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Implication de CCN3 (NOV) dans la vasculopathie et la pigmentation
cutanées de la Sclérodermie Systémique

Résumé : La Sclérodermie Systémique (ScS) est, malgré sa rareté, un enjeu majeur de santé publique de par sa morbi-
mortalité importante. Sa physiopathologie est encore en partie méconnue mais on sait qu'elle associe des manifestations
d'auto-immunité, d'atteinte des petits et gros vaisseaux et de �brose des tissus conjonctifs touchant l'ensemble des
organes. L'atteinte cutanée dans la ScS revêt une importance particulière, étant bien souvent un des premiers signes
cliniques permettant le diagnostic, ainsi qu'un marqueur de sévérité. On peut notamment observer, chez certains
patients, des troubles de la pigmentation.

Au cours de ce travail, nous nous sommes intéressés aux troubles pigmentaires dans la ScS et leur relation avec
l'apparition de la maladie. Dans un premier temps, nous avons recensé la présence des troubles pigmentaires dans
une cohorte locale de 239 patients et avons étudié leur association avec les di�érentes atteintes de la maladie. Nous
avons constaté que l'hyperpigmentation di�use était associée avec l'atteinte vasculaire de la ScS, particulièrement la
présence d'ulcères digitaux.

Par la suite, nous nous sommes intéressés aux bases moléculaires sous-tendant cette association. Les protéines de la
famille des CCN (CYR61 / CTGF / NOV) sont sécrétées dans la matrice extra-cellulaire, où elles prennent part à de
nombreux processus biologiques, tels que la régulation de la prolifération cellulaire, de l'adhésion, de la sécrétion de
collagène. Au sein de cette famille, CCN3 (ou NOV) est un candidat particulièrement intéressant dans le cadre du lien
entre vasculopathie et pigmentation, puisqu'il est impliqué à la fois dans l'angiogénèse et l'homéostasie de l'épiderme.
Nous avons étudié l'expression de CCN3 dans la peau de patients ScS présentant ou non des troubles pigmentaires,
par rapport à des contrôles sains. Nous avons observé que son expression était particulièrement diminuée au niveau
des vaisseaux dermiques in situ, ainsi que dans les cellules endothéliales in vitro, chez l'ensemble des patients. Nous
avons montré que l'inhibition de l'expression de CCN3 dans des cellules endothéliales saines altérait l'angiogénèse in

vitro, via une diminution de la migration cellulaire. Nous avons alors étudié l'expression de CCN3 dans l'épiderme
des patients ScS. Chez les patients présentant une hyperpigmentation, CCN3 était spéci�quement diminué dans les
mélanocytes et augmenté dans les kératinocytes par rapport aux patients sans troubles de la pigmentation.

Au total, CCN3 représente une piste thérapeutique prometteuse pour les patients ScS avec une atteinte vasculaire,
qui pourrait être dépistée précocément grâce à la présence d'hyperpigmentation.

Mots-clés : sclérodermie systémique, vasculopathie, pigmentation, protéines CCN, CCN3, NOV

Implication of CCN3 (NOV) in vasculopathy and pigmentation of
systemic sclerosis

ABSTRACT : Systemic Sclerosis (SSc) is a rare but potentially deadly connective tissue disease. Its pathophysiology
remains partly unknown but combines auto-immunity, small and large vessels involvement and �brosis of the connective
tissue, a�ecting all organs. Skin features are considered as diagnostic and prognosis markers and include for some
patients the presence of pigmentary disorders.

In this work, we looked into pigmentary disorders in SSc and their relationship with the pathophysiology of the
disease. First, we analyzed the presence of pigmentary disorders among a local cohort of 239 patients as well as their
association with systemic involvement in the disease. We have found that di�use hyperpigmentation was associated
with an increased risk of vascular involvement in SSc, particularly digital ulcers.

Then, we investigated the molecular basis behind this association. Proteins of the CCN (CYR61 / CTGF / NOV)
family are multimodular proteins secreted in the extra-cellular matrix, where they take part in numerous biological
processes, such as cell proliferation, adhesion, collagen secretion. Within this family, CCN3 (also called NOV) is a
promising candidate, being implicated both in angiogenesis and epidermal homeostasis. We studied CCN3 expression
in the skin of SSc patients presenting or not pigmentary disorders, as compared to healthy controls. We found that
CCN3 expression was particularly decreased in the dermal vessels in situ, as well as in endothelial cells in vitro.
CCN3 inhibition in endothelial cells resulted in altered angiogenesis in vitro, through a decrease in cell migration.
We also studied CCN3 expression in SSc epidermis. SSc patients presenting hyperpigmentation exhibited decreased
CCN3 in their melanocytes as well as increased CCN3 in their keratinocytes, compared to patients without pigmentary
disorders.

Overall, CCN3 represents a promising therapeutic lead for SSc patients with vascular involvement, which could be
spotted early thanks to the presence of hyperpigmentation.

Keywords : systemic sclerosis, scleroderma, vasculopathy, pigmentation, CCN proteins, CCN3, NOV
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RESUME

La Sclérodermie Systémique (ScS) est, malgré sa rareté, un enjeu majeur de santé pu-
blique de par sa morbi-mortalité importante. Sa physiopathologie est encore en partie
méconnue mais on sait qu'elle associe des manifestations d'auto-immunité, d'atteinte des
petits et gros vaisseaux et de �brose des tissus conjonctifs touchant l'ensemble des organes.
L'atteinte cutanée dans la ScS revêt une importance particulière, étant bien souvent un
des premiers signes cliniques permettant le diagnostic, ainsi qu'un marqueur de sévérité.
On peut notamment observer, chez certains patients, des troubles de la pigmentation.

Au cours de ce travail, nous nous sommes intéressés aux troubles pigmentaires dans la
ScS et leur relation avec l'apparition de la maladie. Dans un premier temps, nous avons
recensé la présence des troubles pigmentaires dans une cohorte locale de 239 patients
et avons étudié leur association avec les di�érentes atteintes de la maladie. Nous avons
constaté que l'hyperpigmentation di�use était associée avec l'atteinte vasculaire de la ScS,
particulièrement la présence d'ulcères digitaux.

Par la suite, nous nous sommes intéressés aux bases moléculaires sous-tendant cette as-
sociation. Les protéines de la famille des CCN (CYR61 / CTGF / NOV) sont sécrétées
dans la matrice extra-cellulaire, où elles prennent part à de nombreux processus biolo-
giques, tels que la régulation de la prolifération cellulaire, de l'adhésion, de la sécrétion de
collagène. Au sein de cette famille, CCN3 (ou NOV) est un candidat particulièrement in-
téressant dans le cadre du lien entre vasculopathie et pigmentation, puisqu'il est impliqué
à la fois dans l'angiogénèse et l'homéostasie de l'épiderme. Nous avons étudié l'expres-
sion de CCN3 dans la peau de patients ScS présentant ou non des troubles pigmentaires,
par rapport à des contrôles sains. Nous avons observé que son expression était particu-
lièrement diminuée au niveau des vaisseaux dermiques in situ, ainsi que dans les cellules
endothéliales in vitro, chez l'ensemble des patients. Nous avons montré que l'inhibition
de l'expression de CCN3 dans des cellules endothéliales saines altérait l'angiogénèse in
vitro, via une diminution de la migration cellulaire. Nous avons alors étudié l'expression
de CCN3 dans l'épiderme des patients ScS. Chez les patients présentant une hyperpig-
mentation, CCN3 était spéci�quement diminué dans les mélanocytes et augmenté dans
les kératinocytes par rapport aux patients sans troubles de la pigmentation.

Au total, CCN3 représente une piste thérapeutique prometteuse pour les patients ScS
avec une atteinte vasculaire, qui pourrait être dépistée précocément grâce à la présence
d'hyperpigmentation.

Mots-clés : sclérodermie systémique, vasculopathie, pigmentation, protéines CCN, CCN3,
NOV
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ABSTRACT

Systemic Sclerosis (SSc) is a rare but potentially deadly connective tissue disease. Its
pathophysiology remains partly unknown but combines auto-immunity, small and large
vessels involvement and �brosis of the connective tissue, a�ecting all organs. Skin features
are considered as diagnostic and prognosis markers and include for some patients the
presence of pigmentary disorders.

In this work, we looked into pigmentary disorders in SSc and their relationship with the
pathophysiology of the disease. First, we analyzed the presence of pigmentary disorders
among a local cohort of 239 patients as well as their association with systemic involvement
in the disease. We have found that di�use hyperpigmentation was associated with an
increased risk of vascular involvement in SSc, particularly digital ulcers.

Then, we investigated the molecular basis behind this association. Proteins of the CCN
(CYR61 / CTGF / NOV) family are multimodular proteins secreted in the extra-cellular
matrix, where they take part in numerous biological processes, such as cell proliferation,
adhesion, collagen secretion. Within this family, CCN3 (also called NOV) is a promising
candidate, being implicated both in angiogenesis and epidermal homeostasis. We studied
CCN3 expression in the skin of SSc patients presenting or not pigmentary disorders, as
compared to healthy controls. We found that CCN3 expression was particularly decreased
in the dermal vessels in situ, as well as in endothelial cells in vitro. CCN3 inhibition
in endothelial cells resulted in altered angiogenesis in vitro, through a decrease in cell
migration. We also studied CCN3 expression in SSc epidermis. SSc patients presenting
hyperpigmentation exhibited decreased CCN3 in their melanocytes as well as increased
CCN3 in their keratinocytes, compared to patients without pigmentary disorders.

Overall, CCN3 represents a promising therapeutic lead for SSc patients with vascular
involvement, which could be spotted early thanks to the presence of hyperpigmentation.

Key words : systemic sclerosis, scleroderma, vasculopathy, pigmentation, CCN proteins,
CCN3, NOV
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AVANT-PROPOS

L'évolution grisante des thérapeutiques en rhumatologie ces vingt dernières années a per-
mis de révolutionner la prise en charge de nombreuses maladies auto-immunes, telles que
la polyarthrite rhumatoïde et la spondylarthrite ankylosante, pour lesquelles il est désor-
mais courant d'obtenir la rémission. Ces progrès vont de pair avec une amélioration de la
compréhension de ces pathologies, et notamment de ce qui survient en amont des symp-
tômes cliniques, phase appelée � pré-clinique �. A l'inverse, il existe un véritable contraste
entre l'étendue des moyens déployés pour la recherche concernant la Sclérodermie Sys-
témique (ScS) et l'absence de connaissances globales sur son origine. Cette pathologie à
l'expression clinique très hétérogène représente un véritable enjeu sur le plan médical et
humain, et rassemble médecins, chercheurs et patients autour d'une volonté commune d'en
améliorer la prise en charge. En e�et, en dépit d'une o�re toujours croissante de traite-
ments innovants (dits � biomédicaments �), il n'existe pas à l'heure actuelle de traitement
curatif qui puisse prendre en compte l'ensemble des manifestations de cette pathologie.

Dans ce contexte, l'enjeu en recherche est double. Il s'agit tout d'abord de repérer des
éléments cliniques qui pourraient permettre d'aboutir à des nouvelles classi�cations de
ces patients, a�n d'identi�er précocément les patients à risque. A ce titre, il est particu-
lièrement intéressant de se pencher sur les troubles pigmentaires, qui touchent un grand
nombre de patients, dont l'expression est variée � pouvant permettre de catégoriser les
patients � et dont la compréhension du mécanisme pourrait mettre en lumière de nou-
veaux mécanismes physiopathologiques jusque-là non explorés. Par ailleurs, il existe un
réel besoin de thérapies innovantes, pouvant agir sur l'ensemble des symptômes liés à la
maladie.

C'est en étudiant l'in�uence des cellules dermiques sur la pigmentation épidermique que
le Dr Cario, spécialiste de la pigmentation au sein de l'Inserm U1035, avait commencé
à s'intéresser aux patients sclérodermiques atteints de troubles pigmentaires. En e�et,
des travaux menés au laboratoire avaient permis de montrer une in�uence des sécrétions
�broblastiques dans la pigmentation épidermique. L'idée d'étudier ces phénomènes dans
une pathologie comprenant à la fois des anomalies dermiques et des troubles pigmentaires
est alors née.

Sur le plan moléculaire, un candidat se révélait particulièrement intéressant dans ce cadre :
la protéine CCN3 (NOV), appartenant à la famille des CCN. En e�et, il s'agit d'une famille
de protéines impliquées dans de nombreux mécanismes reliés à la physiopathologie de la
sclérodermie, comme l'angiogénèse ou encore la régulation de la production de collagène.
De plus, ces protéines sont ubiquitaires � c'est-à-dire exprimées dans toutes les cellules
et tissus du corps humain, ce qui s'avère particulièrement intéressant dans le cadre de
maladies systémiques. En�n, elles se situent en aval de nombreuses voies de signalisation,
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ce qui permettrait de les cibler avec une certaine spéci�cité, évitant ainsi des e�ets indési-
rables. CCN3 en particulier possède un rôle potentiel anti-�brotique et pro-angiogénique.
Or, il est également impliqué dans la régulation de la pigmentation cutanée. Cela a été
montré via l'étude de son rôle dans une autre maladie modèle : le vitiligo, pathologie
auto-immune caractérisée par une dépigmentation. Les travaux menés lors de la thèse du
Dr Anne-Sophie Ricard, dirigée par le Dr Cario, avaient notamment permis de con�rmer
l'implication de CCN3 dans le détachement mélanocytaire observé dans le vitiligo.

Des analyses préliminaires menées au laboratoire ont pu mettre en avant une dysrégula-
tion de l'expression de CCN3 dans des �broblastes de patients ScS atteints de troubles
pigmentaires. De là est né ce projet de thèse. L'idée de départ était d'étudier l'expres-
sion de CCN3 dans la peau des patients atteints de ScS, a�n de déterminer s'il existait
une dérégulation de son expression épidermique et/ou dermique, et de déterminer si cette
expression di�érait en fonction de la présence ou non de troubles pigmentaires. Nous es-
périons mettre en évidence des anomalies propres aux patients présentant des troubles
pigmentaires a�n de leur proposer par la suite un traitement ciblé. Nous souhaitions éga-
lement pouvoir préciser le lien physiopathologique entre la maladie et l'apparition des
troubles pigmentaires, ce qui pourrait être transposable à d'autres pathologies de la pig-
mentation comme le vitiligo.

A�n de recruter un nombre su�sant de patients pour le projet, le travail a été e�ectué en
collaboration avec le Dr Marie-Elise Truchetet, MCU-PH dans le service de rhumatologie,
qui a initié en 2012 une cohorte prospective de patients atteints de ScS, avec l'aide des
Pr Julien Seneschal et Estibaliz Lazaro. Cette collaboration fructueuse nous permettait
également de béné�cier de son expertise dans le domaine de la ScS, le service de rhuma-
tologie du CHU de Bordeaux ayant récemment été labellisé Centre de Référence Maladies
Rares. La cohorte de patients ScS, nommée VISS pour Vasculopathie et In�ammation
dans la Sclérodermie Systémique, recrute désormais dans plusieurs centres hospitaliers de
la Nouvelle Aquitaine et compte à présent près de 500 patients.

Nous avons donc décidé de recruter de manière prospective au sein de la cohorte VISS
des patients présentant des troubles pigmentaires ou non, a�n de véri�er nos hypothèses.
Une des idées du projet était également de prélever les patients en deux zones : une zone
� lésée � avec troubles pigmentaires et �brose, et une zone � non lésée �, sans troubles
pigmentaires ni �brose, a�n que chaque patient soit son propre contrôle. Un troisième
prélèvement a été e�ectué chez certains patients, a�n de déterminer la part des variations
liées aux troubles pigmentaires et celles liées à la �brose. Mon travail s'articule donc en
trois parties :

� Une partie clinique d'étude des troubles pigmentaires au sein de l'ensemble de la
cohorte VISS, en particulier leur prévalence et leur association avec les atteintes
systémiques de la maladie ;

� Une partie technique : mise au point d'un protocole commun d'isolation des prin-
cipales cellules d'intérêt de la peau des patients ScS (cellules épidermiques et der-
miques) ;

� Une partie de recherche translationnelle : étude de l'expression de CCN3 dans la
peau des patients ScS.



Chapitre 1

INTRODUCTION

Dans cet état de l'art, nous aborderons successivement la pathologie qu'est la Sclérodermie
Systémique (ScS), puis plus spéci�quement son atteinte cutanée, en particulier la présence
de troubles pigmentaires. Nous développerons les bases moléculaires de la pigmentation
épidermique. Nous nous intéresserons ensuite à la famille des protéines CCN, impliquée
dans de nombreux mécanismes d'homéostasie cutanée. En�n, nous présenterons un état
de l'art de l'implication des protéines CCN dans la ScS (article de revue).

1.1 La Sclérodermie Systémique : aspects clinico-biolo-
giques, grands principes physiopathologiques

1.1.1 Epidémiologie, histoire naturelle et enjeux

La Sclérodermie Systémique (ScS) est, malgré sa rareté, un enjeu majeur de santé publique
de par sa morbi-mortalité importante. Son nom provient du grec skleros, qui signi�e dur,
et derma, la peau. De fait, elle se caractérise par une �brose de la peau et des organes
internes, via une atteinte de l'ensemble des tissus conjonctifs. Les premières descriptions
cliniques compatibles avec ces symptômes ont été retrouvées dès l'Antiquité, dans les
écrits d'Hippocrate et Galien notamment, évoquant un durcissement de la peau associé
à une froideur et une absence de sudation [2]. Cependant, il faut attribuer au médecin
italien Carlo Curzio la première description clinique détaillée d'un cas de sclérodermie,
concernant une jeune �lle de 17 ans présentant une �brose cutanée prédominant au niveau
des membres et du visage. Par la suite, plusieurs cas cliniques similaires furent rassemblés
par E. Gintrac (1791-1877), alors professeur de médecine à la faculté de Bordeaux, qui les
désigna sous le nom de sclérodermie.

La ScS appartient à la famille des connectivites. Il faut la distinguer de la sclérodermie
uniquement cutanée appelée morphée, qui épargne les autres organes. Sa prévalence en
France est estimée à 1/6500 adultes (source : orphanet), mais varie en fonction des pays,
avec en particulier un gradient européen nord-sud ; ainsi, elle est estimée à 1/3610 en
Espagne contre 1/14084 en Islande [3]. Les femmes sont atteintes en majorité (quatre
femmes pour un homme environ). L'âge moyen de survenue connaît un pic de fréquence
autour de 45-64 ans. Le pronostic varie en fonction de la gravité de l'atteinte. Dans les

31



CHAPITRE 1. INTRODUCTION

formes les plus sévères, le taux de survie est estimé à 60-80% 10 ans après le diagnostic
(orphanet). Globalement, le taux de mortalité standardisé est estimé à 3,5 [4], ce qui
signi�e que des patients atteints de ScS ont 3,5 fois plus de risques de décès que l'ensemble
de la population du même âge sur une période donnée. A noter que le pronostic est plus
sévère chez les hommes [5] et dans certains groupes ethniques, tels que les Afro-Américains
[6].

1.1.2 Classi�cation

La ScS est une pathologie à l'expression clinique très hétérogène, ce qui complique sa
prise en charge ainsi que l'étude de sa physiopathologie. On distingue classiquement deux
formes basées sur l'extension de l'atteinte cutanée : la forme limitée, où la �brose reste
cantonnée aux extrémités et au visage, et la forme di�use, où la �brose s'étend également
aux parties proximales des membres et au tronc. L'atteinte cutanée se calcule au moyen
du score modi�é de Rodnan, qui prend en compte la sévérité de la sclérose ainsi que son
étendue (Figure 1.1). Ce score constitue à la fois un outil de suivi et un critère pronostique
[7].

Figure 1.1 � Calcul du score de Rodnan modi�é (extrait de www.rhumatismes.net).
Le score total s'obtient en additionnant les scores d'intensité de sclérose (ou �brose)
obtenus pour chaque zone.

Les critères diagnostiques de la maladie ont été mis à jour en 2013 par les collèges in-
ternationaux (ACR : American College of Rheumatology et EULAR : EUropean League
Against Rheumatism) [8]. Ils sont présentés Figure 1.2.
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Figure 1.2 � Critères diagnostiques ACR/EULAR de la Sclérodermie Systémique. Ex-
trait de Van den Hoogen et al., Annals of the Rheumatic Diseases, 2013.

1.1.3 Clinique

Les manifestations cliniques de la ScS, bien qu'extrêmement hétérogènes, s'articulent au-
tour d'une triade d'éléments :

� la vasculopathie ou atteinte des petits et gros vaisseaux : cela se traduit clinique-
ment par un phénomène de Raynaud 1, des ulcérations digitales, ou encore une hy-
pertension de l'artère pulmonaire ou l'atteinte des vaisseaux rénaux appelée � crise
rénale � ;

� l'auto-immunité : l'activation du système immunitaire est responsable de phéno-
mènes in�ammatoires divers et pouvant concerner l'ensemble des organes ;

1. diminution de la circulation sanguine au niveau des extrémités, notamment lors de l'exposition au
froid. Ce trouble est parfois nommé � syndrome du doigt blanc �.
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� et en�n la �brose, débutant habituellement au niveau de la peau, mais qui peut
également toucher l'ensemble des organes.

Les di�érentes atteintes d'organes retrouvées dans la maladie sont résumées dans la Figure
1.3.

Figure 1.3 � Atteintes d'organes au cours de la ScS. Sont représentés les di�érents or-
ganes qui peuvent être touchés, ainsi que les types d'atteintes les plus fréquentes ou les
plus graves.
HTAP : hypertension artérielle pulmonaire, RGO : re�ux gastro-oesophagien.
Syndrome restrictif : diminution de la capacité pulmonaire totale <80% de la théorique, dyspa-
reunie : douleur pendant les rapports sexuels.

1.1.4 Physiopathologie

Les mécanismes sous-tendant l'apparition de la maladie sont incomplètement élucidés.
Comme dans la plupart des maladies auto-immunes, elle se développe sur un terrain géné-
tique prédisposé [9], probablement sous l'impulsion d'un facteur déclenchant exogène. La
plupart des polymorphismes génétiques identi�és se situent sur des gènes codant pour des
protéines jouant un rôle dans le système immunitaire. Cependant, des polymorphismes
sur d'autres gènes ont également été identi�és, notamment sur le gène codant pour la
protéine CCN2 ou CTGF (connective tissue growth factor) [10] � nous reviendrons lon-
guement sur la famille de protéines à laquelle appartient CCN2 au cours de ce travail �
ou encore le gène codant pour le TGF-β (transforming growth factor-β) [11]. Des facteurs
épigénétiques sont également décrits ; parmi ceux-ci, citons la méthylation des promoteurs
des facteurs de transcription KLF5 (Krüppel-like factor 5) et FLI1 (Friend leukemia in-
tegration 1). Des souris transgéniques avec délétion d'une seule copie de KLF5 et FLI1
ont ainsi spontanément développé un phénotype très proche de la ScS [12]. Le rôle des
micro-ARN (miRNAs), petits ARN non codants de 18 à 23 nucléotides, est également à
analyser avec attention, du fait de leur rôle potentiel à la fois thérapeutique et de bio-
marqueurs. En particulier, miR-21, dont l'expression est élevée dans les �broblastes ScS,
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active l'expression de gènes pro�brotiques [13], tandis que miR-29, dont l'expression est
diminuée, est un inhibiteur de l'expression des gènes de la �brose [14].

Concernant les facteurs environnementaux, il a été montré un rôle causal de l'exposition
à la silice [15] et aux solvants organiques ; le rôle de certains virus a également été évoqué,
parmi lesquels le CMV (cytomégalovirus) et le parvovirus B19 [16].

La physiopathologie de la ScS en elle-même est encore largement méconnue. On sait ce-
pendant qu'elle s'organise autour d'une triade de symptômes associant auto-immunité,
vasculopathie et �brose. Il est de plus en plus admis que les lésions microvasculaires
précoces déclenchent une réponse in�ammatoire systémique, auto-entretenue par des phé-
nomènes d'auto-immunité, et aboutissant à la �brose [17, 18]. Les principaux mécanismes
physiopathologiques sont représentés dans la Figure 1.4.

1.1.4.1 Atteinte vasculaire

1.1.4.1.1 Angiogénèse normale [19, 20]
L'angiogénèse est le processus responsable de la formation de nouveaux vaisseaux san-

guins à partir de cellules endothéliales pré-existantes. Elle est à di�érencier de la vascu-
logénèse, processus donnant naissance à un réseau primitif de structures vasculaires par
di�érenciation de cellules endothéliales in situ à partir de précurseurs mésenchymateux,
les angioblastes. Ce phénomène intervient durant le développement embryonnaire, puis
au cours de la vascularisation des ébauches de certains organes, mais également à l'âge
adulte où l'on peut retrouver des progéniteurs endothéliaux circulants.

Au cours de la vie adulte, la néovascularisation est toutefois principalement e�ectuée par
angiogénèse. Sur le plan histologique, ce processus se déroule en plusieurs phases. On ob-
serve d'abord une augmentation de la perméabilité vasculaire associée à une dégradation
de la membrane basale entourant les vaisseaux pré-existants. Des protéines plasmatiques
peuvent alors di�user en dehors de ces vaisseaux. Les cellules endothéliales migrent en-
suite vers le nouveau bourgeon ; en arrière du front de migration, les cellules se divisent
tandis que les cellules ayant migré se di�érencient et s'organisent en tubes en formant des
lumières. Ces tubes se raboutent les uns aux autres et forment des boucles dans lesquelles
pourra s'établir la circulation.

L'angiogénèse implique de multiples fonctions cellulaires :

� une activation des cellules endothéliales leur permettant de migrer vers le stimulus
angiogénique, puis une réduction de leur mobilité dès lors qu'elles ont atteint leur
destination ;

� une prolifération cellulaire endothéliale jusqu'à ce que le néovaisseau soit formé ;
� des interactions avec la matrice extra-cellulaire (MEC) environnante.

Ces interactions sont notamment médiées par des protéines transmembranaires, les inté-
grines, mettant en connexion le cytosquelette des cellules endothéliales avec des molécules
de la MEC. Elles sont donc impliquées dans l'adhérence cellulaire mais peuvent également
activer des voies de signalisation intra-cellulaires. Les récepteurs de la famille Frizzled
participent également à l'angiogénèse en activant la voie de signalisation Wnt/β-caténine
(voie canonique ou non) suite à la liaison avec un de leurs ligands [21]. Des protéases
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Figure 1.4 � Synthèse physiopathologique de la ScS (extrait de Allanore, Physiopatho-
logie de la Sclérodermie Systémique, médecine/sciences, février 2016).
L'activation �broblastique qui conduit à la �brose caractéristique de la SSc résulte de lé-
sions microvasculaires avec agression endothéliale accompagnée d'une réaction in�amma-
toire et immunitaire dérégulée. Étape 1. Activation endothéliale, perméabilité, expression
de molécules d'adhésion et dépôt de plaquettes conduisent à la synthèse de vasomodu-
lateurs, de cytokines, de facteurs de croissance et de chimiokines. Étape 2. Di�érentes
cellules in�ammatoires et immunitaires sont recrutées et activées. Elles produisent de l'in-
terféron de type 1, des cytokines Th2, de l'IL-6, des facteurs de croissance et des autoan-
ticorps. Étape 3. Les �broblastes sont activés par ces stimulus, produisent de la matrice
de façon dérégulée, se di�érencient en myo�broblastes qui entretiennent le processus avec
une matrice désorganisée, des troubles métaboliques en réponse au stress mécanique et
à l'hypoxie, une production d'espèces réactives de l'oxygène et de facteurs de croissance
conduisant au remodelage vasculaire et à la �brose tissulaire.
PDGF : platelet-derived growth factor ; VEGF : vascular endothelial growth factor ; CMH : com-
plexe majeur d'histocompatibilité ; CTGF : connective tissue growth factor ; TGFβ : transforming
growth factor-beta ; TLR : toll-like receptor ; MEC : matrice extracellulaire ; PF4 : platelet fac-
tor 4 ; IFN-α : interféron alpha ; ROS : espèces réactives de l'oxygène ; IL : interleukine ; NO :
monoxyde d'azote.
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extra-cellulaires (matrix metallo-proteinases ou MMP) sont également responsables de la
dégradation focale d'éléments de la MEC lors de l'invasion cellulaire.

Le processus d'angiogénèse est sous l'in�uence de régulateurs endogènes positifs ou néga-
tifs. A l'état physiologique, la quiescence des cellules endothéliales est probablement due à
la dominance des régulateurs négatifs, tandis que les régulateurs positifs prédominent dans
l'endothélium activé : c'est la notion d'� angiogenic switch � (habituellement plutôt uti-
lisée en pathologie tumorale). Les molécules impliquées dans l'angiogénèse appartiennent
à diverses familles, telles que celle des facteurs de croissance polypeptidiques (cytokines),
des molécules d'adhérence et des enzymes protéolytiques.

Parmi les cytokines impliquées dans la régulation positive de l'angiogénèse, les mieux étu-
diées sont celles de la famille du VEGF (vascular endothelial growth factor) et du FGF
(�broblast growth factor). Le VEGF agit sélectivement sur les cellules endothéliales en
se �xant à deux types de récepteurs (VEGFR-1 et 2), et en stimulant la prolifération des
cellules endothéliales et la production de MMP (données in vitro) [22]. D'autres cyto-
kines sont également en jeu, comme le PDGF (platelet-derived growth factor), le TGF-β,
les angiopoïetines et la famille des éphrines. Le TGF-β est un inhibiteur de la proliféra-
tion et de la migration des cellules endothéliales et stimule la synthèse d'intégrines [23].
L'interféron-α et le platelet-factor 4 sont considérés quant à eux comme des inhibiteurs
de l'angiogénèse.

Le processus d'angiogénèse est également lié à l'interaction entre les cellules endothéliales
et les cellules péri-vasculaires (péricytes ou cellules musculaires lisses), notamment via le
transfert de facteurs pro- ou anti-angiogéniques .

1.1.4.1.2 Atteinte vasculaire dans la ScS
L'atteinte des microvaisseaux est un évènement clé dans le déclenchement de la ScS,

bien qu'on n'en connaisse pas formellement l'origine. Plusieurs hypothèses ont été avan-
cées, telles que l'intervention d'un agent infectieux, un excès de radicaux libres lié à la
production de monoxyde d'azote (NO), ou encore des auto-anticorps contre les cellules
endothéliales [24]. Cette atteinte initiale trouve probablement sa traduction sur le plan
clinique par l'apparition précoce d'un syndrome de Raynaud, souvent quelques années
avant l'apparition des autres symptômes permettant de poser le diagnostic.

Sur le plan cellulaire, ces anomalies se traduisent par une activation pathologique des
cellules endothéliales. Cela conduit d'une part à l'expression de molécules d'adhésion a�n
de favoriser le recrutement de cellules in�ammatoires (VCAM1 ou vascular cell adhesion
protein 1, ICAM ou intercellular adhesion molecule, sélectine E), et d'autre part au dés-
équilibre de production de modulateurs du tonus vasculaire. On retrouve notamment une
augmentation de la sécrétion d'endothéline-1 (ET-1), un vasoconstricteur puissant, asso-
ciée à une diminution de synthèse de NO et des prostaglandines. Cette augmentation est
re�étée par un dosage plasmatique d'ET-1 plus élevé chez les patients ScS que chez les
contrôles sains [25]. Les cellules endothéliales synthétisent par ailleurs en excès CCN2,
stimulant à la fois la prolifération des cellules musculaires lisses et la synthèse de compo-
sants de la MEC. La dysfonction endothéliale aboutit également à la synthèse de VEGF,
représentant possiblement un mécanisme de défense, toutefois insu�sant pour restaurer
l'angiogénèse. Par ailleurs, la surexpression chronique et incontrôlée de VEGF mène à la
formation de vaisseaux de mauvaise qualité [26].
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Les plaquettes jouent également un rôle dans cette boucle via une activation chronique et
l'adhésion aux cellules endothéliales endommagées, entraînant un dépôt de �brine pouvant
aboutir à la thrombose.

Les péricytes, cellules bordant la couche intimale des capillaires, sont également impliqués
notamment via la surexpression du PDGFR-β (platelet-derived growth factor receptor
beta), facteur pro-�brotique.

L'ensemble de ces mécanismes participe au défaut d'angiogénèse et à l'hypoxie chronique
propres à la ScS, et aboutit sur le plan histologique à une prolifération des cellules mus-
culaires lisses intimales et une obstruction de la lumière vasculaire [27]. Cela entraîne
également le recrutement de cellules in�ammatoires, formant un in�ltrat péri-vasculaire
dans les stades précoces.

