’OX40 sur la 

prolifération et la survie des lymphocytes T effecteurs.  

OX40 a également un effet sur les lymphocytes T régulateurs inductibles: l’activation de la 

voie de signalisation OX40-OX40L in vitro et in vivo, en présence du TGF-β et d’une 

stimulation TCR/CD28, inhibe la différenciation des lymphocytes T CD25-CD4+ en 

lymphocytes T régulateurs inductibles Foxp3+, en partie en diminuant l’expression de Foxp3 

(423–426). Ainsi, un traitement préventif des lymphocytes T régulateurs avec un anti-OX40 

in vitro a inhibé la capacité des lymphocytes T régulateurs à supprimer les lymphocytes T 

CD4 effecteurs dans un modèle de GVHD (427). Toutefois, une autre équipe a suggéré que 

cet effet serait dépendant de l’environnement et qu’au contraire, la stimulation de la voie 

pourrait promouvoir l’expansion des lymphocytes T régulateurs inductibles, si l’IL-4 et l’IFN-

γ étaient absents du milieu (428).  

Ainsi, un excès d’OX40L inhibe la fonction suppressive des lymphocytes T régulateurs naïfs 

et la différenciation des lymphocytes T régulateurs inductibles Foxp3+ responsable d’une 

rupture dans la tolérance immune des lymphocytes T. 

 

6. Rôle dans la maintenance et la réactivation des LT mémoires 

 

OX40-OX40L promeut la génération de lymphocytes T CD4+ mémoires (ainsi que de 

lymphocytes T CD8+ mémoires mais dans une moindre mesure) et semble également 

impliqué dans la réactivation des lymphocytes T CD4+ mémoires sensibilisés à l’antigène 

(398). Ainsi, l’interaction OX40-OX40L contrôlerait l’accumulation des lymphocytes T 

effecteurs au pic de la réponse immune avec ensuite une conversion d’un certain nombre de 

ces lymphocytes T effecteurs en lymphocytes T mémoires. Ces conclusions ont été renforcées 
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par l’analyse de souris transgéniques exprimant OX40L sur les cellules dendritiques ou les 

lymphocytes T CD4 dans lesquelles un signal constitutif OX40 entraine une augmentation du 

pool de lymphocytes T mémoires CD4+ (429).  

Les effets de l’interaction OX40-OX40L sur les lymphocytes T sont résumés dans la Figure 

23. 

Figure 23 : Effet de l’interaction OX40-OX40L sur le lymphocyte T 

Extrait de Webb et al. Clinic Rev Allerg Immunol (414) 

Les effets de l’interaction OX40-OX40L sont présentés sur cette figure avec les effets majeurs en gras. Les 

flèches correspondent aux effets positifs, tandis que les lignes barrées montrent un effet négatif. Les lignes en 

pointillées montrent les relations. Cette interaction augmente la survie des lymphocytes T, leur différenciation 

en lymphocytes T effecteurs, la production de cytokines et inhibe les lymphocytes T régulateurs.  

APC : cellule présentatrice d’antigène, IL : interleukine, IL2Rα : récepteur alpha de l’interleukine-2, IL12-

R : récepteur de l’IL-12, IFN-γ : interféron gamma, CXCR5 : C-X-C chemokine receptor type 5, Th1 : T-

helper cell type 1, Th2 : T-helper cell type 2, Th17 : T-helper cell type 17, CTLA-4 : cytotoxic T-lymphocyte 

associated protein 4, TGF-β : transforming growth factor beta, FoxP3 : forkhead box p3, Bcl-2 : B cell 

lymphoma 2, Bcl-xl : B cell lymphoma-extra large, Bcl2A1 : Bcl-2-related protein A1, FAS : Fas cell surface 

death receptor, TRAF : TNF receptor-associated factor, ERK : extracellular-signal-regulated kinases, PI3K : 

phosphatidylinositol-4,5-bisphosphonate 3-kinase, AKT : protein kinase B, NFκB : nuclear factor kappa-

light-chain-enhancer of activated B cell 
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7. Effets de l’interaction OX40-OX40L sur les cellules non T 

 

L’interaction OX40-OX40L a des effets sur le lymphocyte B, les cellules endothéliales, les 

cellules dendritiques et les cellules mastocytaires. L’interaction OX40-OX40L participe à 

l’activation des plasmocytes et à la production d’anticorps. Son expression par les cellules 

endothéliales est impliquée dans le recrutement des leucocytes sur le site inflammatoire par 

l’expression de CCL5. L’interaction OX40-OX40L augmente encore la co-stimulation des 

lymphocytes T par augmentation de l’expression de molécules de co-stimulation par les 

cellules dendritiques. Elle est également impliquée dans la production de TNF-α et IL-6 par 

les cellules dendritiques (414). Les effets de l’interaction OX40-OX40L sur les cellules non T 

sont résumés dans la Figure 24. 
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Figure 24 : Effet de l’interaction OX40-OX40L sur les cellules non lymphocytes T 

Extrait de Webb et al. Clinic Rev Allerg Immunol (414) 

 

L’interaction OX40-OX40L agit sur différentes cellules non lymphocyte T. Ig : immunoglobuline, BSAP : B 

cell specific activator protein, RANTES/CCL5= regulated on activation, normal T cell expressed and 

secreted/chemokine (C-C motif)ligand 5, IL= interleukine, TNF-α : tumor necrosis factor alpha 
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II. Rôles d’OX40-OX40L dans les maladies inflammatoires et l’auto-immunité 

 

Le rôle d’OX40-OX40L dans l’auto-immunité a été étudié dans plusieurs modèles animaux. 

La première étude a porté sur un modèle d’encéphalomyélite auto-immune chez le rat (430). 

Les lymphocytes T CD4 isolés du site inflammatoire exprimaient des niveaux élevés d’OX40 

au début de la maladie, tandis que les lymphocytes T isolés du sang périphérique et de la rate 

du même animal exprimaient des niveaux faibles d’OX40. A la suite de ce travail, la même 

équipe a montré que l’inhibition de la voie OX40-OX40L, permettait de réduire les 

symptômes de la maladie (431). Les souris invalidées pour OX40L ou traitées par une 

protéine de fusion OX40.Ig étaient protégées du développement de la maladie, tandis que les 

souris transgéniques pour OX40L présentaient des signes plus marqués d’encéphalomyélite 

auto-immune (432). 

Le blocage de l’interaction OX40–OX40L a été bénéfique et a eu un effet anti-inflammatoire 

dans plusieurs modèles de maladies inflammatoires dans lesquelles les lymphocytes T CD4 

ou CD8 activés orchestrent la réponse immune in vivo par un agent se liant spécifiquement à 

OX40L, soit un anticorps soit une protéine de fusion OX40-Ig comme la colite inflammatoire, 

la GVHD, la polyarthrite rhumatoïde, l’asthme ou le diabète auto-immun (398,433). Dans le 

modèle de GVHD, l’utilisation précoce d’anticorps anti-OX40L ou de souris OX40L-/- a 

permis de diminuer les signes de la maladie et la mortalité de 70% (434,435). Dans un modèle 

de polyarthrite rhumatoïde, l’administration d’un anticorps neutralisant anti-OX40L à des 

souris déjà immunisées a diminué de manière significative la sévérité de l’arthrite induite par 

le collagène ainsi que le taux d’anticorps spécifiques (402,436). Dans des modèles d’asthme 

allergique, les souris invalidées pour OX40 et OX40L étaient caractérisées par une diminution 

de l’infiltrat pulmonaire Th2 (437,438) et le blocage d’OX40L par invalidation ou par 

inactivation génique a empêché l’accumulation de lymphocytes T effecteurs et a prévenu le 

développement de la réponse asthmatique (439). Dans un modèle murin de maladie de Crohn, 

l’administration d’un anticorps monoclonal neutralisant anti-OX40L a non seulement permis 

la prévention de la colite mais aussi la guérison d’une colite établie (440). Dans tous ces 

modèles, l’amélioration de la symptomatologie a été associée à une diminution des réponses 

lymphocytaires T CD4 ou CD8.  

De manière intéressante, l’expression d’OX40 sur les lymphocytes T a précédé l’apparition 

des signes cliniques dans des modèles animaux d’arthrite induite par injection d’adjuvant et 

d’encéphalomyélite auto-immune (441,442). Ces données suggèrent que l’expression d’OX40 

par les lymphocytes T serait un élement précoce voire initiateur du développement du 
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phénotype clinique auto-immun.  Les autres données obtenues in vivo dans des modèles 

animaux sont résumées dans le tableau 6. 

Des variants de TNFSF4 ont été associés au développement du lupus érythémateux 

systémique (444–446). La modification génétique avait des conséquences fonctionnelles avec 

une augmentation de l’expression à la fois au niveau ARN et au niveau protéique d’OX40L 

(443). OX40-OX40L semble impliqué dans la physiopathologie du lupus en contribuant à la 

formation de lymphocytes T auxilaires folliculaires (446). Mais, le rôle d’OX40-OX40L dans 

le lupus n’a pas été conforté in vivo dans des modèles murins pour le moment.  

Des polymorphismes génétiques d’OX40L ont été associés au risque de développer une 

athérosclérose et la contribution fonctionnelle d’OX40L à cette maladie a été confortée dans 

des modèles murins (447,448) 

Plusieurs mécanismes peuvent expliquer le développement de ces maladies et le rôle 

bénéfique de l’invalidation de la voie OX40-OX40L dans ce contexte: (i) une réponse 

inflammatoire soutenue liée à la survie persistante des lymphocytes T effecteurs du fait d’un 

signal médié par OX40, (ii) une rupture dans la tolérance immune liée à une inhibition de la 

fonction des lymphocytes T régulateurs, (iii) OX40L présent sur les cellules endothéliales 

activées pourrait interagir avec OX40 exprimé sur les lymphocytes T activés et jouer un rôle 

dans l’infiltration du tissu lésé par des cellules inflammatoires (449) et (iv) les cytokines 

produites par les lymphocytes T activés pourraient avoir un effet sur les lymphocytes B en 

stimulant la production d’auto-anticorps à des taux anormaux. Cette hypothèse est confortée 

par le fait que les souris transgéniques pour OX40L ont des taux sériques élevés d’auto-

anticorps anti-nucléaires associés à une augmentation de la réponse Th2. Ainsi, une 

expression d’OX40L ectopique ou augmentée peut être responsable de maladies 

inflammatoires ou auto-immunes.  

OX40L apparaît également comme un candidat intéressant pour le traitement des tumeurs. 

Les lymphocytes T infiltrant les tumeurs expriment OX40 et le blocage de la voie par 

invalidation génétique ou inhibition pharmacologique a permis de stopper la croissance 

tumorale dans plusieurs modèles murins (398). Plusieurs modes d’action ont été suggérés : 

effet sur les lymphocytes T pathogènes CD8 et CD4, augmentation de l’activité des cellules 

NK ou inhibition des lymphocytes T régulateurs.  

Enfin, cibler la voie OX40-OX40L semble avoir également des effets bénéfiques sur le plan 

infectieux en stimulant la réponse vaccinale ou en diminuant la réplication virale dans un 

modèle murin d’infection par le CMV (450,451).  
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Tableau 6 : Effet de la modulation de l’interaction OX40-OX40L in vivo dans des 

modèles murins de maladies auto-immunes 

d’après Webb G et al. Clinic Rev Allerg Immunol 2015 (414) 

 

 

Maladie  Modèle animal Intervention Effet 
Colite 

inflammatoire  

Colite aigüe induite par le 

dextran-sodium- sulfate  

 

 

 Colite par transfert de 

cellules activées 

 

 

 

 

 

 

Souris invalidées pour 

l’IL-2 

 

 

 

 

 

Colite par instillation 

intra-rectale de TNBS 

(trinitrobenzene sulfonic 

acid) 

 

Protéine de fusion OX40-Ig  

 

 

 

Anticorps neutralisant anti-

OX40L 

 

 

Transfert de lymphocytes T 

régulateurs déficients en 

OX40 

 

Protéine de fusion OX40-Ig  

 

 

 

 

 

 

Protéine de fusion OX40-Ig  

 

 

Réduction des signes cliniques et de 

la  migration des lymphocytes T 

dans la lamina propria (452) 

 

Réduction de la perte de poids, des 

signes histologiques et de l’infiltrat 

lymphocytaire T (440,453) 

 

Impossibilité de contrôler la colite 

contrairement aux lymphocytes T 

régulateurs intacts (454) 

 

Amélioration de l’histologie, 

réduction de l’infiltrat lymphocytaire 

T et de la production de cytokines 

pathogènes comme IL-12, IFN 

gamma et TNF-α (455) 

 

 

Amélioration de l’histologie, 

réduction de l’infiltrat lymphocytaire 

T et de la production de cytokines 

pathogènes comme IL-12, IFN 

gamma et TNF-α (455) 

Polyarthrite 

rhumatoïde 

Arthrite induite par le 

collagène 

Anticorps monoclonal 

bloquant OX40L 

 

 

 

Protéine de fusion OX40-Ig 

 

 

Fragment Fab pégylé 

bloquant OX40 

Amélioration du score clinique, 

diminution des anticorps anti-

collagène et de l’IFN gamma quand 

administré à J-1(436) 

 

Pas de signe de la maladie (402) 

 

 

Diminution du score d’inflammation 

et des érosions ostéo-cartilagineuses 

(402) 

Uvéite Uvéite auto-immune 

expérimentale chez le rat 

 

 

 

 

Injection intravitréenne 

d’ovalbumine chez des 

souris OT-I (ovalbumin-

specific CD8+ T cell 

receptor transgenic T 

cells) 

Anticorps agoniste d’OX40 

 

 

 

 

 

Anticorps bloquant anti-

OX40L  

 

Agoniste d’OX40 

Inflammation prolongée, 

augmentation des cellules Th1 et 

Th17, augmentation de l’IFN gamma 

dans les cultures cellulaires exposées 

(456) 

 

Amélioration des signes cliniques 

(420) 

 

Aggravation des signes cliniques, de 

l’infiltrat lymphocytaire et de la 

production de cytokines Th17 (420) 

Diabète de 

type I 

Souris NOD Souris invalidées pour 

OX40L 

 

Anticorps bloquant anti-

OX40L administré à l’âge de 

12 semaines 

Prévention du diabète (457) 

 

 

Réduction de l’incidence du diabète 

(433) 
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Maladie  Modèle animal Intervention Effet 
 

Sclérose en 

plaques 

 

Encéphalomyélite auto-

immune chez le rat 

 

Encéphalomyélite auto-

immune chez la souris  

 

Récepteur soluble pour OX40 

 

 

Souris invalidées pour 

OX40L 

 

Anticorps bloquant OX40L 

 

Augmentation de la survie et 

amélioration du score clinique (401) 

 

Réduction des signes cliniques et de 

la synthèse d’IL-2 et IL-6 (432) 

 

Réduction des signes cliniques et de 

l’infiltrat lymphocytaire T 

médullaire (458) 

IPEX Souris invalidées pour 

FoxP3 

Co-invalidation pour OX40 

ou anticorps anti-OX40L 

(effets identiques) 

Augmentation de la survie, 

diminution de l’infiltrat 

lymphocytaire T, diminution des 

titres d’auto-anticorps, diminution 

des signes cliniques (459) 

 IPEX : Dérèglement Immunitaire, Polyendocrinopathie, Entéropathie, liés à l'X 

 

III. Pourquoi cibler la voie OX40-OX40L ? 

 

Les immunosuppresseurs utilisés jusqu’à présent dans les pathologies auto-immunes, comme 

le cyclophophamide, l’azathioprine ou le méthotrexate ciblent non seulement les lymphocytes 

T pathogènes responsables de la maladie, mais aussi les lymphocytes T non pathogènes. 

L’utilisation d’une thérapie ne ciblant pas uniquement les cellules responsables de la maladie 

expose à un risque non négligeable d’effets indésirables déjà observés en pratique courante, 

notamment infectieux.  Bien que des thérapies plus ciblées telles que les anti-cytokiniques 

aient été développées avec des résultats prometteurs, le risque infectieux lié à une 

immunosuppression demeure.  Cibler la voie de signalisation OX40-OX40L permettrait 

d’inhiber uniquement les lymphocytes T récemment activés et pathogènes, dans la mesure où 

OX40 n’est exprimé que sur les lymphocytes T activés spécifiques d’un antigène et non sur 

les lymphocytes T naïfs. Cet effet ciblé permettant d’éviter une immunosuppression globale a 

déjà été démontré dans des modèles animaux de pathologies auto-immunes, inflammatoires, 

allergiques et même infectieuses (398,399,460).  

Outre son effet ciblé sur les lymphocytes T effecteurs pathogènes, bloquer la voie OX40-

OX40L peut avoir un effet bénéfique sur la pathologie en améliorant la fonction des 

lymphocytes T régulateurs. Dans la mesure où à la fois les lymphocytes T effecteurs 

pathogéniques et les lymphocytes T régulateurs inductibles sont considérés comme étant 

spécifiques de l’antigène, cibler OX40L permettrait de moduler uniquement la réponse 

immune spécifique de l’antigène (ou de l’auto-antigène dans les maladies auto-immunes), 
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sans atteindre la fonction des autres lymphocytes T. Ceci permettrait de diminuer les effets 

secondaires habituellement observés avec les immunosuppresseurs non ciblés.  

Du fait de son double effet sur les lymphocytes T effecteurs et les lymphocytes T régulateurs, 

on peut imaginer que le blocage d’OX40L permettrait d’une part la suppression de 

l’inflammation en supprimant les lymphocytes T pathogènes et les cytokines dérivées de cette 

réponse lymphocytaire T, mais aussi de restaurer la tolérance immune en favorisant les 

lymphocytes T régulateurs Foxp3+ avec des effets secondaires liés à l’immunosuppression 

minimes (435).  

IV. Premières expériences en thérapie humaine 

 

Les premières expériences en thérapie humaine ont été obtenues dans l’asthme. Bien que les 

études pré-cliniques aient montré un effet bénéfique du traitement (418,461), les résultats 

d’un essai clinique de phase II sont décevants (462). Dans cet essai portant sur 28 patients 

avec un asthme modéré d’origine allergique, il n’y a pas eu de différence clinique à 4 mois 

entre le groupe traitement et le groupe placebo, ni de différence concernant le taux 

d’éosinophiles sanguins. En revanche, il y avait une réponse biologique à la 16
ème

 semaine 

avec une diminution du taux d’IgE de 17% et du taux d’éosinophiles dans les expectorations  

de 78%. Le test respiratoire Pc20 à la métacholine n’a pas mis de différence entre les 2 

groupes. La tolérance était similaire dans les 2 groupes avec 8 patients (57,1%) qui ont 

présenté au-moins un évenement indésirable dans le groupe anti-OX40L et 13 (92,9%) dans le 

groupe placebo. Les effets secondaires les plus fréquents dans le groupe anticorps étaient des 

rhinopharyngites, grippes, douleurs oropharyngées, céphalées et crises d’asthme avec une 

fréquence similaire à celle observée dans le groupe placebo. Il n’y a pas eu d’évènement 

indésirable grave et aucun sujet n’a développé d’anticorps anti-produit.  

  

V. OX40-OX40L dans la Sclérodermie systémique 

 

Du fait de la mise en évidence d’une association génétique entre des variants de TNFSF4 et le 

lupus érythémateux systémique et du concept d’auto-immunité partagée entre la ScS et le 

lupus, différents SNPs de TNFSF4 ont été testés dans une étude cas-témoins nord américaine 

(463). Au total, 1059 patients ScS et 698 contrôles caucasiens ont été testés pour 9 SNPs 

préalablement identifiés dans le lupus érythémateux systémique.  La ScS a été associée aux 
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SNPs rs1234314 (odds ratio (OR) : 1,20 ; intervalle de confiance à 95% (IC95%) : 1,04-1,4, 

p=0,019), rs2205960 (OR 1,24, IC95% : 1,10-1,50, p=0,019) et  rs844648 (OR 1,16, IC95% : 

1,01-1,30, p=0,032). 

Ces résultats ont été répliqués dans deux autres études (464,465). La première portant sur 

3014 ScS et 3125 sujets contrôles sains issus de 8 cohortes européennes a révélé une 

association avec les SNPs rs1234314 et rs12039904 (avec des OR respectifs égaux à 1,15, 

IC95% :1,02-1,31 et OR :1,18, IC95% : 1,08- 1,29) (464). L’association la plus forte 

concernait les formes cutanées limitées et avec anticorps anti-centromères. A la suite de ces 

études, notre équipe a testé une cohorte de réplication française de 1031 patients ScS et 1014 

contrôles sains et a montré une association entre la ScS et les 5 SNPs testés (rs2205960, 

rs1234317, rs12039904, rs10912580 et  rs844648) (465).  

Les données disponibles ont ensuite été regroupées dans une méta-analyse avec une 

population  totale de 4989 patients ScS et 4661 contrôles sains, tous d’origine européenne. 

Les 3 « top –SNPs » ont été testés (rs2205960, rs844648 et rs12039904). Cette méta-analyse a 

confirmé l’association avec la significativité la plus forte obtenue pour le SNP rs2205960 

(OR: 1,19, IC95% : 1,06–1,32, p = 0,0021) (465).  