L'atteinte vasculaire est systémique et touche aussi bien les petits vaisseaux que les gros
troncs ; par ailleurs, elle concerne à la fois l'angiogénèse et la vasculogenèse. Le remo-
delage des microvaisseaux pulmonaires a pour conséquence une augmentation des résis-
tances pulmonaires aboutissant à une hypertension artérielle pulmonaire, complication
potentiellement mortelle (15% des patients environ [28]). La crise rénale sclérodermique,
autre complication plus rare (5-10% des patients) mais tout aussi grave (34% de mortalité,
40% d'insu�sance rénale chronique nécessitant une dialyse [29]), est liée à l'atteinte des
artères du parenchyme rénal, entraînant une insu�sance rénale aigüe. Moins graves mais
bien plus fréquents (40 % des patients environ [28]), les ulcères digitaux sont liés à l'oc-
clusion des artères digitales. Ils sont cependant responsables d'une morbidité 2 importante
(hospitalisation, complications infectieuses) ainsi que d'une augmentation signi�cative de
la mortalité dans la ScS selon une méta-analyse récente [30].

1.1.4.2 Auto-immunité

Les phénomènes d'auto-immunité apparaissent précocément au cours de la maladie et font
partie intégrante de sa physiopathologie. De fait, les polymorphismes génétiques associés
à la ScS concernent principalement des gènes impliqués dans la régulation du système im-
munitaire, comme IRF5 (interferon regulatory factor 5) et STAT4 (signal transducer and
activator of transcription 4) [28]. Par ailleurs, la ScS est caractérisée par une production
d'auto-anticorps, dont les plus décrits sont :

� Les anticorps anti-centromères, les plus fréquemment associés à la forme limitée de
la maladie ;

� Les anti-topoisomérase de type I ou anti-Scl70, associés à la forme di�use ;
� Les anti-RNA polymérase de type III, associés à des complications telles que la

crise rénale ou les formes de ScS survenant au cours de cancers [31] ;
� Les anti-�brillarine, associés à l'hypertension artérielle pulmonaire et les formes

musculaires (myosites) ;
� Les anti-ribonucléoprotéines, associés à l'atteinte pulmonaire de type pneumopa-

thie interstitielle.

Par ailleurs, la présence d'anticorps circulants contre des molécules directement impliquées
dans les phénomènes pathologiques, comme l'ET-1 et le PDGF, a été rapportée [32, 33].

2. complications non mortelles liées à la maladie.
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L'auto-immunité dans la ScS implique à la fois des acteurs de l'immunité innée et de
l'immunité adaptative. L'atteinte cellulaire se manifeste au niveau sanguin et tissulaire,
par une altération du nombre et de la fonction des cellules immunitaires. L'activation des
TLR (toll-like receptors), présents à la surface des monocytes/macrophages, des cellules
dendritiques plasmacytoïdes mais aussi des �broblastes, entraîne un changement de phé-
notype de ces cellules vers une � signature � interféron de type 1. Cette activation pourrait
être déclenchée par des ligands endogènes : complexes immuns, motifs moléculaires asso-
ciés aux pathogènes, ou encore fragments de MEC générés suite à une blessure tissulaire.
Par la suite, cette activation (de manière couplée avec le recrutement cellulaire initié par
les cellules endothéliales) induit un in�ltrat tissulaire in�ammatoire de lymphocytes T
CD4+ et lymphocytes B activés, macrophages, cellules dendritiques plasmacytoïdes et
mastocytes. Des lymphocytes de type TH17 sont également présents en nombre plus im-
portant dans le sang et les tissus, mais cela semble plus représenter un mécanisme de
défense anti-�brotique qu'un trait physiopathologique propre [34].

Les cellules recrutées produisent de nombreux médiateurs in�ammatoires, dont des cy-
tokines préférentiellement de la voie TH2 (IL-4, IL-6, IL-13, IL-33), et du TGF-β. La
production d'IL-6 est directement corrélée à la sévérité de la �brose et à un moins bon
pronostic [35]. Cependant, un essai clinique de phase II 3 multicentrique international
mené avec un anticorps monoclonal anti-IL-6 (le tocilizumab), malgré une tendance en sa
faveur, n'a pas montré de di�érence signi�cative dans la progression de la �brose cutanée
à 24 semaines [36]. Toutefois, le traitement était associé à une moins grande diminution
de la capacité vitale forcée (paramètre relié à la fonction pulmonaire) que le placebo.

Les facteurs sécrétés par les cellules immunitaires peuvent constituer à la fois des mar-
queurs diagnostiques et pronostiques. Ainsi, les chémokines C-C motif chemokine 2 (CCL2
ou MCP1), CCL3 (ou MIP1α), IL-8, CCL18 et CXCL4 sont toutes augmentées dans le
sérum des patients ScS et directement corrélées à la sévérité de la maladie [37, 38, 39]. En
particulier, le niveau d'expression de CXCL4 (chémokine sécrétée principalement par les
cellules dendritiques plasmacytoïdes) est non seulement corrélé à l'extension de la �brose
cutanée et pulmonaire, mais également associé à l'hypertension artérielle pulmonaire [40].
Ces biomarqueurs peuvent donc se révéler d'importance cruciale dans le diagnostic et le
suivi de la ScS.

1.1.4.3 Fibrose

La conjonction des mécanismes de vasculopathie et d'auto-immunité aboutit à la �brose,
caractéristique majeure de la ScS, qui peut toucher l'ensemble des organes mais débute
habituellement dans la peau. La �brose se dé�nit par l'accumulation d'éléments de la
MEC, ce qui confère une structure rigide au tissu. Elle résulte d'un déséquilibre entre
la synthèse et la dégradation de ses composants, et plus précisément d'une combinaison
d'éléments associant : synthèse accrue par les cellules stromales activées, assemblage et
réticulation augmentés des �bres de collagène, et défaut de dégradation.

La cellule prépondérante au centre de ce remodelage pathologique est le �broblaste ac-
tivé ou myo�broblaste, caractérisé par l'expression d'alpha-actine du muscle lisse (α-
SMA). Son origine peut être multiple : di�érenciation des �broblastes résidents, ou bien

3. destiné à comparer l'e�cacité du traitement à celle d'un placebo, dans un groupe de patients de
taille moyenne (environ 100 patients).
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transdi�érenciation des cellules endothéliales et péricytes via la transition endothélio-
mésenchymateuse, des cellules souches mésenchymateuses dérivées de la moëlle osseuse
(�brocytes), voire des cellules épithéliales via la transition épithélio-mésenchymateuse
[41]. Les myo�broblastes présentent une activation constitutive incontrôlée de la voie du
TGF-β, cytokine-clé dans le développement de la �brose. Sa �xation aux récepteurs pré-
sents à la surface des �broblastes entraîne l'activation et la persistance pathologique de
cascades de signalisation. Son action est médiée via plusieurs voies de signalisation, la
voie canonique (Smad2/3 dépendante) et les voies non-canoniques (voies non-Smad : Jun
N-terminal Kinase (JNK) / p38 Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK) ; Phosphoi-
nositide 3-Kinase (PI3K) / protein kinase B (Akt) / mammalian Target Of Rapamycin
(mTOR) ; Extracellular signal-regulated kinase (Erk)), et constituant autant de pistes
thérapeutiques potentielles.

Des facteurs mécaniques prennent également part à ces phénomènes d'auto-entretien :
la rigidité augmentée de la MEC entraîne un stress mécanique auquel les �broblastes
sont capables de répondre via l'activation de la voie de signalisation YAP/TAZ (Yes-
associated protein - Transcriptional co-activator with PDZ-binding motif) [42]. Parmi
les e�ecteurs de cette voie de signalisation, on retrouve la protéine CCN2 [43], un autre
acteur-clé dans l'initiation et le maintien de la �brose. Son expression peut être induite par
le TGF-β, l'ET-1 ou encore l'angiotensine 2 [44]. Elle fait partie d'une boucle autocrine
de signalisation impliquant l'ET-1 et s'autonomisant de manière indépendante du TGF-β
après son induction par celui-ci (Figure 1.5). Nous détaillerons la structure et les fonctions
de cette protéine ainsi que celles des autres protéines de la famille CCN dans le chapitre
dédié (1.4).

Figure 1.5 � Une boucle autocrine d'ET-1, indépendante du TGF-β, est responsable du
phénotype �brotique persistant des �broblastes (adapté d'après Leask, Cellular Signaling,
2008).

Le rôle exact de l'ET-1 dans l'initiation et l'entretien de la �brose semble complexe. Il
a été montré que l'invalidation de l'ET-1 [45] atténue la �brose cutanée in vivo dans un
modèle murin de �brose induite à la bléomycine. Cependant, dans cette même étude, l'in-
validation de l'ET-1 étudiée cette fois dans un modèle murin de cicatrisation conduisait à
une cicatrisation accélérée. Ces di�érences s'expliquent probablement par une régulation
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très dynamique du phénomène de cicatrisation, tandis que la �brose induite par la bléo-
mycine semble un phénomène plus progressif. Par la suite, une autre équipe a corroboré
une partie de ces résultats en invalidant le récepteur de type B à l'endothéline [46], ce qui
atténuait également la �brose cutanée dans le même modèle murin. L'ET-1 a également
été montrée comme étant un agent pro-�brotique in vitro, en stimulant la sécrétion d'élé-
ments de la MEC par les �broblastes normaux et ScS (�bronectine et collagène de type I)
[47]. Il est à noter que les cellules immunitaires, en particulier les lymphocytes CD4+, qui
possèdent un récepteur à l'ET-1, répondent à une stimulation par celle-ci en sécrétant de
l'interféron-γ [48], montrant que l'ET-1 peut également avoir un rôle pro-in�ammatoire.

Toutefois, les traitements anti-endothéline existants (antagonistes des récepteurs de l'en-
dothéline) sont actuellement principalement utilisés dans l'indication atteinte vasculaire.

Le rôle des PDGFs a également été mis en avant dans l'initiation de la �brose. Sécrétés par
les plaquettes, les macrophages, les cellules endothéliales et les �broblastes, ils permettent
le recrutement ainsi que l'activation de la prolifération des cellules mésenchymateuses [49].
Leur expression ainsi que celle de leurs récepteurs α et β est augmentée dans la peau et
les poumons des patients ScS ; des auto-anticorps stimulant le PDGFR ont également été
identi�és dans le sérum de patients ScS [50], et sont responsables d'une activation de la
synthèse de collagène I dans les �broblastes. De plus, l'injection d'agonistes du PDGFR
chez des souris immunodé�cientes est capable de reproduire les symptômes de la ScS [51].

D'autres facteurs sécrétés appartenant aux composants de la MEC peuvent participer
à l'auto-entretien du phénomène ; ainsi, la �bronectine et la ténascine-C, par l'intermé-
diaire de di�érents isoformes issus d'un épissage alternatif, peuvent directement activer
les �broblastes via la liaison au TLR4 présent à leur surface [52].

Sur le plan histologique, cela se traduit par une surproduction et un dépôt de �bres
élastiques, protéoglycanes, collagènes de type III puis I [18], au sein des tissus conjonctifs.

1.1.4.4 Autres voies métaboliques impliquées

1.1.4.4.1 Stress oxydatif
Dans la ScS, le stress oxydant semble indépendant du statut in�ammatoire, contrai-

rement aux autres pathologies auto-immunes [18]. Il semble résulter d'une suractivation
du complexe membranaire NADPH-oxydase, ce qui aboutit à une production accrue d'es-
pèces réactives de l'oxygène (Reactive Oxygen Species, ROS) ou radicaux libres [53]. Il
a ainsi été montré que l'activation des �broblastes via le TGF-β entraîne la génération
de ROS en parallèle de la synthèse des composants de la MEC ; en retour, la génération
de ROS stimule la production de TGF-β selon un modèle de cercle vicieux [54]. Les ROS
pourraient directement participer à la physiopathologie de la ScS via les dommages à
l'ADN dont ils sont responsables, l'ampli�cation de la production de TGF-β et la parti-
cipation à la voie de signalisation Wnt, également impliquée dans la �brose [55]. Il est à
noter que les anticorps agonistes du PDGFR cités plus haut stimulent la production de
ROS dans les �broblastes en plus de la synthèse de collagène I [50].

1.1.4.4.2 Hypoxie
L'hypoxie dans la ScS est induite à la fois par l'atteinte vasculaire (défaut d'irrigation

des tissus) et la �brose qui en résulte. Ce défaut d'oxygénation se traduit au niveau de la
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peau par la baisse de la pression transcutanée en oxygène, mise en évidence dans la zone
scléreuse (et pas en zone cliniquement non lésionnelle), et inversement proportionnelle à la
sévérité de la �brose [56]. Sur le plan moléculaire, l'hypoxie tissulaire a pour conséquence la
transcription immédiate du facteur HIF-1α (Hypoxia Inducible-Factor), dont l'expression
est �nement régulée : il est notamment indétectable en normoxie du fait d'une dégradation
rapide. HIF-1α active à son tour la transcription de gènes impliqués dans la régulation
de l'apport en oxygène, comme des gènes impliqués dans le métabolisme énergétique,
l'angiogénèse, l'apoptose, la prolifération cellulaire et la production de MEC. Cependant,
la peau des patients ScS n'est pas caractérisée par une surexpression de HIF-1α, que ce
soit dans les analyses de protéomique totale ou les marquages immunohistochimiques [57].
Cela peut être expliqué par la dégradation rapide de HIF-1α et le caractère chronique et
prolongé de l'hypoxie, ainsi que par une boucle de régulation négative agissant sur les
prolyl hydroxylases (une famille d'enzymes régulant HIF-1α).

Sur le plan vasculaire, l'hypoxie a notamment pour conséquence l'expression incontrôlée de
VEGF (bien que l'origine de la surexpression du VEGF soit multifactorielle dans la ScS),
qui participe au défaut d'angiogénèse caractérisant la maladie [57]. Au niveau �brotique,
l'hypoxie induit notamment l'expression de CCN2 dans les �broblastes sclérodermiques
[58].

Ces éléments s'intègrent dans un cercle vicieux, avec l'aggravation de l'atteinte vasculaire
et de la �brose ayant provoqué initialement l'hypoxie tissulaire. Les mécanismes physiolo-
giques de réponse à l'hypoxie sont ainsi insu�sants ou ine�caces (comme la surproduction
de VEGF). A l'heure actuelle, il n'existe pas de traitement ciblant spéci�quement l'hy-
poxie.

1.1.5 Traitements de la ScS

A l'heure actuelle, il n'existe pas de traitement capable de prévenir ou réverser l'ensemble
des processus physiopathologiques de la maladie. C'est particulièrement vrai en ce qui
concerne la composante �brotique, sur laquelle se concentrent la plupart des essais cli-
niques à l'heure actuelle. La prise en charge de la ScS repose donc sur un ensemble de
traitements ciblés, visant à traiter séparément chacune des atteintes [59, 60].

Ainsi, l'atteinte vasculaire, lorsqu'elle est limitée au syndrome de Raynaud, se traite le plus
souvent par mesures mécaniques (protection du froid) et l'usage d'inhibiteurs calciques,
ou bien d'analogues des prostacyclines en cas de forme sévère. Les ulcérations digitales
sont également traitées par les analogues des prostacyclines ou les antagonistes des ré-
cepteurs de l'endothéline. Lorsqu'une hypertension artérielle pulmonaire est présente, on
peut rajouter des inhibiteurs de la 5-phosphodiestérase ou du riociguat (stimulateur de la
guanylate cyclase). La transplantation cardiopulmonaire est le traitement de dernier re-
cours. La crise rénale se traite par inhibiteurs de l'enzyme de conversion de l'angiotensine,
dialyse et/ou transplantation rénale dans les cas les plus sévères.

L'atteinte �brotique cutanée et digestive peut être traitée, en fonction de sa sévérité, par
methotrexate, cyclophosphamide, ou encore transplantation de cellules souches hémato-
poïetiques, bien qu'aucun de ces traitements ne fasse preuve d'une e�cacité et tolérance
absolues. D'autres traitement immunosuppresseurs sont actuellement étudiés, comme le
rituximab (anticorps monoclonal anti-CD20) ou le tocilizumab (anti-IL6).
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L'atteinte digestive se traite majoritairement par inhibiteurs de la pompe à protons et
prokinétiques, parfois par octréotide et antibiotiques. L'atteinte articulaire nécessite la
prescription d'anti-in�ammatoires non stéroïdiens, corticoïdes à faible dose ou métho-
trexate.

1.2 Atteinte cutanée de la Sclérodermie Systémique

L'atteinte cutanée dans la ScS est d'importance majeure à de multiples égards : elle
est bien souvent un des premiers critères diagnostiques ; son extension sert de base à
la classi�cation en forme limitée ou di�use ; elle constitue également un facteur pronos-
tique important dans la maladie, étant corrélée à la sévérité des atteintes cardiovasculaire,
pulmonaire et rénale [61]. Paradoxalement, peu d'études s'intéressent au potentiel théra-
peutique que peuvent représenter l'atteinte des di�érentes composantes cutanées. Nous
décrirons tout d'abord la peau normale, avant de nous intéresser aux symptômes cutanés
dans la ScS, et plus particulièrement les troubles pigmentaires.

1.2.1 La peau : structure et fonction [1]

1.2.1.1 Introduction

La peau constitue la première barrière de défense de l'organisme contre les agressions
extérieures (ultraviolets, microbes, composés chimiques, agression mécaniques). Il s'agit
de l'organe le plus important du corps humain en taille (1,8 m2) et en poids (4,5 kg).
Elle est constituée de trois couches superposées qui sont, de l'extérieur vers l'intérieur :
l'épiderme, le derme et l'hypoderme (Figure 1.6). L'épiderme et le derme sont séparés par
la jonction dermo-épidermique (JDE) ou lame basale.

Son épaisseur varie en fonction des zones anatomiques : en moyenne de 2mm, elle est de
1mm en peau �ne (paupières) et jusqu'à 4mm dans les zones les plus épaisses (paumes et
plantes).

La peau abrite les annexes cutanées :

� les follicules pilo-sébacés, composés du poil et de sa gaine, qui comporte des cellules
souches épidermiques et des mélanocytes, ainsi que de glandes sébacées± un muscle
érecteur du poil ;

� les glandes sudoripares eccrines (les plus nombreuses, dont le canal excréteur dé-
bouche à la surface de la peau) et apocrines (situées au niveau axillaire, autour
de l'anus et des mamelons, et dont le canal excréteur débouche dans un follicule
pileux) ;

� les phanères (poils, cheveux, ongles), qui sont également considérés commes des
annexes.

1.2.1.2 Epiderme

1.2.1.2.1 Architecture
L'épiderme est un épithélium pavimenteux kératinisé. Il est constitué de quatre couches
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Figure 1.6 � Structure de la peau humaine (extrait de www.futura-sciences.com).
De la super�cie à la profondeur, on retrouve l'épiderme, le derme � où se trouvent les
vaisseaux sanguins, les vaisseaux lymphatiques et les annexes � et l'hypoderme, qui sert
d'interface entre la peau et les structures sous-jacentes.

cellulaires superposées qui sont, de l'extérieur vers l'intérieur : la couche cornée (cel-
lules mortes anucléées) (stratum corneum), la couche granuleuse (stratum granulosum),
la couche épineuse (stratum spinosum) et la couche basale (stratum germinativum) (Fi-
gure 1.7). Cette dernière, également appelée assise basale, est le siège des cellules souches
kératinocytaires, qui se di�érencient en migrant de la profondeur vers la super�cie. La
couche basale est toujours constituée d'une seule assise cellulaire alors que l'épaisseur des
autres couches est variable, toujours relativement plus importante en peau épaisse qu'en
peau �ne. En peau épaisse, on peut retrouver une cinquième couche, la couche claire
(stratum lucidum), qui se situe entre la couche granuleuse et la couche cornée.

1.2.1.2.2 Fonctions
La fonction barrière de l'épiderme est assurée grâce :

� aux cellules compactes de la couche cornée, qui assurent à la fois la protection
mécanique et l'hydratation de l'épiderme ;

� à la présence du pigment mélanine, qui joue un rôle de photo-protection (cf 1.2.3.2.1) ;
� à des mécanismes enzymatiques propres jouant un rôle anti-oxydant ;
� au pH de la couche cornée, à la production de peptides anti-microbiens et à la

présence de cellules du système immunitaire, l'ensemble formant une barrière im-
munitaire.

Les autres fonctions de l'épiderme (applicables à l'ensemble de la peau) sont la thermoré-
gulation, la fonction sensorielle, des fonctions métaboliques (avec notamment la synthèse
de vitamine D), la régulation du contenu hydrique et la cicatrisation.
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Figure 1.7 � Structure de l'épiderme (d'après cosmetico�cine.com).

1.2.1.2.3 Cellules

Kératinocytes La grande majorité (environ 90%) des cellules de l'épiderme est repré-
sentée par les kératinocytes. Ceux-ci se di�érencient de la couche la plus profonde vers la
super�cie. Ainsi, les kératinocytes de l'assise basale (ou couche germinative) représentent
les cellules au plus haut potentiel prolifératif et sont ceux préférentiellement extraits pour
la culture cellulaire. La forme des kératinocytes se modi�e au fur et à mesure de leur dif-
férenciation : de forme cylindrique dans la couche basale, ils deviennent polygonaux dans
la couche épineuse, puis de plus en plus aplatis dans la couche granuleuse jusqu'à devenir
totalement aplatis dans la couche cornée (où les cellules se nomment alors cornéocytes).
La durée de renouvellement d'un épiderme normal est de 30 à 45 jours.

La cohésion inter-cellulaire est assurée par des jonctions de type gap, canaux transmem-
branaires formés de molécules de connexine, ainsi que par des desmosomes.

Les kératinocytes sont responsables de la production de kératine, une protéine du cytos-
quelette essentielle à la fonction de protection de l'épiderme. Il en existe di�érents types,
qui s'assemblent en hétérodimères capables de se polymériser en �laments intermédiaires.
K5, K14 et K15 sont spéci�ques de la couche basale, tandis que K1, K2, K10 et K11
se situent dans les couches supra-basales. Les marqueurs de di�érenciation de l'épiderme
sont l'involucrine (située dans la partie supérieure de la couche épineuse et dans la couche
granuleuse), la loricrine et la �laggrine (situées dans la couche granuleuse, représentant
des marqueurs de di�érenciation terminale).

Mélanocytes Les mélanocytes ne représentent que 1 à 5% des cellules épidermiques,
mais possèdent un rôle essentiel : la fabrication du pigment mélanine, qui joue un rôle
photoprotectif vital. L'origine embryonnaire des mélanocytes est neuro-endocrine, d'où
leur forme dendritique qui évoque les astrocytes du système nerveux. Ils migrent de la
crête neurale durant l'embryogénèse sous forme de mélanoblastes (cellules non pigmentées)
avant de gagner la peau, où ils sont exclusivement localisés au niveau de l'assise basale
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(ancrés à la lame basale) et des follicules pileux. Leur répartition à la surface du corps
n'est pas homogène : il en existe environ 2400 par mm2 sur les organes génitaux, 2000 par
mm2 sur le visage, 890 par mm2 sur le tronc. Leur nombre et leur activité tend à diminuer
avec l'âge.

Les kératinocytes et mélanocytes se distinguent en culture par leur morphologie et leur
taille très di�érentes (Figure 1.8).

Figure 1.8 � Kératinocytes et mélanocytes humains en primo-culture (grossissement
x20, sujet sain, collection personnelle). Les kératinocytes sont les petites cellules pavi-
menteuses, s'organisant en îlots. Les mélanocytes sont les cellules dendritiques de grande
taille pouvant s'insérer entre les kératinocytes et communiquer avec plusieurs d'entre eux
grâce à leurs prolongements dendritiques.

In situ, on considère qu'un mélanocyte interagit avec 36 kératinocytes, l'ensemble formant
une unité épidermique de mélanisation. En coupe histologique, on trouve un mélanocyte
tous les dix kératinocytes environ. Le pigment mélanine est produit dans des organites
intra-cellulaires appelés mélanosomes, puis transféré aux kératinocytes via les dendrites.

Autres cellules de l'épiderme Les autres cellules sont représentées par :

� les cellules de Merkel : ce sont des mécanorécepteurs d'origine neuro-endocrine,
situés uniquement dans la couche basale de l'épiderme. Leur forme est elliptique
et leur noyau de grande taille.

� les cellules de Langerhans, d'origine hématopoïetique, qui appartiennent à l'immu-
nité innée et dont la principale fonction est la présentation d'antigènes.

La présence d'autres types cellulaires dans l'épiderme est pathologique.

1.2.1.3 La jonction dermo-épidermique

L'épiderme est séparé du derme par la JDE ou lame basale. Son aspect ondulé est dû à
l'alternance entre les saillies de l'épiderme dans le derme dites "crêtes épidermiques" et les
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Figure 1.9 � Coupe de peau, coloration histologique de Trichrome-Masson, variante au
bleu d'aniline (les �bres de collagène sont en bleu, le cytoplasme en rouge). L'échantillon
est issu du bras d'un contrôle sain (femme, 53 ans) ; collection personnelle. La JDE est
bien visible entre l'épiderme (majoritairement rouge) et le derme (majoritairement bleu).
Les pointillés noirs indiquent la jonction entre le derme papillaire et réticulaire. Barre
d'échelle, 100 µm.

saillies du derme dans l'épiderme dites "papilles dermiques". Elle est constituée des replis
membranaires au pôle basal des cellules souches de l'épiderme, ce qui lui confère une
surface relativement importante et permet d'améliorer les échanges métaboliques entre
l'épiderme et le derme. Sa protéine de structure principale est le collagène IV, collagène
non �brillaire qui forme un réseau bidimensionnel en treillis. Parmi les autres composants,
on retrouve la glycoprotéine laminine.

1.2.1.4 Derme

1.2.1.4.1 Architecture
Le derme est un tissu conjonctif �bro-élastique qui constitue le tissu de soutien de

l'épithélium cutané. Il est composé de cellules résidentes et d'une matrice constituée de
protéines �breuses (collagène, élastine) et non-�breuses (protéoglycanes, glycoprotéines).
Sur le plan structural, il se décompose en deux parties : le derme super�ciel ou papillaire,
qui s'invagine dans l'épiderme en formant des papilles (d'où son nom), et le derme profond
dit réticulaire, qui se situe entre le derme papillaire et l'hypoderme (Figure 1.9). Ces deux
structures se di�érencient principalement par la taille et la densité des trousseaux de
collagène. Ainsi, le derme papillaire est constitué d'un tissu conjonctif lâche aux �bres
orientées le plus souvent perpendiculairement par rapport au plan de la JDE, tandis que
le derme réticulaire est composé d'un tissu dense de �bres s'entrecroisant de manière
grossièrement parallèle à la JDE. La densité cellulaire est cependant plus abondante dans
le derme papillaire ; c'est également via le derme papillaire que s'e�ectuent les échanges
nutritifs avec les couches profondes de l'épiderme.
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Figure 1.10 � Fibroblastes humains de peau saine en primo-culture (grossissement x20,
collection personnelle).

1.2.1.4.2 Cellules
La cellule majoritaire du derme, et plus largement de l'ensemble des tissus conjonc-

tifs, est le �broblaste, cellule d'origine mésenchymateuse. Ce nom recouvre en réalité une
population hétérogène de cellules, qui se di�érencient principalement par leurs caracté-
ristiques phénotypiques ainsi que leur sécrétome [62]. Le �broblaste à l'état basal est une
cellule oblongue, en forme de fuseau (Figure 1.10), mais peut prendre une grande variété
morphologique. Les fonctions principales des �broblastes sont :

� la production d'éléments de la MEC : �bres de collagène et �bres élastiques, pro-
téoglycanes et glycoprotéines de structure, acide hyaluronique ;

� l'organisation et le remodelage de la MEC (via la sécrétion de protéinases) ;
� les échanges avec les cellules avoisinantes.

L'origine embryologique des �broblastes di�ère selon leur localisation. Ainsi, les �bro-
blastes dorsaux sont originaires du dermo-myotome, tandis que les �broblastes ventraux
proviennent du somatopleure, et ceux de la peau du visage de la crête neurale [63, 64].
Ceci explique en partie les di�érences de pro�l génétique constatées entre les �broblastes
de localisations di�érentes au sein de la peau d'un même individu [65, 66]. Les �bro-
blastes cutanés possèdent ainsi une signature génétique � positionnelle � à l'échelle du
corps humain, qui peut avoir des conséquences sur leurs sécrétions.

Dans le derme, outre les �broblastes � classiques �, on dénombre d'autres variétés :

� les myo�broblastes, peu nombreux en conditions physiologiques, surtout localisés
au niveau des follicules pileux ; ils sont caractérisés par la présence de �laments
d'alpha-actine du muscle lisse (α-SMA), qui leur confèrent une capacité contractile
importante. Il s'agit de la cellule centrale dans l'initiation de la cicatrisation et de
la �brose, comme vu plus haut ;

� les �broblastes di�érenciés associés aux follicules pileux, situés à la base de ceux-ci ;
ils sont proches des myo�broblastes ;

48



1.2. ATTEINTE CUTANÉE DE LA SCLÉRODERMIE SYSTÉMIQUE

� les �broblastes du stroma tumoral, qui s'activent et se di�érencient au contact de
cellules tumorales.

Dans un endroit donné de la peau, des �broblastes peuvent adopter des pro�ls sécré-
toires di�érents en fonction de leur localisation. Ainsi, les �broblastes du derme papillaire
sécrètent principalement des facteurs destinés aux échanges avec l'épiderme, tandis que
les �broblastes du derme réticulaire sécrètent principalement les éléments de la matrice
extra-cellulaire. Cependant, une étude a montré que les �broblastes papillaires produi-
saient plus de GM-CSF (Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor) et moins
de KGF-1 (Keratinocyte Growth Factor-1) que les �broblastes réticulaires [62]. Les �bro-
blastes papillaires possèdent également un meilleur potentiel prolifératif que ceux d'ori-
gine réticulaire [67]. De manière particulièrement intéressante, les �broblastes papillaires
semblent sécréter plus de facteurs pro-angiogéniques que les �broblastes réticulaires [68].

Il est à noter que les �broblastes papillaires extraits puis mis en culture �nissent par
acquérir un phénotype de type réticulaire après plusieurs passages [69]. Par ailleurs, la
technique d'extraction cellulaire peut in�uencer le type de population obtenue. L'analyse
de la technique des explants de peau [70], où les �broblastes sortent petit à petit d'un
explant de peau totale, a montré que les cellules � sortant � dans les premiers jours
di�èrent de celles obtenues plus tardivement [71]. En revanche, la technique de la digestion
enzymatique [72], plus coûteuse mais également plus rapide, permet d'obtenir l'ensemble
de la population �broblastique dermique (y compris des cellules �broblastes-like) 4.

Parmi ces dernières, citons :

� les cellules souches mésenchymateuses, d'origine hématopoïetique, porteuses des
marqueurs de surface CD34 et CD45 ;

� les �brocytes, considérés comme des cellules souches mésenchymateuses migrant
au niveau de sites lésionnels et adoptant des caractéristiques phénotypiques très
proches des �broblastes [73]. Ces cellules sont donc caractérisées par une plasticité
fonctionnelle et phénotypique importante [74].

Les autres cellules résidentes du derme, hormis celles constituant les vaisseaux, sont les
cellules dendritiques dermiques, les cellules de Langerhans, les macrophages et les mas-
tocytes, parfois des lymphocytes. Les télocytes, cellules présentes autour des vaisseaux
sanguins, peuvent également se trouver de manière isolée dans le derme, où elles semblent
échanger avec la MEC [75]. D'autres cellules peuvent être recrutées via la circulation
sanguine et lymphatique, notamment des cellules du système immunitaire.

1.2.1.4.3 La matrice extra-cellulaire
La MEC est constituée d'un réseau complexe de macro-molécules, �breuses (collagène,

élastine, réticuline) ou non (protéoglycanes, glycoprotéines). Sa composition di�ère en
fonction de la partie du derme concernée. Ainsi, le derme papillaire contient des �bres
de collagène de type I et III et également des �bres élastiques de type �bres oxytalanes
et �bres d'élaunine. Le derme réticulaire contient majoritairement des �bres de collagène
de type I, mais également de type III et V, ainsi que des �bres élastiques (type �bres

4. Cette méthode entraîne également la libération d'autres cellules dermiques non �broblastiques, mais
qui sont généralement sélectionnées négativement après plusieurs jours de culture en milieu approprié.
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oxytalanes et �bres élastiques matures). Les collagènes de type I, III, et V peuvent s'auto-
assembler pour former un réseau tridimensionnel. Les �bres de réticuline sont composées
de collagène de type III et se situent au niveau de la jonction dermo-épidermique ainsi
que des lames basales des vaisseaux sanguins, des nerfs et des adipocytes.

La matrice extra-�brillaire (également dénommée substance fondamentale) est composée
d'un mélange complexe de protéoglycanes (les plus répandus étant le versican, le perlécane
et la décorine), glycoprotéines (dont la �bronectine et les ténascines), eau et acide hyalu-
ronique. Ces éléments participent à l'adhésion, la migration cellulaire et la communication
inter-cellulaire.

1.2.1.5 L'hypoderme

L'hypoderme est le siège du tissu adipeux et de ses cellules constituantes, les adipocytes.
Il contient également des pré-adipocytes, cellules de type �broblaste-like. L'hypoderme
sépare le derme, auquel il est rattaché par des expansions de �bres collagènes et élastiques,
du tissu musculaire sous-jacent. Ses principales fonctions sont la réserve énergétique, la
protection mécanique et la protection contre les variations de température.

1.2.1.6 Vascularisation de la peau

1.2.1.6.1 Architecture du réseau vasculaire
Le derme est richement vascularisé, contrairement à l'épiderme qui n'est nourri que par

imbibition via les réseaux capillaires contenus dans les papilles dermiques. Ce réseau vas-
culaire est globalement composé de trois étages ou niveaux anastomotiques (Figure 1.11) :

� A la partie profonde de l'hypoderme se trouve un premier réseau anastomotique
parallèle à la surface cutanée, dont partent des branches qui traversent l'hypoderme
et donnent des collatérales destinées aux annexes ;

� Ces branches se réunissent à la partie profonde du derme réticulaire pour former
un deuxième réseau anastomotique (rete cutaneum) dont partent des artérioles
pouvant également vasculariser les annexes ;

� Celles-ci �nissent par s'anastomoser en un troisième réseau (rete subpapillare) à
la jonction derme papillaire - derme réticulaire. De ce dernier réseau partent des
capillaires qui gagnent les papilles dermiques.

Le réseau veineux est quant à lui calqué sur le réseau artériel.

1.2.1.6.2 Structure des vaisseaux sanguins
Les vaisseaux dermiques sont constitués (de l'intérieur vers l'extérieur) de cellules en-

dothéliales, d'une paroi musculaire, de péricytes et d'une membrane basale. Les cellules
endothéliales (Figure 1.12) en forment donc la couche interne (ou intima). Leur marqueur
le plus spéci�que est le facteur Von Willebrand, mais l'antigène CD31 (PECAM-1) est le
plus couramment utilisé.

La couche musculaire (ou média) est composée de cellules musculaires lisses. La couche
externe (ou adventice) est composée de �bres élastiques.
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Figure 1.11 � Vascularisation de la peau (extrait de ecosia.org).
A : Derme papillaire, B : Derme réticulaire, C : Hypoderme.
1 : papille dermique, 2 : réseau capillaire, 3 : dernier réseau d'anastomose ou rete subpa-
pillare, 4 : artériole, 5 : veinule, 6 : deuxième réseau d'anastomose (rete cutaneum), 7 :
premier réseau d'anastomose dans l'hypoderme.

Cette structure est commune aux artères, artérioles, veines et veinules, bien que les veines
possèdent une lumière plus large et une paroi musculaire plus �ne.

Les capillaires, en revanche, ne sont composés que de deux couches cellulaires : une couche
fenestrée de cellules endothéliales et une couche bordante de péricytes.

Autour de la plupart des vaisseaux, on peut retrouver des cellules possédant un corps
cellulaire de petite taille auquel se branchent de longs prolongements cytoplasmiques :
les télocytes [75]. Ces cellules, dont le rôle est mal dé�ni, existent également de manière
isolée dans le derme. Leurs prolongements nommés télopodes sont notamment destinés
aux échanges avec les cellules avoisinantes.

1.2.1.7 Réseau lymphatique

Le système lymphatique cutané est constitué par un réseau de vaisseaux à sens unique
assurant le retour du liquide interstitiel vers le sang. Les vaisseaux lymphatiques suivent
le réseau veineux des papilles dermiques jusqu'à l'hypoderme.

1.2.1.8 Innervation

L'innervation de la peau est assurée :

� au niveau de l'épiderme, par les cellules de Merkel ;
� dans le derme, par les corpuscules de Meissner (corpuscules du tact), situés au ni-

veau des papilles dermiques, qui correspondent à la terminaison des �bres nerveuses
a�érentes ;
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Figure 1.12 � Cellules endothéliales microvasculaires dermiques humaines con�uentes en
primo-culture (grossissement x20, sujet sain, collection personnelle).

� dans l'hypoderme, par diverses structures : les corpuscules de Vater-Pacini (sen-
sibles à la pression et aux vibrations), les corpuscules de Golgi-Mazzoni (autres
mécanorécepteurs sensibles au toucher et à la pression), les corpuscules de Ru�ni
(récepteurs de l'étirement).

On trouve également dans la peau des fuseaux neuromusculaires, récepteurs de l'étirement
se situant autour des �bres musculaires.

1.2.1.9 Le vieillissement cutané

Le vieillissement cutané résulte de facteurs intrinsèques (âge, sexe, facteurs génétiques
et hormonaux, stress oxydant) et extrinsèques (rayonnement UV, facteurs toxiques tels
que tabac, mauvaise nutrition, stress). Ainsi, les marques du vieillissement cutané sont
principalement visibles au niveau des zones photo-exposées (visage, avant-bras). Sur le
plan histologique, il se caractérise :

� par une atrophie globale de la peau, ainsi qu'une diminution de vascularisation
des follicules pilo-sébacés et une diminution de sécrétion des glandes sébacées et
sudoripares ;

� au niveau de l'épiderme, par un amincissement des couches kératinocytaires ainsi
qu'une diminution du nombre de mélanocytes actifs et du nombre de cellules de
Langerhans ;

� par une linéarisation de la JDE ;
� au niveau du derme, par une disparition progressive des papilles dermiques et de

leurs capillaires, contribuant à l'amincissement du derme papillaire, et une dimi-
nution du nombre de mastocytes ;

� au niveau de l'hypoderme, par une régression du panicule adipeux.

Il est à noter que ces caractéristiques histologiques se rapprochent de celles de la peau
ScS.
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Sur le plan cellulaire, on constate un ralentissement de la prolifération kératinocytaire.
Les �broblastes sont également a�ectés, avec une diminution du taux de prolifération, une
accumulation de calcium intra-cellulaire (pouvant provoquer des phénomènes d'apoptose)
et une modi�cation des capacités de biosynthèse. Ainsi, le ratio collagène I/collagène III
diminue, voire s'inverse ; les �bres de collagène se rigidi�ent, devenant moins accessibles
à une dégradation par les protéases et donc au renouvellement. Les �bres élastiques se
lient davantage avec les lipides, ce qui diminue leur élasticité. La synthèse de �bronectine
est augmentée, ainsi que sa dégradation par les élastases, l'empêchant de remplir son rôle
d'interaction entre cellules et matrice. La synthèse des protéoglycanes diminue.

1.2.2 Symptômes cutanés de la Sclérodermie Systémique

L'atteinte de la peau dans la ScS donne son nom à la maladie et récapitule l'ensemble
des phénomènes pathologiques qui lui sont associés. Ainsi, les patients peuvent présenter
[76, 28] :

� Des manifestations vasculaires (Figure 1.13) : syndrome de Raynaud (90% des
patients), dilatations capillaires appelées télangiectasies touchant volontiers les
paumes des mains et le visage (75% des patients), ulcères digitaux (40%) ; l'examen
des capillaires unguéaux (capillaroscopie) fait partie du diagnostic en permettant
d'identi�er des mégacapillaires associés à des plages avasculaires. Sur le plan histo-
logique, cela se traduit par une raréfaction capillaire, un épaississement de l'intima
et de la média via une prolifération des cellules musculaires lisses, et une diminution
de la lumière vasculaire.

� Des manifestations in�ammatoires : doigts boudinés, voire ÷dème cutané plus
étendu précédant la �brose ;

� Des manifestations �brotiques bien sûr, avec une sclérose cutanée plus ou moins
étendue, mais débutant toujours aux extrémités. A noter que chez certains patients,
on peut observer une désin�ltration spontanée après une phase de progression,
mettant en évidence le fait que la �brose peut être réversible. L'étendue de la
�brose sert de base à la classi�cation en forme limitée ou di�use (cf Figure 1.1). La
�brose cutanée est présente chez environ 90% des patients ; il existe de rares formes
de ScS sans �brose cutanée, également appelées sclérodermie � sine scleroderma �.

On peut également retrouver :

� Des dépôts calciques sous-cutanés appelés calcinoses (25% des patients) ;
� Des manifestations muqueuses comme un syndrome sec buccal ;
� Des atteintes des phanères et des annexes de la peau : paronychie (in�ammation

péri-unguéale), hyperkératose unguéale 5, perte des follicules pileux et des glandes
sébacées, ce qui entraîne une sécheresse de la peau et un prurit ;

� Une lipodermatosclérose ou in�ammation de la graisse sous-cutanée.

Histologiquement, on assiste à une atrophie puis une disparition de la graisse sous-cutanée
dans les formes évoluées de la ScS, remplacée par du tissu �breux, ce qui entraîne un
amincissement de la peau. Ce remplacement pourrait être médié par la voie Wnt [77]. Il

5. épaississement de l'ongle.
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Figure 1.13 � Illustrations cliniques de l'atteinte vasculaire de la ScS.
A : Syndrome de Raynaud secondaire (extrait de manuel MSD). B : Télangiectasies de
la paume de la main (collection personnelle). C : Ulcère pulpaire (extrait de scléroder-
mie.net). D : Capillaroscopie normale et E : Capillaroscopie type sclérodermique avec
association de plages avasculaires et de mégacapillaires (extrait de sclérodermie.net).

est à noter que l'hypoderme dans la ScS présente un intérêt particulier. En e�et, plusieurs
études tendent à prouver que des cellules progénitrices présentes spéci�quement dans le
tissu adipeux régulent la di�érenciation des myo�broblastes et l'initiation de la �brose [78].
Les cellules souches mésenchymateuses présentes dans le tissu adipeux sont actuellement à
l'étude comme agent thérapeutique potentiel, ayant montré leur e�cacité dans le modèle
murin de �brose induite à l'HCl [79].

En�n, sur le plan cutané, un certain nombre de patients ScS présentent des troubles pig-
mentaires, qu'il s'agisse d'hyper- et/ou d'hypo-pigmentation, qui sont détaillés ci-dessous.

1.2.3 Troubles pigmentaires au cours de la Sclérodermie Systé-
mique

1.2.3.1 Clinique

De nombreuses publications de cas cliniques, et ce dès les années 1970, font état de troubles
pigmentaires chez les patients atteints de ScS. Paradoxalement, peu d'études de cohorte
sont disponibles. Di�érents types d'atteinte ou � pattern � ont ainsi été rapportés au
cours des années :

� Le plus marquant est sans doute celui associant hyper et hypo-pigmentation ou
� salt and pepper � [80] : il s'agit de macules dépigmentées au sein de plages
d'hyperpigmentation à prédominance péri-folliculaire.

� Une forme également fréquente est l'hyperpigmentation di�use [81]
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� Ont été rapportées des plages hyperpigmentées précédant l'apparition de la �brose
[82] ; une hyperpigmentation prédominant au niveau des zones photo-exposées ; une
dépigmentation péri-vasculaire [83].

Une illustration clinique des troubles les plus fréquents est présentée Figure 1.14.

Figure 1.14 � Illustrations cliniques des troubles pigmentaires les plus fréquents au cours
de la ScS (collection personnelle).
A : Pattern d'hypopigmentation et d'hyperpigmentation péri-folliculaire ; B : Pattern
d'hyperpigmentation di�use ; C : Pattern d'hyperpigmentation hétérogène dans les zones
photo-exposées.

Dans l'ensemble, bien qu'aucune étude ne le prouve, ces troubles semblent plus volontiers
associés à la forme di�use de la maladie, et surviennent relativement tôt dans l'histoire
clinique. Leur prévalence varie en fonction des études et des pays, pouvant aller de 42,9%
selon une étude canadienne [84] à 86,9% selon une étude indienne [81]. Ils sont associés à
une altération signi�cative de la qualité de vie [84].

Il est également à noter que la ScS tend à être plus sévère chez les sujets de phototype
foncé. Ceci est corroboré par la sévérité plus importante de la pathologie dans des po-
pulations afro-américaines ainsi que l'axe nord-sud de la prévalence de la maladie (voir
partie 1.1.1).

1.2.3.2 Physiopathologie

La physiopathologie des troubles pigmentaires a été très peu étudiée dans la ScS, proba-
blement du fait qu'ils ne représentent pas une cause de mortalité identi�able. Pourtant,
déterminer les mécanismes qui mènent à l'apparition des troubles pigmentaires peut d'une
part être pro�table à la prise en charge d'autres pathologies de la pigmentation (comme
le vitiligo), et d'autre part aider à comprendre les mécanismes en jeu dans la ScS en
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Phototype
Couleur de la

peau
Réaction de la peau à
l'exposition solaire

I
Peau laiteuse,

taches de rousseur
Ne bronze jamais, brûle

toujours

II Peau très claire
Bronze di�cilement,

brûle souvent

III Peau claire
Bronze progressivement,

brûle parfois
IV Peau mate Bronze bien, brûle peu

V Peau foncée
Bronze facilement, brûle

rarement
VI Peau noire Ne brûle jamais

Table 1.1 � Classi�cation des phototypes, principalement basée sur la capacité de la peau
à absorber les rayonnements UV (d'après Fitzpatrick).

elle-même. En e�et, la pigmentation est sous le contrôle des cellules de l'épiderme, mais
également de cellules dermiques dont le rôle est clairement établi dans la ScS : cellules
endothéliales, lymphocytes et �broblastes.

1.2.3.2.1 Bases moléculaires de la pigmentation
La mélanine existe sous deux formes : eumélanine (pigment brun-noir, produit dans des

eumélanosomes) et phéomélanine (pigment jaune-rouge, produit dans des phéomélano-
somes). Les trichochromes sont des pigments appartenant au groupe des phéomélanines
et présents dans les cheveux roux. Le principal rôle de la mélanine est photoprotecteur
(eumélanine surtout), via l'absorption des rayonnements UV ainsi que la neutralisation
des radicaux libres qui se forment sous l'action des UV.

Les deux types de mélanosomes cohabitent au sein du mélanocyte, mais c'est le type
majoritaire de mélanine ainsi que le niveau d'activité du mélanocyte qui va déterminer
la couleur de la peau et sa capacité à absorber le rayonnement UV. La pigmentation
constitutive de la peau s'oppose à la pigmentation � facultative � communément appelée
bronzage, qui apparaît après irradiation par les ultraviolets. On distingue ainsi six pho-
totypes, basés sur le niveau de protection cutanée face au rayonnement solaire (Tableau
1.1). Pour une zone de peau donnée, le nombre de mélanocytes, en revanche, ne varie pas
en fonction des phototypes.

La production de mélanine dans le mélanocyte est sous le contrôle d'un facteur de trans-
cription qui est également essentiel à sa survie et sa prolifération : MITF (microphtalmia-
associated factor). Dans les mélanosomes se trouvent trois enzymes-clés de la pigmenta-
tion : la tyrosinase, Tyrp-1/TRP1 (Tyrosinase-related protein 1) et DCT/TRP2 (dopa-
chrome tautomerase). Leur rôle dans la voie de synthèse des deux types de mélanine est
présenté dans la Figure 1.15.

La tyrosinase est synthétisée sous la forme d'un précurseur inactif, qui est activé lorsque
les mélanocytes sont stimulés par l'α-MSH via l'AMPc. L'α-MSH et l'ACTH (adrenocor-
ticotropic hormone) sont produites par épissage alternatif du gène POMC (propioméla-
nocortine) dans la glande pituitaire.
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Figure 1.15 � Voie de synthèse des mélanines (extrait de Passeron et al., EMC-
Dermatologie Cosmétologie, 2005).
DOPA : 3,4-dihydroxyphénylalanine, DHI : 5,6-dihydroxyindole, DHICA : 5,6-dihydroxindole-2-
carboxylic acid.

Les mélanosomes passent par di�érents stades de maturation en fonction de l'intensité
de la mélanisation et de leur degré de migration le long des dendrites. Ils sont ensuite
transférés aux kératinocytes avoisinants.

1.2.3.2.2 Impact du phototype sur la structure de la peau
Plusieurs études montrent que la structure de la peau di�ère en fonction du photo-

type. Sur le plan fonctionnel, une équipe s'est notamment intéressée à l'e�cacité de la
barrière cutanée (majoritairement liée à la composition du stratum corneum) chez trois
types de peau : afro-américaine, caucasienne et asiatique [85]. La peau asiatique, et dans
une moindre mesure la peau caucasienne, sont caractérisées par une barrière peu perfor-
mante, notamment par l'analyse de l'indice TEWL (trans-epidermal water loss ou perte
hydrique trans-épidermique). Au contraire, la peau afro-américaine est caractérisée par
une cohésion importante des protéines des couches les plus super�cielles de l'épiderme,
avec une fonction de barrière plus performante. Une autre équipe [86] s'est intéressée aux
di�érences morphologiques a�ectant le derme et la JDE. Ils ont observé un épiderme plus
épais associé à un nombre plus élevé de convolutions dans la JDE, avec un contenu en
collagène VII plus faible, chez les peaux africaines et asiatiques par rapport aux peaux cau-
casiennes. Sur le plan dermique, et pour les peaux africaines seulement, on note une plus
grande abondance de collagène �brillaire ainsi qu'une proportion plus faible d'élastine.

Le phototype peut également avoir un impact sur la composition cellulaire du derme :
ainsi, les peaux noires sont celles qui présentent le plus de mélanophages dermiques [87]
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(macrophages dermiques chargés de mélanine, situés le plus souvent dans le derme papil-
laire).

Ces variations sont à prendre en compte lorsqu'on étudie un groupe de patients aux
origines ethniques variées.

1.2.3.2.3 Dans la ScS : état des lieux
Les travaux sur le sujet restent très succincts. Sur le plan histologique, il a été mis en

évidence [88] :

� dans les lésions hyperpigmentées : un excès de mélanine dans l'épiderme, dû à une
augmentation de l'activité des mélanocytes, qui apparaissent plus larges avec des
dendrites plus longues ;

� dans les lésions hypopigmentées : une diminution du nombre de mélanocytes, qui
contiennent également peu de mélanosomes ;

� dans les lésions dépigmentées : l'absence de mélanocytes (prouvée par coloration
dopamine-spéci�que et microscopie électronique).

Il a également été mis en évidence la présence de mélanophages dans le derme super�ciel
des lésions hyperpigmentées [89].

Sur le plan fonctionnel, on sait que l'hyperpigmentation est indépendante d'une anomalie
de l'axe hypothalamo-hypophysaire, avec l'absence d'anomalie du taux sérique d'ACTH
(Adreno Cortico Trophic Hormone) [89].

La pigmentation peut être in�uencée et modulée par un grand nombre de facteurs, pro-
duits par les kératinocytes mais également par les cellules dermiques.

1.2.3.2.4 Hypothèses physiopathologiques

In�uence des sécrétions �broblastiques Il a été montré au sein du laboratoire que
les facteurs sécrétés par les �broblastes peuvent moduler la pigmentation épidermique
[90]. Ainsi, les milieux conditionnés issus de cultures de �broblastes âgés sont capables de
reproduire les anomalies de pigmentation observées au cours du lentigo sénile [91]. Par
ailleurs, des données non publiées du laboratoire ont mis en évidence des modi�cations
pigmentaires sur des épidermes reconstruits, induites par l'introduction de �broblastes
normaux ou sclérodermiques dans le modèle de peau (Figure 1.16).

In�uence des sécrétions lymphocytaires L'implication du système immunitaire
dans la pigmentation est admise de longue date, bien que l'ensemble des facteurs en jeu
n'ait pas été identi�é. Le rôle-clé de la réponse immune dans la pathologie dépigmentante
qu'est le vitiligo n'est plus à démontrer [92, 93]. On peut également citer les phénomènes
d'hyper- et hypo-pigmentation post-in�ammatoire [94].

In�uence des sécrétions endothéliales Plusieurs observations cliniques ont servi de
base à l'établissement du lien entre endothélium et troubles pigmentaires. Il a ainsi été noté
une augmentation de la vascularisation dermique en regard des lésions hyperpigmentées
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Figure 1.16 � Modi�cation de la pigmentation d'épidermes reconstruits sous l'in�uence
de l'introduction de �broblastes. Les épidermes sont reconstruits avec des kératinocytes
et des mélanocytes sains et cultivés sur une matrice de derme mort. On observe que la
pigmentation épidermique varie en fonction de la présence ou non de �broblastes, ainsi que
de l'origine de ceux-ci (sains ou sclérodermiques). Ainsi, dans cette expérience, l'épiderme
est plus clair lorsqu'on introduit des �broblastes sains dans le derme, et plus foncé lorsqu'il
s'agit de �broblastes ScS.

de mélasma (ou masque de grossesse). Cette observation a été appuyée par l'e�cacité à
long terme d'une thérapie par laser visant à détruire les vaisseaux [95]. La même équipe
a publié par la suite une série d'observations mettant en rapport des lésions vasculaires
avec des phénomènes d'hyperpigmentation (Figure 1.17).

Facteurs sécrétés Parmi les facteurs sécrétés par les cellules cutanées, le SCF (stem
cell factor), produit par les �broblastes, les cellules endothéliales, les mascoytes et les kéra-
tinocytes, pourrait être une piste intéressante dans l'étude du lien derme et pigmentation.
En e�et, il promeut l'activation mélanocytaire via la �xation sur son récepteur c-kit [96] et
participe à la régulation de l'interaction entre le mélanocyte et la matrice extra-cellulaire
[97]. Son rôle dans la ScS a été peu investigué ; toutefois, il a été montré que son expres-
sion est augmentée dans la peau et le plasma des patients ScS [98, 99, 100] ; de manière
intéressante, son expression a été retrouvée comme particulièrement élevée dans une ob-
servation clinique concernant une patiente ScS présentant une hyperpigmentation di�use
[101].

Le PEDF (pigment epithelium-derived factor) est une glycoprotéine aux propriétés anti-
angiogéniques, anti-tumorales et neurotrophiques, qui a récemment été impliquée dans
la physiopathologie de la ScS. Il a été montré que son expression est très augmentée in
vitro dans les �broblastes ScS et in situ dans les �broblastes et les vaisseaux dermiques de
peau ScS par rapport à des sujets sains [102, 103]. Les expériences in vitro montrent que
les �broblastes ScS participent directement à la dysfonction endothéliale via la sécrétion
de PEDF. Or, le PEDF est présent à un très fort taux dans un épithélium pigmenté : la
rétine, où il semble être un facteur important pour son homéostasie [104]. Son rôle exact
dans la pigmentation n'a cependant pas encore été dé�ni.

Un autre facteur soluble semble être un candidat particulièrement prometteur : l'ET-
1, dont nous avons vu le rôle dans la physiopathologie de la ScS (1.1.4). Il s'agit d'un
petit peptide de 21 acides aminés, au puissant e�et vasonconstricteur, sécrété par les
cellules endothéliales et les �broblastes, mais également par les kératinocytes, les cellules
musculaires lisses, les cardiomyocytes, et les macrophages. Son action est médiée par la
�xation à l'un ou l'autre de ses récepteurs (ETA ou ETB) présents à la surface des cellules
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Figure 1.17 � Présentations cliniques et de dermoscopie de lésions vasculaires associées
à une hyperpigmentation locale (traduit et extrait de Regazzetti et al., Journal of Inves-
tigative Dermatology, 2015).
(a) Macules télangiectasiques acquises bilatérales. (b) Dermoscopie digitale à épilumines-
cence des lésions (x50). (c) Dermoscopie digitale à épiluminescence des lésions (x200).
(d) Hémangiome congénital super�ciel chez un nourrisson de 2 mois. (e) Présentation
clinique de la même lésion à l'âge de 5 ans, avec régression de la composante vasculaire
et hyperpigmentation localisée uniquement dans la zone de l'hémangiome. (f) Dermosco-
pie digitale à épiluminescence des lésions (x10). Dermoscopie digitale à épiluminescence
(x200) d'angiomes cerises (g-m) et de télangiectasies situées au niveau de la jambe (n et
o).
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cibles. Le tableau 1.2 présente le pro�l d'expression de l'ET-1 et de ses récepteurs A et B
dans les cellules d'intérêt de la peau.

Type cellulaire ET-1 ETA ETB

Cellules endothéliales + - +
Fibroblastes + - +
Kératinocytes + + +
Mélanocytes - - +

Table 1.2 � Pro�l d'expression des constituants du système endothéline (d'après Pinet,
médecine/sciences, 2004)

En conditions physiologiques, l'ET-1 participe au maintien du tonus vasculaire, à la ré-
paration du tissu cardiaque, l'angiogénèse, et la régulation de la respiration.

En conditions pathologiques, son rôle dans l'atteinte vasculaire de la ScS est bien connu,
mais elle participe également à l'in�ammation et la �brose [105, 48, 45]. Or, il s'agit
également d'un activateur important de la mélanogénèse, via sa �xation au récepteur B
présent sur la surface des mélanocytes, entraînant la transcription de MITF [106, 107,
108]. 6 Par ailleurs, comme vu auparavant (Figure 1.5), l'ET-1 fait partie des protéines
régulant la transcription d'une famille de protéines importante pour l'homéostasie de la
peau et la régulation de la pigmentation : la famille des CCN.

1.3 Les protéines CCN

1.3.1 Introduction

La famille CCN est une famille de six protéines sécrétées dans la MEC et impliquées dans
la régulation de nombreux processus biologiques fondamentaux, tels que la croissance et
la di�érenciation cellulaire, l'adhésion, la migration, l'angiogénèse, et l'homéostasie de la
MEC [110]. Elles ont en commun une même structure secondaire, composée de quatre
domaines séparés au milieu par une région charnière 7 (Figure 1.18) :

� Un domaine IGFBP (insulin-like growth factor binding protein)
� Un domaine VWC (Von Willebrand type C), probablement site d'oligomérisation
� Un domaine TSR (thrombospondin type 1 repeat), permettant essentiellement

l'interaction avec les autres protéines de la MEC
� Unmodule CT (carboxy-terminal), qui pourrait représenter un site de dimérisation,

du fait d'un motif � cysteine-knot �.

La richesse en cystéine de ces protéines permet la formation de ponts disulfures et leur
confère une structure primaire compacte. De même, la présence de plusieurs prolines est
responsable d'une structure secondaire compacte.

6. Il est à noter que des expériences d'hybridation in situ n'ont pas montré de corrélation franche
entre le niveau d'ET-1 dans l'épiderme et la présence de troubles pigmentaires chez les patients ScS [109].
Cette étude avait toutefois été menée sur un petit groupe de patients.

7. sauf CCN5, qui ne possède pas de domaine CT.
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Figure 1.18 � Structure secondaire et degré d'homologie des protéines de la famille des
CCN (extrait de Mason et al., International Journal of Experimental Pathology, 2013)

La présence d'un peptide signal à l'extrémité amino-terminale permet une maturation
dans le réticulum endoplasmique puis une sécrétion dans la MEC [111].

La transcription et l'expression des protéines CCN sont régulées par de nombreux facteurs
exogènes ou non, qu'ils soient mécaniques ou chimiques [110] (Figure 1.19).

De nombreuses modi�cations post-traductionnelles sont décrites et participent à la régu-
lation de leur activité, telles que le clivage (notamment au niveau de la région charnière),
la phosphorylation, la glycosylation.

Les fonctions détaillées des protéines CCN et leur implication dans les processus patho-
logiques de la ScS sont discutées dans le chapitre dédié (chapitre 1.4).

1.3.2 La protéine CCN3

CCN3, dont le gène est situé sur le chromosome 8 en position 8q24.1, est un polypep-
tide de 357 acides aminés (32 kDa). Cette protéine a été initialement caractérisée par
l'équipe du Pr Bernard Perbal lors de l'étude d'un modèle de néphroblastome viro-induit
dans le poulet [112] ; CCN3 étant un des sites d'intégration du virus, d'où le nom NOV
(nephrobastoma over-expressed). Dans cette étude, CCN3 a été initialement caractérisé
comme inhibiteur de croissance tumorale dans sa forme � full-length �. A l'inverse, il a été
montré dans la même étude qu'une forme tronquée (délétion de 63 acides aminés en N-
terminal) était capable d'induire une transformation carcinomateuse dans des �broblastes
d'embryon de poulet.

CCN3 a donc été impliqué dans la tumorigénèse, mais également dans l'ossi�cation en
induisant l'expression de marqueurs chondrogéniques [113], dans l'hématopoïese et no-
tamment la leucémie myéloïde chronique [114], dans l'obésité [115], dans la �brose et
l'angiogénèse (voir ci-dessous).
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Figure 1.19 � Facteurs régulant la transcription des protéines CCN (extrait de Jun&Lau,
Nature Reviews Drug Discovery, 2011). Un certain nombre de ces facteurs jouent un rôle
dans la physiopathologie de la ScS.

1.3.2.1 CCN2 et CCN3 : � je t'aime, moi non plus ? �

Le rôle pathologique de CCN2 dans la survenue de la ScS est bien connu, notamment sur
le plan �brotique avec une surexpression dans les �broblastes activés (cf chapitre 1.1.4).
Des études pré-cliniques ont testé avec succès l'e�cacité d'une thérapie par anticorps
monoclonal anti-CCN2 sur la �brose, notamment dans des modèles murins de ScS [116].

Parmi les protéines CCN, CCN3 est celle qui a le plus d'homologie de séquence avec CCN2
(Figure 1.18). CCN2 est considéré comme un facteur de croissance inductible de type
� immediate-early � ; très peu exprimé à l'état basal, notamment dans les �broblastes, sa
transcription est rapidement stimulée sous l'action de facteurs de croissance présents dans
le sérum, et dure jusqu'à 12h après stimulation [117]. A l'inverse, CCN3 est principalement
exprimé à l'état basal dans des �broblastes quiescents, et son expression diminue sous
l'action du sérum [118]. Ces données ont conduit à formuler l'hypothèse que CCN3 pouvait
être un antagoniste de l'action de CCN2.

Il a été suggéré via des analyses de co-localisation que CCN2 et CCN3 peuvent se lier sous
forme d'hétérodimères [119]. De fait, plusieurs arguments démontrent que CCN3 est, dans
certaines conditions, un régulateur négatif de CCN2. L'étude d'un modèle murin de ScS
(�Tight-skin mouse �) a montré que la surexpression de CCN3 inhibe la voie pro-�brotique
du TGF-β [120]. De plus, il a été montré dans des cellules mésangiales de rat que cette
surexpression inhibe directement CCN2 [121]. Cette régulation inverse a été con�rmée in
vivo dans des hépatocytes murins [122] ainsi que dans une lignée chondrocytaire [113].
Récemment, il a été montré que CCN3 inhibe une voie de signalisation non-canonique du
TGF-β, la voie Smad1/5/8, dans une lignée de podocytes humain immortalisés [123].

63



CHAPITRE 1. INTRODUCTION

Il est à noter qu'en conditions physiologiques, la protéine CCN2 est associée à la surface
cellulaire et sécrétée très ine�cacement, tandis que CCN3 est sécrétée e�cacement et
associée à la MEC - ce qui suggère que son rôle n'est pas uniquement celui d'un régulateur
négatif de CCN2. Par ailleurs, son action est possiblement cellule et/ou tissu-dépendante.
Ainsi, son inhibition a paradoxalement entraîné une diminution de la �brose dans un
modèle de néphropathie diabétique murine [124] ; dans l'étude concernant les hépatocytes
[122], bien qu'une régulation à l'inverse de CCN2 était mise en évidence, la surexpression
de CCN3 n'a pu contrecarrer la �brose du fait d'une apoptose hépatocytaire.