Ces résultats ont été confirmés dans une méta-analyse de 4 tours du génôme avec association 

avec la forme cutanée limitée, mais aussi pour la première fois avec la forme avec anticorps 

anti-topoisomérases de type 1, très spécifiques des formes cutanées diffuses (p= 9,05x10-3 ; 

OR : 1,23, IC95% : 1,05-1,45) (101).  

Toutefois, ces variants sont localisés dans des régions introniques, non codantes et on ne 

connait pas le variant causal. L’existence ou non de conséquences fonctionnelles liées à ces 

variations génétiques et leur type demeurent inconnues.  

Il a été émis l’hypothèse que le variant rs2205960 localisé dans la région 5’ affectait 

l’expression de TNFSF4 (466) . Dans l’étude portant sur le lupus, les cellules homozygotes 

pour l’haplotype à risque avaient une expression augmentée de l’ARN messager et de la 

protéine OX40L. Cependant, ces résultats n’ont pas été confirmés dans la ScS.  

Les odds-ratio observés semblent faibles, mais sont compatibles avec les précédentes études 

génétiques. Ils mettent en exergue le fait que la ScS est une maladie multigénique, faisant 

intervenir une combinaison de plusieurs facteurs génétiques de susceptibilité, ayant pour 

chacun d’entre-eux un poids faible. 

Le rôle d’OX40-OX40L dans la ScS est également suggéré par l’augmentation des taux 

sériques d’OX40 chez des patients ScS (n=53) par rapport à des sujets lupiques (n= 15) ou à 
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des sujets contrôles sains (n=32) (467). De manière intéressante, les taux sériques d’OX40 

étaient plus élevés dans les formes précoces, évoluant depuis moins de 2 ans. 

Cibler la voie OX40-OX40L dans la ScS semble pertinent et permettrait d’agir sur les 

différentes cellules effectrices dans la maladie : les lymphocytes T CD4+ et CD8+ activés, les 

lymphocytes T de type Th2 dont on a précédemment vu l’effet pro-fibrotique, les 

lymphocytes T régulateurs dont le nombre et la fonction sont altérés au cours de la ScS, les 

lymphocytes B producteurs d’auto-anticorps pathogènes, les cellules endothéliales activées et 

les macrophages M2 inflammatoires. Cibler cette voie permettrait donc d’agir sur la 

vasculopathie, l’immunité innée et adaptative qui concourent toutes au processus de fibrose. 

Les expressions connues d’OX40-OX40L sur les acteurs impliqués dans la physiopathologie 

de la ScS sont résumées dans la Figure 25.  

De plus, comme nous l’avons vu précédemment, du fait de l’expression inductible, retardée et 

brève d’OX40-OX40L sur les cellules effectrices pathogènes présentes sur le site de 

l’inflammation, l’effet serait ciblé sur les cellules pathogènes, évitant ainsi les effets délétères 

infectieux observés avec les immunosuppresseurs/immunomodulateurs utilisés en pratique 

courante en rhumatologie. Ce point est crucial au cours de la ScS car les patients sont à haut 

risque infectieux du fait notamment de la fibrose pulmonaire et nous avons vu que les 

infections étaient une des causes principales de mortalité au cours de la ScS.  
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Figure 25: Expression connue d’OX40-OX40L sur les acteurs de la physiopathologie de 

la ScS
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OBJECTIF DU TRAVAIL DE THESE 

 

L’objectif de mon travail de thèse a été d’étudier l’efficacité d’une thérapie ciblée anti-

OX40L dans la ScS, par l’utilisation de modèles murins complémentaires de la maladie, afin 

de (i) mieux comprendre la physiopathologie de la maladie et notamment la relation 

inflammation-fibrose et (ii) d’ouvrir des pistes thérapeutiques pour cette maladie sévère.  

Le premier modèle utilisé a été le modèle de fibrose dermique induite par la bléomycine, car il 

s’agit d’un modèle validé, bien défini, utilisé en routine par notre équipe et pertinent 

lorsqu’on étudie une cible inflammatoire  (136,142,149,187,251,252).   

La première étape préalable au ciblage d’OX40L a été d’optimiser l’induction du modèle de 

fibrose dermique induite par la bléomycine. La première question que nous nous sommes 

posée a donc été : quels fond génétique et sexe utiliser dans ce modèle, car il peut être réalisé 

sur des souris de différents fonds génétiques. Différentes souris mâles et femelles des fonds 

génétiques les plus couramment utilisés avec ce modèle ont donc été évaluées sur le plan 

histologique. Nous avons montré que les souris mâles développaient la fibrose la plus 

marquée, en particulier les souris de fond génétique C57/BL6 et BALB/c. Les souris mâles 

C57/BL6 présentaient l’infiltrat inflammatoire le plus important, soulignant l’intérêt de ce 

fond génétique pour étudier une cible inflammatoire. Nous disposions de souris invalidées 

pour OX40L sur un fond génétique C57/BL6. Nous avons donc décidé d’utiliser des souris 

mâles C57/BL6. Dans ce modèle, différents protocoles d’injection ont été testés afin de 

déterminer la posologie et la fréquence d’injection optimales de bléomycine, puisque ces 

dernières varient selon les équipes (149,187,251).   

La deuxième question soulevée a été : quels nouveaux moyens d’évaluation utiliser ? Nous 

avons voulu déterminer si une méthode d’évaluation non-invasive de la fibrose : 

l’échographie dermique haute fréquente pouvait apporter une aide à l’évaluation cutanée dans 

le modèle murin de fibrose dermique induite par la bléomycine et également dans le modèle 

génétique tsk-1. Il s’agit d’un  modèle complémentaire qui permet d’étudier les stades tardifs 

non inflammatoires de la maladie et auquel nous avions accès.  

Notre dernier travail de recherche a eu pour objectif d’évaluer l’effet de l’invalidation et/ou de 

l’inhibition d’OX40L dans différents modèles murins complémentaires de ScS avec à la fois 

une stratégie préventive et curative. Etant donné le rôle clé en clinique de l’atteinte d’organe, 

notre approche a été enrichie par l’utilisation de souris transgéniques Fra2 qui sont un 
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nouveau modèle de ScS, caractérisées par une fibrose pulmonaire inflammatoire et une 

HTAP. L’intérêt du biomarqueur sérique OX40L soluble a également été évalué.  
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CHAPITRE 5 : TRAVAUX ORIGINAUX 

 

I. Article 1 : Effet combiné du fond génétique et du sexe dans le modèle murin de 

fibrose dermique induite par la bléomycine. 

 

COMBINED EFFECT OF GENETIC BACKGROUND AND GENDER IN A MOUSE 

MODEL OF BLEOMYCIN-INDUCED SKIN FIBROSIS 

 

Nadira Ruzehaji ,  Jerome Avouac,  Muriel Elhai,  Maxime Frechet, Camelia Frantz, Barbara 

Ruiz, Joerg H. Distler and Yannick Allanore 

 

Arthritis Res Ther. 2015 May 30;17(1):145. 

 

Le premier modèle, utilisé en routine par notre équipe et particulièrement intéressant dans le 

cadre de l’évaluation d’une cible inflammatoire a été le modèle de fibrose dermique induite 

par la bléomycine. La première question que nous nous sommes posée a été sur quels fond 

génétique et sexe induire notre modèle et quel protocole utiliser. En effet, bien que ce modèle 

ait été décrit originellement par Yamamoto, différents protocoles ont été utilisés par les 

équipes pour induire la fibrose dermique et ce sur des fonds génétiques et sexes différents 

(136,142,193,193,468). Toutefois, aucune étude n’avait jusqu’à présent comparé ces 

différents protocoles. Nous avons donc voulu comparer l’intensité de la fibrose dermique 

obtenue après injections de bléomycine chez des souris mâles et femelles, appartenant aux 3 

fonds génétiques les plus couramment utilisés. L’objectif de cette étude était d’optimiser le 

protocole d’induction de la fibrose dermique, suite aux injections de bléomycine. Dans une 

première partie, la fibrose a été induite chez des souris mâles et femelles âgées de 6 semaines 

de fond génétique BALB/c, C57/BL6 et DBA/2 (6 souris par groupe) par des injections 

locales de bléomycine (100 µL d’une solution de bléomycine à la concentration de 

0,5mg/mL) tous les 2 jours pendant 3 semaines. Des injections de NaCl étaient utilisées 

comme contrôles.  

Après 3 semaines, ont été évalués l’épaisseur dermique, le contenu en collagène de la peau 

lésionnelle et le nombre de myofibroblastes lésionnels. La fibrose était plus marquée chez les 

souris mâles que les souris femelles quel que soit le fond génétique étudié. Les souris mâles 

BALB/c et C57/BL6 étaient celles qui répondaient le mieux aux injections de bléomycine, en 

comparaison aux souris contrôles traitées par NaCl. Toutefois, le recrutement de 



 

119 
 

myofibroblastes était plus  important chez les souris mâles BALB/c. Les souris mâles 

C57/BL6 avaient l’infiltrat inflammatoire le plus important, soulignant ainsi l’intérêt de ce 

fond génétique pour une cible inflammatoire. 

Par ailleurs, dans deux études, des souris transgéniques pour OX40L (caractérisées par une 

hyperexpression d’OX40L) ont développé respectivement une pneumopathie interstitielle 

associée à un colite inflammatoire et à une auto-immunité avec présence d’auto-anticorps 

anti-ADN sériques (429) et une HTAP (469). Ces atteintes inflammatoires n’étaient observées 

que sur le fond génétique C57/BL6 et non sur le fond BALB/c. 

Ainsi, comme notre cible est impliquée dans l’inflammation, que nous disposions de souris 

invalidées pour OX40L sur un fond C57/BL6, qu’il a été mis en évidence un effet d’OX40L 

dépendant du fond génétique C57/BL6 dans des modèles de pneumopathie interstitielle et 

d’HTAP, atteintes sévères de la ScS, ce sont des souris mâles C57/BL6 âgées de 6 semaines 

qui ont été utilisées dans ce travail.  

Afin d’améliorer le protocole, nous avons également cherché à déterminer quels étaient les 

paramètres optimaux en terme de fréquence d’injection et de dosage de bléomycine. Deux 

groupes de 6 souris mâles C57/BL6 âgées de 6 semaines, ont été soumis aux injections de 

bléomycine 0,5mg/ml respectivement tous les jours ou tous les 2 jours pendant 3 semaines, 

puis évalués sur le plan histologique. Les résultats ont montré l’absence de différence en 

terme d’épaisseur dermique, une augmentation significative de la concentration en 

hydroxyproline et une tendance à une augmentation du nombre de myofibroblastes chez les 

souris injectées un jour sur deux en comparaison à celles recevant des injections quotidiennes. 

Concernant le dosage, deux groupes de  6 souris mâles C57/BL6 ont reçu respectivement des 

injections intra-dermiques de 100µL de bléomycine tous les deux jours pendant 3 semaines à 

la concentration de 0,5 mg/ml ou de 1 mg/ml. Il n’a pas été mis en évidence de différence 

entre les deux groupes pour tous les paramètres d’évaluation de la fibrose dermique.  

Donc dans notre travail, ont été réalisées des injections intra-dermiques de bléomycine à la 

concentration de 0,5mg/mL tous les 2 jours pendant 3 semaines chez des souris mâles 

C57/BL6 âgées de 6 semaines.  
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II. Article 2: Intérêt de l’échographie cutanée comme outil de mesure de la fibrose 

cutanée dans différents modèles animaux de sclérodermie systémique.  

 

PERFORMANCE OF SKIN ULTRASOUND TO MEASURE SKIN INVOLVEMENT 

IN DIFFERENT ANIMAL MODELS OF SYSTEMIC SCLEROSIS 

 

Muriel Elhai, Jerome Avouac, Carmen Marchiol, Gilles Renault, Barbara Ruiz, Maxime Frechet, 

Gilles Chiocchia, and Yannick Allanore 

Ultrasound in Med. & Biol., Vol. 39, No. 5, pp. 845–852, 2013 

 

Notre deuxième approche a consisté à déterminer si l’échographie cutanée à haute fréquence 

pouvait apporter une aide à l’évaluation cutanée chez ces animaux. L’histologie est le gold 

standard comme outil d’évaluation de la fibrose dans les modèles murins (470). Mais, elle 

nécessite le sacrifice de l’animal, est chronophage et coûteuse. Récemment, de nouvelles 

directives ont été émises par l’Union Européenne pour promouvoir le bien-être animal. Ces 

directives reposent sur la règle des 3 R (Réduire, Remplacer, Raffiner) (471) et visent à 

réduire le nombre d’animaux utilisés en expérimentation animale. Nous nous sommes donc 

intéressés à une méthode  non-invasive d’évaluation de la fibrose: l’échographie dermique. En 

effet, cet outil semble prometteur pour évaluer la fibrose dermique dans le cadre des morphées 

ou de la ScS (472–478). Et une étude a suggéré que l’échographie dermique haute-fréquence 

pourrait détecter l’épaississement cutané avec des performances comparables à l’histologie 

dans un modèle murin de GVHD (479).  

Notre objectif était de déterminer si l’échographie cutanée pourrait être utilisée comme outil 

de mesure de la fibrose dermique dans deux modèles murins complémentaires de ScS: le 

modèle de la fibrose dermique induite par la bléomycine et le modèle génétique tsk-1.  

La fibrose dermique a été induite chez des souris mâles et femelles âgées de 6 semaines et 

appartenant à des fonds génétiques différents, C57/BL6, BALB/c et DBA/1 par des injections 

intra-dermiques de bléomycine pendant 3 semaines selon le protocole déterminé par l’étude 

précédente. Des injections sous-cutanées de NaCl ont servi de contrôle. Au total, 36 souris ont 

été analysées : 3 groupes de 6 souris (3 mâles et 3 femelles) C57/BL6, BALB/c et DBA/1 ont 

reçu de la bléomycine, tandis que les 3 autres groupes similaires recevaient du NaCl. Quatre 

souris tsk-1 âgées de 5 semaines et 5 souris contrôles pa/pa ont été évaluées pour déterminer 

les épaisseurs dermique et hypodermique. L’évaluation histologique a été réalisée dans la 

zone évaluée par échographie. L’épaisseur dermique a été mesurée au  niveau dorsal par 
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échographie haute-fréquence en mode B avec une sonde de 55 MHz. Pour le modèle de 

fibrose dermique induite par la bléomycine, comme l’épaisseur dermique augmente au cours 

des trois semaines d’injection, nous avons évalué l’épaisseur dermique une fois par semaine 

pendant trois semaines. Dans le modèle murin tsk-1, du fait d’une stabilité de l’épaisseur 

cutanée au cours du temps, nous avons évalué la concordance intra-observateur: trois 

évaluations hebdomadaires de l’épaisseur dermique et hypodermique ont été réalisées chez 

toutes les souris tsk-1 et Pa/Pa.  

Il n’a pas été mis en évidence à l’échographie de différence significative d’épaisseur dermique 

entre les souris traitées par la bléomycine et celles ayant reçu du NaCl. Ces résultats étaient en 

désaccord avec les résultats histologiques qui eux démontraient une augmentation de 

l’épaisseur dermique chez les souris traitées par bléomycine en comparaison aux souris ayant 

reçu du NaCl et ce quelle que soit la souche considérée. 

Pour le modèle tsk-1, l’épaisseur hypodermique était significativement plus élevée chez les 

souris tsk-1 en comparaison aux souris Pa/Pa à l’évaluation histologique (augmentée de 406 ± 

46%; p=0,0357). En accord avec ces résultats, l’épaisseur hypodermique moyenne mesurée à 

l’échographie était significativement augmentée chez les souris tsk-1 en comparaison au 

groupe contrôle Pa/Pa (augmentée de 248 ± 3%; p=0,02). Aucune différence n’a été mise en 

évidence pour la mesure échographique de l’épaisseur dermique entre les deux groupes. Les 

mesures histologique et échographique d’épaisseur cutanée étaient bien corrélées dans ce 

modèle (r=0,79; p<0,0001). La concordance intra-observateur pour les trois mesures 

consécutives chez toutes les souris tsk-1 et Pa/Pa était 0,83 (intervalle de confiance (IC) 95%: 

[0,52-0,94]), 0,60 (IC 95%: [-0,01-0,89]) et 0,96 (IC95% : [0,87-0,99]) pour l’épaisseur 

globale, dermique et hypodermique. Ainsi,  l’échographie apparait comme un outil sensible et 

reproductible pour la détection de l’épaisseur hypodermique dans le modèle murin tsk-1. En 

revanche, elle ne semble pas adaptée à la mesure de l’épaisseur dermique dans le modèle de 

fibrose dermique induite par la bléomycine pour toutes les souris étudiées, notamment les 

mâles C57/BL6 que nous souhaitions utiliser. Ainsi, nos résultats n’ont pas permis de 

démontrer une place spécifique à l’échographie dermique dans l’évaluation des modèles 

murins de ScS.  C’est pourquoi, l’évaluation de nos souris a reposé sur l’histologie dans la 

suite de ce travail. 
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III. Article 3 : Le blocage d’OX40L protège de la fibrose inflammatoire 

 

OX40L BLOCKADE PROTECTS AGAINST INFLAMMATION-DRIVEN FIBROSIS  

Muriel Elhai, Jérôme Avouac, Nadira Ruzehaji, Olivia Amiar, Barbara Ruiz, Hassina Brahiti, 

Matthieu Ponsoye, Maxime Frechet, Anne Cauvet-Burgevin, Sonia Pezet, Jérémy Sadoine, 

Thomas Guilbert, Hisaya Akiba, Vigo Heissmeyer, Arun Subramaniam, Robert Resnick, 

André Kahan, Gilles Chiocchia, Yannick Allanore. 

 

Soumis à Journal of Clinical Investigation 

 

Comme vu précedemment, OX40-OX40L apparait comme une cible pertinente dans la ScS, 

en particulier OX40L qui semble promouvoir le signal inflammatoire et auto-immun 

(402,414). Nous avons donc cherché à déterminer la contribution fonctionnelle d’OX40L au 

phénotype clinique de la ScS. 

L’observation d’une surexpression de la protéine OX40L dans le derme des patients ScS, en 

comparaison à des sujets contrôles, en particulier dans les formes cutanées diffuses, a conforté 

l’idée qu’OX40L pourrait être impliqué dans le phénotype de la ScS. OX40L était exprimé, 

comme attendu, par les cellules inflammatoires (lymphocytes T et B) et les cellules 

endothéliales. En revanche, il a été observé pour la première fois une expression d’OX40L par 

les cellules mésenchymateuses dans la peau lésionnelle de patients ScS.  

Nous avons ensuite évalué l’effet d’une invalidation d’OX40L in vivo dans un modèle de 

fibrose dermique inflammatoire, le modèle de fibrose dermique induite par la bléomycine : les 

souris invalidées pour OX40L (ox40l-/-) étaient fortement protégées de la fibrose avec une 

diminution de l’épaisseur dermique (p=0,027), du contenu en collagène (p=0,034) et du 

nombre de myofibroblastes (p=0,044) de la peau lésionnelle suite aux injections de 

bléomycine. Cette protection du phénotype fibrosant s’accompagnait d’une diminution de 

l’infiltrat inflammatoire lymphocytaire T (p=0,029), B (p=0,016) et macrophagique 

(p=0,0291) et du relargage de cytokines pro-fibrotiques (IL-6 et TNF-α). Les voies de 

signalisation pro-fibrotiques inhibées par l’invalidation d’OX40L étaient les voies d’inhibition 

des métalloprotéases matricielles ainsi que les voies de signalisation NFκB et AP-1. Le rôle 

de NFκB et des métalloprotéases matricielles est bien connu dans la fibrose. Nous nous 

sommes donc intéressés à la voie de signalisation AP-1.  Cette voie est surexprimée dans la 

peau et les fibroblastes de patients ScS et semble favoriser la synthèse de collagène par les 
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fibroblastes (480). De plus, l’inhibition de cette voie a prévenu le développement de la fibrose 

dermique in vivo dans un modèle murin de la maladie.  

Nous avons observé une surexpression des protéines c-fos et c-jun, constituant AP-1, chez les 

souris ox40l+/+  par rapport aux souris ox40l-/- après traitement par bléomycine. C-fos était 

exprimé par les lymphocytes T et les myofibroblastes, ce qui suggère qu’OX40L peut réguler 

l’infiltrat inflammatoire et l’activation des fibroblastes par une voie de signalisation 

dépendante d’AP-1 dans ce modèle de fibrose dermique inflammatoire. 

Dans la perspective de transposer ces résultats à la recherche clinique, nous avons ensuite 

évalué l’effet d’un anticorps monoclonal neutralisant anti-OX40L dans ce modèle. Cet 

anticorps avait déjà montré son efficacité dans d’autres modèles murins de maladies auto-

immunes (416,436,440,458,481). Les souris traitées par l’anticorps ont été protégées de la 

fibrose dermique induite par la bléomycine avec une diminution significative de l’épaisseur 

dermique (p=0,002), du contenu en hydroxyproline (p=0,026) et du nombre de 

myofibroblastes (p=0,009). Par ailleurs, la tolérance a été satisfaisante avec l’absence de 

souffrance des animaux et un poids conservé.  