1.3.2.2 Rôle de CCN3 dans l'angiogénèse

Plusieurs éléments tendent à prouver que CCN3 est un facteur pro-angiogénique. Une
étude a notamment montré que l'adjonction de CCN3 dans la cornée d'un modèle murin
induit une néovascularisation locale [125]. Une autre étude a montré que la surexpression
de CCN3 induit une augmentation du nombre de vaisseaux dans le rein, dans un modèle
murin de glomérulonéphrite [126]. CCN3 est fortement exprimé à l'état basal dans les
cellules endothéliales, et son expression y est induite dans des HUVEC (Human umbi-
lical vein endothelial cells) soumises à un stress de cisaillement [127]. Plus précisément,
il semble également jouer un rôle dans la réparation de la paroi vasculaire lors de phé-
nomènes in�ammatoires : ainsi, sa surexpression entraîne une diminution de l'adhésion
monocytaire via une diminution d'expression de VCAM-1 [128]. Cet e�et pourrait être
dû à une inhibition de l'activité du facteur de transcription NF-κB (nuclear factor-kappa
B). Son rôle pro-angiogénique à proprement parler est possiblement en partie autocrine,
médié par la liaison aux intégrines présentes à la surface des cellules endothéliales, telles
que les intégrines αvβ5 [125].

De manière intéressante, l'expression de CCN3 a été retrouvée diminuée au niveau des
cellules endothéliales de placenta de femmes atteintes de pré-éclampsie 8 ; or, la physio-
pathologie de la pré-éclampsie et notamment son origine vasculaire la rapproche d'une
complication vasculaire grave dans la ScS, la crise rénale sclérodermique. La même équipe
a montré par la suite qu'une lignée de choriocarcinome soumise à un environnement hy-
poxique surexprime CCN3 [129].

1.3.2.3 Rôle de CCN3 dans l'épiderme et la pigmentation

Le rôle de CCN3 dans la régulation de la pigmentation, et plus largement dans l'homéosta-
sie de l'épiderme, n'est pas encore élucidé. Cependant, plusieurs éléments laissent à penser
que son rôle est majeur. Tout d'abord, il s'agit de la protéine CCN la plus exprimée au
niveau transcriptionnel dans l'épiderme [130].

Son rôle dans la fonction mélanocytaire est celui qui a été le plus étudié. Ainsi, CCN3
inhibe la prolifération mélanocytaire tout en stimulant leur adhésion à la membrane basale
[131, 132, 133]. Son expression est induite dans le mélanocyte en co-culture avec des
kératinocytes. Selon l'équipe de Vallacchi et al., la protéine CCN3 est fortement exprimée
dans les métastases viscérales des mélanomes, faisant émettre l'hypothèse qu'elle intervient

8. pathologie de la grossesse caractérisée par une hypertension artérielle et une protéinurie.
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au cours de la dissémination métastatique mélanomateuse [133] ; cependant, Fukunaga-
Kalabis et al. ont observé une diminution d'expression de CCN3 dans les métastases
mélanomateuses. Par ailleurs, CCN3 a été impliqué dans le détachement mélanocytaire
observé dans le vitiligo [131, 134] (cf chapitre dédié : 3.3).

Au niveau épidermique, il a été montré au laboratoire que l'expression de CCN3 est
augmentée in situ dans les phototypes foncés (IV-VI) par rapport aux phototypes clairs
(I-III) [135].

1.4 Les protéines CCN dans la Sclérodermie Systémique

1.4.1 Introduction

Le rôle des protéines de la famille des CCN dans la peau et leur implication dans la ScS sont
discutés dans l'article de revue ci-joint, récemment accepté dans la revue Experimental
Dermatology.

Dans cet article, nous décrivons l'expression des protéines de la famille des CCN dans
la peau de manière générale, ainsi que les données existantes sur leur expression dans
la peau des patients ScS, au niveau tissulaire et cellulaire. A partir des données de la
littérature, nous élaborons des hypothèses sur le rôle des protéines CCN dans les grands
processus pathologiques mis en jeu dans la ScS : vasculopathie, in�ammation, �brose.
Nous discutons également de leur rôle plus spéci�quement dans l'atteinte cutanée, en
rapportant leur implication dans le vieillissement cutané, la di�érenciation épidermique
et la pigmentation. Nous récapitulons les informations apportées par les di�érents modèles
murins de surexpression ou invalidation. En�n, nous proposons des pistes thérapeutiques
concernant les protéines les plus impliquées dans la physiopathologie de la ScS (CCN1,
CCN2, CCN3).

Il est à noter que l'expression de CCN3 dans la ScS n'a pas été documentée de manière
extensive. Il a simplement été montré [120] que son expression est augmentée au niveau
transcriptionnel dans la peau lésionnelle de 20 patients ScS ; cependant, il n'était pas
fait de di�érence entre l'expression épidermique et dermique ; la présence éventuelle de
troubles pigmentaires n'était pas renseignée ; et l'expression à l'échelle protéique n'était
pas évaluée.

1.4.2 Article : les protéines CCN comme cibles thérapeutiques
potentielles dans la ScS
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Abstract: Systemic sclerosis (SSc) is a complex auto-immune connective tissue disease combining 

inflammatory, vasculopathic and fibrotic manifestations. Skin features, which give their name to the 

disease and are considered as diagnostic as well as prognostic markers, have not been thoroughly 

investigated in terms of therapeutic targets. CCN proteins (CYR61/CCN1, CTGF/CCN2, NOV/CCN3, and 

WISP1-2-3 as CCN4-5-6) are a family of secreted matricellular proteins implicated in major cellular 

processes such as cell growth, migration, differentiation. They have already been implicated in key 

pathophysiological processes of SSc, namely fibrosis, vasculopathy and inflammation. In this review, we 
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discuss the possible implication of CCN proteins in SSc pathogenesis, with a special focus on skin 

features, and identify the potential actionable CCN targets. 

 

Introduction 

Systemic sclerosis (SSc), or scleroderma is defined as a systemic connective tissue disease 

characterized by auto-immune and vascular manifestations ultimately leading to organ fibrosis [1]. 

Like most auto-immune diseases, SSc develops on a genetically predisposed background (the 

polymorphisms that have been identified concern mostly the immune system), and is probably 

triggered by environmental factors. However, the interplay between the vascular, immune, and 

fibrotic components remains poorly understood and no real breakthrough has been made in terms of 

targeted treatments. The classical pathophysiological features as well as the underlying molecular 

processes are presented in Figure 1. 

Skin manifestations, which give the name to the disease, are considered as diagnostic, 

subclassification, severity, and prognosis markers [2]. SSc skin effectively recapitulates the main 

pathogenic processes of the disease, namely fibrosis, vasculopathy and inflammation. Moreover, 

evidence emerges that key events initiating the disease could take place in the skin, whereas “inside-

out” or even “outside-in” as in the field of atopic dermatitis [3]. Besides classically known features 

affecting the dermis, skin features also include various types of pigmentary disorders, which affect up 

to half of the patients, such as perifollicular depigmentation [4] or diffuse hyperpigmentation [5]. A 

recent study from our group found a significant association between diffuse hyperpigmentation and 

vascular involvement in SSc, particularly digital ulcers [6]. Current knowledge of SSc epidermal 

features includes overexpression of PDGR-β, which was the starting point for targeting the PDGF-

pathway [7]. Another aspect is abnormal terminal differentiation, with an altered expression of key 

proteins of the barrier, such as involucrin, loricrin, and filaggrin [8]. The skin barrier function could 

be altered through the increase of IL-31 [9], which has been shown in vivo to be responsible for 

transepidermal water loss (TEWL) [10]. However, TEWL seems not altered in SSc skin [11]. .  
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Paradoxically, skin manifestations have not been thoroughly investigated as possible indicators of 

actionable targets. Deciphering the molecular mechanisms behind skin features could be applicable to 

other organs and of importance for SSc, particularly from a therapeutic point of view.  

In this context, taking aim at the CCN family of matricellular proteins could be promising, as they 

are implicated in key pathophysiological processes in SSc as well as in skin homeostasis. This family 

of six matricellular proteins plays critical regulatory roles in inflammation, angiogenesis and wound 

healing [12–16]. Initially identified as growth factors [17–19], they have been shown to be involved in 

several major cellular processes such as cell growth, adhesion, migration, and extracellular matrix 

homeostasis.  

The first member of the CCN family (CYR61 for cysteine-rich angiogenic protein 61) was 

initially characterized in 1990 in the 3T3 murine cell line, as a an immediate early gene whose 

transcription was triggered within a few minutes upon serum stimulation [17]. Along this line, CTGF 

(connective tissue growth factor) was rapidly identified in human endothelial cells (HUVEC) using 

PDGF-IgG affinity chromatography [18]. NOV (nephroblastoma overexpressed) was discovered in 

chicken while sequencing the flanking sequences of a virus used to induce nephroblastoma [19]. The 

conserved primary sequence, as well as the similar tetramodular organization of CYR61, CTGF and 

NOV led to their designation as CCN (an acronym coined from the first letter of the three names) 

family of proteins [20]. Soon after, WISP1/ CCN4 (WNT1 inducible signaling pathway protein 1), 

WISP2/ CCN5, and WISP3/CCN6, were discovered as upregulated in a mouse mammary epithelial 

cell line after Wnt-1 induction [21]. Due to their similar multimodular structure (except CCN5, which 

lacks the C-terminal module), WISP proteins were integrated into the CCN family of proteins [22]. 

The common structure as well as binding sites for proteins of interest in SSc are presented in Figure 2.  

Characterization of CCN proteins in human skin rapidly followed, both at the cellular and tissue 

level, as well as the transcriptional and protein level [23–25]. Total skin transcriptomic analysis 

showed that CCN5 is the most abundantly expressed CCN member in healthy skin in vivo, followed 

by CCN2, then CCN3 and CCN1 [24].  
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Roles of CCN proteins are difficult to characterize due to several factors: ubiquitous expression, 

multimodular organization, different isoforms; from a functional point of view, they can act on a wide 

range of cellular processes, and sometimes present overlapping functions.  To date, most studies in the 

scleroderma field focus on the first three family members (CCN1-3) and on specific cellular processes 

or tissues. A summary of the expression of CCN proteins in healthy and SSc skin can be found in 

Table 1.  

In this review, we discuss the role of CCN proteins in the key pathophysiological processes of 

SSc, with a special focus on skin features, and their implication as potential new targets for therapies.  

CCN proteins in fibrosis 

One of the most studied actors in SSc is CCN2, a major mediator of various fibrotic conditions 

including skin, heart, lung, liver and kidney [26]. CCN2 is increased in SSc skin, both at the mRNA 

and protein level. CCN2 is also upregulated in SSc fibroblasts (mRNA) [27]. It is elevated in the 

serum [28] and correlated with the severity of skin and lung fibrosis. Moreover, polymorphisms of the 

CCN2 gene have been found to be associated with SSc  [29,30]. CCN2 itself is not sufficient to 

induce fibrosis in a mouse model [31]. However, it is needed for the maintenance of fibrosis when 

induced by TGF-β [32,33], by promoting fibroblast adhesion to ECM components [34]. Indeed, 

CCN2 is part of an autocrine pro-fibrotic loop, independent of TGF-β, initiated by endothelin-1 and 

inducing fibroblasts to synthetize and contract ECM [14,27]. In this context, CCN2 acts by enhancing 

adhesive responses to TGF-β and endothelin-1 in fibroblasts, downstream of the anti-fibrotic protein 

PTEN (phosphatase and tensin homologue) [35]. PTEN, which is reduced in SSc skin fibroblasts [36], 

acts by suppressing PI3K-Akt signaling (phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) and Akt/Protein Kinase 

B) [37]. Its fibroblast-specific loss in an in vivo model induces collagen deposition in the lung in a 

CCN2-dependent manner [38]. Overall, inactivation of CCN2 is a promising lead – more specific than 

a targeted TGF-β therapy - in anti-fibrotic therapies: notably, fibroblast-specific ablation of CCN2 

reduces skin fibrosis in the bleomycin mouse model [33]. 

 



A
cc

ep
te

d
 A

rt
ic

le

This article is protected by copyright. All rights reserved. 

CCN3 counteracts CCN2 profibrotic pathway, although this has never been demonstrated 

directly in the skin. In the kidney, CCN3 is upregulated in response to TGF-β signaling as shown by 

several studies of diabetic renal fibrosis, and is regulated in an opposite manner to CCN2 [39,40]. 

Treatment with recombinant CCN3 succeeded in reducing glomerular fibrosis in a mouse model of 

diabetic nephropathy, showing a capacity to reverse the disease [41]. The anti-fibrotic effect of CCN3 

could work through the regulation of multiple pathways, possibly via repression of CCN2 but also 

CCN4 [42]. Moreover, CCN3 overexpression in a mouse fibroblast cell line blocked TGFβ- and Wnt-

regulated profibrotic gene expression [12]. Of note, CCN3 mRNA has been found to be increased in 

SSc skin [12].  

The role of CCN1 has not been extensively studied in fibrosis, although its role in promoting 

tissue repair in wound healing is becoming clearer [13]. One study has found that CCN1 is induced in 

dermal fibroblasts by TGF-β along with CCN2 and α-SMA [43].  

CCN5 is the most abundant CCN in the dermis in terms of mRNA expression [25]. Contrary to 

CCN2, CCN5 has been found to be downregulated after TGF-β exposure in human skin fibroblasts 

[44]. Moreover, CCN2 and CCN5 present an opposite expression pattern in vascular smooth muscle 

cells (although they have not been studied together) [45]. However, no study has been conducted to 

characterize the expression of CCN5 in SSc.  

Little is known concerning the role of the other CCN proteins in skin. CCN4 has been identified 

in skin fibroblasts and seems to play role in a paracrine manner, by binding to decorin and biglycan 

[46]. Moreover, CCN4 has been shown to regulate wound healing by modulating proliferation, 

migration and ECM expression in dermal fibroblasts via α5β1 integrin and TNFα [47]. 

 

CCN proteins in angiogenesis and vasculopathy 

CCN1, 2 and 3 are all known as pro-angiogenic. In particular, CCN1 and CCN2 are important 

actors in endothelial cells homeostasis, working at least partly through binding to cell surface 

integrins; their expression in endothelial cells is enhanced by VEGF [48]. However, although the role 

of CCN2 role in SSc is well-documented, CCN1 and CCN3 have been less studied in scleroderma.  
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CCN1 is known to enhance tubule formation in vitro via integrin α6β1 and integrin αvβ3 

[49].CCN1 has been implicated in SSc impaired angiogenesis in a recent study [50], showing that 

CCN1 expression was markedly decreased in dermal microvessels of patients with SSc as well as in 

the serum of SSc patients with digital ulcers. Another recent study showed that simultaneous knock-

down of histone deacetylase 5 and CCN1 inhibited in vitro angiogenesis, while overexpressing CCN1 

in SSc endothelial cells led to increase in tube formation [51], suggesting that a decrease in CCN1 

plays an important functional role in SSc impaired  angiogenesis.  

In vitro, CCN2 effectively recapitulates angiogenic events by promoting endothelial cell 

adhesion, migration, proliferation, and tubule formation [52]. In vivo, CCN2 enhances 

neovascularization in a mouse model of retinopathy [53]. However, recent in vitro studies using cells 

and tissues from the CCN2-null mouse eye did not indicate any effect of CCN2 deletion on 

neovascularization and angiogenesis. This finding suggests that CCN2 may be tissue-specific 

concerning angio/vasculogenesis, possibly via  interaction with VEGF [54]. Moreover, the results 

from the knock-out (KO) studies could indicate that the upregulation of CCN2 observed in SSc is 

mainly responsible for enhanced fibrosis and is not sufficient to correct vascular dysfunction. 

Accordingly, we have observed a decrease of CCN2 expression in cultured SSc endothelial cells, 

whereas an increase was observed in SSc fibroblasts (unpublished data).  

CCN3 has been shown to be pro-angiogenic in several studies: addition of recombinant CCN3 to 

rat corneas induces neovascularization [55]; CCN3 is highly expressed at a basal state in endothelial 

cells and is implicated in vascular repair as well as induced in HUVECs by laminar shear stress 

[15,56]. The mechanism underlying its pro-angiogenic action is probably at least partly mediated by 

binding to several integrins such as αvβ5 [57]. Interestingly, CCN3 and CCN1 are decreased in 

placental endothelial cells of women suffering from pre-eclampsia, a pathological pregnancy 

condition characterized by hypoxic vascular lesions [58]. The pathophysiology underlying pre-

eclampsia is strikingly similar to SSc renal crisis. Unpublished data from an ongoing study of our 

group focusing on human microvascular dermal endothelial cells points towards an important role for 

CCN3 in angiogenesis in vitro.  
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Last, CCN4 promotes vascular smooth muscle cells migration in vitro via an integrin-dependent 

pathway [59], but its action has not been studied in the vascular SSc system.  

 

CCN proteins in dermal inflammation and auto-immunity 

A growing body of evidence supports the concept that CCN1 as a pro-inflammatory factor in 

skin. In the dermis, CCN1 is elevated during the inflammatory phase of wound healing and 

downregulated during the extra-cellular matrix remodeling phase [24]. CCN1 has also been shown to 

regulate macrophage function during inflammation in mice, by supporting macrophage adhesion as 

well as upregulating pro-inflammatory cytokines such as TNF-α [60]. Moreover, CCN1 is able to 

activate the cytotoxic potential of TNF-α and thus to induce fibroblast apoptosis [61]. Interestingly, 

CCN1 is highly produced by thymic epithelial cells and boosts T-cell production in mice [62]. Several 

studies have found an overexpression of CCN1 in the epidermis of inflammatory skin conditions such 

as psoriasis, where it promotes the production of pro-inflammatory mediators such as IL-8 [63], IL-

1β[64] or CCL-20 [65]. 

CCN3 is present at a high levels in the supernatant of T regulatory lymphocytes in the central 

nervous system, where it promotes oligodendrocyte differentiation and myelination [66]. Preliminary 

data from our team indicat high production of CCN3 by lymphocyte infiltrating the dermis in vitiligo. 

Moreover, CCN3 expression is regulated by TNF-α and IL-1 [67], and CCN3 physically interacts 

with IL33 [68], a T-helper-2 associated cytokine able to induce fibrosis in SSc [69]. 

Similar to CCN3, CCN6 gene expression is induced by TNF-α and IL-1; of note, CCN6 is 

overexpressed in the synovial tissue of patients suffering from rheumatoid arthritis [70]. However, 

such observations have not been made in the skin. 

 

CCN proteins and accelerated aging 

There is increasing evidence that SSc skin presents several hallmarks of cellular aging, such as 

enhanced production of reactive oxygen species (ROS), methylation abnormalities and impaired 

autophagy [71]. CCN1 has been associated with skin aging in several studies [72–75]. Notably, it has 

been shown to upregulate ROS production and induce skin fibroblasts senescence by binding to 



A
cc

ep
te

d
 A

rt
ic

le

This article is protected by copyright. All rights reserved. 

integrin α6β1 and heparin sulfate proteoglycan during wound repair [75]. Of note, knock-in (KI) mice 

for a mutant CCN1 lacking the α6β1 integrin-binding (so-called senescence-defective CCN1) showed 

exacerbated fibrosis in wound healing. Another study implicates CCN1 in  aberrant collagen 

homeostasis associated with dermal fibroblasts senescence, suggesting an important role for CCN1 in 

collagen loss [72]. Indeed, CCN1 is a known regulator of type I collagen production and degradation 

[73].  

CCN proteins in pigmentation 

CCN3 mRNA is the most highly expressed CCN gene in the epidermis [25]. Its role in epidermal 

homeostasis and particularly pigmentation regulation remains unclear. Its epidermal expression seems 

to be increased in pigmented phototypes [76] (interestingly, CCN5 seems to vary inversely). CCN3 

plays a major role in melanocyte homeostasis and is implicated in melanocyte adhesion [67]. 

Conversely, downregulation of CCN3 in melanocytes results in cell detachment from the epidermis in 

vitro and could be implicated in pigmentary disorders such as vitiligo [77]. To date, however, the 

implication of CCN3 in the development of pigmentary changes often observed in SSc has not been 

proven.  

UV radiation upregulates CCN1 and CCN2 expression in whole skin in vivo, whereas UV 

radiation downregulates CCN3, 4, 5 and CCN6 expression, at the mRNA level [24]. Interestingly, 

CCN1 has recently been found to stimulate melanogenesis through integrin α6β1 binding as well as 

p38 MAPK and ERK1/2 signaling [78]. The authors suggested that CCN1 is a fibroblast-derived 

melanogenic paracrine mediator, secreted under UVB irradiation. This finding, along with the role of 

CCN1 in accelerated aging, could be consistent with the “photo-aging” pattern observed in some SSc 

patients.  
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CCN proteins in epidermal differentiation 

CCN2 is increased in the epidermis of SSc patients, particularly in the basal membrane [8]. This 

increase was predominantly seen in recent SSc (< 2 years). Accordingly, CCN2 expression has been 

shown to be induced by TGF-β in human keratinocytes [79]. CCN2 is also thought to regulate 

keratinocyte migration via the RAS-MEK-ERK pathway [80]. 

Differential expression of CCN3 and CCN5 within epidermal layers also suggest that these 

factors are associated with epidermal differentiation, although the precise mechanism is unknown to 

date [25]. CCN3 expression is reported as nuclear or peri-nuclear in basal keratinocytes, as opposed 

to cytoplasmic in the upper layers, whereas CCN5 expression is reported weak and perinuclear in the 

basal layer and strong and cytoplasmic in the upper layers.  

 

CCN proteins in animal models: what can we learn about key pathophysiological processes of 

SSc? 

Knock-out (KO) and knock-in (KI) animal models provide relevant information concerning the 

role of CCN proteins in key pathophysiological processes of SSc. The KO models interestingly point 

out the major role of CCN1 and CCN2 (and to a lesser extent CCN3 and CCN5) in vasculogenesis. 

Moreover, CCN1 and CCN2 seem to play a prominent role in fibrosis regulation, CCN1 being 

responsible for wound healing resolution and CCN2 for a persistent fibrotic phenotype as shown by 

the KI models. CCN5 also appears as an anti-fibrotic molecule. Lastly, CCN1 seems to be an 

important actor in inflammatory processes. Surprisingly, CCN4 may come off both as a pro-

angiogenic and anti-fibrotic protein, which makes it an interesting actor in scleroderma. A summary 

of the phenotypes of transgenic mice models can be found in Table 2. 
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Are CCN proteins potential druggable targets in SSc? 

Since CCN proteins are downstream effectors, they could be therapeutically targeted without 

affecting major upstream signaling pathways. However, very few studies have reported the use of 

anti-CCN antibodies in pre-clinical studies, and the proof of concept remains to be obtained. Figure 3 

summarizes the potential roles of CCN proteins in SSc pathways and suggested targets for therapy.  

Recently, a monoclonal antibody against CCN2 (FG-3019) has been shown to inhibit skin fibrosis 

in the angiotensin-II induced SSc mouse model [81]. In this study, the intra-peritoneal injection of 

FG-3019 (concomitant to Ang-II injection) significantly reduced dermal thickness and collagen 

content in skin from Ang-II challenged mice, as well as the number of αSMA-positive cells, PDGFRβ 

and procollagen expression in the upper dermis. Of note, the same antibody has been tested in an 

open-label phase II clinical trial designed for patients suffering from idiopathic pulmonary fibrosis 

[82]. For one third of treated subjects, pulmonary function improved as well as lung fibrosis. A 

randomized placebo-controlled phase 2 clinical trial is currently underway.    

Since CCN1 is pivotal for many pathophysiological pathways of SSc, a CCN1-based therapy, 

whether topical or systemic, could also be promising for SSc. Topical application of CCN1 has indeed 

shown to reverse the enhanced fibrosis of cutaneous wounds in the α6β1 integrin-binding defective 

CCN1-KI mice [75]. Conversely, a neutralizing anti-CCN1 polyclonal antibody inhibited 

angiogenesis in an oxygen-induced retinopathy mouse model [83] as well as a bone fracture mouse 

model [84]. A monoclonal neutralizing antibody against CCN4 has also been used in a murine model 

of pulmonary fibrosis and showed promising results in reducing the expression of genes implicated in 

fibrosis and epithelial-to-mesenchymal transition [85]. However, these two antibodies have never 

been used, to our knowledge, in the skin or for scleroderma. Finally, a recombinant CCN3 has been 

used successfully in a mouse model of renal fibrosis [41], and could be considered for skin issues.  

In conclusion, knowledge gained from studies of the roles of CCN proteins in dermal and 

epidermal biological processes can be applicable for other organs. Moreover, due to multiple 

functions of CCN protein, effective therapeutic strategies may rely on downregulating or upregulating 

specific CCN proteins in SSc. Based on emerging evidence, there is a growing need to systematically 
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determine the roles of all CCN family members in the pathophysiological pathways that are 

characteristic of scleroderma skin. SSc models provide an ideal opportunity to test the concept of 

therapeutic targeting of CCN proteins for the treatment of SSc.  
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Table 1. CCN proteins in human skin and expression in SSc. 

mRNA=messenger RNA, ND = not described.  

Expression in SSc skin cells: compared to healthy control cells. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CCN 

member 

Synonym 

(human) 

Healthy skin SSc skin 

Skin expression 

(mRNA level) 

[25] 

Main producing 

skin cells in vivo 

[25,76] 

Skin 

expression 

(mRNA level) 

Expression in SSc skin 

cells 

CCN1 CYR61 

Weak in 

epidermis and 

dermis 

Fibroblasts, 

endothelial cells 
Decreased [50] 

Decreased in endothelial 

cells in situ, but 

unchanged in fibroblasts 

in vitro [50] 

CCN2 CTGF 

Strong in 

dermis> 

Epidermis 

Melanocytes > 

Fibroblasts, 

endothelial cells 

Increased [86] 

Increased in fibroblasts, 

endothelial cells and 

keratinocytes in situ and 

in vitro [8,87,88] 

CCN3 NOV 
Dermis> 

Epidermis 

Keratinocytes > 

Fibroblasts, 

endothelial cells, 

eccrine sweat glands 

Melanocytes 

Increased [12] 

or unchanged 

[86] 

Decreased in endothelial 

cells in situ and in vitro, 

and in fibroblasts in 

vitro (unpublished data) 

CCN4 WISP1 

Weak in 

epidermis and 

dermis 

Fibroblasts, 

endothelial cells (?) 

[47,89] 

ND ND 

CCN5 WISP2 

Strong in 

dermis> 

Epidermis 

Differentiated 

keratinocytes > 

Endothelial cells, 

fibroblasts 

Decreased? 

[86] 
ND 

CCN6 WISP3 

Weak in 

epidermis and 

dermis 

ND ND ND 
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CCN 

member 

Knock-in (KI) Knock-out (KO) Ref  

Fibrosis Vasculopathy Inflammation Other Fibrosis Vasculopathy 
Inflamma

tion 
Other  

CCN1 
Increased 

fibrosis 
ND 

Lung alveolitis, 

decreased TNF-

α-mediated 

apoptosis 

Weight loss and 

higher mortality; 

(KI of 

senescence-

defective mutant 

CCN1) 

ND 

Placental vascular 

insufficiency and 

compromised vessel 

integrity 

ND 

Embryonic lethal, 

chorio- 

allantoic fusion 

(30% mice) 

[61,7

5,90,9

1] 

CCN2 

Increased 

cardiac fibrosis 

in response to 

pressure 

overload 

KI fibroblast-

specific: skin, 

lung, kidney, 

and small 

arteries fibrosis 

ND ND 

Embryonic 

lethal if ninefold 

overexpression 

 

ND 
Abnormal growth plate 

angiogenesis 
ND 

Perinatal lethal: 

severe skeletal and 

pancreatic 

abnormalities, 

pulmonary 

hypoplasia 

[92–

97] 

CCN3 ND ND ND 

Overexpression 

in fibroblasts: 

Osteopenia (skin 

and vessels not 

analyzed) 

ND 

Vascular congestion in 

kidney and liver; 

enhanced neointimal 

hyperplasia in response 

to endothelial injury 

ND 

Viable: modest 

skeletal and 

cardiac 

abnormalities, 

muscle atrophy 

and cataract 

[98–

100] 

CCN4 ND 

Increased 

intimal 

thickening due 

to smooth 

muscle cell 

ND ND 

Delayed 

wound 

healing, 

reduced 

collagen 

ND ND 
Impaired motor 

coordination 

[47,5

9,101

] 
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Table 2. Phenotypes of genetically-modified mouse models. 

 

ND = not described 

 

 

 

migration expression 

CCN5 

Decreased 

cardiac fibrosis 

in response to 

pressure 

overload 

ND ND ND ND 

Hyperproliferation of 

vascular smooth muscle 

cells in response to 

injury 

ND 

Both reported: 

early embryonic 

lethality and 

normal phenotype   

[45,9

7,102

,103] 

CCN6 Normal Normal Normal 
Normal 

phenotype 
Normal Normal Normal Normal phenotype  

[104,

105] 
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OBJECTIFS DU TRAVAIL

La famille des protéines CCN est donc impliquée dans de nombreux processus cellulaires
impactés par la ScS. CCN3 en particulier joue potentiellement un rôle dans la vasculopa-
thie et les troubles pigmentaires, bien que son expression dans la peau des patients ScS
n'ait pas été documentée de manière précise. Du fait de son action antagoniste avec celle
de CCN2, acteur bien connu dans la physiopathologie de la ScS, il semble particulière-
ment intéressant de caractériser son expression dans la ScS, a�n d'explorer son potentiel
thérapeutique.

L'objectif de mon travail de thèse a donc été dans un premier temps d'étudier l'expression
de CCN3 dans la peau des patients sclérodermiques, dans le derme in situ grâce à des
marquages immunohistochimiques, ainsi qu'in vitro dans des cultures cellulaires. Cela
nous a permis de mettre en perspective à l'échelle cellulaire les anomalies observées au
niveau tissulaire, et ainsi de préciser les acteurs mis en jeu.

A ces �ns, nous avons mis au point une technique permettant d'isoler et de mettre en
culture les quatre principaux types cellulaires de la peau : �broblastes, cellules endothé-
liales (cellules dermiques) et kératinocytes et mélanocytes (cellules épidermiques), à partir
de prélèvements cutanés de petite taille.

En parallèle, nous avons e�ectué un travail clinique au sein de la cohorte VISS, a�n de
recenser les patients présentant des troubles pigmentaires et d'étudier l'association entre
la présence de troubles pigmentaires et les atteintes d'organes de la maladie. Cela nous
a permis d'orienter le travail de recherche et de le focaliser sur le lien entre troubles
pigmentaires et atteinte vasculaire.

Dans un deuxième temps, nous avons donc cherché à comprendre la possible implication de
CCN3 dans cet axe endothélio-épithélial dans la ScS. Nous avons inhibé son expression
au moyen d'un anticorps bloquant dans des cellules endothéliales saines, et étudié les
conséquences sur la fonction de ces cellules, notamment la prolifération, l'adhésion, la
migration et l'angiogénèse.

Par ailleurs, nous avons étudié son expression in situ dans l'épiderme des patients ScS, puis
in vitro au niveau cellulaire. Nous avons comparé les prélevements issus de patients avec
troubles pigmentaires avec ceux de patients sans troubles pigmentaires, a�n de déterminer
si CCN3 pouvait être impliqué dans l'apparition de ces troubles.

En�n, nous avons plus �nement étudié les résultats de ces analyses en fonction des sous-
types de troubles pigmentaires, l'objectif étant de comparer les prélèvements de patients
atteints d'hyper et hypopigmentation avec ceux de patients atteints d'une autre maladie
dépigmentante : le vitiligo.
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CHAPITRE 1. INTRODUCTION

Nous avons également comparé les paramètres histologiques à ceux obtenus via l'analyse
de prélèvements issus de sclérodermie uniquement cutanée (morphée).

L'ensemble de ces données devrait permettre de préciser le rôle de CCN3 dans l'atteinte
cutanée de la ScS, en particulier son rôle dans la vasculopathie et les troubles pigmen-
taires, ainsi que de comparer les caractéristiques de la peau ScS à celles de pathologies
dermatologiques possédant des traits communs (vitiligo, morphée).
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Chapitre 2

MISE AU POINT D'UNE

TECHNIQUE D'EXTRACTION

MULTICELLULAIRE A PARTIR DE

BIOPSIES DE PATIENTS

2.1 Introduction

La possibilité de travailler sur des échantillons de peau provenant de patients ScS est
particulièrement intéressante dans cette pathologie, où l'atteinte cutanée re�ète l'ensemble
des processus physiopathologiques en jeu. Cependant, les analyses sont limitées par la
taille des prélèvements qu'il est possible d'obtenir. Ceux-ci consistent souvent en 1 ou 2
carottes (punchs) d'un diamètre de 4mm (1 prélèvement pour les analyses histologiques
et 1 pour la culture cellulaire). Au cours de mon travail, j'ai adapté et mis au point une
technique commune d'isolation des quatre principaux types de cellules cutanées : cellules
épidermiques (kératinocytes et mélanocytes) et cellules dermiques (�broblastes et cellules
endothéliales), à partir d'une biopsie cutanée de petite taille. Ce protocole a fait l'objet
d'un article (en préparation).

Le reste des méthodes utilisées pour le travail se trouve dans la section � Matériel et
Méthodes � ainsi que le supplément correspondant de l'article de recherche.

2.2 Article de protocole : Isolation et mise en culture
des �broblastes, cellules endothéliales microvascu-
laires, kératinocytes et mélanocytes de patients sclé-
rodermiques, à partir d'une biopsie cutanée de pe-
tite taille

91



Title: A common method for isolation and culture of endothelial cells, fibroblasts, keratinocytes and 

melanocytes from Systemic Sclerosis skin (single 4mm punch biopsy) 

Authors and e-mail addresses:  

Pauline Henrot (pauline.henrot@gmail.com), Catherine Pain (catherine.pain@u-bordeaux.fr), Paôline 

Laurent (plaurent@immuconcept.org), Marie-Elise Truchetet (marie-elise.truchetet@chu-bordeaux.fr), 

Muriel Cario (muriel.cario-andre@u-bordeaux.fr) 

  

Abstract 

Systemic sclerosis (SSc) is a complex auto-immune connective tissue disease combining inflammatory, 

vasculopathic and fibrotic manifestations. SSc skin effectively recapitulates the main pathogenic processes 

of the disease and therefore is a good organ to decipher SSc pathophysiology, which remains unclear. 

However, because of skin condition and due to ethical issues, only small biopsies can be performed in SSc 

patients. Here, we present a protocol allowing the isolation and culture of the four main types of skin cells: 

dermal cells (microvascular endothelial cells and fibroblasts) and epidermal cells (keratinocytes and 

melanocytes), from a single 4mm-punch biopsy, at a low cost.  

 

Summary of the protocol 

Our technique allows primary cell culture of the four main types of skin cells: epidermal cells (keratinocytes 

and melanocytes) and dermal cells (fibroblasts and microvascular endothelial cells or HDMECs). It is an 

addition and an optimization to a previously published paper1, describing the isolation and serial propagation 

of keratinocytes, fibroblasts and microvascular endothelial cells. Our protocol has been adjusted to fit the 

particularities of Systemic Sclerosis (SSc) skin cells, which can be hard to grow, in particular microvascular 

endothelial cells (HDMECs), due to skin fibrosis and hypoxia. The main differences between our protocol 



and the key supporting paper1 are the optimization for the dermal cell culture and the ability to culture 

melanocytes.  

Briefly, this protocol consists in separating the epidermis from the dermis after an incubation with dispase, 

and separately seeding epidermal cells (keratinocytes and melanocytes) and dermal cells (HDMECs and 

fibroblasts). Endothelial cells are obtained by a mechanical extraction, thus contributing to avoid 

contamination by fibroblasts, which is a major issue. Fibroblasts are further obtained by digesting the dermis 

in collagenase. Keratinocytes and melanocytes are separated later on thanks to a differential trypsinization 

technique.  

All cells can be passaged rapidly after the initial seeding and used for cell culture experiment as well as 

molecular and biochemical analysis (immunocytochemistry, western blotting, qPCR). Researchers working 

in the field of translational research, particularly Systemic Sclerosis, but more generally all researchers 

working on skin diseases, could find this protocol of interest. Indeed, culturing cells from very small biopsies 

is a technical issue, and this method can be of interest for researchers wishing to work on patients’ cells but 

with few samples (rare diseases, or infants).  

 

Reference 

1. Normand, J. & Karasek, M. A. A method for the isolation and serial propagation of keratinocytes, 

endothelial cells, and fibroblasts from a single punch biopsy of human skin. In Vitro Cell. Dev. Biol. 

Anim. 31, 447–455 (1995). 

  



Reagents/Material needed: 

- Day 0: Ethanol 70°, simple clamp, Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS, Gibco), dispase (P-3417, 

Sigma) 25UI/L in HBSS  

 

- Day 1: 

- Ethanol 70°, curved clamp, gripped clamp, scalpel blade and blade holder 

- HBSS 

- Q-medium: Iscove's Modified Dulbecco's Media (IMDM, Gibco) + 10% Fetal Calf Serum (FCS, 

Eurobio) + 1% Penicilline-Streptomycine (PS, Sigma) 

- Collagenase (C-9891, Sigma) 40UI/L in HBSS  

- Cell culture media: (add 1% PS for each) 

o Melanocytes: Melanocyte Growth Medium (MGM), Promocell 

o Endothelial cells: Endothelial Cell Growth Medium (MV2), Promocell 

o Fibroblasts: Dulbecco's Modified Eagle's medium + 10% FCS 

- Trypsin (0.25%, T9201, Sigma) – EDTA (0.1%, E4884, Sigma) in HBSS  

- FCS 

 

All reagents originating from powders must be sterile prepared or filtered through a 0.2µm-filter.  

- Additional reagents: Keratinocyte Growth Medium 2 (KGM2), Promocell; immunomagnetic 

sorting CD31 microbeads, Miltenyi; 0.025% Trypsin-0.01 %EDTA (TE) in HBSS (10%); FCS in 

HBSS (10%) 

 

 

DAY 0: Sample arrival:  

The sample should have been conserved in sterile saline solution (or in a sterile pad soaked with 

physiological serum), and should be worked on shortly after arrival.  

Dip the sample rapidly in ethanol, then rinse two to three times in HBSS. Incubate the whole sample in 

dispase 25UI/L, overnight à 4°C (the sample can be put in a 1.5mL tube containing 1mL dispase) during 12 

to 15 hours.  

DAY 1: Cell seeding (passage 0) 

Prepare sterile material and reagents (cf list). For clamps: dip in ethanol after use to ensure sterility, then 

dip in sterile HBSS before using again. 

For cell seeding: Cf Figure 1. 

Comments to Fig. 1: 

- Step 1: For an easy separation, hold the dermal part with the gripper clamp whilst grasping and 

peeling the epidermis off (in one piece) with the curved clamp.  

 

- Step 2: For optimal results, shake well after the 10 minutes incubation. 

 



- Step 3: Apply gently but firmly the curved clamp on the dermal surface (best results obtained if you 

look for and squeeze microvessels on the deep dermal part).  

 

- Step 4: Hold the epidermal sheet with the curved clamp and trim it with the scalpel blade until 

maximum shredding.   

 

 

- Step 5:            Don’t discard the supernatant after centrifugation! 

 

Best results are obtained with the following instructions: 

o For keratinocytes & melanocytes: 2 wells seeded with the cell pellet in complete MGM, the 

rest of the wells should be filled with the supernatant + 1mL MGM. 

o For HDMECs: 1 well seeded with the cell pellet in MV2, 2 wells should be filled with the 

supernatant + 1mL MV2. 

 

- Step 6: Digest in collagenase 40 UI/L (diluted in HBSS) during 1 hour ½ under mechanical shaking.  

 

- Step 7: Filter the cell suspension (70 nm). Gently press the skin pieces above the filter. Rinse two 

to three times with complete DMEM. 

 

- Step 8: discard the supernatant and seed the pellet with 3mL of complete DMEM.  

 

 

DAY 2: (or Day 4 if necessary)  

- For the keratinocytes/melanocytes plate: centrifuge the supernatant of all wells and rinse each 

well with HBSS; discard the supernatant of the centrifuged tube and resuspend the pellet with 

fresh medium before distributing it equally inside all wells. If many cells are seen on the initial 

wells, the supernatant can be distributed into new wells.  

 

- For the endothelial cells plate: add 1mL of fresh medium to the well “pellet”. Centrifuge the 

supernatant of the other wells; discard the supernatant of the centrifuged tube and resuspend the 

pellet with fresh medium before distributing in equally between all others wells. 

 

- For the fibroblast flask (optional): if a lot of floating debris are present, centrifuge the cell 

culture medium, rinse the flask with HBSS; discard the supernatant of the centrifuged tube and 

resuspend the pellet with fresh medium before adding it again into the flask.  

 

For the first passage: (usually after 5-7 days) 

- Fibroblasts: when they reach 70% confluence, rinse the flask with HBSS, incubate with TE10% 

until detachment (3-5 minutes are usually enough); block TE action with the same amount of 

FCS10%, centrifuge and seed them into 2 T25cm2 flasks.  

 

- Endothelial cells: when several islets appear, and before fibroblasts grow too much (usually 

within 5-7 days), try to detach endothelial cells only by applying TE10% and checking under 

the microscope that only endothelial cells islets detach. If the culture is still not pure afterwards, 



perform one immunomagnetic cell sorting with anti-CD31 microbeads. The CD31 negative 

cells are fibroblasts and can be cultured in the appropriate medium after cell sorting.  

 

Purity of the culture should be determined by flow cytometry after labelling cells with a 

fluorescent anti-CD31 antibody. A purity of >90% is acceptable. 

 

- Epidermal cells:  

 

o Melanocytes detach before keratinocytes when cultured together. When epidermal cells 

reach 60-70% confluence, separate the melanocytes from keratinocytes by applying 

diluted Trypsin-EDTA on the wells and checking under the microscope for dendrites 

retraction (the melanocytes will become round). After one or two minutes, collect the 

detached cells (which are the melanocytes) and antagonize with diluted FCS in the tube. 

Do not wait too much, as you will get keratinocytes coming along. If necessary, apply 

again Trypsin-EDTA on the initial well to ensure to get rid of every melanocytes. 

Centrifuge the tube containing melanocytes (5 min, 1200g) and transfer the pure 

melanocyte culture (passage 1) into a 12-wells plate after centrifugation.  

o As for the remaining keratinocytes (passage 0), rinse the well with FCS, then HBSS, 

and apply fresh KGM2 medium. After a few days, the keratinocytes will be ready to be 

seeded into a bigger flask (usually one T25cm2 for the whole 6-wells-plate). 

 

  



Figure 1. Schematic representation of the workflow. Rpm = rotation per minute.  

  



 

Figure 2. Illustration of cultured cells from SSc skin. A = human microvascular dermal 

endothelial cells (HDMECs), passage 0, magnification x20. B = fibroblasts, passage 5, 

magnification x20. C = keratinocytes, passage 1, magnification x10. D = melanocytes, passage 

1, magnification x20. 

 

 



2.2. ARTICLE DE PROTOCOLE : ISOLATION ET MISE EN CULTURE DES FIBROBLASTES, CELLULES ENDOTHÉLIALES
MICROVASCULAIRES, KÉRATINOCYTES ET MÉLANOCYTES DE PATIENTS SCLÉRODERMIQUES, À PARTIR D'UNE BIOPSIE

CUTANÉE DE PETITE TAILLE

Discussion
Ce protocole a été optimisé à partir d'un protocole déjà publié [136], proposant l'isola-

tion et la mise en culture de �broblastes, cellules endothéliales microvasculaires et kérati-
nocytes à partir d'une biopsie cutanée de type punch de 4mm de diamètre.

Nous avons modi�é le protocole existant principalement concernant deux points :

� en rajoutant la mise en culture des mélanocytes
� en optimisant l'extraction des cellules dermiques (�broblastes et cellules endothé-

liales), notamment pour l'adapter aux particularités de la peau sclérodermique.

Lorsqu'on isole les cellules épidermiques, les mélanocytes et kératinocytes sont extraits
dans le même temps, et se retrouvent en co-culture. Les kératinocytes survivent parfai-
tement en milieu de culture spéci�que pour les mélanocytes, ce qui permet de maintenir
la co-culture quelques jours. Ce temps initial de co-culture est essentiel pour une bonne
prolifération des mélanocytes. Cependant, il ne doit pas être trop prolongé en raison du
risque d'envahissement de la culture par les kératinocytes. Il faut donc e�ectuer une tryp-
sinisation di�érentielle assez rapidement. Cela consiste en l'observation du décollement
des dendrites mélanocytaires au microscope sous l'action de la trypsine. Lorsque la plu-
part des dendrites sont décollés et que le mélanocyte prend une forme ronde, il est temps
de récupérer le surnageant pour une mise en culture des mélanocytes seuls. Un deuxième
temps d'attente est nécessaire pour s'assurer que l'ensemble des mélanocytes sont décollés,
a�n d'obtenir une culture kératinocytaire pure. Par la suite, les mélanocytes doivent être
passés entre 50 et 80% de con�uence et cultivés dans des �asques de petit volume. Les
kératinocytes doivent impérativement être passés vers 70% de con�uence et utilisés avant
le passage n°3 sous peine de di�érenciation cellulaire.

L'extraction et la mise en culture des cellules endothéliales microvasculaires est la partie la
plus délicate, particulièrement dans la ScS où ces cellules présentent souvent un phénotype
pathologique, et où la co-culture avec les �broblastes est bien souvent au détriment de leur
croissance (le phénotype activé des �broblastes leur conférant un avantage prolifératif).
Un des points clés du procotole se situe au niveau de l'extraction initiale, où l'on appuie
sur la face dermique du prélèvement avec une pince courbe. Cette pression ne doit être
ni trop légère (pour extraire assez de cellules endothéliales) ni trop forte (pour ne pas
extraire trop de �broblastes). Il est préférable de choisir des zones où l'on aperçoit des
vaisseaux. Par la suite, le moment choisi pour e�ectuer le premier passage est également
clé : ni trop tôt (pour que les cellules soient en nombre su�sant) ni trop tard (pour que
les �broblastes n'aient pas envahi la culture). Ce premier passage est idéalement couplé
avec un tri immuno-magnétique utilisant des billes liées à un anticorps anti-CD31. Le fait
d'e�ectuer ce tri relativement tôt permet en général une meilleure pureté de la culture.
Les cellules endothéliales doivent être passées de préférence avant la con�uence et utilisées
jusqu'au passage 5 environ.

Concernant les �broblastes, la digestion du morceau dermique (après extraction des cel-
lules endothéliales) par la collagénase est une méthode e�cace et rapide pour leur mise
en culture. Cela permet également d'extraire l'ensemble de la population cellulaire �bro-
blastique dermique (par opposition à la méthode des explants de peau) et permet donc
une meilleure reproductibilité des expériences. La mise en culture des �broblastes sclé-
rodermiques ne pose en général pas de problèmes étant donné leur phénotype � activé �
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qui leur confère la plupart du temps de bonnes propriétés prolifératives. Ils peuvent être
cultivés jusqu'à con�uence et utilisés jusqu'au passage 6 environ.
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Chapitre 3

RESULTATS

Les travaux originaux s'articulent en plusieurs parties.

La première partie concerne un travail clinique qui a été e�ectué en collaboration avec le
Dr Vaianu Leroy, dermatologue. Ce travail a consisté en l'étude des troubles pigmentaires
au sein de la cohorte régionale de patients sclérodermiques VISS (Vasculopathie et In-
�ammation au cours de la Sclérodermie Systémique), initiée par le Dr Truchetet, avec le
concours des Pr Seneschal et Lazaro. Nous nous sommes attachées à décrire la prévalence
et les di�érentes présentations des troubles pigmentaires, ainsi que leurs associations avec
les atteintes systémiques de la maladie. Ce travail a fait l'objet d'un article publié dans
le Journal of the American Academy of Dermatology.

La majeure partie du travail de recherche translationnelle a ensuite concerné l'étude de
l'expression de CCN3 dans la peau des patients sclérodermiques et son rôle dans l'atteinte
vasculaire et les troubles pigmentaires. Ce travail a fait l'objet d'un article soumis à
Arthritis & Rheumatology.

Le reste du travail a concerné l'étude de l'expression de CCN3 plus particulièrement
chez les patients atteints de troubles pigmentaires à type d'hyper et hypo-pigmentation,
présentant des similitudes avec une autre pathologie hypopigmentaire : le vitiligo. En�n,
j'ai également étudié les caractéristiques histologiques de la peau de patients atteints de
sclérodermie cutanée, ou morphée, a�n de les comparer à celles des patients atteints de
ScS.

Une partie du travail de thèse a consisté à recruter, au sein de la cohorte VISS, 26
patients ScS présentant ou non des troubles pigmentaires, a�n d'e�ectuer des biopsies
cutanées. Ces patients ont été classi�és en di�érents sous-types de troubles pigmentaires
après examen clinique. Le tableau récapitulant leurs caractéristiques démographiques est
présenté ci-dessous (Tableau 3.1).

Une partie des patients présentait de manière assez frappante, une hyperpigmentation hé-
térogène dans les zones photo-exposées, associée à des macules hypopigmentées, l'ensemble
évoquant une héliodermie (vieillissement cutané lié à l'exposition solaire chronique). Nous
avons choisi pour les analyses de ne pas classer ces patients dans la catégorie � troubles
pigmentaires �, l'héliodermie étant une manifestation classique du photo-vieillissement
� normal �.

Des échantillons de peau provenant de contrôles sains, exempts de pathologies systémiques
ou dermatologiques, ont été récupérés via une convention avec le service de chirurgie
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plastique du CHU de Bordeaux. Nous avons choisi d'apparier en priorité nos contrôles sur
la localisation du prélèvement ; ainsi, la majorité des 18 prélèvements inclus provenaient
de brachioplasties. Les autres prélèvements étaient issus de cuisses (2 prélèvements) ou
d'abdomen (1 prélèvement). Dans la mesure du possible, les contrôles étaient appariés à
l'âge et au sexe des patients, bien qu'il existe un biais important du fait de la présence
de femmes jeunes dans la patientèle de chirurgie plastique. Ainsi, le sexe des contrôles
sains ne di�érait signi�cativement pas de celui du groupe de patients (88% de femmes
versus 58%, p=0,1037), mais l'âge était signi�cativement di�érent (47,29 ans versus 58,88,
p<0,05).

Type de trouble pigmentaire Nb de patients Age : moyenne
(ET)

Sexe : nb de
femmes (%)

Pas de trouble 7 60,7 (11,6) 5 (71)

� Photo-aging � 5 60,4 (6,5) 4 (80)

Hyperpigmentation di�use 7 62,6 (9,3) 2 (29)

� Vitiligo-like � 7 52,3 (6,9) 4 (57)

Table 3.1 � Caractéristiques démographiques des patients ScS recrutés, en fonction de
leurs sous-types de troubles pigmentaires.
Nb : nombre, ET : écart-type.

Ce choix préférentiel d'apparier les contrôles sains aux patients sur la localisation du
prélèvement plutôt que des caractéristiques démographiques est d'une part justi�é par les
di�érences histologiques existantes entre di�érentes régions du corps humain [1]. D'autre
part, plusieurs publications ont fait état de di�érences dans la machinerie cellulaire entre
di�érents �broblastes cutanés issus de divers endroits du corps d'un même individu [65,
66]. Nous avons donc essayé de conserver une unité de localisation dans notre recrutement.

Chaque patient a été prélevé d'un ou plusieurs échantillons de peau dans le cadre du
protocole VISS, après signature d'un consentement éclairé. Lorsque le patient ne présentait
pas de troubles pigmentaires (12 patients), une biopsie était e�ectuée sur l'avant-bras. Si
la zone était �brotique, une deuxième biopsie en zone non-�brotique était pratiquée chez le
même patient, au niveau de la face intérieure du bras. Cette zone � contrôle � a notamment
été choisie en rapport avec les localisations des prélèvements issus de contrôles sains (zone
identique à celle des brachioplasties).

Lorsque le patient présentait un trouble pigmentaire (14 patients), une biopsie était pra-
tiquée dans la zone du trouble pigmentaire, si possible en zone �brotique, et si possible
sur l'avant-bras. Un second prélèvement était pratiqué au niveau de la face interne du
bras, en zone non-�brotique et exempte de troubles pigmentaires. Pour deux patients, un
troisième prélèvement a été pratiqué, en zone avec trouble pigmentaire et sans �brose,
de manière à pouvoir déterminer la part liée à l'anomalie pigmentaire et la part liée à la
�brose dans les anomalies constatées. Pour 7 patients, le trouble pigmentaire était présent
de manière di�use sur l'ensemble du corps et ainsi la di�érence entre les deux prélèvements
a consisté en le caractère �brotique ou non. Pour un patient, il n'y avait pas de zone sans
�brose ni trouble pigmentaire accessible à une biopsie. Une patiente a refusé un second
prélèvement. Les caractéristiques précises de chaque prélèvement sont indiquées dans le
tableau présenté en annexe (tableau 4.1).
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Lorsque le trouble pigmentaire était caractérisé par une association d'hyper et d'hypopig-
mentation (pattern � vitiligo-like �), le prélèvement a été réalisé sur une zone comportant
à la fois hyper et hypopigmentation, et inclus de façon à ce que les deux anomalies co-
existent sur une même coupe.
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3.1. ASSOCIATION ENTRE TROUBLES PIGMENTAIRES ET ATTEINTES SYSTÉMIQUES DE LA SCLÉRODERMIE : ÉTUDE D'UNE
SÉRIE DE 239 PATIENTS

3.1 Association entre troubles pigmentaires et atteintes
systémiques de la sclérodermie : étude d'une série
de 239 patients

Ce travail a été réalisé en collaboration avec le Dr Vaianu Leroy, dermatologue, sous
la direction du Pr Julien Seneschal et du Dr Marie-Elise Truchetet. L'idée initiale était
de décrire les di�érents types de troubles pigmentaires présents au sein de la cohorte
VISS ainsi que d'en recenser la prévalence. Nous avons également étudié les associations
existantes entre ces di�érents types de troubles pigmentaires et les atteintes systémiques
de la maladie : atteinte cutanée (extension de la �brose), atteinte vasculaire (dé�nie par
la présence d'ulcères digitaux et/ou HTAP primitive et/ou crise rénale sclérodermique),
atteinte pulmonaire (pneumopathie interstitielle ou �brose), atteinte gastro-intestinale
(prouvée histologiquement), atteinte musculo-squelettique (synovite et/ou arthrite et/ou
contracture articulaire).

3.1.1 Résumé du travail en français

Les troubles pigmentaires associés à la sclérodermie systémique (ScS) sont peu décrits dans
la littérature. Or, ils pourraient constituer un marqueur diagnostique ou de sévérité chez
les patients ScS. L'objectif de notre étude est d'évaluer l'association entre les di�érents
types de troubles pigmentaires et les atteintes systémiques de la ScS.

Il s'agit d'une étude monocentrique observationnelle incluant les patients ScS de la co-
horte VISS pour lesquels la recherche de trouble pigmentaire a pu être documentée. Pour
chacun, les données démographiques, cliniques, biologiques et thérapeutiques ont été col-
ligées. 5 patrons (P) cliniques ont été individualisés : hyperpigmentation di�use (P1),
hyperpigmentation sur les zones photoexposées (P2), hypopigmentation localisée au ni-
veau du front et décolleté (P3), hypopigmentation acrale (P4) et hypopigmentation di�use
(P5).

239 patients ont été inclus (61 hommes, 178 femmes ; âge médian : 62 ans). 88 (36,8%) pré-
sentaient des troubles pigmentaires. Un score de Rodnan élevé était associé aux troubles
pigmentaires de type hyper et hypopigmentation di�use par rapport aux patients sans
trouble pigmentaire (p=0,001). En particulier, l'hyperpigmentation di�use était signi�ca-
tivement associée avec la forme di�use de la ScS (p=0,001) et également avec l'atteinte
vasculaire (dé�nie par la présence d'HTAP, crise rénale ou ulcères digitaux, p=0,009) et
notamment les ulcères digitaux (p=0,005). Concernant les patients présentant une hypo-
pigmentation, on notait également une association signi�cative avec l'atteinte vasculaire
(p=0,005) et les ulcères digitaux (p=0,01).

Il s'agit de la 1ère étude se focalisant sur les troubles pigmentaires dans une cohorte de
patients atteints de ScS et leur association avec les atteintes systémiques de la maladie.
Dans notre série, les troubles pigmentaires sont fréquents, touchant plus d'un tiers de nos
patients. L'hyperpigmentation di�use est le patron le plus décrit et est associé signi�ca-
tivement avec la ScS de type di�use. Ce patron est également associé à la présence d'une
atteinte vasculaire. Du fait de son rôle activateur de la mélanogénèse, l'endothéline-1,
dont la synthèse est majorée dans la ScS et qui participe au développement des dif-
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férentes atteintes vasculaires, pourrait être responsable de l'hyperpigmentation associée
mise en évidence dans notre étude.

Le dépistage des troubles pigmentaires est utile dans la prise en charge des patients atteints
d'une ScS et pourrait permettre d'identi�er ceux plus à risque de développer une atteinte
vasculaire.
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3.1.2 Article
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ABSTRACT:  1 

Background: Skin pigmentation disorders in systemic sclerosis (SSc) have been sparsely 2 

described in the literature. Nevertheless, they could be a diagnostic and/or a severity marker.  3 

Objectives: To assess the association between pigmentation disorders and systemic 4 

involvement in SSc patients.  5 

Methods: Five patterns of skin pigmentation disorders were defined: diffuse 6 

hyperpigmentation, sun-exposed area hyperpigmentation, head/neck/upper chest 7 

hypopigmentation, acral hypopigmentation and diffuse hypopigmentation.  8 

Results: 239 patients were included, eighty-eight (36.8%) patients had skin pigmentation 9 

disorders as follows: diffuse and sun-exposed hyperpigmentation in 38.6% (n=34) and 27.3% 10 

(n=24) respectively, face/neck/chest hypopigmentation in 10.2% (n=9), diffuse 11 

hypopigmentation in 12.5% (n=11) and acral hypopigmentation in 17% (n=15). Diffuse 12 

hyperpigmentation, was associated with diffuse SSc (p= 0.001), increased modified Rodnan’s 13 

skin score (mRSS) (p= 0.001) and and shorter duration of Raynaud (p=0.002) in univariate 14 

analysis but not in multivariate analysis. Moreover, diffuse hyperpigmentation was associated 15 

with digital ulcers (p= 0.005) confirmed by multivariate analysis OR 2.96 [1.28-6.89].   16 

Limitations: This was a single-center retrospective study on a cohort of SSc patients. 17 

Conclusion: Screening for skin pigmentation disorders could be useful in the management of 18 

SSc patients to identify patients with a high risk of developing digital ulcers, a symptom of 19 

vascular involvement in SSc.  20 

Key words: systemic sclerosis, pigmentation, Digital ulcers 21 

 22 

 23 

 24 

 25 
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ABREVIATIONS LIST 26 

SSc: Systemic Sclerosis; lSSc: localized SSc; dSSc: diffuse SSc; RP: Raynaud’sPhenomenon; 27 

mPAP: mean Pulmonary Arterial Pressure; LVEF: Left Ejection Ventricular Fraction; DLCO: 28 

Diffusing Capacity of the lung for Carbon Monoxide; FVC: Force Vital Capacity; mRSS: 29 

modified Rodnan Skin Score; ET-1: Endothelin-1; PAH: Pulmonary Arterial Hypertension.  30 

 31 

INTRODUCTION 32 

Systemic sclerosis (SSc) is a rare and severe autoimmune disease leading to organ 33 

involvement and high rates of mortality and morbidity1,2. Despite recent progress in the 34 

management of the disease, its course remains unpredictable. Recently, the validation of new 35 

classification criteria allowed for earlier detection of the disease leading to better management 36 

before the development of irreversible complications. However, the identification of patients 37 

at risk of developing severe organ damage as digital ulcers and/or vascular involvement 38 

remains a challenge.  39 

Skin pigmentation disorders associated with SSc have long been described in the literature 40 

and were first referred in 18983. The prevalence of pigmentation disorders associated with 41 

SSc has been reported to vary from 30.5%4 to 91% of patients5, with higher prevalence in 42 

Hispanics and African Americans than in Caucasians, suggesting that this phenotype may be 43 

associated with darker phototypes6. Several patterns of skin pigmentation disorders have been 44 

described so far7-16. The three most frequently described types are vitiligo-like depigmentation 45 

with perifollicular hyperpigmentation (also called “salt and pepper” skin) 7,12,15, diffuse 46 

hyperpigmentation with accentuation in sun-exposed area4,5,16 and combined hyper- and 47 

hypopigmentation localized in the areas of sclerosis.  48 

However, studies analyzing skin pigmentation disorders associated with SSc remain mostly 49 

descriptive. Therefore, we sought to define better the prevalence and the patterns of skin 50 
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pigmentation observed in SSc, and to investigate the association between skin pigmentation 51 

disorders and the clinical or biological characteristics of SSc patients.  52 

PATIENTS AND METHODS 53 

Patients  54 

This single-center retrospective study was conducted from January 2012 to March 2017. 55 

Patients with SSc were included in the “Vasculopathy and Inflammation in Systemic 56 

Sclerosis” research project (institutional ethics committee CPP, 2012-A00081-42, Aquitaine). 57 

All patients satisfied the ACR/EULAR 2013 classification criteria for SSc17 and provided 58 

written informed consent. For each patient, a disease questionnaire was completed by the 59 

clinician. Clinical features (SSc type, sex, age at onset of Raynaud’s phenomenon (RP), 60 

disease duration defined as the time since the occurrence of the first symptom other than RP, 61 

and symptoms of skin, skin pigmentation disorders, articular, heart, lung, kidney, 62 

gastrointestinal involvement), immunologic test results (antinuclear antibodies, anti-63 

topoisomerase antibodies, anti-centromere antibodies and anti-RNA polymerase III 64 

antibodies), imaging and functional examinations (thorax computed tomography [CT] scans, 65 

respiratory function tests, cardiac ultrasonography, and right-sided heart catheterization) were 66 

recorded. When several values were recorded in the medical file for the same variable, the 67 

worst value was registered for each patient. In case of the presence of skin pigmentation 68 

abnormalities, patients were systematically contacted by a dermatologist for clinical 69 

examination. Data were recorded including skin phototype, skin tanning capacity, type 70 

(hyper- or hypopigmentation) and localization of the pigmentation disorders, date of onset. 71 

When patients were not available, the physician in charge of the patients was contacted. 72 

Patterns of pigmentation disorders  73 

We defined five patterns of skin pigmentation disorders in patients with SSc according to the 74 

localization and type of pigmentation abnormalities (hyper- or hypopigmentation) as shown in 75 
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Figures 1 and 2: 1/diffuse skin hyperpigmentation pattern affecting the entire skin; 2/skin 76 

hyperpigmentation localized on sun-exposed areas; 3/skin hypopigmentation localized on face 77 

(forehead), neck, upper chest and upper back; 4/diffuse hypopigmentation affecting limbs and 78 

trunk and 5/skin hypopigmentation with hypopigmented macules distributed mainly on acral 79 

areas (forearms, hands and lower legs, feet). 80 

When a patient presented more than one pattern, he/she was classified in the most suitable 81 

pattern. Five patients who had both significant hypopigmentation and hyperpigmentation were 82 

classified in two patterns at the same time. Given their small number, this would not influence 83 

the statistical analysis.  84 

Organ involvement 85 

Vascular involvement was defined as one of the following: presence and/or past medical 86 

history of digital ulcers, confirmed pulmonary arterial hypertension (PAH) defined as 87 

increased mean pulmonary arterial pressure (mPAP) ≥25mmHg on right heart catheterization 88 

and a pulmonary capillary pressure ≤ 15mmHg  and/or scleroderma renal crisis. Cardiac 89 

involvement was defined as left ventricular ejection fraction (LVEF) dysfunction < 55%, 90 

increased B-natriuretic peptide (BNP) levels ≥ 300pg/ml, or medical history of pericarditis. 91 

Pulmonary involvement was defined as dyspnea grade III of the NYHA classification, 92 

reduced diffusing capacity of carbon monoxide (DLCO)< 80%, forced vital capacity (FVC) < 93 

80% and interstitial lung disease or lung fibrosis on CT scans. Gastrointestinal involvement 94 

(eso-gastro-intestinal motility dysfunction with esophageal, epigastralgia or intestinal 95 

symptoms) and musculoskeletal involvement (synovitis, joint contractures and CPK levels 96 

≥145 UI/L) were also recorded.  97 

Statistical analysis 98 

Quantitative variables were expressed as mean with standard deviation, or median with 99 

interquartile range. Qualitative variables were presented as percentages. 100 
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Comparison tests were performed using Chi-square analysis for qualitative variables (such as 101 

pigmentation patterns and characteristics of the patient’s disease), or Fisher’s exact test when 102 

needed. As quantitative variables do not fit with normal distribution according to the Shapiro-103 

Wilk test, the non-parametric Mann-Whitney test was used for comparisons of such data. 104 

Multivariate analysis was performed to investigate independent factors associated with diffuse 105 

hyperpigmentation, using logistic regression with a backward stepwise procedure. 106 

All analyses were performed using STATA 13.1 software. P-values less than 0.05 were 107 

considered significant. 108 

RESULTS 109 

Demographic and clinical characteristics of enrolled patients 110 

Patient characteristics are presented in Table 1. The study included 239 patients, 61 men and 111 