Mais, la situation en pratique clinique est le plus souvent celle de patients se présentant avec 

une fibrose établie; ainsi, un potentiel traitement de la ScS doit permettre non seulement de 

prévenir la fibrose, mais aussi de guérir une fibrose établie. C’est pourquoi, nous avons évalué 

l’intérêt de l’anticorps dans un modèle modifié de fibrose dermique induite par la bléomycine: 

le modèle de fibrose établie où les injections d’anticorps sont débutées après induction de la 

fibrose, soit après 3 semaines d’injections intra-dermiques de bléomycine, comme 

précedemment décrit dans l’article de revue (149). Dans ce modèle, un traitement par 

l’anticorps anti-OX40L a non seulement prévenu l’aggravation de la fibrose, mais a aussi 

permis d’induire la régression d’une fibrose établie: l’épaisseur dermique a diminué de 26% 

(p=0,002), le contenu en collagène de 22%  (p=0,020) et le nombre de myofibroblastes de 42 

% (p=0,027).  

Pour mieux préciser le rôle d’OX40L dans le remodelage de la matrice extracellulaire, le 

modèle murin de cicatrisation cutanée après excision de peau a été utilisé. Les résultats 

obtenus ont confirmé le rôle d’OX40L dans la phase inflammatoire du remodelage matriciel 

avec un  défaut de cicatrisation sept jours après l’excision cutanée chez les souris ox40l-/- et 

chez les souris traitées par l’anticorps anti-OX40L à forte dose, sans différence à la phase 

tardive non inflammatoire de la cicatrisation.  

Afin d’évaluer l’effet d’OX40L dans la fibrose dermique non inflammatoire, un modèle murin 

complémentaire a été utilisé: le modèle génétique tight-skin 1 (tsk-1) (482). 
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Ce modèle est caractérisé par une fibrose hypodermique prédominante. Les fibroblastes issus 

de la peau de souris tsk-1 présentent un état activé, pro-fibrotique qui persiste après plusieurs 

passages in vitro (483).   

Nous avons croisé des souris tsk1+/pa ox40l+/+ avec des souris pa/pa ox40l-/- pour obtenir 

(après 2 croisements successifs) des souris tsk1+/pa ox40l-/-. Au total, 4 souris tsk-1/ox40l-/- 

et 5 souris tsk-1/ox40l+/+ ont été générées (Figure 26).  A 10 semaines, les souris ont été 

sacrifiées pour analyse histologique.  Le phénotype fibrotique attendu des souris tsk-1 était 

bien observé avec une augmentation significative de l’épaisseur hypodermique et du contenu 

en hydroxyproline, par rapport aux souris contrôles pa/pa. Une tendance non significative à la 

diminution de l’épaisseur hypodermique (p=0,6857) et de la concentration en hydroxyproline 

(p=0,286) a été observée chez les souris tsk-1 invalidées pour OX40L en comparaison aux 

souris tsk-1 exprimant OX40L (Figure 27).  

Compte-tenu de ces résultats douteux, une approche complémentaire a consisté à traiter les 

souris tsk-1 par l’anticorps anti-OX40L (n=5) ou par l’anticorps contrôle (n=4). Les résultats 

ont confirmé l’absence d’effet de l’anticorps anti-OX40L avec l’absence de différence 

d’épaisseur hypodermique ou de contenu en hydroxyproline. 

 

Figure 26 : Génotypage des souris tsk-1+/tnfsf4-/- 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Est représenté le génotypage des souris pour la détection des souris tsk-1+/tnfsf4-/- après croisement de souris tsk-1+/tnfsf4+/- avec 

des souris pa/pa tnfsf4-/-. Les puits dans lesquels ont été déposées les amorces de Tnfsf4 et Tsk-1 sont représentés ainsi que le profil 

de migration attendu des bandes (tnfsf4 : bande de 204 paires de bases (pdb) ; tsk bande attendue entre 200 et 300 pdb). Les souris  

n’exprimant pas tnfsf4 sont marquées par des flèches noires, celles exprimant tsk-1 par des flèches blanches. Les souris invalidées 

pour tnfsf4 et exprimant tsk-1 sont les souris 2, 4, 6 et 8.  
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Figure 27 : Les souris invalidées pour OX40L ne sont pas protégées de la fibrose dans le 

modèle murin tsk-1. 

 

(A) Sections cutanées colorées à l’hématoxyline-éosine après grossissement au  x40 de souris Pa/Pa contrôles 

(n=5), de souris Tsk-1 exprimant OX40L (ox40l+/+/tsk-1) (n=5) et de souris Tsk-1 invalidées pour OX40L 

(ox40l-/-/tsk-1) (n=4). (A-B) L’épaisseur hypodermique n’était  pas significativement différente entre les 

souris  ox40l+/+/tsk-1 et ox40l-/-/tsk-1. (C) Le contenu en hydroxyproline n’était pas significativement 

different entre les souris  ox40l+/+/tsk-1 et ox40l-/-/tsk-1. Les résultats sont représentés avec la moyenne ± 

SEM. Les souris contrôles sont les souris  pa/pa, dont les résultats sont définis comme égaux à 1; les résultats 

obtenus chez les souris sont normalisés par rapport à cette valeur. 

 

Etant donné le rôle clé en clinique de l’atteinte d’organe, notre approche a été enrichie par 

l’utilisation de souris transgéniques fra-2, qui sont un nouveau modèle de ScS, caractérisées 

par une fibrose pulmonaire inflammatoire et une HTAP (176,177). De manière intéressante, 

nous avons observé une augmentation d’expression d’OX40 et OX40L par PCR quantitative 
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(Taqman) dans la peau et le poumon de nos souris fra-2, en comparaison à des souris wt 

(Figures 28 et 29).    

 

Figure 28 : Expression par PCR quantitative d’OX40 et OX40L dans la peau de souris 

wild type (wt) et Fra2 

 

Il n’y a pas de différence d’expression d’OX40 entre les souris wild type (wt) (n=13) et les souris 

transgéniques pour fra-2 (n=14). En revanche, OX40L est surexprimé dans la peau des souris fra-2 par 

rapport aux souris wt. L’expression est représentée sous forme d’expression relative. La médiane est 

représentée. ** : p<0,01 

 

 

 

 

Figure 29 : Expression par PCR quantitative d’OX40 et OX40L dans le poumon de 

souris wild type (Wt) et Fra-2 

 

 
OX40 et OX40L sont surexprimés dans le poumon des souris fra-2 (n=10) par rapport aux souris wt (n=10). 

L’expression est représentée sous forme d’expression relative. La médiane est représentée.  

***: p<0,001; **** : p<0,0001 
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L’évaluation pulmonaire par micro-scanner a montré que les souris fra-2 traitées par 

l’anticorps contrôle avaient avec une fibrose pulmonaire inflammatoire qui n’était pas 

présente chez les souris fra-2 traitées par l’anticorps anti-OX40L ou chez les souris contrôles 

(p<0,01). Par ailleurs, la capacité pulmonaire fonctionnelle était abaissée chez les souris fra-2 

traitées par l’anticorps contrôle en comparaison aux souris fra-2 traitées par l’anticorps anti-

OX40L (p<0,001) sans différence entre le groupe traité par l’anticorps anti-OX40L et le 

groupe wt.  

L’histologie a mis en évidence un aspect de pneumopathie interstitielle non spécifique avec 

un infiltrat interstitiel inflammatoire prédominant, comme cela est observé au cours de la ScS. 

Le score de fibrose était plus important chez les souris fra-2 traitées par l’anticorps contrôle 

versus celles recevant l’anticorps anti-OX40L (p=0,032) (484). La concordance entre les deux 

examinateurs pour la cotation de la fibrose était bonne avec un score kappa égal à 0,791, 

IC95% [0,688-0,894]. Le contenu en collagène était réduit de 23% chez les souris Fra-2 

traitées par l’anticorps anti-OX40L (p=0,029).  

Par ailleurs, les souris fra-2 traitées par l’anticorps contrôle avaient des signes de 

vasculopathie avec une occlusion vasculaire présente chez 42,9% d’entre-elles versus 0% des 

souris WT ou des souris fra-2 traitées par l’anticorps anti-OX40L (p=0,02). Cette HTAP était 

marquée par un infiltrat inflammatoire péri-vasculaire très important, comme cela est observé 

au cours de la ScS. Le marquage pour l’α-SMA a confirmé le remodelage vasculaire  avec 

une occlusion ou une muscularisation de la paroi des vaisseaux chez 71% des souris fra-2 

traitées par l’anticorps contrôle, tandis que ce n’était pas observé chez les souris fra-2 traitées 

par l’anticorps anti-OX40L ou chez les souris wt. Ce remodelage vasculaire chez les souris 

fra-2 traitées par l’anticorps contrôle a été conforté par les données de microscopie optique 

par génération de seconde harmonique avec une distribution préférentiellement périvasculaire 

des fibres de collagène.  

Enfin, nous avons voulu évaluer l’intérêt du dosage sérique de la forme soluble d’OX40L 

comme biomarqueur potentiel au cours de la ScS. Les données transversales des sérums 

collectés dans notre cohorte de patients ont confirmé son intérêt avec des taux augmentés chez 

les patients ScS (n=177) en comparaison aux sujets contrôles sains (n=100) (p<0.001), en 

particulier dans les formes cutanées diffuses et les formes associées à une HTAP. 

Les données longitudinales ont montré son intérêt comme biomarqueur pour identifier les 

patients à risque de progression sévère puisqu’un taux sérique élevé d’OX40L soluble à 

l’inclusion était prédictif d’une aggravation de la fibrose dermique et pulmonaire au cours du 

suivi avec un risque multiplié respectivement par 8 et par 4 (p<0.0001).  
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Nos résultats confirment la contribution d’OX40L au phénotype inflammatoire et vasculaire 

de la ScS et suggèrent que son blocage pourrait être un traitement potentiel de la ScS et peut-

être d’autres maladies fibrosantes. Ce travail met en exergue la relation inflammation-fibrose 

dans la physiopathologie de la ScS.  
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OX40L blockade protects against inflammation-driven fibrosis. 
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ABSTRACT 

Treating fibrosis represents a critical unmet need, since fibrosis is the leading cause of death 

in industrialized countries and there is no effective therapy to counteract the fibrotic process. 

The development of fibrosis relates to the interplay between vessel injury, immune cell 

activation and fibroblast stimulation, which can occur in various tissues. Immunotherapies 

have been a breakthrough in the treatment of immune diseases. The OX40-OX40L axis is 

emerging as a new potential target offering the advantage of a targeted approach on co-

stimulatory signals with limited impact on the whole immune response. We report compelling 

evidence supporting that blockade of OX40L is a promising strategy for the treatment of 

inflammation-driven fibrosis using systemic sclerosis as a prototypic disease.  OX40L 

blockade prevents inflammation-driven skin, lung and vessel fibrosis and induces the 

regression of established dermal fibrosis in different complementary mouse models. OX40L 

exerts potent pro-fibrotic effects by promoting the infiltration of inflammatory cells into 

lesional tissues and therefore the release of pro-inflammatory mediators, thereafter leading to 

fibroblast activation. We have identified soluble OX40L as a promising serum biomarker to 

predict the worsening of lung and skin fibrosis. OX40L appears as an attractive target in 

inflammation-driven fibrosis.  
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INTRODUCTION 

Despite contributing to as much as 45% of deaths in the industrialized countries, little 

progress has been made in deciphering fibrotic diseases until now (1). Nonetheless, it has 

been demonstrated that pulmonary, renal, hepatic and even dermal fibrosis share common 

pathways, which drive the pathologic events. Fibrosis occurs as a result of sustained injury to 

the epithelium, which causes the overproduction of cytokines and growth factors. These latter 

promote the recruitment and differentiation of mesenchymal cell precursors into 

myofibroblasts, which produce high amounts of collagen and other extracellular matrix 

proteins. Under normal conditions, at the end of the repair, the myofibroblasts undergo 

apoptosis and the fibrosis resolves restoring normal tissue. In fibrotic diseases, the normal 

repair and resolution processes are disrupted and the fibrotic reaction persists, leading to 

scarring and progressive impaired organ function.  

Systemic sclerosis (SSc) is an autoimmune T cell disease, which is defined by scleroderma, 

i.e. pathological fibrosis of the skin, but also of internal organs such as lungs (2). Therefore, 

SSc is considered as a prototype entity for fibrotic diseases to study the pathogenesis of 

fibrosis and particularly the links between inflammation/auto-immunity and fibrosis.  

Immunotherapies have been a breakthrough in several autoimmune diseases, such as 

rheumatoid arthritis, but are associated with an increased risk of infections (3). An emerging 

therapeutic approach for T-cell-mediated diseases is to target the antigen-specific T cells 

involved in the disease, without leading to generalized immunosuppression (4). The OX40-

OX40 ligand (OX40L) pair, which is involved in late T-cell co-stimulatory signal and 

transiently expressed following antigen recognition, fits with these criteria (5, 6).  

It has been demonstrated in several animal models of autoimmune and inflammatory diseases, 

that blocking OX40-OX40L was effective in reducing clinical symptoms (4, 7–17). In fibrotic 

conditions such as scleroderma, this therapeutic approach has not been evaluated yet. Genetic 
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data have shown that TNFSF4, which encodes for OX40L, is a SSc susceptibility gene, 

suggesting a potential role of this pathway in this disease, although the functional effects of 

the variants are not known (18–20). In addition, preliminary results have shown that serum 

soluble OX40 levels were significantly increased in SSc patients as compared to healthy 

individuals (21).  

OX40L blockade was shown to be more effective than OX40 blockade in reducing 

autoimmunity in the murine model of collagen-induced arthritis (22). Therefore, we chose to 

target OX40L in complementary experimental mouse models. Using both gene inactivation 

strategy and targeted molecular approach, we herein demonstrate that blocking OX40L 

prevents from inflammation-driven dermal fibrosis, fibrosing alveolitis and lung vessel 

remodeling, supporting that  anti-OX40L antibody is a promising strategy for the treatment of 

inflammatory stages of fibrotic diseases. In addition, we show that soluble OX40L may be a 

reliable biomarker for prediction of skin and lung fibrosis worsening. 
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RESULTS 

OX40L is overexpressed in the skin of SSc-patients 

To determine whether targeting OX40L-OX40 axis in SSc may be relevant, we investigated 

OX40L expression in lesional skin taken from SSc patients. OX40L protein expression was 

detectable ex vivo by immunohistochemistry in the skin of the 8 SSc-patients and the 5 age-

matched healthy individuals recruited. However, the intensity of immunostaining for OX40L 

was 3.6 fold higher in the lesional skin of SSc-patients compared to controls (p=0.003). 

Among SSc-patients, a 1.9-fold increased OX40L expression was observed in patients with 

the diffuse cutaneous subset compared to patients with the limited cutaneous subtype 

(p=0.036) (Fig. 1, c-d). 

Positive staining for OX40L was mostly detected in the germinal layer of epidermis as well as 

in several cell lines in the dermis (Fig. 1, a-b).  As expected, we identified OX40L expression 

in CD3 and CD22 positive cells (Fig. 2, a-b), confirming the known expression of OX40L by 

B and T cells (6). As previously reported in the literature, OX40L was also expressed by 

endothelial cells (Fig. 1b) (6). Of the most interest, intensive staining for OX40L was also 

observed in CD90 positive as well as α smooth muscle actin (α-SMA) positive cells in the 

skin of SSc-patients (Fig. 2, c and d), suggesting that OX40L is expressed by fibroblasts and 

myofibroblasts in fibrotic skin. In addition, in vitro experiments further supported the 

expression of OX40L by primary human dermal fibroblasts from both SSc-patients and 

healthy control subjects (Fig. 2, e). 

OX40L deficient mice are protected from bleomycin-induced dermal fibrosis 

To study OX40L-OX40 axis in the development of inflammation-driven dermal fibrosis, we 

evaluated the outcome of mice lacking OX40L (ox40l-/-) in the model of bleomycin-induced 

dermal fibrosis (23–25). Skin architecture did not differ between ox40l+/+ and ox40l-/- mice. 

However, ox40l-/- mice were markedly protected from bleomycin-induced fibrosis: the mean 
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± SEM increase in dermal thickness was 24 ± 6% in ox40l+/+ mice, as compared with 6 ± 7% 

in ox40l-/- mice (p=0.027). Thus, dermal thickening upon bleomycin challenge was reduced 

by 13±7 % in ox40l-/- mice compared to ox40l+/+ mice (p=0.027) (Fig.3, a). Consistent with 

decreased dermal thickening, reduced accumulation of collagen upon bleomycin challenge 

was observed on trichrome stained skin sections of ox40l-/- mice. In addition, the 

hydroxyproline content in lesional skin of ox40l-/- mice was significantly lower than in the 

skin of ox40l+/+ mice, with a decrease of 19 ± 8 % (p=0.034) (Fig.3, b). The number of 

myofibroblasts upon challenge with bleomycin was also significantly reduced by 57 ± 32 % 

(p=0.044) in ox40l-/- mice as compared to ox40l+/+ mice (Fig.3, c). 

OX40L invalidation reduces T cell, B cell and macrophage infiltration in lesional skin of 

mice challenged with bleomycin 

To analyze whether OX40L influences the outcome of bleomycin-induced fibrosis by 

regulating inflammatory infiltrates, we next counted the number of T cells, B cells and 

macrophages in lesional skin. T cell counts detected by immunohistochemistry for CD3 were 

reduced in lesional skin by 64 ± 8 % in ox40l-/- mice as compared to ox40l+/+ mice treated 

with bleomycin (p=0.029) (Fig. 4, a). Upon bleomycin challenge, a significant decrease of 

CD22 B cells and CD68 macrophages cells was observed in ox40l-/- mice compared to 

control mice (71 ± 9 %, p=0.016 and 74 ± 3 %, p=0.029 respectively) (Fig. 4, b and c). 

OX40L invalidation reduces levels of proinflammatory cytokines in the lesional skin of 

mice challenged with bleomycin 

To further characterize the mechanisms involved in protection from fibrosis following OX40L 

invalidation, the levels of different cytokines were determined in the lesional skin. Compared 

to ox40l+/+ mice subjected to bleomycin treatment, ox40l-/- mice showed reduced levels of 

cytokines that have been implicated into inflammation and fibrosis such as interleukin (IL)-6 

(reduction of 56 ± 9 %, p=0.029) and tumor necrosis factor-α (TNFα) (reduction of 66 ± 2 %, 
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p=0.016) in the lesional skin. Conversely, no difference in the levels of IL-4 and IL-10 was 

observed between ox40l-/- and ox40l+/+ mice following bleomycin injections (Fig. 4, d), 

whereas there was a trend for decreased IL-17 and interferon-γ (IFN γ), but not reaching 

significance.  

Invalidation of OX40L induces gene expression changes in the lesional skin of mice 

challenged with bleomycin 

To identify downstream pathways affected by OX40L inhibition, we performed a microarray 

analysis comparing genes expression between ox40l+/+ and ox40l-/- mice submitted to 

bleomycin injections. Ingenuity pathway analysis performed on a set of genes selected by a 

fold change ≥ 1.5 and a p-value <0.05 identified five top key cell functions and five canonical 

pathways (Table 1). Among these, inhibition of matrix metalloproteinase (MMP) appeared as 

very relevant in the context of fibrosis (p=0.020) (Table 1). The main genes belonging to this 

pathway were MMP-28, thrombospondin-2 and tissue factor pathway inhibitor-2.  

Another approach based on gene set enrichment analysis identified two downstream signaling 

pathways downregulated in OX40L deficient mice: nuclear factor-kappa B (NF-κB), which is 

a central mediator of OX40 signals, and activator protein 1 (AP-1), which has been barely 

reported yet (Table 1). 

OX40L regulates inflammatory and myofibroblast lesional skin infiltration through AP-

1  

We next aimed to determine whether OX40L inhibition leads to decreased AP-1 signaling. To 

this end, we performed immunohistochemistry and immunofluorescence staining for 2 well-

known constituting AP-1 proteins (c-fos and c-jun) in lesional skin from ox40l+/+ and ox40l-

/- mice after bleomycin injections. Decreased expression of c-fos was observed in ox40l-/- 

mice submitted to bleomycin injections (Fig. 5 a). c-fos was detected on T cells and 

myofibroblasts (Fig. 5 b and c). In addition, the number of c-fos expressing myofibroblasts 
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was significantly reduced in the lesional skin of ox40l-/- mice challenged with bleomycin, 

compared to wild type mice (p=0.0260) (Fig. 5 d). Similar results were observed with c-jun 

(data not shown). 

OX40L mAb protects from the development of bleomycin-induced fibrosis 

Following the promising results of the gene inactivation strategy, we have developed a 

molecular targeted strategy based on the use of a neutralizing monoclonal antibody against 

murine OX40L. This monoclonal antibody has previously demonstrated its efficacy in other 

experimental models of autoimmune diseases (10, 11, 13, 26). No toxicity was observed upon 

3 weeks of treatment with anti-OX40L antibody. Moreover, weight loss was <10% and no 

significant reduction of the food consumption of the mice was observed (data not shown). 

Treatment with anti-OX40L mAb significantly reduced dermal thickening by 31 ± 6 % 

(p=0.002) (Fig. 6, a). Consistent with these results, we observed a reduced accumulation of 

collagen upon bleomycin challenge on trichrome stained skin sections of mice treated with 

anti-OX40L mAb as compared to those receiving control IgG (Fig. 6, b). Similarly, in lesional 

skin, the hydroxyproline content and the number of myofibroblasts were also efficiently 

reduced upon inhibition of OX40L: the hydroxyproline content was decreased by 18 ± 5 % 

(p=0.026) (Fig. 6, b) and the number of myofibroblasts by 74 ± 67 % (p=0.009) (Fig. 6, c). 