178 women. The mean age was 59.7 years old (σ =12.85 years). A total of 169 (70.7%) 112 

patients were classified as limited cutaneous SSc (lSSc) and 70 (29.3%) as diffuse cutaneous 113 

SSc (dSSc). Thirty-five (14.6%) patients with SSc showed symptoms compatible with overlap 114 

syndrome. The mean mRSS was 9.4 (σ =9.8).  115 

The prevalence of skin pigmentation disorders in the cohort was 36.8% (n= 88/239). Fifty-116 

eight and 35 patients developed skin hyperpigmentation and hypopigmentation, respectively. 117 

Among patients with skin pigmentation disorders, 68.2% (n= 60/88) had a phototype II to III 118 

and 30.7% (n= 27/88) a phototype IV to VI. No patients had a phototype I.  As shown in 119 

Table 2, among patients with pigmentation disorders, 34 (38.6%) patients presented with 120 

diffuse hyperpigmentation, 24 (27.3%) with hyperpigmentation limited to sun-exposed areas, 121 

9 (10.2%) presented with hypopigmented flecked macules localized on the face (forehead), 122 

neck and upper chest and back, 11 (12.5%) with hypopigmented lesions localized all over the 123 

body and 15 (17%) with hypopigmented macules limited to the acral areas. Five patients had 124 

both significant hypopigmentation and hyperpigmentation. Among patients with 125 
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hyperpigmentation either diffuse or sun-exposed, 40 (68.9%) reported a history of enhanced 126 

and prolonged tanning during summer time.  127 

Hyperpigmentation disorder is associated with diffuse SSc 128 

As shown in Tables 1 and 2, a significant higher proportion of patients with dSSc was 129 

associated with hyperpigmentation (p=0.003) and particularly with diffuse hyperpigmentation 130 

(p=0.001) compared to the proportion of patients without pigmentation disorders. Diffuse 131 

hyperpigmentation (p=0.001) was significantly associated with an elevated Rodnan skin score 132 

(mRSS) and with the absence of anti-centromere antibodies (p=0.004).  133 

Hyperpigmentation disorder is associated with digital ulcers in SSc  134 

Having established a positive association between diffuse hyperpigmentation and dSSc, we 135 

wondered whether they could be associated with clinical features of SSc. We first observed 136 

that the duration of RP was shorter in patients with hyperpigmentation than in those without 137 

pigmentation disorder (mean 10.3 ± 8.6 years versus 17.9 ± 13.3 years respectively, p=10-4). 138 

Likewise, onset of RP under 10 years from the appearance of SSc was significantly associated 139 

with hyperpigmentation (p<10-4). However, a similar analysis evaluating the association of 140 

pigmentation disorders and the disease duration (with two stratifications: ≤ 5 years, and > 5 141 

years) was not statistically significant (Table 2).  142 

As shown in Table 3, we found a significant association of diffuse hyperpigmentation and the 143 

presence of digital ulcers (p=0.005). Multivariate logistic regression analyses for patient 144 

characteristics associated with diffuse hyperpigmentation showed a significant positive 145 

association with vascular involvement (OR 2.96, IC 95% [1.28-6.89]) and a negative 146 

associative with RP evolving for more than 10 years (OR: 0.28, IC 95% [0.11-0.70]). 147 

However, when accounting with other variables, diffuse hyperpigmentation was not anymore 148 

associated with dSSc.   149 

DISCUSSION  150 
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This single-center study based on a cohort of 239 patients with SSc is the first to address the 151 

complete description of skin pigmentation abnormalities associated with SSc and to analyze 152 

the relation between these symptoms and organ involvement in SSc. We established five 153 

patterns based on the type of pigmentation changes (hypo- versus hyperpigmentation) and the 154 

localization. The “salt and pepper” appearance, the most described pigmentation abnormality 155 

in the literature may be equated with our pattern named “face/neck/chest hypopigmentation”.  156 

In a recent study, Solanki KK et al. observed that the salt and pepper appearance is related to 157 

dSSc15. However, they failed to demonstrate any significant relation between skin 158 

pigmentation abnormalities and other symptoms of SSc. In our cohort, we observed that 159 

hyperpigmentation was associated with dSSc but also a higher mRSS, a shorter RP duration 160 

and the absence of anti-centromere that are consistent with dSSc characteristics. However, we 161 

could not confirm any significant association between hyperpigmentation and the disease 162 

duration.   163 

For the first time, we clearly demonstrate that diffuse hyperpigmentation is related to digital 164 

ulcers, a symptom of vascular involvement in SSc. The pathogenesis of pigmentation 165 

disorders associated with SSc is still unclear. Recently, endothelin-1 (ET-1), a 166 

vasoconstrictive factor shown to be elevated in SSc and associated with vascular 167 

complications as digital ulcers18-20 could also act as a melanogenic factor and was found to be 168 

elevated in the epidermis of patients with dSSc and hyperpigmentation21,22. This suggests that 169 

ET-1 plays an important role in the pathogenesis of the skin hyperpigmentation associated 170 

with SSc patients. Therefore, ET-1 could be the missing link between hyperpigmentation and 171 

digital ulcers and/or vascular involvement. Highlighting the relation between skin 172 

hyperpigmentation disorders and digital ulcers in SSc is of great interest because we have 173 

recently demonstrated that digital ulcers could be associated with increased risk of mortality 174 
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in patients with SSc21. These findings now need to be confirmed by larger community-based 175 

studies such as the EUSTAR cohort22.  176 

Our study has some limitations. First, it was a retrospective study with a limited number of 177 

subjects included in each pattern, so it lacks power. This could explain why we did not find 178 

any significant association between pigmentation skin disorders and PAH or renal crisis 179 

alone, as they constitute rare events. Second, the study was single-center and may not reflect 180 

the general SSc population especially regarding skin phototype, as most of the patients were 181 

Caucasians.  182 

In conclusion, this study demonstrates a strong association between diffuse 183 

hyperpigmentation and digital ulcers. Screening for hyperpigmentation disorders could be 184 

useful in the management of SSc patients, both as a diagnostic tool when faced with early 185 

undifferentiated symptoms and as a marker to identify patients who are most at risk of 186 

developing digital ulcers and/or vascular involvement. 187 
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FIGURES AND TABLES 192 

Figure 1. Hyperpigmentation patterns: A. Diffuse hyperpigmentation. B. Hyperpigmentation 193 

localized on sun-exposed areas.  194 

Figure 2. Hypopigmentation patterns A. Hypopigmentation located on face, neck and chest. B. 195 

Hypopigmented lesions localized on acral areas (forearms, hands, lower legs and feet) C. 196 

Diffuse hypopigmented lesions localized all over the body.  197 

Table I. Demographic and clinical features of SSc patients included  198 
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features 200 
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Table I. Demographic and clinical features of SSc patients included  266 

 267 

 Total Pigmentation disorders 

 

         Hyperpigmentation                 Hypopigmentation     

 

No 

pigmentation 

disorder 

Demographic features 

  Number  

  Age, mean(σ)-years 

  Sex ratio male / female, n(%) 

 

 

 

239 

59.7 (12.8) 

61 (25.5) / 178 (74.5) 

 

58 

57.5 (11.8) 

16 (27.6) / 42 (72.4) 

 

35 

57.7 (12.7) 

8 (22.9) / 27 (77.1) 

 

151 

61.1 (13.2) 

38 (25.2) / 113 

(74.8) 

Clinical features 

Limited SSc-n(%) 

Diffuse SSc-n(%) 

Overlap syndrome-n(%) 

Years since Raynaud onset, mean(σ)-years 

Peak mRSS, mean(σ) 

 

 

169 (70.7) 

70 (29.3) 

35 (14.6) 

16.1 (12.8) 

9.4 (9.8) 

 

32 (55.2) 

26 (44.8)** 

9 (15.5) 

10.3 (8.6) 

12.9 (10.5) 

 

22 (62.9) 

13 (37.1) 

4 (11.4) 

17.9 (12.7) 

13.5 (12.6) 

 

118 (78.1) 

33 (21.9) 

23 (15.2) 

17.9 (13.5) 

7.3 (8.3) 

** p<0.01 268 

 269 

 270 

 271 

 272 

 273 

 274 

 275 

 276 

 277 

 278 

 279 

 280 

 281 

 282 

 283 

 284 
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Table II. Associations between clinical pigmentation patterns and general and cutaneous 285 

features 286 

 Pigmentation disorders 

n=88 (36.8%) 

No pigmentation                 

  disorder 

  n=151 (63.2%) 

 Hyperpigmentation                    Hypopigmentation  

diffuse 

 

 

n=34 

38.6% 

sun-

exposed 

 

n=24 

27.3% 

face/neck/ 

chest 

 

n=9 

10.2% 

acral 

 

 

n=15 

17% 

diffuse 

 

 

n=11 

12.5% 

 

Subset SSc 

dSSc , n(%) 

 

 17(50)** 

 

9(37.5) 

 

4(44.4) 

 

3(20) 

 

6(54.6)* 

 

33(21.9) 

lSSc, n(%) 17(50) 15(62.5) 5(55.6) 12(80) 5(45.4) 118(78.1) 

 

Onset of pigmentation 

disorders, n(%) 

      

  -before diagnosis 

  -at diagnosis 

  -after diagnosis 

      Mean(σ)-months 

8(23.5) 

6(17.6) 

18(52.9) 

34.1(20.25) 

3(12.5) 

2(8.3) 

19(79.2) 

59.9(54.8) 

1(11.1) 

1(11.1) 

4(44.4) 

34(36.7) 

 

3(20) 

0 

9(60) 

67.7(103) 

1(9.1) 

1(9.1) 

4(36.4) 

31.5(22.6) 

 

Phototype  

 -I to III, n(%) 

 -IV to VI, n(%) 

 

Tanning easier, n(%) 

 

Pruritus
1
, n(%) 

 

22(64.7) 

12(35.3) 

 

23(67.6) 

 

6(17.6) 

 

 

17(70.8) 

7(29.2) 

 

17(70.8) 

 

2(8.3) 

 

 

3(33.3) 

6(66.7) 

 

2(22.2) 

 

2(22.2) 

 

 

13(86.7) 

2(13.3) 

 

5(33.3) 

 

1(6.7) 

 

 

8(72.7) 

2(18.2) 

 

6(54.5) 

 

4(36.4) 

 

 

 

 

 

19(12.6) 

 

 

Raynaud duration: 

 - ≤ 10 years, n(%) 

 - > 10 years, n(%) 

 

 

20(58.8)** 

13(38.2) 

 

 15(62.5)** 

9(37.5) 

 

3(33.3) 

5(55.6) 

 

6(40) 

9(60) 

 

3(27.3) 

7(36.6) 

 

45(29.8) 

93(61.6) 

Disease duration since 

other symptoms: 

      

- ≤ 5 years, n(%) 14(41.2) 8(33.3) 3(33.3) 5(33.3) 4(36.3) 39(25.8) 

- > 5 years, n(%) 20(58.8) 16(66.7) 6(66.7) 10(66.7) 7(63.6) 107(70.9) 

       

Peak mRSS, mean (σ) 

 -mild (≤14) 

 -moderate (15 to 29) 

 -severe (≥30) 

 

20(58.8) 

8(23.5) 

 6(17.6)** 

 

17(70.8) 

5(20.8) 

0(0) 

 

5(55.6) 

2(22.2) 

1(11.1) 

 

12(80) 

2(13.3) 

0(0) 

 

5(45.4) 

2(18.2) 

4(36.4)** 

 

123(81.5) 

15(9.9) 

6(4.0) 

 

Autoantibodies, n(%) 

      

Anti-centromeres,  8(23.5)**
2 

9(37.5) 4(44.4) 10(66.7) 4(36.4) 77(51.0) 

Anti-topoisomerase I 10(29.4) 7(29.2) 2(22.2) 2(13.3) 4(36.4) 27(17.9) 

RNA polymerase III 

 

3(8.8) 1(4.2) 1(11.1) 0(0) 0(0) 3(1.9) 

 287 

 288 

 289 

 290 
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 292 

Table III. Associations between clinical pigmentation patterns and systemic features 293 

 Pigmentation disorders 

n=88 (36.8%) 

No pigmentation 

disorder 

n=151 (63.2%) 

 Hyperpigmentation                    Hypopigmentation  

diffuse 

 

n=34 

38.6% 

sun- 

exposed 

   n=24 

27.3% 

face/neck/ 

chest  

n=9 

10.2% 

acral 

 

n=15 

17% 

diffuse 

 

n=11 

12.5% 

 

Vascular involvement, n(%) 23(67.6)** 8(33.3) 7(77.8) 10(66.7) 8(72.7) 65(43.0) 

-Digital ulcers, n(%) 21(61.8)** 8(33.3) 5(55.6) 10(66.7)* 7(63.6) 54(35.8) 

- PAH, n(%) 2(5.9) 0(0) 2(22.2) 1(6.7) 0(0) 8(5.3) 

-scleroderma renal crisis, n(%) 3(8.8) 0(0) 1(11.1) 0(0) 1(9.1) 5(3.3) 

       

Cardiac involvement, n(%) 8(23.5) 1(4.2) 4(44.4)* 1(6.7) 4(36.4)* 18(11.9) 

- reduced LEVF, n(%) 3(8.8) 0(0) 2(22.2) 0(0) 0(0) 8(5.3) 

- elevated BNP, n(%) 6(17.6) 0(0) 3(33.3) 1(6.7) 3(27.3) 14(9.3) 

- pericarditis, n(%) 5(14.7)** 1(4.2) 2(22.2)* 0(0) 2(18.2)* 2(1.3) 

       

Pulmonary involvement, n(%) 19(55.9) 9(37.5) 4(44.4) 7(46.7) 5(45.4) 57(37.7) 

- dyspnea, n(%) 11(32.3) 4(16.7) 3(33.3) 5(33.3) 4(36.4) 32(21.2) 

- reduced DLCO, n(%)  24(70.6) 16(66.6) 8(88.9) 11(73.3) 10(90.9) 108(71.5) 

- restrictive syndrome, n(%) 6(17.6) 5(20.8) 2(22.2) 3(20.0) 2(18.2) 39(25.8) 

- interstitial lung disease, n(%) 16(47.1)* 7(29.2) 4(44.4) 4(26.7) 4(36.4) 43(28.5) 

- fibrosis, n(%) 5(14.7) 3(12.5) 2(22.2) 2(13.3) 2(18.2) 21(13.9) 

       

Gastrointestinal involvement, 

n(%) 

26(76.5) 18(75.0) 8(88.9) 13(86.7) 8(72.7) 107(70.9) 

- esophageal symptom, n(%) 25(73.5) 18(75.0) 8(88.9) 13(86.7) 8(72.7) 103(68.2) 

- stomach symptom, n(%) 5(14.7) 2(8.3) 3(33.3) 3(20.0) 1(9.1) 23(15.2) 

- diarrhea, n(%) 4(11.8) 4(16.6) 1(11.1) 3(20.0) 2(18.2) 25(16.5) 

- constipation, n(%) 5(14.7) 1(4.2) 1(11.1) 5(33.3)* 2(18.2) 14(9.3) 

       

Musculoskeletal involvement       

- synovitis, n(%) 9(26.5) 8(33.3) 1(11.1) 3(20.0) 1(9.1) 30(19.9) 

       

*  p <0.05 294 
** p<0.01 295 
DLCO, diffusing capacity of carbon monoxide; PAH, pulmonary arterial hypertension; LEVF, left ventricular ejection fraction;  296 
BNP, B-natriuretic peptide  297 
Comparisons were made between patients of each skin pigmentation pattern and patients without pigmentation disorder 298 

 299 

 300 
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What is already known on this topic 

Skin pigmentation abnormalities are classically associated with systemic sclerosis. 

What this article adds to our knowledge 

Diffuse hyperpigmentation is associated with digital ulcers in systemic sclerosis.  

How this information impacts clinical and/or changes patient care 

Screening for skin pigmentation disorders could be useful to identify patients with a high risk 

of developing digital ulcers, a clinical symptom of vascular involvement in SSc.  

 



CHAPITRE 3. RESULTATS

Discussion
Ce travail clinique a permis de poser les bases de l'étude de la relation entre troubles pig-

mentaires, en particulier hyperpigmentation di�use, et atteinte vasculaire, en particulier
la présence d'ulcères digitaux. Nous sommes conscients de certaines limites de cette étude.
Tout d'abord, il s'agit d'une étude rétrospective, analysant le phénotype des patients déjà
inclus dans la cohorte VISS (239 malades au moment du début de l'étude). Ce caractère
rétrospectif a permis l'inclusion d'un plus grand nombre de malades, a�n d'obtenir une
puissance su�sante pour les analyses statistiques. Cependant, chaque patient a été appelé
personnellement a�n de pouvoir le classer dans la catégorie trouble pigmentaire, et s'il
rapportait des symptômes compatibles, revu en consultation. Les patients ne rapportant
aucune modi�cation de leur pigmentation cutanée (y compris après interrogatoire de l'en-
tourage) et dont le dossier ne mentionnait aucun élément de ce type n'ont pas été revus.
Cette étude a donc été classée en étude rétrospective, avec les limites que cela comporte
(biais de mémorisation de la part des patients notamment). Concernant le phototype des
patients, la donnée a été recueillie uniquement concernant les patients revus en consulta-
tion, soit les patients porteurs de troubles pigmentaires, et n'a pu être recueillie pour les
patients sans trouble pigmentaire. Nous n'avons donc pas e�ectué d'analyse à ce sujet.

La notion d'étendue des lésions est également un paramètre intéressant qui aurait pu
être intégré, par analogie avec certains scores d'activité de pathologies cutanées comme le
psoriasis. Pour ce premier travail, nous avons choisi de classer les patients en fonction de
di�érents � pattern � cliniques qui ont été établis en concertation avec l'équipe de derma-
tologie. Le pattern d'hyperpigmentation di�use implique en e�et des lésions étendues sur
l'ensemble du corps, tandis que le pattern d'hypopigmentation nommé � face/neck/chest �
est localisé au niveau du visage et du tronc (par analogie avec certains types de lésions
observées dans le vitiligo). Il pourrait être intéressant par la suite de se concentrer sur
l'étendue des lésions plutôt que le type de trouble pigmentaire (hypo ou hyper) et no-
tamment classer les patients en fonction de lésions présentes dans les zones de sclérose ou
non.

Concernant l'atteinte vasculaire, nous avons choisi ce paramètre a�n de rassembler les
principales manifestations de la vasculopathie (hors syndrome de Raynaud qui touche
90% de la population sclérodermique) : ulcères digitaux, hypertension artérielle pulmo-
naire (HTAP) et crise rénale. La faible proportion de patients présentant un antécédent
d'HTAP ou de crise rénale ne permettait en e�et pas d'e�ectuer des analyses statistiques
assez puissantes sur ces paramètres pris isolément. Ainsi, l'association entre hyperpig-
mentation et atteinte vasculaire repose essentiellement sur l'association statistiquement
signi�cative entre hyperpigmentation di�use et ulcères digitaux. On peut objecter qu'un
antécédent ancien d'ulcère digital est di�érent d'épisodes récurrents d'ulcères. Cependant,
les phénomènes d'hyperpigmentation, une fois installés, sont probablement pérennes dans
le temps. Ainsi, la validité de cette association demeure quelque soit l'ancienneté du symp-
tôme ayant permis de classer le patient dans la catégorie � atteinte vasculaire � (bien que
ces symptômes soient de gravité diverse).

L'aspect qualité de vie est également un élément important, souvent au deuxième plan
dans la prise en charge de maladies potentiellement mortelles. Pour ce travail préliminaire,
nous avons souhaité nous concentrer sur l'association entre les troubles pigmentaires et
atteinte systémiques, a�n de déterminer si les troubles pigmentaires pouvaient constituer
un signe d'alerte pour des atteintes systémiques données. Du fait du caractère rétrospec-
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tif de l'étude, et notamment du biais de mémorisation relatif à ce type d'études, nous
n'avons pas pu déterminer si les troubles pigmentaires constituaient un facteur prédictif
d'apparition d'atteinte vasculaire. Nous n'avons par ailleurs pas pu déterminer le poids
des traitements dans l'apparition des troubles pigmentaires, n'ayant pas de données de
temporalité. Une étude prospective utilisant également des questionnaires de qualité de
vie tels que le DLQI (index de qualité de vie) est à envisager a�n de répondre à ces trois
points.

La force de l'association entre hyperpigmentation di�use et présence d'ulcères digitaux a
été prouvée par analyse multivariée, a�n de véri�er que cela n'était pas dû à l'association
constatée entre hyperpigmentation et forme di�use ; en e�et, il est connu que les patients
atteints de ScS di�use présentent plus d'ulcères digitaux [137].
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3.2 Etude de l'expression de CCN3 dans la peau des pa-
tients sclérodermiques, et de son implication dans
la vasculopathie et la pigmentation

3.2.1 Introduction

Dans ce travail, nous avons tout d'abord étudié l'expression de CCN3 dans la peau des
patients ScS in situ. Nous avons décidé en parallèle d'étudier l'expression de CCN2 sur les
mêmes échantillons, a�n d'une part de con�rmer les données déjà publiées sur l'augmen-
tation de CCN2 dans la peau, et d'autre part d'étudier spéci�quement l'équilibre entre
CCN3 et CCN2 dans la peau ScS.

Nous avons mis en évidence une diminution de l'expression dermique de CCN3, particuliè-
rement au niveau des vaisseaux. Nous avons également retrouvé l'augmentation connue de
l'expression de CCN2 au niveau du derme, au niveau des myo�broblastes, mais également
autour des vaisseaux. A noter que la diminution de CCN3 était signi�cative à la fois en
zone �brotique et non-�brotique chez les patients, tandis que l'augmentation de CCN2
semblait prédominer en zone �brotique.

Nous avons alors voulu déterminer si la diminution observée de CCN3 était conservée
lorsqu'on cultivait les cellules ScS, et notamment les cellules composant les vaisseaux,
soit les cellules endothéliales. Nos résultats ayant montré une diminution de CCN3 dans
les cellules endothéliales ScS, nous avons alors inhibé son expression dans des cellules
endothéliales saines a�n d'étudier la conséquence sur leur fonction. Nous avons par la suite
étudié les conséquences de ces modi�cations d'expression de CCN3 sur son expression dans
l'épiderme, dans les mélanocytes et kératinocytes.

Les résultats font l'objet d'un article soumis à Arthritis & Rheumatology.
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3.2.2 Article

Résumé en français La sclérodermie systémique (ScS) est une pathologie du tissu
conjonctif rare mais grave, combinant des traits d'auto-immunité et de vasculopathie,
aboutissant à la �brose des organes. L'atteinte vasculaire dans la maladie est une com-
plication souvent silencieuse et pouvant mettre en jeu le pronostic vital. Des données
cliniques récentes ont mis en évidence une association entre l'atteinte vasculaire dans la
ScS et la présence de troubles pigmentaires. CCN3 (NOV) est un membre de la famille des
protéines matricielles CCN, et est à la fois un facteur pro-angiogénique et une protéine
impliquée dans l'homéostasie de l'épiderme. Nous montrons que l'expression de CCN3 est
diminuée de façon systémique dans la peau des patients ScS par rapport aux contrôles
sains, particulièrement au niveau des vaisseaux dermiques. De plus, l'expression de CCN3
est diminuée au niveau intra-cellulaire ainsi que dans le surnageant des cellules endothé-
liales issues de peau ScS in vitro. Nous montrons que CCN3 est essentiel à la migration et
l'angiogénèse des cellules endothéliales saines. Dans l'épiderme, l'expression de CCN3 est
spéci�quement diminuée dans les mélanocytes de patients atteints de troubles pigmen-
taires. Au total, CCN3 représente une piste thérapeutique prometteuse pour les patients
ScS présentant une atteinte vasculaire, qui pourrait être dépistée précocément grâce à la
présence de troubles pigmentaires.

Article
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ABSTRACT  

 

Objectives: Systemic sclerosis (SSc) is a rare and severe connective tissue disease combining auto-

immune and vasculopathy features, ultimately leading to organ fibrosis. Impaired angiogenesis is an 

often silent and life-threatening complication of the disease. Recent data point out an association 

between vascular involvement in SSc and clinical pigmentary disorders. CCN3 (NOV) is a member of 

the CCN family of extra-cellular matrix proteins and is a pro-angiogenic factor as well as implicated in 

epidermal homeostasis.  

Methods: We performed skin biopsies on 26 SSc patients, both in fibrotic and non-fibrotic zone for 17 

patients, and collected 18 healthy control skin pieces, to carry out immunohistochemistry and cell 

culture.  

Results: We show that CCN3 expression is decreased in the skin of SSc patients compared to healthy 

controls, in a systemic manner, particularly in dermal vessels. Moreover, CCN3 is decreased in vitro 

in endothelial cells from SSc patients. We show that CCN3 is essential for healthy endothelial cells 

migration and angiogenesis in vitro. In the epidermis, CCN3 is specifically decreased in melanocytes 

of SSc patients with pigmentary disorders.  

Conclusion: Overall, CCN3 represents a promising therapeutic target for SSc patients presenting 

vascular involvement, which could be spotted early thanks to the presence of pigmentary disorders.  
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INTRODUCTION 

 

Systemic Sclerosis (SSc) is a rare and severe connective tissue disease of unknown etiology. Its 

pathophysiology combines autoimmunity and widespread vasculopathy affecting multiple vascular 

beds, ultimately leading to organ fibrosis (1–3). Vasculopathy is a major issue in SSc. Digital ulcers 

(DUs) are frequent in SSc patients, are responsible of high-cost morbidity such as gangrene and 

amputation, and are associated with higher mortality (4). Other vasculopathic manifestations, such as 

pulmonary hypertension or renal crisis, are silent at an early stage and potentially deadly. Thus, 

current issues lie in defining new classifications, in order to better characterize patients at risk.  

Pigmentary disorders in SSc affect about half of the patients and are responsible for substantial 

alteration of the quality of life (5). Several clinical patterns have been described so far, the most 

frequently described being vitiligo-like depigmentation with perifollicular hyperpigmentation (so-

called “salt and pepper” pattern), diffuse hyperpigmentation with accentuation in sun-exposed areas 

and combined hyper- and hypopigmentation localized in sclerotic areas (6,7). Recently, our group has 

observed a link between the presence of pigmentary disorders, in particular diffuse hyperpigmentation, 

and vascular involvement in SSc, particularly DUs (8). On a molecular basis, several candidates could 

explain this association. In particular, endothelin-1 (ET1), a potent vasoconstrictive factor, is 

implicated in SSc vasculopathy and upregulates pigmentary pathway in melanocytes (9). ET1 is also 

known to regulate the transcription of members of the CCN protein family (10).  

CCN proteins are a family of six matricellular proteins sharing a common multimodular structure, and 

involved in major cellular pathways such as cell growth, adhesion and migration. CCN2 (CTGF) is a 

well-known pro-fibrotic factor in SSc (11(p2)); recent study using a monoclonal anti-CCN2 antibody 

have shown promising results in reducing fibrosis in the angiotensin-II mouse model (12). CCN3 

(NOV) is thought to be an antagonist of CCN2 when induced by TGF-β (13). CCN3 expression and 

functions are probably both cell type- and context-specific. However, CCN3 is also pro-angiogenic 

(14(p3)), by binding to cell surface integrins such as integrin α5β1, α6β1 and αvβ5 (15). Interestingly, 

CCN3 has been shown as decreased in the placenta of pre-eclampsia pregnant women, a disease 

whose pathophysiology mimics SSc renal crisis (16).  
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CCN3 is also implicated in epidermal homeostasis, in particular in pigmentation regulation, although 

the precise mechanism remains unclear. CCN3 regulates melanocyte adhesion and its loss could be 

implicated in vitiligo lesions (17,18); moreover, epidermal CCN3 seems to increase in pigmented 

phototypes (19). Thus, CCN3 seems to appear as a potential key player in SSc pathophysiology, 

particularly concerning the relationship between vasculopathy and pigmentary disorders.  

The aim of our work was to study the regulation of CCN3 in SSc skin and its role in SSc angiogenic as 

well as pigmentary pathways.  
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MATERIAL AND METHODS 

 

Patients and controls  

SSc patients were recruited within the biomedical research cohort VISS (Vasculopathy and 

Inflammation in Systemic Sclerosis) approved by the institutional ethical committee (CPP, 2012 

A00081-42, Aquitaine). All patients  satisfied  the  classification  criteria  proposed  by  the  American  

College of Rheumatology (ACR) and the EUropean League Against Rheumatism (EULAR) 2013  

(20). All patients provided oral and written consent before entering the study. Skin biopsies were 

performed on the forearm, on a fibrotic zone whenever possible. If the forearm was fibrotic, another 

biopsy was performed on the proximal part of the same arm, in a non-fibrotic zone. For healthy 

control (HC) skin, 18 biopsy specimens  were  isolated  from  skin  that  had  been  discarded  during  

plastic  surgery (brachioplasty) thanks to a research convention between the plastic surgery department 

and our laboratory. HC samples were matched in sex, phototype and localization to SSc patients.  

Presence of pigmentary disorders was assessed by an experimented physician (PH, MET, JS). 

Vascular involvement was defined as presence and/or past history of digital ulcers (DUs), primitive 

pulmonary hypertension, and/or renal crisis.  

 

Histological assessment, immunohistochemistry, immunofluorescence 

Part of the skin biopsy was formalin-fixed and paraffin-embedded before undergoing 4µm-thick 

microtome sections. Histological analysis were performed using Masson’s Trichrome Aniline Blue 

staining and Fontana-Masson staining. Immunohistochemistry (IHC) was performed as previously 

described (21,22), using antibodies against CCN3 (ab137677; Abcam), CD31 (clone JC70A; Dako), 

CD34 (QBEnd-10; Thermo Fisher Scientific), MelanA (clone A103; Dako). Images were acquired 

using an epifluorescence microscope (Leica).   

 

Endothelial cells and keratinocytes primary cell culture  

Endothelial cells were obtained from 5 SSc patients and 7 HC skin samples as described elsewhere 

(23). The cells were then cultured in MV2 EC medium (Promocell), purified using a CD31 
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microbeads kit (Miltenyi), and used between passages 2 and 5. Keratinocytes were cultured in KGM2 

keratinocytes medium (Promocell) and used between passages 1 and 3.  

 

Flow cytometry 

One passage after purification, HDMECs were labelled with anti-CD31-APC (clone AC128, 

Miltenyi). Data were collected using a BD FACS Canto I instrument and analysed using FlowJo 

software. 

  

Immunocytochemistry 

Cultured cells were fixed in 4% formol, washed with PBS, permeabilized with PBS-TritonX100 0.2%, 

saturated with FCS 2.5% and incubated overnight (4°C) with anti-CCN3 (ab137677; Abcam). Images 

were acquired using an inverted optical microscope (Eclipse Ti-U, Nikon). 

 

Western Blotting 

Cells were scraped with RIPA buffer, and lysates were centrifuged 20min at 12500 rpm, 4°C. After 

electrophoresis on a 10% acrylamide gel, 25 µg proteins were transferred to a PVDF membrane. 

Membranes were saturated in TBS-5% milk then incubated with antibodies against CCN3 (ab191425; 

Abcam), β-actin (Sigma), and corresponding secondary antibodies (Vector Laboratories Inc., 

Burlingame, CA 94010) and revealed with ECL+ (Amersham). Chemiluminescence acquisitions were 

performed using LAS Reader (LAS-3000) (Fujifilm Life Science, Courbevoie, France). Quantification 

analysis were performed using ImageLab 6.0 software (Bio-Rad Laboratories).  

 

CCN3 secreted level determination 

CCN3 levels in serum and cell culture supernatants were quantified using an ELISA kit (R&D 

Systems), following the manufacturer’s instructions. The cut-off for CCN3 positivity was defined as 

values equal or superior to 8 pg/ml, which corresponds to the detection limit of the ELISA. 
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CCN3 antagonization assays 

HDMECs from three different healthy donors were incubated with various concentrations of an anti-

CCN3 antibody (ab137677; Abcam), ranging from 0.05 µg/mL to 1 µg/mL (Figure 4A). 0.05 µg/mL 

did not show any effect on proliferation. 0.1 and 0.5 µg/mL showed a tendancy to an increased 

proliferation, but without statistical significance. 1 µg/mL showed an inhibition of proliferation, but 

not statistically significant. The concentration of 0.5 µg/mL was chosen for the subsequent 

experiments, as it had proven no toxicity for cell growth. Isotypic control antibody (ab37415; Abcam) 

was tested and used at the same concentration.  

 

Angiogenesis assay 

HDMECs from three different healthy donors were seeded on 6-wells plates (200 000 cells/wells) and 

after allowing them to adhere, incubated overnight with 0.5 µg/mL of anti-CCN3 or control antibody. 

The day after, cells were seeded in complete growth medium MV2 on Ibidi microslides (Ibidi, cat. No. 

81506) coated with Matrigel Matrix Growth Factor Reduced, Phenol Red-Free (BD, cat. No. 356231), 

and allowed to form tubes at 37°C. 10 000 cells were used per well, 5 wells were used per condition in 

a single experiment and experiment was replicated three times. Pictures were taken 6 and 24 hours 

after the beginning of the experiment with a phase contrast microscope (Leica). For angiogenesis assay 

analysis, see supplemental.  

 

Proliferation assay 

Endothelial cells were seeded on a 96-wells culture plate (2500 cells/well, each condition in triplicate) 

and TetraZ assay was performed according to manufacturer’s instructions (TetraZ™ Cell Counting 

Kit, BioLegend, 9727 Pacific Heights Blvd, San Diego, CA 92121). 

 

Adhesion assay 

96-wells culture plate were coated overnight with fibronectin (10 µg/mL diluted in PBS-ABC (PBS + 

1mM MgCl2 + 1 mM CaCl2), then saturated the day after with denaturated PBS-BSA and washed 

with complete cell growth medium. 20 000 cells/well (5 wells per condition per experiment) were 
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seeded on the coated wells and incubated at 37°C for 30 minutes. The wells were then washed several 

times with PBS-ABC and incubated 5 minutes at room temperature with Cristal Violet 0.2% in ethanol 

10%. The wells were washed three times with PBS-ABC and flushed with solubilization buffer (50% 

NaH2PO4 0.1M / 50% absolute ethanol, pH 4.5). All chemicals were purchased from Sigma-Aldrich. 

Optical density was immediately read at 570 nm.  

 

Migration assay  

HDMECs from three different healthy donors were seeded on a 96-wells culture plate (30 000 

cells/well to reach immediate confluence; 5 wells per condition per experiment) and after allowing 

them to adhere overnight, a scratch was performed manually at the center of the well with a 200µL-tip. 

The wells were rinsed with Hank's Balanced Salt Solution (HBSS, Gibco) and complete EC growth 

medium (MV2, Promocell) with anti-CCN3 or control isotypic antibody was added (0.5 µg/mL). 

Images were acquired using an optical inverted microscope (Eclipse Ti-U, Nikon) at a magnification 

x4 allowing to see the entire well, 0, 8 and 24 hours after the beginning of the experiment. Analysis 

was performed by measuring the surface of the entire wound immediately after and 8 hours after the 

beginning of the experiment.  

 

Statistical analysis 

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism 6 (La Jolla, CA). For comparisons between 

non-fibrotic and fibrotic areas of same SSc patients, a paired Student’s t-test was used. For 

comparisons between HC and SSc patients, unpaired t-test with Welch’s correction (in case of 

significantly different variances across populations) was used. When values were not following a 

Gaussian distribution, Mann-Whitney test was used. For CCN3 antagonization assays, ANOVA was 

used. A p-value <0.05 was considered statistically significant. 
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RESULTS 

 

SSc skin is characterized by a major decrease of papillary dermis and of the number of papillary 

dermal vessels 

Skin biopsies were taken from 26 SSc patients (for 17 patients in both fibrotic and non-fibrotic areas). 

18 healthy control (HC) skin samples were also obtained. Clinical characteristics of patients and 

controls are shown in Supplementary Table 1. 

Surface of papillary dermis, also called superficial dermis, was significantly decreased both in non-

fibrotic (0.0527 ± 0.006 mm2) and fibrotic areas (0.0595 ± 0.006 mm2) of SSc skin compared to HC 

skin (0.122 ± 0.008 mm2; p<0.0001 in both cases; Figure 1A, 1B). This finding was observed even at 

early stages of the disease (Figure 1A, recent SSc: <1 year of evolution after diagnosis). A significant 

decrease in the interdigitation index, representing a flattening of the basal membrane as compared to 

HC (1.76 ± 0.104 mm), was also noted both in non-fibrotic (1.31 ± 0.053 mm, p=0.0007) and fibrotic 

areas (1.5 ± 0.058 mm, p=0.002) (Figure 1C). Mean epidermal surface was not significantly different 

between SSc and HC samples, whereas in the non-fibrotic or fibrotic zone (data not shown).  

DAPI staining (Figure 1D) revealed a significant decrease in dermal cell density in SSc skin compared 

to HC (138 ± 9.52 cells/field), both in non-fibrotic (98.8 ± 8.23 cells/field; p=0.0037) and fibrotic 

areas (101 ± 8.67 cells/field; p=0.0076) (Figure 1E).  

CD31 immunostaining (Figure 1D) showed a significant decrease in the number of dermal vessels in 

SSc skin, both in non-fibrotic (6.14 ± 0.927 dermal vessels/field; p<0.0001) and fibrotic areas (6.66 ± 

0.891 dermal vessels/field; p<0.0001, Figure 1F) compared to HC (23.5 ± 2.41 dermal vessels/field). 

This was at least partly due to the disappearance of papillary dermal vessels (or capillaries), as seen by 

the significant decrease in the proportion of papillary dermal vessels in non fibrotic (62.7 ± 0.0597 %; 

p=0.0009) and fibrotic SSc skin (65 ± 0.0582 %; p=0.0008, Figure 1G) versus HC (87.8 ± 0.0203 %).  

  

 

 



11 
 

CCN3 expression is decreased in SSc dermal vessels in situ compared to HC  

To look at CCN3 expression in dermal vessels, we performed a double immunohistofluorescence 

staining for CCN3 and CD34 (Figure 2A), the latter allowing to see both endothelial cells (inner layer, 

yellow arrows) and telocytes (outer layer, white arrows) surrounding dermal vessels (24). We 

observed a marked decrease in the number of layers CCN3+ in SSc dermal vessels compared to HC 

(p<0.0001, Figure 2B). In particular, while two layers of CD34+/CCN3+ cells were observed in most 

reticular vessels in HC, there was only one layer CD34+/CCN3+ in most SSc reticular vessels. No 

particular difference in the number of layers was noted in papillary vessels, as those vessels were often 

composed of only one layer CD34+/CCN3+ in HC as well as in SSc patients when present (data not 

shown). Of note, the number of CCN3+ layers did not differ whatever the SSc skin area (Suppl. Figure 

1A).  

We observed a marked decrease of CCN3 intensity in SSc endothelial cells (1.58 ± 0.117 AU), stained 

by the CD31 marker, compared to HC (2.71 ± 0.175 AU; p<0.0001, Figure 2C, D). Again, the results 

were not different whether one was in a non-fibrotic or fibrotic area of the SSc skin (suppl. Figure 1B). 

CCN3 expression in endothelial cells was homogeneously lower in SSc patients, and did not differ in 

subgroup analysis regarding the vascular involvement of SSc patients (suppl. Figure 1C). CCN3 

expression did not differ in papillary and reticular dermal vessels in HC (suppl. Figure 1D). 

Interestingly, mean CCN3 expression in endothelial cells was significantly correlated with the number 

of vessels (Figure 2E, Spearman r=0.6227, p<0.0001). 

 

CCN3 expression is decreased in vitro and differentially localized in SSc endothelial cells 

compared to HC cells 

We cultured human microvascular dermal endothelial cells (HDMECs) from SSc biopsies and HC 

skin. All HDMECs were obtained from clinically non-fibrotic areas in SSc patients, our attempts to 

culture cells from fibrotic areas being unsuccessful (suppl. Figure 2A). We checked the phenotype of 

the cells by CD31 labelling and flow cytometry (Figure 3A). All cell populations (HC (n=7) and SSc 

(n=5)) were more than 95% CD31+.  



12 
 

By Western Blotting, we found a significant decrease of CCN3 intra-cellular level in SSc HDMECs 

compared to HC (p=0.04, Figure 3B and 3C). We found no difference in CCN3 expression at a 

transcriptional level by qPCR (suppl. Figure 2B). 

CCN3 was also found to be downregulated in SSc fibroblasts compared to HC in Western Blot (Suppl. 

Figure 2C), suggesting a global downregulation in dermal cells.  

By differential extraction of nuclear and cytoplasmic proteins in HC HDMECs, we found that CCN3 

was present both in the cytoplasm and the nucleus (Suppl. Figure 2D). Likewise, CCN3 staining in HC 

HDMECs revealed both a cytoplasmic and nuclear expression, with a granulated peri-nuclear staining 

(suggesting an accumulation in the Golgi apparatus as described elsewhere (25)) (Figure 3D). 

Interestingly, CCN3 intra-nuclear staining was almost absent in SSc HDMECs, suggesting an intra-

cytoplasmic retention of the protein. The level of secreted CCN3, measured by ELISA in cell 

supernatants, was significantly decreased in SSc HDMECs as compared to HC HDMECs (p=0.01, 

Figure 3E). Secreted CCN3 was undetectable in 4 out of 5 SSc samples.  

Altogether, these findings demonstrate that CCN3 is downregulated in SSc endothelial cells, at the 

intra-cellular as well as secreted level.  

 

CCN3 antagonization in healthy HDMECs impairs angiogenesis through the inhibition of their 

migration in vitro 

In vitro angiogenesis assays revealed that incubation of HDMECs with anti-CCN3 antibody impaired 

significantly tube formation compared to control antibody (Figure 4 A and 4B). We observed a 

significant decrease in the number of master junctions (p=0.008), meshes (p=0.01) and master 

segments (p=0.01) (Figure 4C and 4D; Suppl. Figure 3B). Significant decreases in the total length of 

master segments (p=0.01) and in the total segment length (p=0.02) (Figure 4E; Suppl. Figure 3C) were 

also observed. The number of isolated branches tended to increase in presence of anti-CCN3 antibody 

compared to control antibody, without reaching statistical significance (Suppl. Figure 3D). No 

significant difference was observed between non-treated cells and HDMECs treated with control 

antibody (data not shown).  
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We sought to determine the mechanism underlying this impaired angiogenesis. The anti-CCN3 

antibody had no significant effect on cell proliferation and cell adhesion compared to control antibody 

and to non-treated cells (Figure 4F, 4G). However, a significantly decreased migration was observed 

for HDMECs incubated with the anti-CCN3 antibody compared to control condition (Figure 4H), as 

assessed by the level of wound closure 8 hours after the beginning of the experiment (p=0.02; Figure 

4I). No significant difference was observed between the control isotypic antibody and non-treated cells 

(data not shown).  

Altogether, this shows that a decrease in CCN3 expression in endothelial cells impairs in vitro 

angiogenesis through an inhibition of migration.  

 

SSc patients with vascular involvement present a specific pattern of pigment deposit around 

their dermal vessels 

Fontana-Masson staining showed presence of melanin (brown-black pigment) in the dermis of some 

SSc patients, particularly around dermal vessels (Figure 5A). Such phenomenon was significantly 

more frequent in SSc patients than HC (p=0.01; Figure 5B). CD34 staining confirmed that melanin 

was specifically localized outside dermal vessels (Figure 5C). CD68 staining allowing the 

identification of dermal macrophages showed that in some cases, the melanin was inside 

melanophages (Figure 5D).  

Among SSc patients, only patients with vascular involvement exhibited such pattern of pigment 

around dermal vessels (p=0.0391); moreover, they all presented hyperpigmentation (whether isolated 

or accompanied by hypopigmentation). Altogether, only patients with vascular involvement and 

hyperpigmentation presented such pattern (p<0.0001).   
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SSc patients with early disease and pigmentary disorders present an increase in epidermal 

melanocytes with a downregulated expression of CCN3  

In order to understand the origin of the dermal pigment, we performed a MelanA staining to 

specifically identify melanocytes in HC and SSc epidermis. Melanocytes in HC skin (Figure 6A) are 

homogeneously distributed in the epidermis along the basal layer and the normal ratio is classically 

considered as 1 melanocyte for 10 keratinocytes, whatever the phototype (26). The number of 

melanocytes was significantly increased in SSc patients with a disease duration of less than 5 years 

compared to patients with a disease duration of more than 5 years (p=0.02, Figure 6 A,B). Correlation 

between melanocytes number and disease duration in SSc patients showed a tendency towards a 

negative correlation, without reaching statistical significance (Spearman r=-0.3607, p=0.07, Suppl. 

Figure 4).  

We further looked at CCN3 expression in melanocytes, as CCN3 is known to regulate melanocyte 

homeostasis, in particular melanocyte adhesion to the epidermal basal membrane  (17,18). In healthy 

skin, melanocytes are CCN3 positive (Figure 6C). Melanocytes from SSc patients without clinical 

pigmentary disorders expressed CCN3 like healthy melanocytes. To our surprise, most melanocytes 

from SSc patients in hyperpigmented areas showed a decrease in CCN3 expression (Figure 6C). By 

Western Blotting, we found no significant difference in the level of intra-cellular CCN3 between SSc 

patients (n=19) and HC (n=6) (Suppl. Figure 5). However, a subgroup analysis taking into account the 

pigmentary status of SSc patients revealed a significant increase in CCN3 expression in keratinocytes 

from patients with hyperpigmentation compared to patients without pigmentary disorders (p=0.02, 

Figure 6 D, E). Clinical characteristics of patients presenting or not pigmentary disorders can be found 

in Supplementary Table 2.  
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DISCUSSION 

Our results highlight a systemic architectural modification in SSc skin, represented by the loss of 

papillary dermis and capillaries. These changes are associated with a global downregulation of CCN3 

in dermal vessels and endothelial cells. We show the prominent role of CCN3 in HDMECs migration 

and angiogenesis in vitro. Moreover, our study is the first to directly examine the molecular basis of 

pigmentary changes in SSc as potentially disease-related, and underlines the specific downregulation 

of CCN3 in melanocytes from SSc patients presenting pigmentary disorders. 

One striking, although simple, histological finding was the disappearance of papillary dermis seen 

both in non-fibrotic and fibrotic zones of SSc skin, mirrored by a great decrease in papillary dermal 

vessels. Another study comparing the same clinical sites as we analyzed (dorsal forearm and upper 

inner arm) had also found similar results regarding the loss of epidermal papillae and pigment 

incontinence (27). However, other parameters were different between the two zones, such as the mean 

hyalinised collagen content and the mean myofibroblast score. Of note, studies analyzing fibroblasts 

taken from both non-fibrotic and fibrotic zones in the same patients have either shown a difference in 

the molecular patterns (28) or no difference (29). In any case, one important lead should be to decipher 

the pathophysiological mechanism behind the selective destruction of papillary dermis. This could be 

due to the enhanced secretion of matrix metallo-proteinases by inflammatory cells; we could also 

imagine a tissular destruction by local hypoxia in the context of SSc impaired angiogenesis.  

Inflammation and hypoxia are factors that modulate the expression of CCN proteins, in particular 

CCN3 (10,30). Here, we show that inhibition of CCN3 impairs endothelial cells migration and 

angiogenesis in vitro. These results are consistent with the impaired angiogenesis already observed in 

SSc endothelial cells compared to healthy control cells (31). In this context, downregulation of CCN3 

efficiently recapitulates SSc pathophysiology. Proof of concept studies with recombinant CCN3 and 

SSc HDMECs need to be done in order to consider CCN3 as a potential therapeutical target for SSc 

vasculopathy.  

The complete set of functions of CCN3 in endothelial cells remains unknown. Both secreted and intra-

cellular CCN3 probably participate in endothelial cells homeostasis. As demonstrated by the 
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efficiency of the blocking antibody to impair tube formation in vitro, secreted CCN3 probably takes 

part in the angiogenic process by binding to surface integrins, as reported elsewhere (14,15). However, 

intra-cellular CCN3, and particularly the nuclear form, may act as a co-transcriptional factor to 

regulate angiogenesis as well as other cellular functions. We have shown that SSc HDMECs do not 

exhibit intra-nuclear CCN3 staining, contrary to healthy HDMECs. Further studies should be done in 

order to precise the role of CCN3 in the regulation of HDMECs homeostasis, in particular regarding 

its intra-cellular localization. Altogether, our data confirm the implication of CCN3 in SSc skin 

pathophysiology, especially in vascular involvement. 

Our work contributes to the likely pathophysiological relationship between vasculature and 

pigmentation, which was already noted in other diseases such as melasma (32) or solar lentigo (33). In 

this context, we were intrigued by the presence of pigment deposits around dermal vessels, specifically 

in SSc patients presenting vascular involvement and hyperpigmentation. This finding supports the 

concept that macroscopic pigmentation can cover different microscopic realities, such as epidermal or 

dermal pigmentation. Such dermal pigmentation could also account for the phenomenon sometimes 

related by patients of tanning persistence. The origin of this dermal pigment could come from the loss 

of melanocyte due to adhesion defect, and their fall within the dermis. CCN3 plays an important role 

in melanocyte adhesion through DDR1 signaling (17,18) and loss of CCN3 in SSc melanocytes can 

account for melanocyte detachment. Once in the dermis, melanin seems to be picked up by dermal 

cells around dermal vessels, which are not endothelial cells, as proven by the CD34 staining. Some of 

these cells are probably macrophages or so-called melanophages, as seen by the CD68 staining. 

However, a majority of patients exhibited pigment inside dermal cells that were CD68 negative. The 

nature of these cells remains unclear. Telocytes, which are specifically located around dermal vessels 

(34), could also be responsible for the uptake of melanin. We have observed a decrease in the number 

of layers CD34/CCN3+ in dermal vessels, which probably reflects a decrease of telocytes number in 

SSc skin, as previously reported (35). Altogether, pigment deposit around dermal vessels is easy to 

spot on simple histological slides and could represent a new prognosis marker for SSc patients, at risk 

for vascular involvement.  
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In this work, we have observed a decreased dermal protein expression of CCN3 in the skin of SSc 

patients. This result is not in contradiction with the increase in CCN3 found by Lemaire et al (11), 

since they did not differentiate between epidermis and dermis, and analyzed at the transcriptional 

level. The high rate of post-translational modifications for CCN3 (36,37) demonstrates the need for 

assessment at the protein level.  

We have noted a clear decrease in CCN3 expression in melanocytes from SSc patients with 

pigmentary disorders, whereas CCN3 expression in keratinocytes from the same patients was 

increased. This could be seen as an attempt to restore CCN3 homeostasis in the whole epidermis. 

CCN3 is indeed a finely regulated protein, and probably plays different roles within the tissue 

(epidermis or dermis) and the different cell types. In this context, CCN3 is at the center of the 

endothelial-epithelial axis in SSc. We hereby propose a model integrating all these datas (Suppl. 

Figure 6).  

In conclusion, our results indicate that CCN3 is a promising predictive marker for SSc patients with 

vascular involvement, which could be spotted early thanks to the presence of hyperpigmentation. 

Future issues lie in developing therapeutical approaches to restore CCN3 homeostasis in the skin.  
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Figures and figures legends 

 

 

Figure 1: Morphological changes in SSc dermis compared to healthy controls. SSc apparently 

non-fibrotic skin displays histological changes similar to fibrotic skin. 

Data represent mean ± SEM and are normalized by dermis surface. Each dot represents a 

patient or a healthy control sample (mean of 3 experiments for each dot). Healthy control (HC): 

n=18, Systemic Sclerosis patients (SSc): n=26 (both zones for 17 patients). 

A: Masson’s Trichrome staining allowing to see collagen fibers (blue). Top, healthy control arm; 

bottom, SSc arm (disease <1 year), non-fibrotic zone and fibrotic zone of the same patient 

(magnification x20). Scale bar, 100µm. Black dots represent the junction between papillary and 

reticular dermis.  

B: Major decrease in papillary dermis surface (superficial dermis, above the black demarcation) in SSc 

patients, both in non-fibrotic and fibrotic zones (p<0.0001).  

C: Significant decrease of the interdigitation index in SSc skin (HC versus SSc Fib: p=0.002; HC 

versus SSc NFib: p=0.0007). 

D: Top, healthy control arm; bottom, SSc arm, non-fibrotic zone and fibrotic zone of the same patient 

(CD31/DAPI staining). Yellow dots mark the limitation between epidermis and dermis. Magnification 

x40; scale bar, 50 µm.  

E: Significant decrease in the absolute cell number of the dermis (counted thanks to DAPI). HC versus 

SSc Fib: p=0.0076; HC versus SSc NFib: p=0.0037. 

F: Significant decrease in the number of dermal vessels in SSc patients (counted thanks to CD31 

staining). HC versus SSc Fib: p<0.0001; HC versus SSc NFib: p<0.0001. 

G: Loss of small capillaries (papillary dermal vessels) in SSc skin. HC versus SSc Fib: p=0.0008; HC 

versus SSc NFib: p=0.0009.  

HC vs SSc Nfib of Fib: unpaired t-tests with Welch’s correction; SSc Nfib vs Fib: paired t-tests.  
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Figure 2: Study of CCN3 expression in situ in the dermis of SSc patients (n= 26) and HC (n=18). 

CCN3 is decreased in SSc patients’ dermal vessels. Data represent mean ± SEM of minimum 3 

independant experiments. Representative pictures are shown.  

A: CCN3/CD34 immunofluorescent staining of HC and SSc skin. CD34+ cells are endothelial cells 

(inner layer) and surrounding telocytes (outer layer). Two layers of CD34+/CCN3+ cells can be seen 

in HC skin (top) whereas one single layer of CD34+/CCN3+ cells can be seen in SSc skin (bottom). 

Scale bar, 20µm. 

B: Significant decrease in the number of CCN3+ layers around dermal reticular vessels in SSc patients 

(p<0.0001, Mann-Whitney).  

C: CCN3/CD31 immunofluorescent staining of HC and SSc skin. CD31+ cells are endothelial cells. 

CCN3 intensity is decreased in SSc CD31+ cells (bottom) compared to HC cells (top). Scale bar, 

20µm. 

D: Major decrease of CCN3 expression in the endothelial cells of SSc dermal vessels compared to 

healthy controls (p<0.0001, unpaired t-test with Welch’s correction). MFI=mean fluorescence 

intensity.  

E: Significant positive correlation between the mean CCN3 expression in dermal vessels and the 

number of dermal vessels (Spearman r=0.6227, p<0.0001).    
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Figure 3:  CCN3 expression is decreased in vitro in cultured endothelial cells of SSc patients 

(n=5) compared to HC (n=7). 

A: Purity of human microvascular dermal endothelial cells (HDMECs) extracted from SSc skin. Flow 

cytometry after staining for CD31 (APC) shows 98.2% of the selected population CD31+. 

B: Significant decrease of CCN3 expression in SSc endothelial cells (HDMECs) in vitro compared to 

heathy controls (Western Blot) (p=0.0445, unpaired t-test with Welch’s correction). β-actin is shown 

as a loading control. Results are mean of several experiments. Data represent mean ± SD. One 

representative experiment is shown.  

C: Immunocytochemistry of CCN3 in HC and SSc HDMECs. CCN3 can be found in cytoplasmic 

granules in both types of cells, however, the intra-nuclear staining was mostly seen in HC HDMECs 

and absent from SSc HDMECs. Representative pictures of an experiment involving five HC and five 

SSc patients are shown. Scale bar, 100 µm; close-up: scale bar, 20 µm. 

C: Decrease of secreted CCN3 of SSc endothelial cells (HDMECs) in vitro compared to heathy 

controls (assessed by ELISA) (p=0.0159, Mann-Whitney). SN=supernatant. Data represent mean ± 

SD. Experiment was performed in triplicate.  
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Figure 4: CCN3 inhibition impairs healthy HDMECs angiogenesis and migration in vitro. NT = 

non treated cells; Ab = antibody. Each experiment was done in quintuplicate. Data represent mean ± 

SEM of 3 independent experiments. Representative pictures of one experiment are shown.  

A: Angiogenesis assay on matrigel of HDMECs treated with control antibody. Pictures were taken 24 

hours after the beginning of the experiment (left panel, magnification x10). Analysis of tube number 

and quality shows master junctions as blue dots circled in red, master segments in yellow (bottom; 

software: angiogenesis analyzer for ImageJ).  

B: Angiogenesis assay on matrigel of HDMECs treated with anti-CCN3 antibody. Pictures were taken 

24 hours after the beginning of the experiment (left panel, magnification x10). Analysis of tube 

number and quality shows master junctions as blue dots circled in red, master segments in yellow 

(right panel; software: angiogenesis analyzer for ImageJ).  

C: Significant decrease in the number of master junctions in HDMECs treated with anti-CCN3 

compared to control antibody (p=0.0080). 

D: Significant decrease in the number of meshes in HDMECs treated with anti-CCN3 compared to 

control antibody (p=0.0146). 

E: Significant decrease in the total lenght of master segments in HDMECs treated with anti-CCN3 

compared to control antibody (p=0.0104). 

F: No significant difference in proliferation in HDMECs treated with anti-CCN3 compared to control 

antibody or non treated cells. Anti-CCN3 Ab vs Control Ab: p=0.9998; anti-CCN3 Av vs NT cells: 

p=0.9343; Control Ab vs NT cells: p=0.9918.  

G: No significant difference in adhesion in HDMECs treated with anti-CCN3 compared to control 

antibody (p=0.7319). 

H: Migration assay. Pictures were taken 8 hours after the initial wound (magnification x10).  

I: Significant difference in the mean percentage of wound closure between control and anti-CCN3 

antibody. Significantly impaired migration is observed with anti-CCN3 antibody compared to control 

cells (p=0.0248).  

One-way ANOVA with Sidak’s multiple comparisons test was performed for all analysis. 
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Figure 5: SSc patients presenting pigmentary disorders and vascular involvement exhibit 

pigment around dermal vessels.  

A: Fontana-Masson staining shows presence of melanin in black (black arrows) in the dermis of some 

SSc patients, around dermal vessels. Three arbitrary grades of pigment quantity have been defined: 

grade 0 = no pigment; grade 1 = little or medium; grade 3 = high level. Scale bar, 20µm. 

B: SSc patients exhibit significantly more pigment around dermal vessels than HC (p=0.0183, 

unpaired t-test with Welch’s correction).  

C: CD34 staining allowing to see dermal vessels indicates that the pigment deposit are specifically 

around dermal vessels, but not in endothelial cells. Black dots indicate the dermo-epidermal junction. 

Red arrows indicate pigment deposit around dermal vessels. Scale bar, 50µm. 

D: CD68 staining showing pigment inside macrophages or so-called melanophages (white arrow). 

Some cells exhibit pigment inside their cytoplasm but are CD68 negative (red arrow).  

E: Among SSc patients, only patients with vascular involvement exhibit pigment around dermal 

vessels (p=0.0391, chi2).  

F: Among SSc patients, only patients with simultaneous vascular involvement and presence of 

pigmentary disorders (hyperpigmentation) exhibit pigment around dermal vessels (p<0.0001, chi2).  
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Figure 6: SSc patients show a dysregulation in melanocytes number; SSc patients presenting 

pigmentary disorders specifically show a downregulation of CCN3 in their melanocytes as well 

as upregulation of CCN3 in keratinocytes. Number of melanocytes is normalized by the length of 

the stratum corneum (SC).  

A: Top: Healthy control skin. Melanocytes (MelanA staining, green, white arrows) are 

homogeneously distributed along the basal layer (normal ratio 1 melanocyte : 10 keratinocytes). Here, 

3 melanocytes are present on the section. Nuclei are stained in blue with DAPI. Scale bar, 50µm.  

Middle: SSc skin, early disease (duration <1 year). 10 melanocytes are present on the section (white 

arrows). Scale bar, 50µm.  

Bottom: SSc skin, advanced disease (duration 6 years). Here, 2 melanocytes are seen on the section 

(white arrows). Scale bar, 50µm.  

B: SSc patients with early disease (<5 years) exhibit significantly more melanocytes than SSc patients 

with advanced disease (>5 years); p=0.0268 (Mann-Whitney).  

C: Top: Healthy control skin. Healthy melanocytes (MelanA, green; white arrows) express CCN3 

(red), as well as healthy keratinocytes. Scale bar, 20µm.  

Middle: Melanocytes from SSc patients without pigmentary disorders express CCN3 (red). White 

arrows, melanocytes. Scale bar, 20µm.  

Bottom: Decrease of CCN3 expression in melanocytes of SSc patients with pigmentary disorders. 

White arrows, melanocytes. Scale bar, 20µm.  

D: Western Blot of CCN3 expression in SSc keratinocytes from SSc patients without normal 

pigmentation compared to keratinocytes of SSc patients with pigmentary disorders. One representative 

Western Blot is shown.  
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E: Western Blot quantification (p=0.0274, unpaired t-test with Welch’s correction). Significant 

increase in CCN3 expression in SSc keratinocytes from patients with pigmentary disorders. Results 

are mean ± SD of several experiments.  

 



CHAPITRE 3. RESULTATS

Matériel supplémentaire

162



Supplementary material 

 

 

  
SSc patients 

(n=26) 

Healthy 

controls 

(n=18) 

 

Demographic 

characteristics 

Age (yo): mean (SD) 58.88 (9.45) 47.29 (9.85) p=0.0005 

Female: n (%) 15 (53.8) 16 (88.9) p=0.1037 

DcSSc: n (%) 10 (38) 

 

Disease duration (y): 

mean (SD) 
5.69 (5.46) 

Cutaneous 

involement 

mRSS: mean (SD) 16.5 (12) 

Pigmentary disorders: 

n(%) 
14 (54) 

Vascular 

involvement 

Digital ulcers: n(%) 16 (62) 

PAH: n(%) 4 (15) 

SSc renal crisis: n(%) 1 (0.03) 

Pulmonary 

involvement 

ILD: n(%) 11 (42) 

Pulmonary fibrosis 3 (12) 

Gastro-intestinal 

involvement 

Oesophageal 

involvement: n(%) 
19 (73) 

Intestinal involvement: 

n(%) 
3 (12) 

Musculo-skeletal 

involvement 

Synovitis: n(%) 8 (30) 

Joint contractures: n(%) 4 (15) 

 

             

Supplementary Table 1: Characteristics of SSc patients and controls. 

DcSSc: diffuse cutaneous SSc, mRSS: modified Rodnan skin score, PAH: pulmonary arterial 

hypertension, ILD: interstitial lung disease. 

 



 

 

Supplementary Table 2: Characteristics of SSc patients presenting or not pigmentary disorders 

DcScc: diffuse cutaneous SSc, mRSS: modified Rodnan skin score, PAH: pulmonary arterial 

hypertension, ILD: interstitial lung disease. 

 

  SSc patients (n=26) 

  
No pigmentary 

disorders (n=12) 

Pigmentary 

disorders (n=14) 

Demographic 

characteristics 

Age (yo): mean (SD) 60.58 (9.42) 57.43 (9.57) 

Female: n (%) 9 (75) 6 (42.8) 

Phototype: mean  2.91 3.5 

DcSSc: n (%) 3 (25) 10 (71.4) 

Disease duration (y): mean (SD) 5.58 (5.66) 5.79 (5.49) 

Cutaneous 

involement 

 

mRSS: mean (SD) 10.75 (9.97) 21.42 (11.85) 

Vascular 

involvement 

Digital ulcers: n(%) 7 (58.3) 9 (64.3) 

PAH: n(%) 2 (16.7) 2 (14.3) 

SSc renal crisis: n(%) 0 (0) 1 (7.1) 

Pulmonary 

involvement 

ILD: n(%) 5 (41.7) 6 (42.9) 

Pulmonary fibrosis 1 (8.3) 2 (14.3) 

Gastro-intestinal 

involvement 
Oesophageal involvement: n(%) 9 (75) 10 (71.4) 

 Intestinal involvement: n(%) 1 (8.3) 2 (14.3) 

Musculo-skeletal 

involvement 
Synovitis: n(%) 4 (33.3) 4 (28.6) 

 Joint contractures: n(%) 2 (16.7) 2 (14.3) 



 

Supplementary Figure 1: CCN3 expression in the dermis. 

A: The mean number of layers CCN3+ is not statistically different whereas in the non-fibrotic or fibrotic 

zone of SSc skin (NFib vs HC: p<0.0001, Fib vs HC: p=0.0002, NFib vs Fib: p=0.4469).  

B: CCN3 expression in dermal endothelial cells is not statistically different whereas in the non-fibrotic 

or fibrotic zone of SSc skin (NFib vs HC: p=0.0008, Fib vs HC: p<0.0001, NFib vs Fib: p=0.8760). 

C: CCN3 expression in dermal endothelial cells is not statistically different in a subgroup analysis taking 

into account the presence of vascular involvement in SSc patients (p=0.9310). 