OX40L mAb induces the regression of established fibrosis in the modified bleomycin 

model 

Although the prevention of fibrosis can be regarded as a key aim in the treatment of SSc, the 

clinical situation is most often characterized by patients who present with already established 

fibrosis. Therefore, we further addressed the antifibrotic effects of anti-OX40L mAb in a 

modified bleomycin model, i.e. a model of established fibrosis. After induction of the fibrosis, 

we observed that treatment with anti-OX40L mAb induced a regression of established 

fibrosis. Upon 6 weeks of bleomycin challenge, dermal thickness decreased by 26 ± 3 % 
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(p=0.002) in mice treated with anti-OX40L mAb for the last 3 weeks as compared to mice 

treated with control IgG (Fig.7, a). The collagen content was also reduced by 22 ± 7 % 

(p=0.020) and the number of myofibroblasts by 42 ± 6 % (p=0.027) (Fig.7, b and c).  

OX40L inhibition interferes with early inflammatory stages of wound healing  

To further explore the role played by OX40L in extracellular matrix remodeling, we used the 

murine model of excisional wound healing (27). After wounding, ox40l-/- mice displayed an 

increase in wound area, wound diameter and wound gape at day 7, but without significant 

difference at day 14 (Fig. 8, a-e). Complete wound closure occurred at day 14 after wounding 

in both ox40l+/+ and ox40l-/- mice. We also analyzed the effect of the anti-OX40L mAb and 

different doses of treatment in this model. We observed a dose effect at day 7 (Fig. 8, f-i), but 

there was no significant difference at day 14 and complete wound closure occurred in both 

groups. 

OX40L mAb does not protect from non-inflammatory skin fibrosis in the tight skin 1 

mouse model 

Next, we aimed to determine whether OX40L inhibition was efficient in an inflammation-

independent model of skin fibrosis, the tight skin 1 (tsk-1) mouse model (28, 29). The tsk-1 

phenotype is caused by a dominant mutation in the fibrillin-1 gene (29). Tsk-1 mice are 

characterized by accumulation of collagen fibers in the hypodermis. Tsk-1 mice are a model 

for later, inflammation-independent, stages of scleroderma. To investigate the role of OX40L 

in this model, Tsk-1 mice were treated with anti-OX40L mAb and were compared to Tsk-1 

mice treated with control mAb. We did not observe any difference for hypodermal thickening 

and collagen content in the skin of Tsk-1 mice treated with anti-OX40L mAb as compared to 

those treated with control mAb (Fig. 9, a and b). 

OX40L mAb protects from fibrosing alveolitis in the Fra-2 transgenic mouse model  



 

159 
 

Given that interstitial lung involvement and pulmonary arterial hypertension (PAH) are key 

prognostic factors in SSc (30), we aimed to assess the effects of OX40L pharmacological 

inhibition in a new model: the Fra-2 transgenic mice exhibiting these severe involvements 

(31, 32). Indeed, these mice are characterized by non-specific interstitial pneumonia 

associated with severe vascular remodeling of pulmonary arteries leading to PAH. 

Interestingly, Fra-2 transgenic mice displayed an increased expression of OX40 and OX40L, 

assessed by quantitative PCR (Taqman), in the skin and in the lungs as compared to control 

mice (data not shown). Treatment by anti-OX40L mAb was well tolerated with no weight loss 

(mean weight before sacrifice: 22.51 ± 1.05 in control mice, 22.37 ± 1.49 in Fra-2 mice 

treated with control antibody and 23.41 ± 1.19 in Fra-2 mice receiving anti-OX40L mAb). 

Clinical score of welfare was equal to 0 in all mice but two (two Fra-2 mice receiving 

respectively control antibody and anti-OX40L antibody with a score equal to 1/3). Fra-2 mice 

treated with control IgG had higher lung density (in Hounsfield Units (HU)) at micro-CT 

(computed tomography) analysis as compared to C57/BL6, consistent with fibrosing alveolitis 

(mean HU: -418.22 HU vs. -494.29 HU, p= 0.007) (Fig. 10 a). Fra-2 mice treated with anti-

OX40L mAb displayed significant decrease in lung density as compared to Fra-2 mice 

receiving control IgG (mean HU: -505.83 HU, p=0.004) without significant difference with 

control C57/BL6 mice (Fig. 10 c). Furthermore there was a loss of aerated lung volume in 

Fra-2 mice treated with control IgG, distinguishable from the normal lungs of control 

C57/BL6 mice, reflecting restrictive lung disease. Functional residual capacity (FRC) was 

significantly decreased in Fra-2 mice treated with control IgG, as compared to control 

C57/BL6 with a FRC/total lung volume equal to 44.7% versus 77.4% (p<0.001). Fra-2 mice 

receiving anti-OX40L mAb had higher residual capacity with a FRC/lung volume equal to 

71.4% (p<0.001 as compared to Fra-2 mice treated with control IgG), which was not 

significantly different from control C57/BL6 mice (Fig. 10. b and d).  
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Lung specimens from Fra-2 mice treated with control IgG exhibited SSc-like features of non-

specific interstitial pneumonia with large patchy areas of lung parenchyma characterized by 

both diffuse cellular inflammation and collagen deposition (33). Lung fibrosis histological 

score was significantly higher in Fra-2 mice treated with control IgG, as compared to those 

receiving anti-OX40L mAb (mean score: 4.69 versus 2.69; p=0.032) (Fig. 11 a and b). Lung 

fibrosis score was moderately correlated with density lung score (rho: 0.470, 95% CI: 

[0.0913-0.729]; p=0.018) and highly correlated with FRC/lung volume (rho: -0.846, 95% CI: 

-0.930 -0.677]; p<0.001). Consistent with CT and histological analysis, hydroxyproline 

content was reduced by 23 ± 9 % in Fra-2 mice treated with anti-OX40L mAb (p=0.029) (Fig. 

11 c). Second harmonic generation showed a preferential perivascular distribution of fibrosis, 

which was consistent with fibrosing alveolitis (Fig. 11 d). Scoring of fibrillar collagen 

deposits confirmed an increase in collagen scoring in Fra-2 mice receiving control IgG, as 

compared to control mice and Fra-2 mice treated with anti-OX40L mAb (p=0.0002 and 

p=0.0093, respectively) (Fig. 11 e). 

OX40L mAb protects from pulmonary arterial hypertension (PAH) in the Fra-2 

transgenic mouse model 

We next aimed to determine the effects of anti-OX40L mAb to prevent the development of 

PAH in Fra-2 tg mice (30, 31). Typical histological features of these mice consist on intimal 

thickening, medial hypertrophy, perivascular infiltrates and adventitial fibrosis (31).  Increase 

in wall thickness and occlusion of pulmonary arteries, associated with massive perivascular 

inflammatory infiltrates, resembling SSc-associated PAH, were more frequently detected in 

Fra-2 tg mice treated with control antibody as compared with wildtype (wt) mice or Fra-2 

mice receiving anti-OX40L antibody (Fig. 12 a ). Obliterated vessels were undetectable in wt 

mice and Fra-2 mice treated with anti-OX40L (0%) whereas the percentage of obliterated 

vessels was increased to 42.9 % in Fra-2 tg mice receiving control antibody (p=0.02). 
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Consistently, Fra-2 transgenic mice treated with control IgG exhibited increased 

muscularization in vessel walls of small pulmonary arteries with higher frequencies of 

completed muscularized or occluded vessels (5/7; 71.4%) as compared to control C57/BL6 

mice (0/10; p=0.003) and Fra-2 mice treated with anti-OX40L mAb (0/8; p=0.007) (Fig. 12 

b). We next assessed the role of endothelial to mesenchymal transition in development of 

PAH in Fra-2 mice by costaining for α-SMA and CD31 and did not observe co-expression of 

both markers in vessel wall, suggesting that PAH in this model was rather explained by 

differentiation of resident fibroblasts into myofibroblasts than endothelial to mesenchymal 

transition (Fig. 12 c). This proliferation was decreased in Fra-2 mice treated with anti-OX40L 

antibody.  

Soluble OX40L as a new biomarker of fibrosis: clinical implications for human disease 

To investigate the relevance of soluble OX40L as a biomarker of fibrosis in SSc, we 

measured OX40L serum concentrations. Soluble OX40 levels, measured by ELISA were 

significantly higher in SSc-patients (n=177) than in healthy controls (n=100) in a cross-

sectional analysis (Fig. 13). SSc-patients stratification showed that OX40L serum levels were 

increased in patients having the diffuse cutaneous subset as compared to those with the 

limited one (Fig. 13, a). Looking at the predictive value of OX40L concentrations, 

longitudinal analyses of our cohort of SSc-patients showed that high level of serum OX40L at 

baseline (defined by a level higher or equal to 95% percentile of healthy patients, i.e. 8.4370 

ng/ml) was highly predictive of worsening of dermal fibrosis during the follow-up (HR 

(Hazard ratio): 8.28, 95% CI (confidence interval) [2.11-32.5]; p<0.0001) (Fig. 13, b). 

Regarding interstitial lung disease, there was no association between presence of fibrosing 

alveolitis in SSc-patients (n=133) and serum levels of OX40L. However, the longitudinal 

study showed that a high level of serum OX40L at baseline was predictive of pulmonary 

worsening (defined by appearance of fibrosing alveolitis on high resolution CT or a decrease 
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in forced vital capacity of at least 10% during follow-up) (HR: 4.2994, 95% CI :1.5173 -

12.1827, P<0.0001) (Fig. 13 c). 

PAH-SSc patients had higher levels of serum OX40L at baseline (n=8; mean (± SD):  6.74 (± 

3.31)) than patients without (n=169; mean (± SD):  4.99 (± 3.29)) (Fig. 13 d). The follow-up 

showed that patients with elevated serum OX40L at baseline had a trend for developing PAH 

de novo more frequently than patients with low serum OX40L at baseline (HR: 3.64, 95% CI 

[0.32-41.02]; p=0.13), which did not reach statistical significance (data not shown). 
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DISCUSSION 

Our study provides the first evidence that OX40L, a costimulatory molecule required for full 

activation of T cells, is implicated in the development of inflammation-driven skin, lung and 

vessel fibrosis. 

SSc is the ideal disease to study the events that preclude the onset of fibrosis since both the 

immune component and typical fibrotic events coincide in this condition. We identified 

increased OX40L expression in the lesional skin of SSc-patients, with prominence in SSc 

patients with the diffuse cutaneous subset. This is of importance since diffuse SSc is defined 

by the highest extent of skin fibrosis and because this subset carries high morbidity and 

mortality (34). In addition to the expected expression of OX40L in perivascular T and B cells 

(6), we observed an expression not previously reported of OX40L by activated dermal 

fibroblasts, which suggests that mesenchymal cells can be directly activated by OX40/OX40L 

pathway, thus promoting collagen synthesis and fibrosis. Next, we showed that OX40L 

inhibition, through complementary gene inactivation and targeted molecular strategies, 

prevented and even induced the regression of bleomycin-induced dermal fibrosis. This widely 

used model mimics early and inflammatory stages of SSc. It is characterized by dense 

inflammatory infiltrates in lesional skin, which contribute to the activation of resident 

fibroblasts by the release of profibrotic mediators. OX40L blocking exerted antifibrotic-

effects in this model by decreasing the infiltration of T cells into lesional skin. This is in line 

with the data already reported in other preclinical models of autoimmune disorders, in which 

the protection from the disease obtained with OX40L inhibition was related to the reduction 

of T-cell accumulation in the lesional tissue (4, 5, 8, 12, 35). Consistent with increased 

OX40L expression on B cell and monocyte/macrophage populations reported in patients with 

systemic lupus, sepsis and chronic hepatitis (36), we also observed a marked reduction of B 

cell and macrophage infiltrates in ox40l-/- mice upon bleomycin injections.  
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Our data support that OX40L regulates the cytokine balance toward a proinflammatory and 

profibrotic profile. Indeed, lower levels of TNF-α and IL-6 were found in OX40L deficient 

mice subjected to bleomycin injections. These cytokines have been implicated in the 

activation of fibroblasts, collagen synthesis and subsequent fibrosis (37–40). This finding is 

consistent with the previous description of enhanced production of TNF-α and IL-6, through 

OX40/OX40L interaction (41). Reduced IL-6 release after OX40L invalidation has also been 

described in the murine model of encephalomyelitis (12).  

NF-κB is one of the central mediators of OX40 signaling (42). This is in agreement with our 

microarray analysis, which revealed reduced NF-κB signaling in the lesional skin of ox40l-/- 

mice upon bleomycin treatment. We also identified AP-1 as a downstream signaling pathway 

of OX40L in the lesional skin of ox40l-/- mice. This finding has been scarcely reported yet, 

but  is consistent with the upregulation of c-jun and c-fos mRNA observed in activated 

endothelial cells after binding OX40L (43). Interestingly, AP-1 is implicated both in 

inflammatory response and fibrosis. AP-1 is upregulated in a TGF--dependent manner in 

SSc and pharmacological inhibition of AP-1 prevents the pathological activation of dermal 

fibroblasts and the development of experimental dermal fibrosis (44). The reduced expression 

of c-jun and c-fos observed on T cells and fibroblasts from ox40l-/- mice upon bleomycin 

challenge suggests that OX40L may regulate inflammation and fibroblast activation through 

AP-1 signaling in inflammation-driven skin fibrosis. 

The results obtained in the bleomycin model were in line with the findings observed in the 

cutaneous wound-healing model. We showed that OX40L inhibition was associated with 

delayed healing at day 7, suggesting that OX40 interferes only with the early inflammatory 

phases of wound repair, which are an essential prerequisite for scarring (45, 46). This result 

further supports that OX40L regulates inflammation-dependent extracellular matrix 

remodeling. Blocking OX40L with a specific mAb did not display antifibrotic properties in 
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the Tsk-1 mouse model, characterized by endogenous activation of fibroblasts independent 

from inflammation, supporting that inflammatory environment is required for OX40L to exert 

profibrotic effects. 

In addition to skin fibrosis, our results highlight the substantial interest of blocking OX40L to 

prevent severe organ damages characterizing SSc. Treatment with OX40L mAb markedly 

prevented fibrosing alveolitis in the Fra-2 transgenic mouse model, by reducing inflammatory 

infiltrates, which are prominent features of this mouse model. Consistently, OX40L 

transgenic mice spontaneous develop interstitial pneumonia with  inflammatory cells in the 

alveolar septa of lung sections, accompanied by significant production of anti-DNA antibody 

(14). This result is of particular importance since fibrosing alveolitis is the leading cause of 

death in SSc and no efficient therapy is yet available to treat this devastating condition (30, 

47). Furthermore, Fra-2 transgenic mice receiving anti-OX40L antibody had reduced 

perivascular inflammatory infiltrates and were protected against vessel remodeling leading to 

PAH, the most extreme vascular phenotype of SSc (31, 32). Consistently, OX40L transgenic 

mice spontaneously develop severe PAH associated with massive lymphocytic perivascular 

infiltration (48). Thus, OX40L inhibition may have the potential to address several aspects of 

SSc-PAH pathology, which are not covered by current therapies, which mostly act through 

vasoconstriction relief. However, fighting inflammation is a very appealing complementary 

strategy since both endothelial dysfunction and inflammation are intertwined with the 

initiation and progression of PAH.  

In idiopathic PAH, proliferative vasculopathy results both from endothelial to mesenchymal 

transition and from differentiation of resident fibroblasts into myofibroblasts. Our results 

suggest that the second mechanism is prominent in Fra-2 transgenic mice and, of the most 

interest, this proliferation was decreased in mice treated with anti-OX40L antibody.  

In OX40L transgenic mice, an increase in IL-13 and IL-17 and a decrease in regulatory T 
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cells was noticed (48). IL-13 and regulatory cells were not studied in our work, but we 

observed no effect of OX40L blockade on Th2 cytokines unlike previous reports  (14, 49). 

We observed a trend for a decrease in IL-17 in ox40l-/- mice submitted to bleomycin 

injections, but it did not reach significance, maybe because the increase after bleomycin 

injections in ox40l+/+ mice was too low.  

Taken together, our results may have direct implications, since a human monoclonal anti-

OX40L antibody is available and preliminary phase-2 data reported that it was well tolerated 

in patients with mild allergic asthma (50).  

Fibrosis is the final common pathway hallmarking SSc and many more diseases. Therefore, it 

is conceivable that blocking OX40L appears as a promising treatment of SSc and numerous 

fibrotic disorders. In addition, anti-OX40L antibody offers the putative advantage of 

selectively targeting pathogenic T cells without causing generalized immunosuppression, 

which might less expose patients to increased risk of infections unlike other conventional 

immunosuppressive drugs (5, 6, 22, 51, 52).  

Besides the lack of effective therapy, the other unmet clinical need in SSc and fibrotic 

disorders is the absence of reliable biomarker predicting disease progression. Soluble OX40L 

is a promising biomarker, since increased serum levels were detected in SSc patients and were 

predictive of the worsening of skin and lung fibrosis during follow-up.  

 

 

 

 

 

 

 



 

167 
 

METHODS  

Patients and skin biopsies 

OX40L was quantified by ELISA in the serum of 177 SSc-patients and 100 healthy age- and 

sex-matched volunteers using Human Soluble OX40L (sOX40L) ELISA kit (Cusabio, 

Wuhan, China). All patients fulfilled American College of Rheumatology criteria for 

scleroderma established in 1980 (53).  

Among SSc-patients, 147 (83.1%) were female and 30 were men. The mean age (± SD) of 

SSc-patients was 56.9 ± 13.8 years. The mean disease duration was 9.8 ± 8.2 years. 70/171 

(41%) patients had the diffuse cutaneous subset and 101 (59%) the limited form according to 

Leroy’s criteria (54). Pulmonary hypertension was defined by pre-capillary pulmonary 

hypertension on right heart catheterization (resting mean pulmonary artery pressure ≥25 

mmHg together with a pulmonary capillary wedge pressure of ≤15 mmHg) (55).  Fibrosing 

alveolitis was searched by high resolution CT. Among these patients, 124 were followed-up 

for a mean 5.6 ± 2.9 years. A high level of serum OX40L at baseline was considered if serum 

OX40L was superior or equal to 95% percentile of healthy patients, i.e. 8.4370 ng/ml. 

Progression of dermal fibrosis was defined by worsening of Rodnan skin score ≥ 10% and 

was observed in 14/103 (13.6%) SSc-patients during the follow-up (56).  Worsening of 

fibrosing alveolitis was defined by new onset of lung fibrosis on high-resolution CT and/or 

deterioration of lung volume (≥10% of forced vital capacity) during the follow-up.  

Progression of fibrosing alveolitis was observed in 28/122 (22.9%) SSc-patients. Paraffin 

embedded sections of lesional skin biopsies were obtained from 8 SSc-patients (3 limited and 

5 diffuse cutaneous forms) and 5 healthy age- and sex-matched healthy volunteers.  

Fibroblasts culture 

Fibroblasts cultures were obtained from biopsies in involved skin of SSc-patients and healthy 

volunteers. Mouse fibroblasts cultures were obtained from samples taken from the ears of 
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mice. Fibroblasts were prepared by outgrowth cultures. Fibroblasts from passages 2–3 were 

used for the experiments. 

Bleomycin-induced dermal fibrosis in OX40L deficient mice 

OX40L deficient mice were purchased from Jackson Laboratory (bar Harbor, ME). Mice on a 

C57BL/6 littermates expressing OX40L (ox40l+/+) were purchased from Janvier, (Le Genest-

Saint-Isle, France). The animals were kept under standard laboratory conditions. Diet and 

water were provided ad libitum. Skin fibrosis was induced in 6-week-old male mice by local 

injections of bleomycin for 3 weeks; 100μl of bleomycin dissolved in 0.9% NaCl at a 

concentration of 0.5mg/ml were administered every other day by subcutaneous injections in 

defined areas of 1cm2 at the upper back (57). Subcutaneous injections of 100μl 0.9% NaCl 

were used as controls. Four different groups, consisting of two groups with ox40l-/- mice and 

ox40l+/+ were analyzed. One group of ox40l-/- mice and one group of ox40l+/+ mice was 

challenged with bleomycin, whereas the remaining two groups were injected with NaCl. The 

four groups consisted of 30 mice in total. The evaluation parameters were validated 

parameters (44, 58). Mice were sacrificed by cervical dislocation after 3 weeks of treatment, 

and the injected skin was processed further for analysis. 

Prevention and treatment of bleomycin-induced fibrosis with anti-OX40L monoclonal 

antibody (mAb) 

Skin fibrosis was induced in 6-week-old, pathogen-free, male C57BL/6 mice (Janvier) by 

injection of bleomycin for 3 weeks, as previously described. Subcutaneous injections of 100μl 

0.9% NaCl, the solvent for bleomycin, was used as controls.  

One hybridoma producing a neutralizing mAb against mouse OX40L (RM134L, rat IgG2b) 

was used, as previously described (10, 11, 13, 59). This hybridoma was grown in RPMI 1640 

with FCS; then, the supernatant was purified by protein G chromatography and quantified 

using spectrophotometry. The purity of the obtained antibody was assessed by polyacrylamide 
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gel electrophoresis. To investigate whether inhibition of OX40L exerts anti-fibrotic effects in 

vivo, one group of 7 mice was treated with anti-OX40L mAb (RM134L, rat IgG2b). In the 

preventive protocol, treated mice received intraperitoneal injections of 300 µg anti-OX40L 

mAb (RM134L, rat IgG2b) in 100 µL PBS three times per week, starting at the day before the 

injection of bleomycin, over a period of 3 weeks (weight of mice: 20-25 g). Two control 

groups of 7 mice each were used: one group treated with an equivalent amount of control rat 

IgG (Sigma, St. Louis, MO) and injected with bleomycin and one treated with control IgG 

(300 µg of antibody three times per week) and injected with NaCl. The three groups consisted 

of 21 mice in total. In the therapeutic protocol, we assessed the effects of OX40L inhibition in 

established dermal fibrosis. The injection schemes concerned 3 different groups of 8 mice 

each. Two groups of mice were challenged with bleomycin for 6 weeks and treated in parallel 

with intraperitoneal injection of 300µg anti-OX40L mAb or control IgG three times per week, 

starting after 3 weeks of treatment with bleomycin. The third group received bleomycin 

injections for 3 weeks followed by NaCl injections for the next 3 weeks to control for 

spontaneous regression of fibrosis. Mice were sacrificed by cervical dislocation after 6 weeks 

of treatment. 

Evaluation of dermal thickness  

The dermal thickness was analyzed at 100-fold magnification by measuring the distance 

between the epidermal-dermal junction and the dermal-subcutaneous fat junction at four sites 

on skin sections stained by hematoxylin eosin, as previously described (58, 60). Two 

independent examiners blinded to the treatment status performed the evaluation (MF and 

ME). All images were captured with a Nikon Eclipse 80i microscope (Nikon, Badhoevedorp, 

Netherlands) equipped with a DSP 3CCD camera (Sony, Tokyo, Japan). 

Collagen measurements  

The collagen content in lesional skin samples was explored by hydroxyproline assay, as 
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previously described (58, 60). Briefly, each sample was hydrolyzed and titrated to a pH of 7. 

This solution was combined with chloramine T and p-dimethylaminobenzaldehyde in 

perchloric acid and read at 557 nm with a spectrophotometer (Molecular Devices, Sunnyvale, 

CA, USA). This experiment was performed for two samples per mouse analyzed. 

For direct visualization of collagen fibers, trichrome staining was performed using the 

Masson’s Trichrome Staining Kit (Sigma-Aldrich, Lyon, France). 

Immunohistochemistry for α-smooth muscle actin (α-SMA), OX40L, c-fos, c-jun, CD3, 

CD22 and CD68.  

Myofibroblasts were identified by staining for α-SMA, as previously described (58). Cells 

positive for α-SMA in mouse skin sections were detected by incubation with monoclonal anti-

α-SMA antibody (clone 1A4; Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) at a dilution of 

1:1,000 for 3 hours at room temperature. Polyclonal rabbit anti-mouse labeled with 

horseradish peroxidase (HRP) (Dako, Glostrup, Danmark) was used as secondary antibody for 

1 hour at room temperature. The numbers of myofibroblasts was determined at 200-fold 

magnification in four different sections from each mouse by two blinded examiners (MF and 

ME).  

To quantify the numbers of infiltrating T cells, B cells, macrophages and the expression of c-

fos and c-jun, lesional skin sections from ox40l-/- and ox40l+/+ mice were incubated with 

polyclonal rabbit anti-mouse antibodies for CD3 (dilution 1:50) or CD22 (dilution 1:100) or 

polyclonal mouse anti-mouse antibodies for CD68 (dilution 1:100) or c-fos (dilution 1:100) or 

monoclonal rabbit anti-mouse for c-jun (dilution 1:50) (Abcam, Cambridge, UK for all the 

antibodies) overnight à 4°C, after antigen retrieval, as previously described (58, 60). 

Polyclonal goat anti-rabbit or rabbit anti-mouse (Dako, Glostrup, Danmark) was used as 

secondary antibody (dilution 1:200). T cells, B cells and macrophages were counted in eight 

different sections of lesional skin of each mouse at 400-fold magnification. Counting was 
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performed in a blinded manner by two examiners (MF and ME). 

The expression of OX40L in lesional skin from SSc-patients and controls was detected by 

staining overnight at 4°C with polyclonal rabbit anti-human OX40L antibody at a dilution of 

1:100 (Sigma-Aldrich, Lyon, France). Polyclonal goat anti-rabbit antibody (Dako, Glostrup, 

Danmark) was used as secondary antibody (dilution 1:200). The intensity of OX40L 

immunostaining was quantified with the image J software, as described in the following 

webpage (http://rsbweb.nih.gov/ij/docs/examples/stained-sections/index.html). All images 

were captured with a Nikon Eclipse 80i microscope (Nikon, Badhoevedorp, Netherlands) 

equipped with a DSP 3CCD camera (Sony, Tokyo, Japan) or with Lamina multilabel slide 

scanner (PerkinElmer’s). 

Immunofluorescence for OX40L, CD3, CD22, CD31, α-SMA, c-fos and CD90. 

For costaining experiments, immunofluorescent staining was performed in lesional skin from 

SSc-patients. The protocol and antibodies were similar to immunohistochemistry protocol. 

Fibroblasts were identified by staining for polyclonal rabbit anti-human antibodies for CD90 

(dilution 1:100) (Abcam, Cambridge, UK). Alexa Fluor® 594 Goat Anti-Mouse IgG and 

Alexa Fluor® 488 Goat Anti-rabbit antibodies (Life Technologies Saint Aubin, France) were 

used as secondary antibody for one hour at room temperature at a dilution of 1:200. Slides 

were then mounted coverslip with a drop of mounting medium and stored in the dark at +4°C 

until analysis. The expression of OX40L was also assessed on SSc-fibroblasts and healthy 

fibroblasts cultured in vitro. Nuclei were stained using DAPI.  

For costaining between c-fos and respectively CD3 and α-SMA, as well as CD31 (dilution 

1:100) (Abcam, Cambridge, UK) and α-SMA, the same protocol was performed. Alexa 

Fluor® 594 Goat Anti-rabbit IgG and Alexa Fluor® 488 Goat Anti-rabbit antibodies (Life 

Technologies Saint Aubin, France) were used as secondary antibody. All images were 

captured on a Zeiss Axio Observer Z1 microscope with a dry x 40 and a dry x 63 objectives 
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and CoolSNAP HQ2 CCD camera or with Lamina multilabel slide scanner (PerkinElmer’s). 

The intensity of α-SMA positive cells expressing c-fos was quantified with the image J 

software. 

Inflammatory cytokine measurement in lesional skin samples of bleomycin treated mice 

Cytokine levels were measured in the skin of 16 ox40l-/- and ox40l+/+ mice subjected to 

bleomycin or NaCl injections (4 per group), as previously described (58, 60). Briefly, mouse 

skin tissue lysate was prepared by homogenization in modified RIPA buffer with Precellys 24 

tissue homogenizer/grinder (Ozyme, Montigny-le-Bretonneux, France). Protein concentration 

was determined with the amidoblack method (61). Skin lysates were assayed for the following 

cytokines by multiplex bead array technology (BD biosciences, Le Pont de Claix, France): 

tumor necrosis factor-α (TNFα), Interleukin (IL)-6, interferon-γ (IFN-γ), IL-4, IL-10 and IL-

17. 

Murine model of excisional wound healing  

Six animals per group were used (two wounds per animal or 12 wounds per group). Ox40l+/+ 

and ox40l-/- mice were wounded in a first protocol. In a separate cohort, C57/BL6 wild type 

mice were injected intradermally around the wound margins with two different doses of anti-

OX40L mAb: one group of 3 mice was treated with 300 µg of anti-OX40L mAb at day 1, 2 

and 3 after wounding, whereas the second group of 3 mice received 600 µg. Control wounded 

groups of 3 mice each were treated with an equivalent dosage of IgG control antibodies. 

Wounds were induced as described previously (27). At the time of the procedure, anesthesia 

was induced by inhalation of isoflurane. Two 6 mm symmetrical wounds, one of each side of 

the midline, were created by excising the skin to the subcutaneous fascia below the panniculus 

carnosus on the prepped dorsal surface of the mouse. Temgesic (buprenorphine 0.05 mg/kg) 

was administered post-operatively to provide analgesia for up to 8 hours. Digital images of 

the wounds were taken at 0, 7 and 14 days post-surgery for analysis of change in wound size 
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by measuring wound area and wound diameter by two independent and blinded assessors. At 

various time points (i.e. 7 and 14 days post-wounding) the mice were euthanized.  Mouse 

wounds were surgically excised to the fascia and fixed in 10% formalin for histological 

analysis. Histological wound measurements of wound gape were measured on sections 

stained by hematoxylin/eosin as previously described (27).  

Effects of OX40L inhibition in the tight skin mouse model 

 

To investigate the role of OX40L in a non-inflammatory complementary model of 

scleroderma, five tight skin 1 (Tsk-1) mice (purchased from The Jackson laboratory) were 

treated with 300µg anti-OX40L mAb and four Tsk-1 mice by control IgG three times per 

week intraperitoneally, starting at 5 weeks (before development of fibrosis). The last group 

consisted of 5 pa/pa (control) mice. Mice were sacrificed by cervical dislocation at the age of 

10 weeks to analyze the hypodermal thickness and the hydroxyproline content in lesional 

skin. The hypodermal thickness was determined by measuring the thickness of the 

subcutaneous connective tissue beneath the panniculus carnosus at 4 different sites of the 

upper back in each mouse at 40-fold magnification. The measure was performed by two 

independent blinded investigators (M.P and M.E). 

Transcriptomic approach 

All 7 skin samples were defrosted, extracted, and hybridized at the same time. Affymetrix 

microarray technology was used to analyze gene expression levels  

-extraction protocol: Total RNA were extracted from lesional skin sample of 3 ox40l+/+ and 

4 ox40l-/- mice treated with bleomycin with RNeasy Mini kit with DNase I digestion 

according to the manufacturer's instructions. 
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- transcriptomes preparation and data analysis:  

Samples were carrying out according to good practice of Genom’IC facility (Institut Cochin). 

All microarray data and information have been submitted on GEO-NCBI site with the 

accession number GSE73705. 

Data were RMA normalized with Bioconductor. We first controlled and analysed data in an 

unsupervised way by PCA and use ANOVA to extract DEGs with PartekGS©. Enrichment 

analysis were carried out through the use of IPA© and Pathway Studio©. 

Prevention of fibrosing alveolitis and pulmonary arterial hypertension in the Fra-2 

model 

The Fra-2 (fos-related antigen-2) transgenic (tg) mouse model combines vasculopathy with 

fibrosing alveolitis (31). To further study severe complications of the disease and internal 

organ fibrosis, Fra-2 transgenic mice, which were obtained from a collaboration established 

with Sanofi Genzyme, were treated with anti-OX40L mAb (RM134L, rat IgG2b) beginning 

on week 13 of development. Littermate controls were also included in the study. The animals 

were kept under standard laboratory conditions. Diet and water were provided ad libitum. 

Animal welfare was assessed every 2 days and animals were weighed weekly. Two groups of 

8 and 7 Fra-2 transgenic mice were treated respectively by anti-OX40L mAb or control rat 

IgG as previously described starting before appearance of fibrosing alveolitis and 

vasculopathy, i.e. when mice were 13 weeks old.  Two control groups of 5 C57/BL6 were 

treated respectively by intraperitoneal injections of anti-OX40L mAb and control rat IgG. 

Since results were similar between the 2 control groups, i.e. C57/BL6 mice injected with anti-

OX40L and control IgG, these groups were analyzed together. Mice were sacrificed by 

cervical dislocation at 17 weeks old. 
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Assessment of fibrosing alveolitis by micro computed tomography 

Fibrosing alveolitis of mice was evaluated using micro-computed tomography (CT) two days 

before sacrifice. CT images were obtained with a Perkin Elmer’s Quantum FX system 

(Caliper Life Sciences). The animals were placed in the supine position on the CT table.  

Mice were sedated with 3-4% isoflurane anesthesia under 0.5-1.5 L/min for induction by a 

nose cone. Anesthesia was maintained with 2.5-3% isoflurane under 400-800 mL/min during 

the acquisition. During image acquisition thoracic breathing movements were recorded, 

detecting the up- and downward movement of the thorax. Images were acquired throughout 

the spontaneous respiratory cycle. Only images acquired during expiration were analyzed. 

Images were acquired with the following parameters: 90 kV X-ray source voltage, 160 µA 

current. Total scanning time was approximately 4.5 minutes per mouse choosing in the list 

mode made by the constructor with the gating parameter. Tomograms were reconstructed 

using Rigaku Software. The analysis starts with the isolation of lung tissue by drawing a 

volume of interest manually. Analysis of lung density and drawing was performed with Ctan 

Brucker Software. Lung density was measured in Hounsfield Units after calibration. A 

phantom calibration was made on the acquisition Rigaku software: a water-filled 1.5 ml tube, 

inside of a 2 ml tube was scanned. Based on full stack histograms of a manually delimited 

volume-of-interest containing only water or air, the mean grayscale index of water was set at 

0 HU, grayscale index of air was set at -1000 HU. This value was reported in the Ctan 

Brucker Software. Means of lung density of both groups were achieved by evaluation of all 

CT scans acquired from the apices to the bases of the lungs. Furthermore, the volume of 

functional lung parenchyma corresponding to functional residual capacity (FRC) was 

manually drawing, by excluding fibrosis area and vessels. Percentages of FRC on total lung 

volumes were calculated. The CT expert (J.S) was blinded to the background of mice, to the 

treatment and to the results of the histological assessment. 
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Histopathologic assessment of fibrosing alveolitis 

Lung sections were stained with hematoxylin eosin. The severity of fibrosing alveolitis was 

semi-quantitatively assessed according to the method described by Ashcroft et al by 2 

examinators blinded to the genotype and the treatment (O.A and M.E) (62). Lung fibrosis was 

graded on a scale of 0 to 8 by examining randomly chosen fields of the left upper lobe. The 

grading criteria were as follows: grade 0: normal lung; grade 1: minimal fibrous thickening of 

alveolar walls; grade 3: moderate thickening of walls without obvious damage; grade 5: 

increased fibrosis with definite damage and formation of fibrous bands; grade 7: severe 

distortion of structure and large fibrous areas; and grade 8: total fibrous obliteration. Grades 2, 

4, and 6 were used as intermediate stages between these criteria. Hydroxyproline content in 

lung biopsies was assessed as previously described. All images were taken with Lamina 

multilabel slide scanner. 

Nonlinear microscopy and second harmonic generation processing 

Multiphoton inverted stand Leica SP5 microscope (Leica Microsystems Gmbh, Wetzlar, 

Germany) was used for tissue imaging. A Ti:Sapphire Chameleon Ultra (Coherent, Saclay, 

France) with a center wavelength at 810 nm was used as the laser source for generating 

second harmonic (SHG) and two-photon-excited fluorescence signals (TPEF). The laser beam 

was circularly polarized to ensure isotropic excitation of the sample regardless of the 

orientation of fibrillar collagen. A Leica Microsystems HCX IRAPO 25x/0.95 W objective 

was used to excite and collect SHG and TPEF. Signals were detected in epi-collection through 

a 405/15-nm and a 525/50 bandpass filters respectively, by NDD PMT detectors (Leica 

Microsystems) with a constant voltage supply, at constant laser excitation power, allowing 

direct comparison of SHG intensity values. Two fixed thresholds were chosen to distinguish 

biological material from the background signal (TPEF images) and specific collagen fibers 

(SHG images). SHG score was established by comparing the area occupied by the collagen 
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relative to the sample surface. Image processing and analysis (thresholding and SHG scoring) 

were performed using Image J homemade routines (http://imagej.nih.gov/ij/) as previously 

described (63). Results were normalized to control C57/BL6 mice. 

Vessel remodeling 

In each mouse, a total of 15 vessels accompanying either alveolar ducts or alveoli were 

examined by two observers (O.A and M.E) masked to the genotype and treatment. Each 

vessel was categorized as nonmuscular (no evidence of vessel wall muscularization), partially 

or completely muscular (smooth muscle cells identifiable in part or in the entire vessel 

circumference) or occluded. Muscularization was defined as the presence of typical smooth 

muscle cells stained with alpha-SMA. All images were taken with Lamina multilabel slide 

scanner. 

Statistics 

All data analyses were performed using Graph Pad. Data were expressed as dot blots with 

mean. Data were presented as mean (SEM) for continuous variables and numbers 

(percentages) for categorical variables. Data were statistically analyzed using Fischer tests for 

differences in frequency and the Mann-Whitney test for comparison between two continuous 

variables. To analyze whether serum OX40L was predictive of dermal, pulmonary or vascular 

worsening, a Cox proportional hazard model was performed and summarized as hazard ratio 

(HR) and 95% confidence interval (CI). A p-value of less than 0.05 was considered 

statistically significant. Correlation between lung fibrosis score and data obtained at micro-CT 

was assessed by calculating the Spearman’s coefficient of rank correlation (rho) and 95% CI. 

Study approval: All patients and controls signed a consent form approved by the local 

institutional review boards. The local ethical committee approved all animal experiments 

(agreement N°CEEA34.JA.023.12). 

 

http://imagej.nih.gov/ij/
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FIGURE 1: OX40L is overexpressed in fibrotic skin in patients with SSc. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(a) Sections of skin biopsies stained for OX40L were obtained from healthy controls and SSc-

patients in lesional skin. Four representative tissue sections are shown. Magnification x 200; 

Bar = 50µm. (b) Sections of diffuse SSc lesional skin stained for OX40L at higher 

magnification (x400), Bar= 25µm. * fibroblast, **: endothelial cell, ***: inflammatory cell 

(c-d) Semi quantitative analysis of intensity of immunostaining using the ImageJ software 

revealed an overexpression of OX40L in the lesional skin of SSc-patients as compared with 

healthy controls and an overexpression of OX40L in diffuse cutaneous forms as compared to 

the limited ones. The staining was performed in three independent series. Values are 

represented by dot blots with the mean ± SEM. Lc SSc: limited cutaneous systemic sclerosis, 
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Dc SSc: diffuse cutaneous SSc * Statistical test: two-tailed Mann-Whitney test.* p<0.05; ** 

p<0.01; *** p<0.001 
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FIGURE 2: OX40L is expressed by leukocytes and fibroblasts in lesional skin 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

(a, b, c, d) Sections of skin biopsies were obtained from SSc-patients in lesional skin and were 

stained by immunofluorescence for OX 40L and CD3, CD22, CD90 and α-SMA, 

respectively. The staining was performed in three independent series. Magnification x 400. 

Bar: 10 µm. Fibroblasts obtained from lesional skin of scleroderma patients and from healthy 

controls (e) Nuclei were stained by DAPI. Magnification x 630. Bar: 5 µm. 
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FIGURE 3: Mice lacking OX40L are protected from dermal fibrosis induced by 

bleomycin. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(a) Reduced dermal fibrosis in ox40l-/- mice upon challenge with bleomycin. Representative 

sections stained by hematoxylin/eosin at 100-fold magnification are shown: ox40l+/+ mice 

injected with NaCl subcutaneously (n=8), ox40l-/- mice receiving subcutaneous injections of 

bleomycin (n=10), ox40l+/+ mice receiving subcutaneous injections of NaCl (n=4) and 

ox40l-/- mice injected with bleomycin (n=8). Bar: 100µm. Decreased dermal thickening in 

ox40l-/- mice compared to their ox40l+/+ littermates. (b) Reduced accumulation of collagen 

in ox40l-/- mice upon challenge with bleomycin. Representative sections stained by trichrome 

staining at 100-fold magnification. Bar: 100µm. Reduced hydroxyproline content in lesional 

skin of ox40l-/- mice. (c) Lower myofibroblast counts in ox40l-/- mice. Myofibroblasts were 
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identified on positive staining for α-SMA in slides after counterstaining with hemalun. Bar: 

50µm. Values are represented by dot blots with the mean ± SEM; ox40l+/+ and ox40l-/- 

control mice were injected with NaCl and different outcome measures obtained in these mice 

were defined as equal to 1.0; the other results are normalized to this value. The experiment 

was performed in two independent series. Statistics: two-sided Mann-Whitney Test. * p<0.05; 

** p<0.01; *** p<0.001 
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FIGURE 4: Decrease in T cells, B cells and macrophages infiltration and in levels of 

proinflammatory cytokines in lesional skin lysates of OX40L deficient mice subjected to 

bleomycin injections. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(a, b and c) Reduced number of CD3+ T cells (a), CD22+ B cells (b) and 

CD68+macrophages (c) by immunohistochemistry in lesional skin of ox40l deficient mice 

challenged with bleomycin. 10 mice were used for these experiments (5 ox40l+/+ and 5 

ox40l-/-mice receiving bleomycin). Representative sections stained by immunohistochemistry 

for CD3, CD22 and CD68 at 400-fold magnification are shown. Bar: 10µm. The results are 

normalized to values obtained in ox40l+/+ mice treated with bleomycin.  (d) Reduced skin 

levels of the inflammatory cytokines TNF-α and IL-6, in ox40l-/- mice compared with 
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ox40l+/+ mice subjected to bleomycin. 16 mice were used for these experiments (4 mice per 

group). All cytokine concentrations are normalized on total protein concentration. All results 

are normalized to ox40l+/+ mice injected with NaCl. Values are represented by dot blots with 

the mean ± SEM; Statistics: two-tailed Mann-Whitney Test. * p<0.05 
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FIGURE 5: c-fos protein is underexpressed in mice lacking OX40L after bleomycin 

injections 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(a) Representative sections stained by immunohistochemistry for c-fos at 200-fold 

magnification are shown in ox40l+/+ mice and ox40l-/- mice receiving subcutaneous 

injections of bleomycin. The experiment was performed in two independent series of 3 mice. 

Bar: 200µm. (b) c-fos was expressed by CD3 positive T-cells. The staining was performed in 

three independent series. Magnification x 400. Bar: 10 µm. (c) c-fos was expressed by α-SMA 

positive cells. The staining was performed in three independent series. Magnification x 400. 

Bar: 10 µm. (d) Semi quantitative analysis of intensity of double staining among cells 

expressing α-SMA was performed using the ImageJ software. Myofibroblasts from mice 

lacking OX40L had less expression of c-fos than myofibroblasts from mice expressing 

OX40L after bleomycin injections. The staining was performed in six mice from each group 
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(in two independent series). Values are represented by dot blots with means ± SEM. The 

value obtained in ox40l+/+ mice treated with bleomycin was defined as 1.0; the other results 

are normalized to this value. Values are the mean ± SEM. Statistics: two-sided Mann Whitney 

Test. * p<0.05. 
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FIGURE 6: Bleomycin-induced skin fibrosis is prevented upon OX40L inhibition with a 

neutralizing mAb. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 (a) Representative sections stained by hematoxylin/eosin at 100-fold magnification are 

shown: C57/Bl6 mice injected with NaCl subcutaneously and control IgG intraperitoneally 

(n=7), C57/Bl6 mice receiving intraperitoneal injections of control IgG and subcutaneous 

injections of bleomycin (n=7), C57/Bl6 mice receiving subcutaneous injections of bleomycin 

and intraperitoneal injections of anti-OX40L neutralizing monoclonal antibody (n=7) Bar: 

100µm. Treatment with OX40L neutralizing mAb significantly reduced dermal thickening. 

(b) Reduced accumulation of collagen was observed in mice treated with anti-OX40L as 
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compared to those treated with control IgG, upon bleomycin challenge, on trichrome staining 

at 100-fold magnification. Bar: 100µm. This was consistent with a decrease in hydroxyproline 

content upon OX40L inhibition in mice injected with bleomycin. (c) The number of 

myofibroblasts was significantly reduced in mice treated by OX40L neutralizing mAb. 21 

mice were used for these experiments (7 mice per group). Myofibroblasts were identified on 

positive staining for α-SMA in slides after counterstaining with hemalun. Bar: 100µm.  

Values are represented by dot blots with mean ± SEM. Control mice were injected with NaCl 

and defined as 1.0; the other results are normalized to this value. The experiment was 

performed in two independent series. Statistics: two-sided Mann-Whitney Test. * 

p<0.05;**p<0.01 
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FIGURE 7: Inhibition of OX40L with a neutralizing mAb induces regression of 

established fibrosis in the bleomycin mouse model. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(a) Representative sections stained by hematoxylin/eosin at 100-fold magnification are 

shown: C57/Bl6 mice injected with bleomycin subcutaneously for 6 weeks and control IgG 

intraperitoneally for the last 3 weeks (n=7), C57/Bl6 mice receiving subcutaneous injections 

of bleomycin for 6 weeks and in parallel for the last 3 weeks intraperitoneal injections of anti-

OX40L neutralizing monoclonal antibody (n=7), C57/Bl6 mice receiving subcutaneous 

injections of bleomycin for 3 weeks followed by subcutaneous injections of NaCl for the last 

3 weeks (n=8). Bar: 100µm.  Treatment with OX40L neutralizing mAb significantly reduced 

dermal thickening. (b) Reduced accumulation of collagen was observed in mice treated with 
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anti-OX40L as compared to those treated with control IgG, upon bleomycin challenge and 

those injected by bleomycin followed by NaCl, on trichrome staining at 100-fold 

magnification. Bar: 100µm. Decrease in hydroxyproline content upon OX40L inhibition in 

mice injected with bleomycin. (c) The number of myofibroblasts was significantly reduced in 

mice treated by OX40L neutralizing mAb. Myofibroblasts were identified on positive staining 

for α-SMA in slides after counterstaining with hemalun. Bar: 100µm.  22 mice were used for 

these experiments. The results are normalized to the values obtained in mice treated with 

bleomycin for 6 weeks and with control IgG. Results are represented by dot blots with mean ± 

SEM. The experiment was performed in two independent series. Statistics: two-sided Mann-

Whitney test. * p<0.05;**p<0.01 
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FIGURE 8: Invalidation and inhibition of OX40L are associated with a slowing in 

healing but without complete blockage of healing. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(a) Representative digital photographs of wounds taken at day 0, 7 and 14 after wounding in 

ox40l+/+ mice (n=6) and in ox40l-/- mice (n=6). Bar: 1mm.  (b) Increase in wound area in 

ox40l-/- mice, as compared to ox40l+/+ mice at day 7, without significant difference at day 

14. (c) Increase in wound diameter in ox40l-/- mice, as compared to ox40l+/+ mice at day 7, 

without significant difference at day 14. (d) Histological sections of the wounds stained by 

hematoxylin/eosin at day 7 post-wounding. Original magnification x40. (e) Increase in wound 
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gape in ox40l-/- mice, as compared to ox40l+/+ mice at day 7 post-wounding. (f) 

Representative digital photographs of wounds taken at day 0 and 7 after wounding in wildtype 

mice having received intracutaneous injections of anti-OX40L mAb or control IgG around 

wound margins at 2 different dosages: 300 µg or 600 µg at day 1, 2 and 3 after wounding. 

Bar: 1mm. (g) Increase in wound diameter in wounded mice injected with anti-OX40L mAb 

as compared to those receiving control IgG at the dosage 600 µg at day 7, but not at the 

dosage of 300 µg at day 7. There was no significant difference at day 14. (h) Masson’s 

trichrome stained sections of day 7 wounds treated with anti-OX40L mAb (600 µg) and 

equivalent IgG control. Original magnification is ×40. (i) Increase in wound gape in wounded 

mice, injected with anti-OX40L mAb as compared to those receiving control IgG at the 

dosage 600 µg at day 7, but not at the dosage of 300 µg at day 7. There was no significant 

difference at day 14. The experiment was performed in one independent series. Statistics: 

two-sided Mann-Whitney test. * p<0.05  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

201 
 

 

FIGURE 9: No effect of inhibition of OX40L in the tight skin-1 mouse model 

 (a) Representative sections stained by hematoxylin/eosin at 40-fold magnification are shown: 

control mice pa/pa (n=5), Tsk-1 mice treated with control monoclonal antibody (n=4) and 

Tsk-1 mice treated with anti-OX40L monoclonal antibody (n=5). Hypodermal thickening is 

not significantly different between tsk-1 mice treated with anti-OX40L monoclonal antibody 

and those treated with control monoclonal antibody. 14 mice were used for these experiments. 

Bar: 250 µm. (b) Hydroxyproline content is not significantly different between tsk-1 mice 

treated with anti-OX40L monoclonal antibody and control monoclonal antibody. 

Representative pictures stained by trichrome at 40-fold magnification are shown. Values are 

represented by dot blots with means ± SEM. Control mice were pa/pa mice and defined as 

1.0; the other results are normalized to this value. The experiment was performed in two 

independent series. Statistics: two-sided Mann-Whitney Test. * p<0.05 
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FIGURE 10: Inhibition of OX40L prevents the development of fibrosing alveolitis: CT-

scan data. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 (a) Fibrosis alveolitis was observed in Fra-2 mice receiving control IgG, but not in control 

C57/BL6 mice or Fra-2 mice. Representative pictures of micro-computed tomography are 

shown. (b) Representative pictures of functional residual capacity in different mice in blue 

(bronchi are in white) (c) Increase in lung density at micro-computed tomography in Fra-2 

transgenic mice treated with control IgG (n=7) as compared to Fra-2 mice treated with anti-

OX40L mAb (n=8) or C57/BL6 mice (n=10) (C57/BL6 mice were treated with control IgG 

(n=5) or anti-OX40L mAb (n=5)). (d) Residual lung volume, expressed as the percentage of 

functional residual capacity on total lung volume, was significantly higher in Fra-2 mice 

treated with anti-OX40L mAb and similar to what is observed in C57/BL6 control mice, as 
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compared to Fra-2 mice treated with control IgG. Values are dot blots with the mean ± SEM; 

Statistics: two-sided Mann-Whitney Test. * p<0.05, ** p<0.01;*** p<0.001.  
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FIGURE 11: Inhibition of OX40L prevents the development of fibrosing alveolitis: 

histological analysis 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(a) Fibrosing alveolitis was significantly higher in Fra-2 mice treated with control IgG (n=7) 

than in those receiving anti-OX40L mAb and was absent in control C57/BL6 mice. 

Representative lung sections stained by hematoxylin/eosin are shown: Fra-2 mice treated with 

control IgG (n=7), Fra-2 mice treated with anti-OX40L monoclonal antibody (n=8) and 

control C57/BL6 mice receiving control IgG or anti-OX40L monoclonal (n=10). Fibrosis lung 

score was significantly higher in Fra-2 mice receiving control IgG as compared to Fra-2 mice 

treated by anti-OX40L monoclonal antibody or control mice. 25 mice were used for these 

experiments. Bar: 100 µm. (b) Hydroxyproline content was significantly higher in Fra-2 mice 

treated with control IgG as compared to those treated with anti-OX40L monoclonal antibody 
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or control mice. The value obtained in control wildtype mice was defined as equal to 1.0; the 

other results are normalized to this value. (c) Second harmonic generation showed fibrillar 

collagen in Fra-2 mice treated with control IgG (in pink), but not in Fra-2 mice receiving anti-

OX40L mAb neither in control C57/BL6 mice. 25 mice were used for these experiments. Bar: 

50 µm. (d) Second harmonic score were higher in Fra-2 mice receiving control IgG as 

compared to Fra-2 mice treated by anti-OX40L monoclonal antibody or control mice. 25 mice 

were used for these experiments. Values are represented by dot blots with means ± SEM. 

Statistics: two-sided Mann-Whitney test. * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001 
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FIGURE 12: Inhibition of OX40L prevents pulmonary arterial hypertension in Fra-

2 mice 

 

(a) Hematoxylin eosin staining showed lung vessel remodeling in Fra-2 mice treated with 

control antibody with increase in wall thickness and occlusion of pulmonary (two 

representative pictures are shown: one vessel almost occluded and one completely 

occluded), which was not observed in wt mice or Fra-2 mice receiving anti-OX40L 

antibody (two representative pictures are shown: one vessel associated with a mild 

infiltrate) and one vessel without vasculopathy or inflammatory infiltrate. Bar: 100µm.  

(b) Remodeling of the vessel was assessed by immunohistochemistry by staining for α-SMA 

and was more important in Fra-2 mice receiving control IgG (vessel occluded or almost 

completely occluded with a massive inflammatory infiltrate on two representative 

pictures) than in Fra-2 mice treated with anti-OX40L mAb or control mice. 25 mice were 

used for this experiment. Bar: 100µm.  
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(c) There was no co-staining for CD31 in red and α-SMA in green in vessel from Fra-2 mice 

treated with control antibody or anti-OX40L antibody. Vasculopathy in Fra-2 mice 

receiving control antibody was rather related to prominent proliferation of fibroblasts 

(marked by α-SMA) than by endothelial-to-mesenchymal transition (no co-expression of 

CD31 and α-SMA). A massive perivascular infiltrate was noticed (dapi) . Bar: 100µm.  
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Figure 13: Applications to clinical practice: soluble OX40L as a biomarker of fibrosis 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(a) Serum OX40L levels were significantly higher in SSc-patients (n=177) as compared to 

healthy controls (n=100). OX40L was significantly higher in diffuse cutaneous SSc (n=70) 

than in limited forms (n=101). (b) Kaplan–Meier survival curve for worsening of dermal 

fibrosis defined by worsening of Rodnan skin score ≥ 10% according to serum level of 

OX40L at baseline during the follow-up period. The dotted line represents survival 

probability in patients with high serum levels of OX40L at baseline (concentration ≥ 95 

percentile healthy controls, i.e. 8.4370), whereas the solid line represents survival probability 

in patients with low serum levels of OX40L at baseline (concentration< 95 percentile healthy 

controls, i.e. 8.4370). In the bottom, the number of patients with SSc at risk can be noticed. 

(c)  Kaplan–Meier survival curve for worsening of lung fibrosis defined by appearance of 
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fibrosing alveolitis de novo or decrease ≥ 10% of forced vital capacity according to serum 

level of OX40L at baseline during the follow-up period. The dotted line represents survival 

probability in patients with high serum levels of OX40L at baseline (concentration ≥ 95 

percentile healthy controls, i.e. 8.4370), whereas the solid line represents survival probability 

in patients with low serum levels of OX40L at baseline (concentration< 95 percentile healthy 

controls, i.e. 8.4370). In the bottom, the number of patients with SSc at risk can be noticed. 

(d) Serum OX40L levels were significantly higher in SSc-patients with pulmonary arterial 

hypertension (PAH) (n=8) as compared to SSc-patients without PAH (n=169). 
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TABLE 1: Results of the transcriptomic analysis 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A transcriptomic approach was performed to compare genes differentially expressed between 

ox40l+/+ (n=3) and ox40l-/- mice (n=4) submitted to bleomycin injections. Two main 

approaches were used. First a supervised analysis revealed an upregulation of 5 pathways. Get 

Set Enrichment Analysis showed an upregulation of genes involved in two main pathways: 

NFkappaB and AP1 pathways. 
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CHAPITRE 6 : DISCUSSION ET PERSPECTIVES 

 

I. Discussion 

 

La ScS est une maladie multifactorielle caractérisée par une atteinte polymorphe vasculaire, 

dysimmunitaire et fibrotique, affectant différents organes (1,485). Malgré les progrès 

accomplis ces dernières années dans la connaissance des mécanismes physiopathologiques 

impliqués, la ScS reste une maladie sévère associée à une surmortalité, qui n’a pas baissé ces 

40 dernières années (14). Jusqu’à présent, aucun essai thérapeutique n’a permis de démontrer 

qu’un produit puisse avoir une action anti-fibrosante dans ce contexte.  

La physiopathologie de la ScS  fait intervenir une combinaison de facteurs environnementaux 

et de facteurs de susceptibilité génétique. Récemment TNFSF4 a été identifié comme facteur 

de susceptibilité génétique à la ScS. TNFSF4 code pour OX40 ligand (OX40 L). Nous avons 

voulu déterminer la contribution fonctionnelle d’OX40L au phénotype de la ScS en évaluant 

l’efficacité d’une thérapie ciblée anti-OX40L dans la ScS, dans différents modèles murins 

complémentaires de la maladie. 

 

1. Le blocage d’OX40L prévient la fibrose inflammatoire et la vasculopathie 

 

Bloquer OX40-OX40L s’est avéré prometteur dans des modèles précliniques 

d’encéphalomyélite auto-immune, de polyarthrite rhumatoïde, de colite inflammatoire, de 

réaction du greffon contre l’hôte et d’asthme (431,434,436,440,454,458,461,481), mais ce 

traitement n’avait jamais été étudié dans la ScS.  

Dans un modèle murin de polyarthrite rhumatoïde, l’utilisation d’un anticorps anti-OX40 fab 

pégylé, bloquant la liaison d’OX40L sur les cellules exprimant OX40, a permis de prévenir 

l’arthrite induite par le collagène (402). L’utilisation d’une protéine de fusion soluble 

OX40L:Fc qui se lie à OX40 et promeut l’expression des lymphocytes T exprimant OX40, 

mais bloque OX40L a également empêché le développement de l’arthrite. Ces résultats 

suggèrent donc que c’est la voie de signalisation, médiée par OX40L qui promeut 

l’inflammation pathogénique et l’auto-immunité.  

De plus, l’effet d’OX40L semble dépendre du fond génétique C57/BL6, comme cela a été 

observé dans deux études où l’hyperexpression d’OX40L entrainait respectivement une 

pneumopathie interstitielle avec stigmates biologiques d’auto-immunité (429) et une HTAP 
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(469), chez des souris de fond génétique C57/BL6 et non chez des souris de fond génétique 

BALB/c. Donc, des facteurs génétiques propres au fond C57/BL6 moduleraient la réponse 

inflammatoire dépendant d’OX40L.  

C’est pourquoi, nous avons bloqué OX40L chez des souris de fond génétique C57/BL6.  

Nous avons confirmé la contribution d’OX40L à la fibrose inflammatoire observée au cours 

de la ScS. L’invalidation et l’inhibition d’OX40L ont permis de prévenir  la fibrose dermique 

inflammatoire dans le modèle induit par la bléomycine. L’utilisation d’un anticorps anti-

OX40L a même entraîné une régression de la fibrose établie dans ce modèle, ce qui présente 

un intérêt thérapeutique majeur, puisque la situation en clinique est le plus souvent celle de 

patients se présentant avec une fibrose déjà établie. Le rôle d’OX40L dans la phase 

inflammatoire du  remodelage matriciel a été conforté dans le modèle de cicatrisation cutanée, 

puisqu’il existait un retard de cicatrisation à la phase précoce du remodelage à J7 chez les 

souris ox40l-/- ou les souris traitées par l’anticorps anti-OX40L à fortes doses, sans différence 

à la phase tardive du remodelage avec une cicatrisation obtenue dans des délais similaires 

dans les différents groupes. En accord avec ces données suggèrant un effet du blocage 

d’OX40L dans la fibrose dermique inflammatoire, le blocage d’OX40L n’a pas eu d’effet 

dans le modèle génétique tsk-1. Ce modèle représente les stades tardifs non inflammatoires de 

la maladie et est caractérisé par une activation endogène des fibroblastes, indépendante de 

l’inflammation (149,187,482). Ces données confortent donc l’hypothèse qu’un environnement 

inflammatoire est nécessaire pour qu’OX40L exerce ses effets pro-fibrotiques. 

Même si l’atteinte fibrosante dermique altère le pronostic fonctionnel des patients et est 

souvent le critère d’évaluation principal dans les essais cliniques, ce sont les atteintes 

d’organes (fibrose pulmonaire et HTAP) qui grèvent le pronostic vital des malades (21). 

Notre approche a donc été enrichie par l’utilisation de souris transgéniques Fra2 qui sont un 

nouveau modèle de ScS et qui présentent l’avantage d’associer une fibrose pulmonaire 

inflammatoire de type pneumopathie interstitielle non spécifique (forme la plus couramment 

observée au cours de la ScS) et une HTAP (176,177). L’effet de l’anticorps anti-OX40L a été 

remarquable dans ce contexte avec la mise en évidence au scanner et à l’histologie d’une 

réduction significative de la fibrose pulmonaire et également d’une diminution du remodelage 

vasculaire et des signes d’HTAP. Ces résultats confortent ceux d’une étude antérieure dans 

laquelle les souris transgéniques pour OX40L développaient spontanément une atteinte 

pulmonaire de type pneumopathie interstitielle avec un infiltrat inflammatoire constitué de 

lymphocytes, polynucléaires neutrophiles et macrophages prédominant dans les septa 

alvéolaires et en péri-bronchique (429). Ces souris étaient par ailleurs caractérisées par une 
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auto-immunité avec une expression d’auto-anticorps anti-ADN, anticorps quasiment toujours 

détectés au cours de la ScS. Dans notre étude, l’aspect observé était également celui d’une 

pneumopathie interstitielle non spécifique avec un infiltrat inflammatoire marqué et une 

expression du collagène limitée, prédominant en périvasculaire, comme l’attestent les 

résultats obtenus en microscopie optique par génération de seconde harmonique. Le 

développement de cette pneumopathie interstitielle, mimant l’aspect observé au cours de la 

ScS, a été inhibé de manière quasi-totale par l’utilisation d’un anticorps anti-OX40L. 

L’effet du blocage d’OX40L sur le développement de l’HTAP est concordant avec les 

données suggèrant un rôle d’OX40L dans la macro et la micro-angiopathie (448,486,487). De 

plus, dans une étude, les souris transgéniques pour OX40L, caractérisées par une 

hyperexpression d’OX40L, ont développé spontanément des signes d’HTAP avec 

confirmation au cathétérisme cardiaque droit et à l’histologie (469). Cette HTAP différait de 

l’HTAP idiopathique, par une infiltration inflammatoire lymphocytaire périvasculaire 

marquée, comparable à celle qui est observée au cours de la ScS, mais était sévère comme le 

suggèrent les chiffres de pression artérielle pulmonaire avoisinant les 35 mmHg.  Dans notre 

étude, la vasculopathie était également accompagnée d’un infiltrat inflammatoire 

périvasculaire majeur et l’HTAP était sévère comme l’atteste la fréquence d’occlusion des 

vaisseaux (43%) chez les souris traitées par l’anticorps contrôle. 

Ainsi, ces données confirment le rôle d’OX40L dans la pneumopathie interstitielle et dans 

l’HTAP de la ScS et sont d’une importance considérable puisqu’il n’existe pas à l’heure 

actuelle de traitement efficace dans la fibrose pulmonaire (1,488) et que les traitements 

développés dans l’HTAP sont essentiellement symptomatiques, jouant sur la vasoconstriction 

(41).  

 

2. Mécanismes d’action d’OX40L 

 

Notre étude suggère que le bloquage d’OX40L prévient la fibrose par deux mécanismes : (i) 

en diminuant l’infiltrat inflammatoire et la production de cytokines pro-inflammatoires et pro-

fibrotiques et (ii) en inhibant l’activation des fibroblastes.  
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a) OX40L régule l’infiltrat inflammatoire et la production de cytokines pro-fibrotiques 

 

Nous avons observé que la protection du phénotype fibrosant s’accompagnait d’une 

diminution de l’infiltrat lymphocytaire T dans la peau lésionnelle des souris ox40l-/- traitées 

par bléomycine. En accord avec ces résultats, dans les modèles murins d’asthme, de colite 

inflammatoire, d’encéphalomyélite, de GVHD et d’arthrite où le bloquage d’OX40L a été 

efficace, la protection du phénotype pathogène s’accompagnait d’une diminution de l’infiltrat 

lymphocytaire T (431,434,436–440).  

Chez les souris transgéniques pour OX40L développant une HTAP spontanée, le 

développement de l’HTAP s’accompagnait d’une diminution des lymphocytes T régulateurs 

(469). Dans la ScS, les lymphocytes T régulateurs sont diminués et leur fonction est 

défaillante. L’effet du blocage d’OX40L pourrait donc être également lié à une restauration de 

la tolérance immune, augmentant le nombre et la fonction des lymphocytes T régulateurs, 

prévenant le développement de la fibrose inflammatoire. Toutefois, nous n’avons pas étudié le 

nombre ni la fonction des lymphocytes T régulateurs présents dans le derme et les poumons 

des souris. 

L’effet du blocage d’OX40L pourrait également être médié par une inhibition de l’interaction 

entre OX40 exprimé par les lymphocytes T et OX40L exprimé par les macrophages et les 

lymphocytes B (446), puisque les souris ox40l-/- , protégées de la fibrose dermique induite 

par la bléomycine, présentaient une diminution de l’infiltrat lymphocytaire B et 

macrophagique. 

Cette augmentation de l’infiltrat inflammatoire dans la peau lésionnelle peut être liée à une 

augmentation de la survie des lymphocytes et macrophages, comme suggéré par les voies de 

signalisation d’OX40L (398) ou à leur recrutement sur le site de l’inflammation par 

interaction entre OX40 présent sur les lymphocytes T et OX40L exprimé par les cellules 

endothéliales activées (en réponse à un stimulus inflammatoire). En effet, il a été montré que 

les lymphocytes T pouvaient infiltrer les tissus lésionnels au cours de la leucémie à cellules T 

ou dans des maladies inflammatoires cutanées par liaison entre OX40 présent sur les 

lymphocytes T activés et OX40L exprimé par les cellules endothéliales activées 

(404,405,489). Toutefois, les mécanismes responsables de l’infiltrat lymphocytaire dans la 

peau et régulés par OX40L n’ont pas été étudiés dans ce travail.  

La protection du phénotype fibrotique était accompagnée d’une diminution du relargage des 

cytokines pro-fibrotiques IL-6 et TNF-α. En accord avec ces données, l’interaction OX40-

OX40L a entrainé une augmentation de production de TNF-α et d’IL-6 par les cellules 
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dendritiques activées dans une étude (490) et le blocage de l’interaction par une protéine de 

fusion OX40-Ig a diminué la production de TNF-α dans des modèles murins de colite 

inflammatoire (455). De même, dans un modèle d’encéphalomyélite auto-immune, le 

relargage de l’IL-6 était diminué après invalidation d’OX40L et était augmenté chez les souris 

transgéniques pour OX40L (432). Le rôle de l’IL-6 dans la ScS est suggéré par plusieurs 

études : (i) les taux sériques d’IL-6 sont augmentés chez les patients ScS en comparaison à 

des sujets contrôles et sont corrélés à l’étendue de la fibrose dermique et associés à un 

pronostic péjoratif  (356,357), (ii) in vitro, un anticorps anti-IL6, a réduit la production de 

collagène de type I dans les fibroblastes issus de patients ScS (358), (iii) in vivo, les souris 

invalidées pour l’IL-6 ou traitées par un anticorps anti-IL6 ou vaccinées contre l’IL-6 étaient 

protégées du développement de la fibrose dermique dans le modèle induit par la bléomycine 

ou par immunisation contre la topoisomérase de type 1 (358–360). Les données d’une revue 

suggèrent que l’IL-6 promeuvrait la fibrose par un double effet (pro-inflammatoire et pro-

fibrotique stimulant la prolifération des fibroblastes ScS et la production de collagène) (491). 

Le rôle du TNF-α est plus ambigü. In vitro, les études sont contradictoires : toutefois, la 

majorité met en évidence une diminution de production des constituants de la matrice 

extracellulaire par les fibroblastes sous l’effet du TNF-α (492). In vivo, sa concentration est 

augmentée dans la peau lésionnelle dans le modèle de fibrose dermique induite par la 

bléomycine et l’inhibition du TNF-α par le récepteur soluble (Etanercept) a prévenu le 

développement de la fibrose dermique dans ce modèle (493). L’hypothèse émise est que le 

TNF-α aurait un effet pro-inflammatoire activant les cellules inflammatoires à la phase initiale 

dans les modèles murins de la maladie. Ces cellules inflammatoires sécréteraient ensuite des 

médiateurs pro-fibrotiques, responsables de l’activation secondaire des fibroblastes (492). En 

revanche, chez l’homme, les données suggèrent un effet anti-fibrotique du TNF-α dans la 

mesure où il a été rapporté une aggravation mortelle de la fibrose pulmonaire au cours de la 

ScS et de la polyarthrite rhumatoïde chez des patients traités par anti-TNFα (494,495).  

Nous n’avons pas mis en évidence d’effet de l’invalidation d’OX40L sur le relargage de 

cytokines de type Th2. Le rôle pro-fibrotique des cytokines Th2, telles que l’IL-4 et l’IL10 est 

bien établi au cours de la ScS (158,182,215–219).  Il est habituellement admis que la voie 

OX40-OX40L promeut la co-stimulation des lymphocytes T vers une voie Th2 (416,417). 

Cela a été suggéré par plusieurs études dans des modèles murins et primates d’asthme où le 

blocage d’OX40L était associé à une diminution de la réponse inflammatoire Th2 (418) . De 

même, l’hyperexpression consitutive d’OX40L associée au développement spontané d’une 

pneumopathie interstitielle et d’une HTAP a été associée à une augmentation des cytokines 
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Th2, mais aussi Th17 (429,469). Dans notre étude, il y avait une tendance non significative à 

une diminution de l’IL-17 suite au blocage d’OX40L. Il est bien établi que la polarisation 

lymphocytaire induite par l’interaction OX40-OX40L dépend de l’environnement 

cytokinique, de la force de la stimulation par le TCR et de la dose d’antigène (414,419–421). 

L’environnement cytokinique inflammatoire pourrait donc expliquer l’absence d’effet du 

blocage d’OX40L sur les cytokines Th2 dans notre étude. Une autre hypothèse pour expliquer 

l’absence de diminution de cytokines Th2 et la diminution non significative de l’IL-17 dans 

notre travail peut être que l’augmentation de l’IL-4, de l’IL-10 et de l’IL-17 était faible et non 

significative après les injections de bléomycine chez les souris contrôles, ce qui peut limiter la 

mise en évidence d’une différence entre les souris ox40l+/+ et les souris ox40l-/-.  

Enfin, malgré les effets observés en physiologie sur le TGF-β (diminution du TGF-β)(409), 

nous n’avons pas mis en évidence d’hyperexpression de la voie du TGF-β dans cette étude. 

En accord avec nos résultats, il n’a pas été rapporté d’effet sur le TGF-β suite au blocage ou à 

l’hyperexpression d’OX40L dans les différents modèles murins de maladie auto-immune 

publiés. 

b) Action sur les fibroblastes  

 

Même si un effet direct d’OX40L sur les fibroblastes n’a pas pu être démontré dans ce travail, 

nous avons observé pour la première fois une expression d’OX40L par les fibroblastes. Cette 

expression était présente sur les fibroblastes dans la peau lésionnelle de patients ScS et 

également sur les myofibroblastes. Elle a été confirmée in vitro sur des fibroblastes dermiques 

de patients ScS et de témoins sains. Nos données ont suggéré que l’activation de ces 

fibroblastes via OX40L était médiée par AP1, puisque les myofibroblastes issus de souris 

ox40l-/- soumis aux injections de bléomycine avaient une expression moindre de c-fos que 

ceux des souris ox40l+/+ traitées par la bléomycine. 

Les résultats obtenus dans le modèle Tsk-1 nuancent ces résultats. Le modèle Tsk-1 est un 

modèle des stades tardifs non inflammatoires de la maladie (149,187,254). Dans ce modèle, 

les fibroblastes dermiques explants présentent un phénotype pro-fibrotique qui persiste après 

plusieurs passages in vitro. Il n’a pas été observé d’effet de l’invalidation ou de l’inhibition 

d’OX40L sur la fibrose non inflammatoire du modèle Tsk-1. Ainsi, le bloquage d’OX40L ne 

semble inhiber l’activation des fibroblastes que dans un environnement inflammatoire.   
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c) Voies de signalisation régulées par OX40L 

 

Nous avons identifié plusieurs voies de signalisation pro-fibrotiques régulées par OX40L dans 

le modèle de fibrose dermique induite par la bléomycine: l’inhibition des métalloprotéases 

matricielles, la voie NFκB et la voie AP-1. 

Les métalloprotéases matricielles sont impliquées dans la dégradation de la matrice 

extracellulaire et sont inhibées au cours des processus de fibrose. 

La voie NFκB est une voie de signalisation connue d’OX40L (398,413,496). Son rôle dans le 

processus de fibrose est bien établi. Elle joue un role clé dans la régulation de gènes impliqués 

dans la réaction immune et inflammatoire contribuant à l’activation secondaire des 

fibroblastes. Par ailleurs, elle semble impliquée dans l’accumulation du CTGF dans les 

fibroblastes de patients ScS (497). 

Comme les données pour les métalloprotéases matricielles et NFκB étaient bien établies dans 

le cadre de la fibrose, nous nous sommes plus particulièrement intéressés à la voie de 

signalisation AP1 et avons confirmé l’hyperexpression de cette voie dans le derme des souris 

ox40l+/+ en comparaison aux souris ox40l-/- après injections de bléomycine. Ces données 

sont en accord avec l’hyperexpression des ARN messagers de c-fos et c-jun observée dans les 

cellules endothéliales activées après liaison d’OX40L (498). Dans notre étude, c-fos était 

exprimé par les lymphocytes T, mais également par les myofibroblastes. Ces résultats 

suggèrent qu’OX40L pourrait réguler l’inflammation et l’activation fibroblastique par une 

voie de signalisation dépendante d’AP-1, dans le modèle de fibrose dermique inflammatoire.  

 

3. Les modèles animaux de ScS 

 

Ce travail de thèse permet également de souligner les avantages et limites des modèles 

animaux dans la ScS et les paramètres à prendre en compte avant d’envisager une étude in 

vivo. Une étape de ce travail de thèse a consisté à étudier l’effet du blocage d’OX40L dans un 

autre modèle murin complémentaire de ScS : le modèle induit par injections intra-dermiques 

d’acide hypochloreux (149,267). Cependant, ce modèle n’a pas été induit, ce qui a empêché 

toute analyse ultérieure. Cela souligne la nécessité de valider les modèles animaux et 

d’optimiser l’induction des modèles animaux en déterminant notamment quel fond génétique 

est le plus sensible au modèle considéré. C’est dans cette optique que notre travail 1 a été 

réalisé. La variabilité des résultats obtenus selon le fond génétique des souris est également 
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mise en exergue par l’observation de souris transgéniques pour OX40L qui ne développent 

une atteinte inflammatoire et auto-immune que sur un fond génétique de prédisposition 

C57/BL6 (429,469). Ainsi, avant toute étude in vivo, plusieurs questions doivent être posées : 

- quel modèle utiliser ? 

- quel fond génétique dois-je utiliser compte-tenu du modèle utilisé, de la cible évaluée 

(inflammatoire par exemple pour le modèle C57/BL6) et des données de la littérature ? A 

cette étape, une optimisation du protocole d’induction peut être nécessaire. 

- comment évaluer les souris ? Et notamment est-ce que des moyens non-invasifs d’évaluation 

peuvent être utilisés ? Cela permettra, d’une part de promouvoir le bien-être animal en accord 

avec la règle des 3 R (471), mais également de mieux évaluer les traitements en déterminant 

le moment d’évaluation le plus adéquat. C’est dans cette optique que s’inscrit notre travail 2.   

Les limites des modèles animaux de ScS ne reproduisant pas tous les mécanismes impliqués 

dans la physiopathologie de la maladie (cf article de revue 1), soulignent la nécessité 

d’évaluer l’effet du blocage d’une potentielle cible thérapeutique dans plusieurs modèles 

murins complémentaires. 

Enfin, la transposition des résultats obtenus dans des modèles murins à la pratique clinique a 

souvent été soldée par des échecs, mettant en exergue les limites des modèles animaux. Ainsi, 

les résultats obtenus avec des traitements anti-inflammatoires dans le modèle murin induit par 

la bléomycine sont en général très positifs, du fait d’un infiltrat dermique inflammatoire 

majeur dans ce modèle. 

Par exemple, les anti-TNFα apparaissaient comme un traitement prometteur de la ScS, 

puisque les taux de TNF-α sont augmentés dans la peau fibrotique murine et que l’inhibition 

du TNF-α par le récepteur soluble (Etanercept) a prévenu le développement de la fibrose 

dermique induite par la bléomycine (493). Cependant, chez l’homme, ces données n’ont pas 

été confirmées et il a même été rapporté une aggravation mortelle de la fibrose pulmonaire 

sous anti-TNFα chez des patients atteints de ScS et de polyarthrite rhumatoïde (494,495).  

Récemment, les essais portant sur l’imatinib mesylate n’ont pas confirmé les données des 

modèles murins. Les données obtenues in vivo dans des modèles murins étaient très 

prometteuses avec à la fois une prévention  de la fibrose inflammatoire et non inflammatoire 

mais aussi une guérison de la fibrose établie des souris traitées (499). Ceci a conduit à des 

essais thérapeutiques préliminaires qui pouvaient laisser espérer une efficacité de l’imitanib 

mesylate même si la tolérance n’était pas très bonne. Toutefois, dans les essais contrôlés 

randomisés en double aveugle, l’imatinib mesylate s’est avéré inefficace pour améliorer la 

fibrose dermique et a été associé à une tolérance médiocre (332,333).  
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4. Transposition à la recherche clinique : le blocage d’OX40L : un traitement 

prometteur de la ScS 

 

a) Avantages d’une thérapie ciblée anti-OX40L 

 

Nos résultats démontrent que le blocage d’OX40L prévient le développement de la fibrose 

dermique, pulmonaire et de l’HTAP inflammatoires dans des modèles murins 

complémentaires de ScS. Cela a une implication thérapeutique directe puisqu’un anticorps 

humain monoclonal anti-OX40L est disponible (462). Un avantage du blocage d’OX40L 

repose sur son mode d’action : le couple OX40-OX40L présente une fenêtre d’expression 

étroite (399,500). OX40 n’est exprimé que sur les lymphocytes T activés spécifiques d’un 

antigène et non sur les lymphocytes T naïfs avec une expression restreinte au site 

inflammatoire. Ainsi, le blocage de l’interaction OX40-OX40L permettrait d’inhiber 

uniquement les lymphocytes T pathogènes récemment activés en réponse à l’(auto-) antigène 

et présents sur le site inflammatoire, sans diminuer le pool des autres lymphocytes, 

contrairement à ce qui est habituellement observé avec les autres traitements 

immunosuppresseurs conventionnels (402,460,496,500,501).  Cet effet ciblé permettant 

d’éviter une immunosuppression globale a déjà été démontré dans des modèles animaux de 

pathologies auto-immunes, inflammatoires, allergiques et même infectieuses (398,399,460). Il 

est donc émis l’hypothèse que ce traitement permettrait de limiter le risque infectieux auquel 

exposent les autres immunosuppresseurs (502).  

 

b) Etapes préliminaires et limites à l’utilisation d’un anticorps anti-OX40L dans la 

ScS 

 

Tout d’abord, le moment idéal pour instaurer ce traitement devra être déterminé. Il semblerait 

que l’expression  d’OX40L par les lymphocytes T soit un élément précoce voire initiateur 

dans le développement de la maladie auto-immune, précédent les signes cliniques, comme 

l’attestent les données obtenues dans des modèles animaux d’arthrite induite par injection 

d’adjuvant et d’encéphalomyélite auto-immune (441,442). De plus, dans un modèle de 

diabète auto-immun, le moment du blocage d’OX40L est apparu comme crucial, puisque le 

blocage à 6,9 ou 15 semaines après la naissance avait peu d’effets sur la maladie, tandis qu’un 

traitement instauré à la 12ème semaine a réduit l’incidence du diabète (433). 
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Par ailleurs, les différences d’expression d’OX40 entre les souris et les hommes incitent à la 

prudence avant de transposer les résultats obtenus dans des modèles murins à l’homme (414). 

Par exemple, l’expression d’OX40 est constitutive sur les lymphocytes T régulateurs chez la 

souris, tandis qu’elle est uniquement inductible chez l’homme.  

Enfin, le couple OX40-OX40L est impliqué dans les processus anti-infectieux et joue un rôle 

dans l’immunité anti-tumorale (503). Les patients avec déficit immunitaire combiné par 

déficit en OX40 présentent un risque accru de sarcome de Kaposi et de leishmaniose viscérale 

(504). Ces données soulèvent donc la question du risque infectieux et néoplasique chez les 

patients recevant un anticorps anti-OX40L. Toutefois, les souris invalidées pour OX40L n’ont 

pas un risque infectieux, notamment de leishmaniose, accru (505) et cet effet secondaire n’a 

pas été observé au cours de l’essai clinique évaluant un anticorps anti-OX40L dans l’asthme 

modéré (462).  

La question de l’immunogénicité d’un traitement par anticorps peut également être soulevée 

avec un risque d’anticorps anti-produit. Cet effet secondaire avait été rapporté au cours du 

développement d’une protéine de fusion OX40L-Fc (506), mais n’a pas été observé avec 

l’anticorps anti-OX40L (462). L’alternative serait l’utilisation de petites molécules interférant 

avec la liaison OX40-OX40L (507). 

Enfin, le spectre d’action d’OX40L demeure partiellement connu; ainsi le blocage d’OX40L 

pourrait exposer à des effets secondaires inattendus. Par exemple, le blocage d’OX40L dans 

un modèle d’arthrite induite par le collagène a été associé à une réduction de 

l’ostéoclastogénèse avec, chez les souris invalidées pour OX40L, des os plus fins et plus 

petits que les souris contrôles (402). 

 

5. Premières expériences en pathologie humaine 

 

Les premières expériences en thérapie humaine ont été obtenues dans l’asthme. Bien que les 

études pré-cliniques aient montré un effet bénéfique du traitement (418,461), les résultats 

d’un essai clinique de phase II sont décevants (462).  

Dans cette étude, il a été observé un effet pharmacologique du blocage d’OX40L avec une 

diminution de la concentration sérique en IgE totales et du nombre d’éosinophiles dans les 

expectorations. Toutefois, il n’y a pas eu d’effet clinique à 4 mois.  

Plusieurs hypothèses peuvent être émises pour expliquer cet échec : une sélection inadéquate 

des patients inclus dans cette étude avec des formes trop modérées et/ou non caractérisées par 
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une hyperexpression de l’axe OX40-OX40L, une posologie (8 mg/kg à J1 puis 4 mg/kg tous 

les mois pendant 3 mois), une fréquence ou une durée insuffisantes du traitement. 

Enfin, dans certains modèles animaux, la protection complète du phénotype était obtenue 

uniquement si plusieurs voies de signalisation étaient bloquées, par exemple OX40 et CD28 

(508,509) ou OX40 et CD30 (459). Ainsi, peut-être que l’absence d’efficacité de l’anticorps 

anti-OX40L dans l’asthme est lié à un blocage incomplet des voies de costimulation. Il reste 

donc à déterminer si dans l’approche en pathologie humaine, il serait nécessaire de bloquer 

plusieurs voies de co-stimulation de manière simultanée.  

 

II. Perspectives 

 

1. Mécanismes impliqués  

 

Nous avons observé que l’invalidation d’OX40L et la protection du phénotype fibrosant 

étaient associées à une diminution de l’infiltrat lymphocytaire T. D’après les données de la 

littérature, OX40L joue un rôle dans la survie des lymphocytes T (407,415). Pour mieux 

préciser si le blocage d’OX40L est associé à une augmentation de l’apoptose des lymphocytes 

T, des immunomarquages pour la caspase 3 clivée identifiant les cellules apoptotiques et le 

CD3 marquant les lymphocytes T sur des coupes de peau de souris ox40l+/+ et ox40l-/- ayant 

reçu de la bléomycine seront réalisés. Les cellules doublement marquées correspondront aux 

lymphocytes T en apoptose. La diminution de prolifération des lymphocytes T pourra 

également être évaluée par immunomarquage pour le ki67, marqueur de prolifération, et le 

CD3 (co-marquage).  

Le développement d’une HTAP de novo chez des souris transgéniques pour OX40L a été 

associé à une diminution des lymphocytes T régulateurs (469). L’effet du blocage d’OX40L 

sur les lymphocytes T régulateurs sera évalué par des immunomarquages pour le CD3 et 

Foxp3 sur des coupes de poumon de souris fra-2 traitées par l’anticorps contrôle ou 

l’anticorps anti-OX40L. 

En physiologie, il est suggéré que l’interaction OX40-OX40L diminue la production de TGF-

β.  Afin de mieux préciser l’effet du blocage d’OX40L sur la signalisation dépendante du 

TGF-β, des marquages pour phosphoSMAD2/3 seront réalisés sur les coupes de peau des 

souris. 
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Par ailleurs, l’infiltrat inflammatoire sera également évalué par marquage 

immunohistochimique dans les poumons des souris fra-2 traitées par anticorps anti-OX40L ou 

anticorps contrôle afin de mieux caractériser cette inflammation en déterminant le type de 

cellules impliquées (macrophages, cellules mastocytaires, lymphocytes T ou B). L’expression 

de l’IL-6, de MCP-1 et de MIF (facteur inhibant la migration des macrophages) sera 

également évaluée afin de déterminer quels sont les médiateurs impliqués dans le recrutement 

inflammatoire et modulés par AP-1.  

Une étude protéomique des sérums de souris fra-2 pourra également être réalisée afin 

d’identifier de nouvelles cibles protéiques, différentiellement exprimées entre les souris ayant 

développé une fibrose pulmonaire et celles n’en ayant pas et entre celles ayant une HTAP et 

celles n’en ayant pas développé. Cette approche pourrait permettre d’identifier des voies de 

signalisation régulées par OX40L et impliquées dans le développement de la pneumopathie 

interstitielle et de l’HTAP. Cette étude permettra également de mettre en évidence de 

potentiels biomarqueurs de fibrose pulmonaire ou d’HTAP. 

L’effet d’OX40L sur l’activation des fibroblastes et la synthèse de collagène devra être 

précisé. Pour ce faire, le modèle de fibrose induite par la bléomycine pourra être réalisé sur 

des souris présentant une invalidation sélective d’OX40L dans les fibroblastes. Cette sous-

expression sélective pourra être induite par croisement entre des souris recombinantes col1a2-

cre-loxP (avec induction de la recombinaison suite à des injections de tamoxifène) et des 

souris ox40l-/-. L’effet direct d’OX40L sur les fibroblastes sera donc confirmé si ces souris 

sont protégées de la fibrose induite par la bléomycine.  

L’effet d’OX40L sur les fibroblastes sera également évalué in vitro dans des co-cultures 

fibroblastes issus du derme de souris ox40l+/+ et ox40l-/- et lymphocytes T (exprimant donc 

OX40).  La synthèse du collagène en milieu basal et après stimulation par différentes 

cytokines pro-fibrotiques (TGF-β, IL-6, TNF-α) sera comparée dans ces 2 types de co-culture 

par PCR quantitative pour l’ARN messager de col1a1 et de col1a2 et par la technique sircol. 

L’implication de la voie AP-1 sera précisée par western blot pour c-fos et c-jun.  

Afin d’évaluer l’effet d’OX40L sur des fibroblastes humains, des co-cultures de lymphocytes 

T avec des fibroblastes humains (provenant de lignées) invalidés  pour OX40L par 

transfection d’un SiRNA seront réalisées. La production  de collagène, évaluée par PCR du 

collagène et sircol assay sera comparée à celle de fibroblastes contrôles non transfectés, en 

conditions basales et après stimulation par des cytokines pro-inflammatoires et pro-

fibrotiques. Le rôle de la voie AP-1 pourra également être évalué par western blot pour c-fos 

et c-jun.  
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Afin de reproduire au mieux la situation in vivo, ces co-cultures de fibroblastes-lymphocytes 

T seront réalisées en 3 dimensions, pour évaluer les interactions entre OX40 et OX40L 

exprimé par les fibroblastes incorporés dans une matrice extracellulaire et soumis au stress 

mécanique. 

 

2. Rôle dans la ScS : évaluation dans d’autres modèles murins complémentaires.  

 

La physiopathologie de la ScS fait intervenir trois mécanismes physiopathologiques 

principaux : la vasculopathie, la dysimmunité et la fibrose. 

Dans notre travail, l’effet sur l’auto-immunité et notamment la production d’anticorps n’a pas 

été étudié car les souris fra-2 ne constituent pas un modèle d’auto-immunité (149,176,177).  

L’effet de l’anticorps anti-OX40L sur l’auto-immunité a été suggéré par plusieurs études : les 

souris transgéniques pour OX40L ont des taux sériques élevés d’auto-anticorps anti-

nucléaires; dans un modèle de polyarthrite rhumatoïde, l’administration d’un anticorps 

neutralisant anti-OX40L à des souris déjà immunisées a diminué de manière significative la 

sévérité de l’arthrite induite par le collagène ainsi que le taux d’anticorps spécifiques 

(402,436).  Cet effet a également été observé dans un modèle murin de syndrome IPEX (459). 

Le rôle de l’intéraction OX40-OX40L sur la production d’auto-anticorps a également été 

souligné dans le lupus, où il est suggéré que l’axe OX40-OX40L constituerait une boucle 

d’amplification pour la genèse d’auto-anticorps (446). D’autres études pré-cliniques sur des 

modèles murins complémentaires de ScS présentant une auto-immunité devront être réalisées. 

On sait que l’effet pro-inflammatoire et auto-immun d’OX40L est obtenu sur des souris de 

fond génétique C57/BL6 (429,469). L’effet du blocage d’OX40L sur l’auto-immunité devra 

donc être évalué dans un modèle murin mimant l’auto-immunité de la ScS et induit sur un 

fond génétique C57/BL6. Le modèle induit par les injections d’acide hypochloreux 

habituellement réalisé sur des souris de fond génétique BALB/c n’apparait donc pas comme 

un modèle optimal pour cette étude.  Le modèle d’immunisation contre la topoisomérase I, 

réalisé sur un fond génétique C57/BL6, apparaît comme pertinent dans ce contexte (510). Ce 

modèle présente comme intérêt majeur d’associer une atteinte fibrosante et une auto-immunité 

avec production d’anticorps anti-topoisomérases I. Ces souris miment donc le phénotype 

sévère de la ScS : forme cutanée diffuse avec anticorps anti-topoisomérases I et fibrose 

pulmonaire, forme de ScS associée à un pronostic péjoratif et un risque de mortalité 

augmenté. Par ailleurs, ce modèle est caractérisé par une augmentation de la production d’IL-
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17 avec une augmentation des lymphocytes T Th2 et Th17 dans le lavage broncho-alvéolaire 

des souris immunisées. Les souris transgéniques pour OX40L, développant spontanément une 

pneumopathie interstitielle et une HTAP, étaient caractérisées par une augmentation des 

cytokines Th2 et Th17 (469,511). L’utilisation d’un anticorps monoclonal anti-OX40L dans 

ce modèle permettra donc de mieux préciser l’effet du blocage d’OX40L sur la production de 

cytokines Th2 et Th17. 

Par ailleurs, l’atteinte cardiaque est une cause majeure de décès au cours de la ScS. Nous 

n’avons pas observé d’atteinte myocardique chez nos souris fra-2, contrairement à une étude 

préliminaire (396). Le blocage d’OX40L pourra être évalué dans le modèle de souris 

invalidées pour le récepteur activateur plasminogène type urokinase (uPAR) (179,180) qui est 

le seul modèle murin de ScS (excepté fra-2) à présenter une cardiopathie mimant celle 

observée au cours de la ScS avec fibrose myocardique et apoptose endothéliale (180). Ces 

souris ont un fond génétique C57/BL6. 

 

3. Evaluation du blocage d’OX40L dans d’autres maladies fibrosantes 

 

Il est désormais bien établi que les maladies fibrosantes présentent des mécanismes 

physiopathologiques communs, avec une part inflammatoire probablement initiale et une 

activation secondaire des cellules mésenchymateuses en myofibroblastes, produisant de 

grandes quantités de matrice extracellulaire avec pour résultante la fibrose tissulaire (502).  

Afin de préciser le rôle joué par OX40-OX40L dans la fibrose, l’anticorps anti-OX40L sera 

évalué dans d’autres modèles expérimentaux de fibrose touchant d’autres organes. Le premier 

modèle étudié sera un modèle murin de cirrhose bilaire primitive, puisque la ScS et la cirrhose 

biliaire primitive présentent la particularité d’être deux maladies auto-immunes fibrosantes, 

que les patients ScS ont un risque accru de développer une cirrhose biliaire primitive (17) et 

que ces deux maladies présentent un fond génétique commun (512). Ceci suggère donc 

l’existence de mécanismes physiopathologiques communs à ces deux maladies. Toutefois, 

TNFSF4 n’a pas été identifié comme facteur de susceptibilité génétique pour la cirrhose 

biliaire primitive dans une étude gène candidat préliminaire (513).  

L’anticorps anti-OX40L sera évalué sur un modèle validé de cirrhose biliaire primitive, induit 

sur un fond génétique C57/BL6, le modèle d’immunisation par l’acide 2-octynoïque couplé à 

la sérum albumine qui est caractérisé par une inflammation portale associée à la production à 

titre élevé d’auto-anticorps anti-mitochondries (514). Par ailleurs, un effet du blocage 
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d’OX40L dans ce modèle peut être attendu car l’utilisation du CTLA4-Ig, bloquant la co-

stimulation du lymphocyte T, a permis de prévenir mais aussi de faire régresser la cirrhose 

biliaire primitive établie dans ce modèle. 

 

4. Perspectives sur le plan thérapeutique 

 

Afin de transposer nos résultats à la recherche clinique, un essai « proof-of-concept » de 

l’anticorps anti-OX40L dans la ScS pourra être réalisé. Il s’agira d’un essai randomisé, en 

double aveugle, contrôlé contre placebo incluant des formes sévères (formes cutanées 

diffuses) et précoces de ScS, dans la mesure où OX40L est impliqué dans la phase 

inflammatoire de la fibrose.  

Les critères d’inclusion seront des formes cutanées diffuses selon la classification Leroy (3), 

un score modifié de Rodnan >14 à l’inclusion et une maladie évoluant depuis moins de 3 ans. 

Les patients ne devront pas recevoir d’autre traitement immunosuppresseur ; une dose stable 

de corticoïdes sera tolérée. L’anticorps sera administré selon les mêmes modalités que dans 

l’essai thérapeutique sur l’asthme (462), à savoir 8mg/kg à J1 par voie intraveineuse puis par 

perfusions mensuelles à la dose de 4mg/kg. Un placebo sera administré par voie intraveineuse 

dans le groupe contrôle, selon les mêmes modalités. 

Le critère principal de jugement sera le changement du score cutané de Rodnan à 6 mois. Des 

critères secondaires seront également évalués: progression sur le plan pulmonaire définie par 

une diminution de capacité vitale forcée de plus de 10%, progression sur le plan cutané 

définie par une augmentation du score de Rodnan de plus de 25%, survenue d’une atteinte 

d’organe sévère (crise rénale sclérodermique, atteinte cardiaque de novo avec dysfonction 

ventriculaire gauche inférieure à 50%, développement d’une HTAP de novo confirmée au 

cathétérisme cardiaque droit, atteinte intestinale nécessitant une hospitalisation ou une 

nutrition parentérale, atteinte articulaire sévère avec gonflement de plus de 6 articulations), 

survenue d’un ulcère digital, effet sur le syndrome de Raynaud, scores de qualité de vie, 

paramètres biologiques de l’inflammation et taux sériques d’OX40L à baseline et à 6 mois.  

La tolérance sera évaluée en recueillant les effets secondaires cliniques et une surveillance 

biologique standard sera effectuée. Le suivi sera mensuel. 

Au minimum, 35 patients devront être inclus par groupe pour espérer mettre en évidence une 

différence de 5 points dans le score de Rodnan avec une puissance de 80% et un risque alpha 

de 0,025. 
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Ainsi, cette étude « proof-of-concept » permettra d’évaluer l’effet du blocage d’OX40L à 

court terme dans la ScS et également de déterminer si un taux sérique élevé à l’inclusion 

d’OX40L soluble peut être prédictif d’une réponse thérapeutique.  

D’autres études à long terme pourront ensuite être réalisées, en évaluant notamment l’intérêt 

de traitements combinés ciblant plusieurs aspects de la maladie, comme un traitement par 

anticorps anti-OX40L associé à un traitement inhibant le remodelage matriciel, comme les 

inhibiteurs de tyrosine kinases.  

 

5. Perspectives  sur le plan physiopathologique 

 

Nos résultats renforcent l’idée que la phase inflammatoire dysimmunitaire joue un rôle clé 

dans le développement de la fibrose. 

Malgré ces progrès, les avancées dans la connaissance de la ScS sont limitées par plusieurs 

facteurs : (i) le caractère orphelin de cette maladie, (ii) la diversité des formes cliniques avec 

des atteintes et une sévérité de la maladie variables selon les patients. Cela rend difficile la 

constitution d’un groupe de patients homogènes, nécessaire à l’identification des facteurs 

génétiques impliqués dans le développement d’un phénotype précis, (iii) la difficulté à 

identifier les facteurs environnementaux, (iv) le caractère multigénique de la maladie avec 

plusieurs facteurs de susceptibilité génétique, ayant chacun un poids faible et (v) 

l’imperfection des modèles animaux de la maladie ne reproduisant pas toutes les 

caractéristiques de la maladie. 

La contribution fonctionnelle d’OX40L à différentes maladies auto-immunes avec différents 

phénotypes cliniques a déjà été démontrée in vivo (402,431,434,436,440,462). Donc un même 

facteur de susceptibilité génétique est impliqué dans la survenue de maladies très diverses, 

avec des phénotypes variés. Cela soulève la question du rôle des facteurs environnementaux, 

de l’interaction gène-environnement et de la combinaison des facteurs de susceptibilité 

génétique entrainant le développement d’une maladie auto-immune, plutôt qu’une autre.  
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CONCLUSION 

 

La ScS est une maladie systémique auto-immune orpheline. Elle est caractérisée par une 

atteinte vasculaire, une atteinte inflammatoire auto-immune et une fibrose touchant la peau et 

les organes internes. Il s’agit d’une maladie sévère associée à une surmortalité et il n’existe 

pas à l’heure actuelle de traitement efficace pour prévenir ou guérir la fibrose irréversible. 

Une meilleure connaissance de la physiopathologie de la maladie avec mise en évidence du 

rôle clé de la phase inflammatoire dysimmunitaire et les progrès récents accomplis dans le 

domaine de l’immunorhumatologie incitent au développement de thérapies ciblées dans la 

ScS.  

Nous nous sommes intéressés à une thérapie anti-OX40L, qui est impliqué dans les voies de 

co-stimulation du lymphocyte T, pour plusieurs raisons : TNFSF4 codant pour OX40L est un 

facteur de susceptibilité génétique pour la ScS, le blocage d’OX40L a montré son efficacité 

dans d’autres modèles pré-cliniques de maladies auto-immunes et OX40L présente l’avantage 

d’être spécifique de l’antigène pathogène et d’avoir une fenêtre d’expression étroite dans le 

temps et restreinte au site inflammatoire, évitant ainsi de dépleter l’ensemble du pool 

lymphocytaire. Le blocage de cette voie pourrait donc entrainer moins de risques infectieux 

que les autres traitements immunosuppresseurs. Une première partie de ce travail a consisté 

en l’optimisation des méthodes d’induction et d’évaluation du modèle murin de fibrose 

dermique induite par la bléomycine, pré-requis nécessaire à l’évaluation d’un traitement 

potentiel de la ScS. L’étude pré-clinique a ensuite consisté à évaluer l’efficacité d’une 

thérapie ciblée anti-OX40L dans des modèles murins complémentaires de ScS, reproduisant 

ensemble les différents mécanismes physiopathologiques de la ScS. Nous avons montré que le 

blocage d’OX40L permettait de prévenir la fibrose inflammatoire touchant la peau et le 

poumon, ainsi que l’atteinte vasculaire observée au cours de la ScS. Ainsi, ce travail souligne 

le rôle de la phase inflammatoire dans la physiopathologie de la ScS et l’intérêt de 

l’immunothérapie anti-OX40L dans le traitement de la ScS et des maladies fibrosantes.  
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RESUME 
 

La sclérodermie systémique (ScS) est une maladie auto-immune orpheline. Elle est caractérisée par 

une atteinte microvasculaire et une fibrose touchant la peau et les organes internes. La ScS est une 

maladie sévère avec une surmortalité significative. Jusqu’à présent, aucun essai thérapeutique n’a 

permis de démontrer qu’un produit ait une action anti-fibrosante et améliore significativement le 

pronostic de cette maladie. 

La physiopathologie de la ScS  fait intervenir une combinaison de facteurs environnementaux et de 

facteurs de susceptibilité génétique. Récemment TNFSF4 a été identifié comme facteur de 

susceptibilité génétique à la ScS. TNFSF4 code pour OX40 ligand (OX40 L). Le couple OX40-

OX40L est impliqué dans la co-stimulation tardive des lymphocytes T, mais aussi dans la genèse et la 

réactivation de lymphocytes T mémoires et dans la prolifération et différenciation des lymphocytes B. 

Bloquer OX40L s’est avéré prometteur dans des modèles précliniques d’encéphalomyélite auto-

immune, de polyarthrite rhumatoïde, de colite inflammatoire, de réaction du greffon contre l’hôte et 

d’asthme. Par ailleurs, ce blocage permettrait d’inhiber uniquement les lymphocytes T pathogènes 

récemment activés et d’éviter ainsi une immunosuppression globale, contrairement aux biothérapies 

actuellement disponibles en rhumatologie.  

L’observation d’une surexpression de la protéine OX40L dans le derme des patients ScS nous a incités 

à étudier le rôle d’OX40L dans la ScS. L’objectif de mon travail de thèse a été d’étudier l’efficacité 

d’une thérapie ciblée anti-OX40L dans la ScS, par l’utilisation de modèles murins complémentaires de 

la maladie. 

Nous avons tout d’abord cherché à optimiser le modèle de fibrose induite par la bléomycine, qui est un 

modèle bien validé, utilisé en général en première intention pour évaluer des anti-fibrosants potentiels, 

en particulier lorsqu’il s’agit de cibles inflammatoires. Nous avons également étudié si l’échographie à 

haute fréquence pouvait apporter une aide à l’évaluation cutanée chez ces animaux, mais nos résultats 

n’ont pas permis de démontrer une place spécifique à cet outil dans ce contexte. Les approches anti-

OX40L ont débuté par l’utilisation de souris KO qui ont montré des résultats prometteurs dans le 

modèle induit par la bléomycine. Ensuite, des approches pharmacologiques ont été développées en 

utilisant un anticorps monoclonal neutralisant anti-OX40L dans le modèle de fibrose dermique induite 

par la bléomycine. L’intérêt du blocage d’OX40L a été conforté par la démonstration de propriétés 

non seulement de prévention mais aussi curatives contre la fibrose établie. L’étude des voies modulées 

par OX40L a mis en avant l’infiltrat inflammatoire et le relargage de cytokines pro-fibrotiques (IL-6 et 

TNF-α). De plus, le blocage d’OX40L semblait prévenir la fibrose dermique en inhibant l’activation 

des fibroblastes dépendant de la voie de signalisation AP-1. 

Le rôle d’OX40L dans la phase inflammatoire du  remodelage matriciel a été abordé par l’utilisation 

du modèle de cicatrisation cutanée. En revanche, le blocage d’OX40L n’a pas eu d’effet dans le 

modèle de fibrose non-inflammatoire qui caractérise les souris Tsk-1.  

Etant donné le rôle clé en clinique de l’atteinte d’organe, notre approche a été enrichie par l’utilisation 

de souris transgéniques Fra2, qui sont un nouveau modèle de ScS caractérisé par une fibrose 

pulmonaire inflammatoire et une HTAP. L’effet de l’anticorps anti-OX40L a été remarquable dans ce 

contexte avec au scanner et à l’histologie une réduction significative de la fibrose pulmonaire, du 

remodelage vasculaire et des signes d’HTAP. 

Enfin, l’étude longitudinale des sérums collectés dans notre cohorte de patients a montré que la forme 

soluble d’OX40L pourrait être un potentiel biomarqueur dans la ScS pour identifier les patients à 

risque de progression sévère.  

Ainsi, nos résultats mettent en lumière le rôle d’OX40L dans la ScS et suggèrent que son blocage 

pourrait être un traitement potentiel dans la ScS et peut-être dans d’autres maladies fibrosantes.  Ce 

travail met en exergue la relation inflammation-fibrose dans la physiopathologie de la ScS.  

Ce travail de thèse souligne l’intérêt de combiner plusieurs modèles animaux dans l’approche 

préclinique de la ScS.  
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