D: CCN3 expression in dermal endothelial cells is not statistically different according to the type of 

dermal vessel (papillary or reticulary) in HC (p=0.8092). 

 



 

Supplementary Figure 2: CCN3 expression in dermal cells of SSc patients and controls.  

A: Human microvascular dermal endothelial cells (HDMECs) cultured from healthy control / SSc 

patient from a non-lesional zone / SSc patient from a lesional zone. Note the morphological changes 

especially in the fibrotic zone of the SSc patient.  

B: No significant difference in CCN3 expression at a transcriptional level between SSc patients and HC 

HDMECs (qPCR) (p=0.7056).  

C: Significant decrease of CCN3 expression in SSc fibroblasts (n=21) in vitro compared to heathy 

controls (n=7) (Western Blot; p=0.0215). β-actin is shown as a loading control. Results are mean±SD 

of several independent experiments. One representative experiment is shown. 

D: CCN3 cytoplasmic and nuclear expression (Western Blot). β-actin is shown as a loading control. 

 



 

Supplementary Figure 3: Angiogenesis assay. 

A: Angiogenesis assay analysis, from the plug-in Angiogenesis Analyzer for ImageJ (Gilles Carpentier). 

Detection of constitutive elements of the network - summary. Below: extremities (arrow head A-B); 

nodes, identified as pixels that had at least 3 neighbour, corresponding to a bifurcation (arrow A-B); 

twig (C1, D1), segment (C2, D2) delimited by two junctions (C3, D3) (note that this pointed junction is 

composed by several nodes) and branch (C4, D4). E shows a junction implicated only in branch (E1) 

and master junctions like E2 delimiting master segments (E3). F shows the master tree composed from 

master segments associated by master junctions delimiting the meshes (F1). Optionally, two close 

master junctions can be fused into an unique master junction (F2). Note the underlying segment (F3).  

B: Significant decrease in the number of master segments in HDMECs treated with anti-CCN3 

compared to control antibody (p=0.0118). 

C: Significant decrease in the total segments length in HDMECs treated with anti-CCN3 compared to 

control antibody (p=0.0114). 

D: No significant difference in the total length of isolated branches in HDMECs treated with anti-CCN3 

compared to control antibody, despite an increase (p=0.2571). 

 



 

Supplementary Figure 4: Correlation between melanocytes number and disease duration in SSc 

patients.  

Correlation between melanocytes number and disease duration (years) in SSc patients. Tendency to a 

positive correlation without reaching statistical significance (p=0.0703, Spearman r=-0.3607). The 

number of melanocytes is normalized by the length of the stratum corneum (SC).   

 

 

Supplementary Figure 5: CCN3 expression in HC and SSc keratinocytes in vitro. Results are mean ± 

SD of several experiments. One representative Western Blot is shown.  

No significant difference in CCN3 intra-cellular level (Western Blot) between HC (n=6) and SSc 

keratinocytes (n=19) (p=0.5077). β-actin is shown as a loading control. 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Supplementary Figure 6: Proposition of pathophysiology model: Epithelial-endothelial crosstalk in 

SSc patients presenting hyperpigmentation.  

A: Healthy control skin. The dermis is divided into two parts: papillary (superficial) and reticulary 

(deep). Endothelial cells (red) form dermal vessels which are surrounded by telocytes (blue). 

Melanocytes are at the basal layer. Melanin granules (black dots) are present mostly in the basal layer 

of the epidermis.  

B: SSc patient with hyperpigmentation.  

The papillary dermis has disappeared. In the dermis, CCN3 expression is decreased in dermal vessels, 

particularly in endothelial cells. Therefore, the epidermis does not receive proper CCN3 signaling as 

secreted by endothelial cells.  

In the epidermis, we hypothesize that the decrease of CCN3 expression in melanocytes leads to 

melanocyte detachment and disappearance, either being eliminated towards the upper layers of the 

epidermis, either falling in the dermis. Surrounding keratinocytes might react by upgrading their CCN3 

production. The presence of melanocytes in the dermis could lead to uptake of melanin granules by 

melanophages (green) and possibly transfer of melanin to telocytes. After telocytes disappearance, 

melanin granules would stay around dermal vessels. 

  



Supplementary Material&Methods 

 

Histological and immunohistological analysis 

Each staining was performed three times to ensure reproducibility of the experiment. For each analysis, 

three to five sections per sample were randomly chosen and a pre-specified mask was applied to each 

section. Annexes were excluded from the analysis. Papillary dermis surface, interdigitation index and 

epidermal surface were measured by two blinded observers (PH and VJ). For dermal cell count analysis, 

the number of cells was automatically counted using the particle analyzer tool (DAPI staining) and the 

results were normalized by the surface of dermis analyzed. For dermal vessels analysis, the number of 

vessels was manually counted by a blinded observer (PH) and the results were normalized by the surface 

of dermis analyzed; results per sample are the mean of three randomly chosen sections. Papillary dermal 

vessels were detected manually by size and localization considerations. For the number of layers 

CCN3+, the mean number of CCN3+ layers on the vessels of each section was manually counted by a 

blinded observer (PH) and results per sample are the mean of three randomly chosen sections. For CCN3 

intensity in endothelial cells analysis, dermal endothelial cells were identified thanks to CD31 staining 

and mean CCN3 fluorescence of all dermal endothelial cells was quantified (thus avoiding a possible 

bias related to the decrease in absolute number of vessels). This fluorescence intensity was then divided 

by the fluorescence of the whole dermis, to obtain a ratio allowing strict comparisons between multiples 

samples. Of note, this result, as a mean fluorescence intensity, was not influenced neither by vessel size 

or number of cells in the vessel, nor by the number of vessels, and therefore reliably reflects the level of 

CCN3 expression in dermal endothelial cells. For the analysis of pigment presence around dermal 

vessels, Fontana-Masson stainings of whole sections were manually screened by a blinded observer 

(PH) and a semi-quantitative grade was applied to each sample as follows: 0 = no pigment, 1 = little or 

medium, 2 = high quantity of pigment. All analysis were performed using the ImageJ software (1.51s).  

 

Angiogenesis assay analysis 

3 wells per condition per experiment (out of 5 wells) were blindly chosen for the analysis. Quality of 

tube formation was measured at T+24 hours with the plugin Angiogenesis Analyzer of the Image J 



software (24). Several parameters (number of master junctions, number of master segments, total master 

segments length, number of meshes, total segments length, isolated branches length) were analyzed. 

Definition of each parameter is shown in Suppl. Fig. 3A.  

 

 

 

Fibroblasts primary cell culture  

Fibroblasts were obtained as the non-CD31 labelled cells after purification and cultured in Dulbecco's 

Modified Eagle Medium (DMEM, Gibco) containing 10% Fetal Calf Serum (FCS, Eurobio) and 1% 

penicillin-streptomycin (Eurobio).  

 

RNA isolation and qRT-PCR 

Total RNA was isolated from trypsinized endothelial cells and keratinocytes with the NucleoSpin RNA 

Plus extraction system (Macherey-Nagel, Düren, Germany), and cDNA was synthesized from 0.35 μg 

of total RNA (endothelial cells) and 1µg of total RNA (keratinocytes) using random hexamers and 

Superscript II reverse transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, CA) according to the manufacturer’s 

instructions. Gene expression was quantified by SYBR green on a MX3000P instrument (Stratagene, 

San Diego, CA). The specific primer pairs for CCN3 are (F) CGG-CTG-CTC-ATG-CTG-TCT-GG and 

(R) TTA-TCT-CCC-TCT-ACC-GCC-GTG-C. Each reaction was performed in triplicate. Stable 

housekeeping genes GAPDH (Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) and HUPO (human acidic 

ribosomal protein) were selected for normalization. The oligonucleotides were obtained from 

Eurogentec. The differences were calculated using the threshold cycle (Ct) and the comparative Ct 

method for relative quantification. 

 

Nuclear and cytoplasmic proteic fraction extraction 

A specific kit was used following the manufacturer’s instructions (NE-PER™ Nuclear and Cytoplasmic 

Extraction Reagents, 78833, ThermoScientific, Pierce, Rockford, MD, USA). 
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3.2.3 Résultats complémentaires : étude de l'expression de l'ET-1
dans la peau

L'ET-1 fait partie des facteurs sécrétés reliant la vasculopathie à la pigmentation, ainsi
que des facteurs régulant la transcription des protéines CCN (Figure 1.19). Nous avons
étudié son expression dans la peau des patients ScS par rapport aux contrôles sains, a�n
de :

� con�rmer l'augmentation qui avait déjà été décrite par des techniques d'hybridation
in situ [109] ;

� déterminer si les variations de l'expression d'ET-1 sont associées à un pro�l parti-
culier de patients (troubles pigmentaires, atteinte vasculaire) ;

� étudier la possible relation entre l'ET-1 et CCN3 au niveau épidermique.

Nous avons réalisé des marquages immunohistochimiques de l'expression de l'ET-1 dans
la peau des patients ScS et des contrôles sains (Figure 3.1).

Figure 3.1 � Marquage immunohistochimique de l'ET-1 dans la peau d'un contrôle
sain (bras, femme, 42 ans) et d'un patient ScS (femme, 66 ans, zones non-�brotique et
�brotique). ET-1 : NB300-256.

On constate une augmentation de l'expression de l'ET-1 dans l'épiderme des patients ScS,
que ce soit en zone non-�brotique ou �brotique, via une augmentation de son expression
dans les couches supra-basales. Cette modi�cation est indépendante d'une augmentation
de l'épaisseur de l'épiderme des patients ScS (pour rappel, nous n'avons pas trouvé de
di�érence signi�cative dans la surface de l'épiderme des patients ScS par rapport aux
contrôles sains). Nous avons retrouvé un résultat similaire dans l'ensemble des échantillons
de patients ScS (p<0,0001, Figure 3.2).

Cependant, les analyses en sous-groupe n'ont montré ni de di�érence entre les patients
présentant un trouble pigmentaire ou non, ni entre les patients présentant une atteinte
vasculaire ou non.

Nous avons ensuite voulu corréler ces données à celles de l'expression de CCN3 au ni-
veau épidermique. Contrairement à l'ET-1, CCN3 est exprimé de manière relativement
homogène dans l'ensemble des couches de l'épiderme chez les contrôles sains, bien qu'il
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existe de grandes variations inter-individuelles dans son intensité d'expression ainsi que
la localisation intra-cellulaire (nucléaire, péri-nucléaire ou cytoplasmique) (Figure 3.3).

Figure 3.2 � Analyse du nombre de couches épidermiques marquées par l'ET-1 sur le
nombre de couches totales dans les échantillons sains et ScS.

Nous avons donc réalisé un double immunomarquage de CCN3 et de l'ET-1 dans la
peau des patients et contrôles, et avons analysé la corrélation entre le nombre de couches
marquées par l'ET-1 et par CCN3 dans chaque échantillon.

On constate que le nombre de couches marquées par CCN3 ne di�ère pas signi�cativement
entre les contrôles sains et les patients ScS, malgré une tendance à la diminution chez
les patients (p=0,1984). En revanche, il existe une corrélation inverse statistiquement
signi�cative entre le nombre de couches marquées par l'ET-1 et le nombre de couches
marquées par CCN3 pour l'ensemble des échantillons (p=0,019, Figure 3.4).

Les analyses en sous-groupe de la proportion de couches marquées CCN3 n'ont ni montré
de di�érence entre les patients présentant un trouble pigmentaire ou non, ni entre les
patients présentant une atteinte vasculaire ou non.

Au total, ces résultats con�rment l'augmentation de l'expression de l'ET-1 dans l'épiderme
des patients ScS, sans que cela soit spéci�que d'un pro�l particulier de patients. CCN3 et
ET-1 semblent être régulés de façon inverse dans l'épiderme.
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Figure 3.3 � Marquage immunohistochimique de CCN3 dans la peau de 4 contrôles sains
di�érents. A : bras, femme, 62 ans, phototype III. B : bras, femme, 43 ans, phototype
II. C : bras, femme, 47 ans, phototype II. D : bras, femme, 42 ans, phototype IV. Les
pointillés blancs représentent la JDE.

Figure 3.4 � Double marquage immunohistochimique de l'ET-1 et CCN3 dans la peau
des contrôles sains et patients ScS. Corrélation de la proportion de couches marquées par
l'ET-1 et CCN3 pour l'ensemble des échantillons.
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3.2.4 Résultats complémentaires : étude de l'équilibre CCN3/CCN2

3.2.4.1 Expression de CCN2 dans la peau des patients sclérodermiques in

situ

L'équipe de Christopher Denton a déjà rapporté une augmentation d'expression de CCN2
dans la peau des patients ScS [138], particulièrement au niveau épidermique, avec une
expression marquée le long de la membrane basale. Nos marquages immunohistochimiques
ont permis de con�rmer ces résultats (Figure 3.5). Il est à noter que l'expression de
CCN2 semble augmentée de manière prépondérante dans la zone �brotique des patients,
contrairement à CCN3 qui est dérégulé de manière systémique. Ce constat est corroboré
par une étude ayant montré une corrélation entre l'expression de CCN2 au niveau de la
peau et la �brose cutanée [139].

Figure 3.5 � Expression de CCN2 (rouge) dans la peau d'un contrôle sain (bras, femme,
42 ans) et d'un patient sclérodermique (bras, homme, 50 ans ; zones non-�brotique et
�brotique).
Haut : noter l'augmentation d'expression de CCN2 au niveau de la membrane basale
(soulignée en pointillés blancs) des patients ScS, particulièrement en zone �brotique. Barre
d'échelle, 50 µm.
Bas : gros-plan montrant l'expression de CCN2 (rouge) dans les vaisseaux dermiques
(identi�és par le marqueur α-SMA, vert). Barre d'échelle, 20 µm. CCN2 : ab5097.

De plus, à l'inverse de CCN3, l'expression de CCN2 est particulièrement marquée au
niveau des vaisseaux dermiques (Figure 3.5). Les vaisseaux dermiques sont identi�és ici
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par le marqueur α-SMA, présent dans les péricytes et les cellules musculaires lisses. Ce
marqueur permet également d'identi�er les myo�broblastes. Ainsi, l'augmentation d'ex-
pression de CCN2 constatée au niveau des vaisseaux dermiques, particulièrement en zone
�brotique, peut aussi bien être due à une augmentation d'expression au niveau des cellules
endothéliales (comme rapporté dans la littérature [140]), une augmentation d'expression
au niveau des péricytes ou des cellules musculaires lisses, ou à la présence de myo�bro-
blastes péri-vasculaires.

A�n de corréler les données in situ à des données in vitro, nous avons décidé d'étudier
l'expression basale de CCN2 et CCN3 dans les mêmes cellules saines et sclérodermiques,
pour déterminer si leur régulation était inter-dépendante.

3.2.4.2 Balance CCN3/CCN2 dans les cellules endothéliales

Nous avons étudié l'expression basale de CCN2 par western blot (en plus de celle de
CCN3, développée dans l'article ci-dessus) dans les même cellules endothéliales (Figure
3.6). Ces cellules sont issues de zones non cliniquement �brotiques. Les cultures de cellules
endothéliales à partir de zones �brotiques n'ont en e�et pas permis d'extraire assez de
protéines pour réaliser un western blot.

Figure 3.6 � Expression de CCN3 et CCN2 (western blot) dans des cellules endothéliales
microvasculaires dermiques issues de peau saine et de peau ScS (zone non-�brotique). Les
images sont issues d'un western blot représentatif. Les données sur le graphique sont issues
de l'ensemble des expériences.

Contrairement à ce qui a été rapporté dans la littérature [140], nous n'observons pas
d'augmentation d'expression de CCN2 dans les cellules endothéliales de patients ScS par
rapport aux contrôles sains. Plusieurs hypothèses peuvent être formulées pour expliquer
cela. On sait que l'expression des protéines CCN peut être in�uencée par le taux de
con�uence ainsi que le nombre de passages [141]. Pour éviter ce biais, nous avons mené
les expériences à taux de con�uence et nombre de passages identiques. L'explication qui
nous paraît la plus probable est que la culture de cellules endothéliales sélectionne rapi-
dement les cellules les plus saines du fait d'un avantage prolifératif. Ainsi, les cellules les
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plus représentatives du phénotype sclérodermique ne sont pas majoritaires au moment de
l'extraction protéique. Cependant, CCN3 semble un marqueur robuste, car son expression
est signi�cativement diminuée dans les cellules sclérodermiques in vitro (comme in situ)
malgré ce possible biais de sélection.

Quoi qu'il en soit, ces données suggèrent que la régulation de CCN3 et CCN2 n'est pas
une régulation de type yin/yang dans les cellules endothéliales microvasculaires dermiques
à l'état basal.

3.2.4.3 Balance CCN3/CCN2 dans les �broblastes

Nous avons également étudié l'expression basale de CCN2 par western blot, en parallèle
de CCN3, dans des �broblastes issus de peau saine et ScS, à la fois en zones non-�brotique
et �brotique (Figure 3.7).

Figure 3.7 � Expression de CCN3 et CCN2 (western blot) dans des �broblastes issus de
peau saine et de peau ScS (zones non-�brotique et �brotique). Les données correspondent
à la quanti�cation du western blot présenté.

Sur la Figure 3.7, on constate que l'expression de CCN3 est diminuée dans les �broblastes
ScS (bien que de manière non signi�cative, p=0,19), et que l'expression de CCN2 est
signi�cativement augmentée dans ces mêmes �broblastes, par rapport aux contrôles sains
(p=0,006). Ces données suggèrent une régulation à l'inverse de CCN3 et CCN2 dans les
�broblastes, comme rapporté auparavant dans la littérature [120, 124].

Cependant, lorsque l'on groupe l'ensemble des données acquises sur les �broblastes ScS
(provenant de 15 patients di�érents, dont 5 ayant donné à la fois des échantillons en
zones �brotique ou non), on constate que la di�érence d'expression de CCN2 s'atténue,
perdant la signi�cativité statistique (NFib vs contrôles sains : p=0,24, Fib vs contrôles
sains : p=0,57, Figure 3.8). Bien que plusieurs études dans la littérature rapportent une
augmentation de CCN2 dans les �broblastes sclérodermiques [142], l'absence de di�érence
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signi�cative obtenue ici peut être expliquée par la grande diversité de la population des
�broblastes cutanés (cf paragraphe 1.2.1.4.2). Cela peut également être expliqué par la
diversité du recrutement des patients dont sont issus les �broblastes, notamment sur
le plan de la durée de la maladie. En e�et, l'augmentation de CCN2 rapportée in situ
concerne les patients dont la maladie évoluait depuis moins de 2 ans [138]. Par ailleurs,
l'absence de corrélation parfaite entre les analyses protéomiques globales et les analyses
issues d'extraits cellulaires après mise en culture a été plusieurs fois rapportée dans la
littérature [65, 143]. Ces données ne sont donc pas contradictoires avec le rôle connu de
CCN2 dans la physiopathologie de la ScS.

En revanche, on constate qu'en groupant les données, l'expression de CCN3 est signi�ca-
tivement diminuée dans les �broblastes ScS, qu'ils proviennent d'une zone �brotique ou
non (Figure 3.8).

Figure 3.8 � Expression de CCN3 et CCN2 (western blot) dans des �broblastes issus de
peau saine et de peau ScS (zones non-�brotique et �brotique). Les données sont issues de
l'ensemble des expériences.

Au total, ces données semblent corroborer l'hypothèse d'une régulation inverse de CCN3
et CCN2 dans les �broblastes.

3.2.4.4 Balance CCN3/CCN2 dans les kératinocytes

Nous avons en�n étudié l'expression basale de CCN2 par western blot, en parallèle de
CCN3, dans des kératinocytes issus de peau saine et ScS, à la fois en zone non-�brotique
et �brotique (Figure 3.9).

On constate que l'expression de CCN3 et CCN2 n'est pas signi�cativement dérégulée
dans les kératinocytes de patients. Tout au plus l'expression de CCN2 semble-t-elle plus
élevée dans les kératinocytes extraits des zones �brotiques, ce qui pourrait corroborer des
données in situ montrant l'augmentation de l'expression de CCN2 dans l'épiderme des
patients ScS [138]. Nous ne pouvons donc pas conclure sur la possibilité d'une régulation
inverse de CCN2 et CCN3 dans les kératinocytes.
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Figure 3.9 � Expression de CCN3 et CCN2 (western blot) dans des kératinocytes issus
de peau saine et de peau ScS (zones non-�brotique et �brotique). Les images sont issues
d'un western blot représentatif. Les données sur le graphique sont issues de l'ensemble des
expériences.

En conclusion, conformément à ce qui a été rapporté dans la littérature, CCN3 et CCN2
semblent être régulés à l'inverse dans les �broblastes (de type yin/yang) [144, 145, 121,
146]. Ces données appuient la possibilité d'utiliser CCN3 en tant que thérapie anti-
�brotique dans la ScS. Cette régulation inverse ne semble pas pouvoir s'appliquer aux
cellules endothéliales et aux kératinocytes, ce qui corrobore les rôles multiples des pro-
téines CCN et leurs spéci�tés cellulaires aussi bien que tissulaires.
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3.3. ETUDE DE L'EXPRESSION DE CCN3 DANS LA PEAU DES PATIENTS SCLÉRODERMIQUES AVEC TROUBLE PIGMENTAIRE
� VITILIGO-LIKE �, ET COMPARAISON AVEC DES PRÉLÈVEMENTS ISSUS DE PATIENTS ATTEINTS DE VITILIGO

3.3 Etude de l'expression de CCN3 dans la peau des
patients sclérodermiques avec trouble pigmentaire
� vitiligo-like �, et comparaison avec des prélève-
ments issus de patients atteints de vitiligo

3.3.1 Le vitiligo

3.3.1.1 Epidémiologie, bases physiopathologiques

Le vitiligo est une pathologie dépigmentante touchant 1 à 2% de la population française
[92]. Tout comme la ScS, il s'agit d'une pathologie auto-immune, se développant sur un
terrain génétique prédisposé, et probablement déclenchée par des facteurs environnemen-
taux dont l'origine reste inconnue. Les polymorphismes génétiques identi�és se situent
dans des régions codant pour des gènes du système immunitaire, de la mélanogénèse ou
encore de l'adhésion mélanocytaire. Si cette pathologie est considérée comme bénigne du
fait de l'absence de mise en jeu du pronostic vital, son impact sur la qualité de vie n'en
reste pas moins majeur. Il est de plus fréquemment associé à d'autres pathologies auto-
immunes, qu'elles soient cutanées (psoriasis, pelade) ou non (pathologies thyroïdiennes,
diabète de type 1, polyarthrite rhumatoïde, maladies in�ammatoires de l'intestin).

On décrit classiquement deux formes : le vitiligo segmentaire, où l'atteinte est unilatérale
et circonscrite à une zone limitée de la peau ; et le vitiligo non segmentaire (le plus fréquent,
Figure 3.10), où l'atteinte est bilatérale et symétrique et peut concerner l'ensemble du
corps.

Figure 3.10 � Vitiligo non segmentaire (avec la permission du service de dermatologie,
centre national de référence pour les maladies rares de la peau).

La physiopathologie du vitiligo repose sur la perte des mélanocytes épidermiques. Deux
grandes théories sont actuellement proposées :

� la destruction des mélanocytes par les cellules du système immunitaire résidant
dans la peau ; cette destruction est principalement médiée par les lymphocytes T
cutanés via une activation des voies IFN-γ / JAK (Janus kinase) / CXCL10 ;

� le détachement des mélanocytes et leur migration à travers les di�érentes couches
de l'épiderme (phénomène appelé � mélanocytorrhagie �), attribué à la perte des
moyens d'adhésion à la lame basale.
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L'absence de mélanocytes a pour conséquence une absence de production de mélanine et
de stockage dans les kératinocytes avoisinants, menant à une dépigmentation progressive
de la peau. Ce phénomène est souvent présent dans les zones de friction (mains, cou,
ceinture), portant le nom de phénomène de Köbner ; cette part mécanique est également
un argument de plus pour l'origine multifactorielle du vitiligo.

Sa physiopathologie complexe possède des points communs avec celle de la ScS, outre les
caractéristiques propres aux maladies auto-immunes. Le rôle du stress oxydatif a égale-
ment été évoqué [93]. La perte des mélanocytes en zone dépigmentée, probablement du
fait de facteurs exogènes, est également retrouvée dans la ScS.

3.3.1.2 CCN3 dans le vitiligo

Plusieurs études sont en faveur d'un rôle important de CCN3 dans l'adhésion mélanocy-
taire. L'équipe de Meenhard Herlin a pu montrer que la surexpression de CCN3 augmente
l'adhésion du mélanocyte au collagène IV, l'un des principaux constituants de la lame ba-
sale [131]. De même, la baisse d'expression de CCN3 entraîne une migration du mélanocyte
soit vers les couches supérieures de l'épiderme, soit vers le derme. Ces phénomènes sont
également constatés lorsqu'on modi�ait l'expression du récepteur DDR1 (Discoidin do-
main receptor family member 1) présent à la surface du mélanocyte. Les modi�cations
d'expression de CCN3 (sur ou sous-expression) sont accompagnées de modi�cations iden-
tiques de l'expression de DDR1. Au total, cette étude a montré le rôle de CCN3 dans
l'adhésion mélanocytaire à la lame basale, via la régulation de DDR1.

Par la suite, ces résultats ont été con�rmés par des travaux de notre laboratoire :

� tout d'abord in situ, avec une absence d'expression de CCN3 par les mélanocytes
dans la peau de patients atteints de vitiligo (Figure 3.11). La peau lésionnelle des
patients vitiligo ne contenant plus de mélanocytes, c'est ici la peau péri-lésionnelle
qui est analysée.

Figure 3.11 � Marquage immunohistochimique de CCN3 (rouge) et des mélanocytes
(MelanA, vert ; �èches vertes) dans la peau péri-lésionnelle d'un patient atteint de vitiligo.
Les noyaux sont en bleu (DAPI). Les mélanocytes n'expriment pas CCN3. Reproduit avec
l'autorisation du Dr Cario.

� également in vitro dans un modèle de peau en trois dimensions (épiderme recons-
truit), où l'inhibition de CCN3 dans les mélanocytes par un ARN interférent a
entraîné le détachement de plusieurs d'entre eux (Figure 3.12).
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Figure 3.12 � Marquage immunohistochimique de CCN3 (rouge) et des mélanocytes
(MelanA, vert) dans un épiderme reconstruit avec des mélanocytes dans lesquels l'expres-
sion de CCN3 a été inhibée. Les noyaux sont en bleu (DAPI). Le seul mélanocyte visible
(�èche blanche) est détaché de l'assise basale et se situe dans les couches supérieures de
l'épiderme. Il n'exprime pas CCN3, au contraire des autres cellules de l'épiderme. Extrait
de Ricard et al., Exp Dermatol, 2012.

3.3.1.3 CCN3 dans l'épiderme des patients sclérodermiques � vitiligo-like �

Un certain nombre des patients de notre recrutement présentant des lésions hypopig-
mentaires prédominant au niveau des zones de friction (Figure 3.13), nous avons voulu
déterminer si la peau de ces patients présentait des caractéristiques histologiques similaires
avec le vitiligo.

Figure 3.13 � Exemples de lésions hypopigmentaires au niveau des zones de friction chez
deux patients sclérodermiques (homme, 50 ans et femme, 32 ans). On note cependant que
la topographie des lésions au niveau de la main di�ère de celle de la Figure 3.10, avec
des lésions hypopigmentées en regard des articulations métacarpo-phalangiennes, soit une
zone de tension mécanique.

Nous avons tout d'abord réalisé un marquage immunohistochimique des mélanocytes avec
le marqueur MelanA (un marqueur cytoplasmique spéci�que des mélanocytes, également
utilisé pour la détection de mélanomes) [147]. Nous avions vu auparavant que la quantité
de mélanocytes dans la peau des patients sclérodermiques est inversement corrélée avec la
durée d'évolution de la maladie (en peau à pigmentation normale ou hyperpigmentée). En
peau hypopigmentée, nous avons pu constater localement une franche diminution voire
une disparition des mélanocytes (Figure 3.14).
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Figure 3.14 � Marquage immunohistochimique des mélanocytes (MelanA, vert ; �èches
blanches) dans une peau saine (femme, 64 ans), une peau ScS à pigmentation normale
(homme, 49 ans) et une peau ScS hypopigmentée (femme, 60 ans). La mélanine est le
pigment brun visible sur les images en lumière blanche. Il n'y a pas de mélanocytes dans
l'assise basale de la zone hypopigmentée. Barre d'échelle, 50 µm.

Nous avons alors étudié l'expression de CCN3 dans les mélanocytes restants. La plu-
part des mélanocytes expriment encore CCN3 lorsqu'ils étaient situés dans l'assise basale
(Figure 3.15).

Figure 3.15 � Marquage immunohistochimique de CCN3 (rouge) dans l'épiderme et des
mélanocytes (MelanA, vert). Les mélanocytes présents chez cette patiente ScS (40 ans)
sont situés dans l'assise basale et expriment CCN3. Barre d'échelle, 50 µm.

Cependant, nous avons également mis en évidence la présence de mélanocytes détachés
de l'assise basale, qui n'expriment pas CCN3 (Figure 3.16).

Sur cette même �gure, on observe un mélanocyte semblant tombé dans le derme (�èche
bleue), qui n'exprime pas non plus CCN3.

Au total, ces résultats préliminaires sont similaires à ceux observés in situ dans le vitiligo
ainsi que dans un modèle in vitro en trois dimensions de vitiligo [134]. Ils concordent avec
les données déjà publiées sur le rôle de CCN3 dans l'adhésion mélanocytaire. La perte
d'expression de CCN3 par les mélanocytes de peau ScS pourrait être responsable de leur
détachement et de leur migration, soit vers les couches supérieures de l'épiderme, soit
dans le derme.
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Figure 3.16 � Marquage immunohistochimique de CCN3 (rouge) dans l'épiderme et des
mélanocytes (MelanA, vert) chez un patient ScS (homme, 52 ans). Un des mélanocytes
présents sur cette coupe est détaché de l'assise basale, au niveau des couches supérieures
de l'épiderme (�èche blanche). Il n'exprime pas CCN3. Les pointillés blancs �gurent la
JDE. Barre d'échelle, 20 µm.
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3.4 Etude histologique de prélèvements de patients at-
teints de morphée et comparaison avec la scléro-
dermie systémique

3.4.1 La morphée

3.4.1.1 Epidémiologie, bases physiopathologiques

La morphée, ou sclérodermie localisée, correspond à une forme particulière de scléroder-
mie atteignant uniquement la peau. Sa prévalence en France est globalement inférieure
à celle de la ScS (1-9 pour 100 000 habitants), tandis que le sex-ratio est identique (4
femmes pour 1 homme). En fonction de l'étendue de la �brose, on la classe en plusieurs
formes (classi�cation simpli�ée de la Mayo Clinic) : la morphée en plaques (sous-type le
plus fréquent), la morphée profonde, la morphée bulleuse, la morphée généralisée et la
sclérodermie linéaire ou � en bande �, cette dernière touchant le plus souvent les enfants
[148]. A noter que la morphée généralisée se dé�nit par rapport à l'extension locale de la
�brose sur l'ensemble du corps, tandis que la morphée profonde est une dé�nition histolo-
gique (atteinte du derme profond mais également du tissu adipeux, du fascia musculaire et
du muscle super�ciel). Dans le cadre de la morphée en plaques, l'atteinte initiale clinique
est représentée par des plaques rondes ou ovales, blanchâtres avec une bordure rouge, ini-
tialement in�ammatoires puis rapidement scléreuses, avec une �brose classiquement très
marquée.

La physiopathologie de la morphée n'est pas encore complètement élucidée. Le poids du
terrain génétique semble faible [149]. Certaines études ont mis en avant la possibilité d'un
déclenchement de la maladie via une infection bactérienne à B. Burgdorferi [149]. De fait,
la frontière entre la sclérodermie systémique et la sclérodermie localisée, en apparence
simple, n'est pas si nette. Les transitions des formes uniquement cutanées vers la forme
systémique sont extrêmement rares. Cependant, plusieurs arguments laissent à penser que
la morphée pourrait également être une maladie systémique, le premier étant la bonne
réponse aux traitement immunosuppresseurs.

Ainsi, de nombreux cas cliniques ont rapporté la présence d'auto-anticorps dans la mor-
phée, notamment d'anticorps anti-nucléaires [150]. Des médiateurs in�ammatoires comme
l'IL-2, 4 et 6 ont également été retrouvés augmentés dans le sérum des patients [151].
L'étude d'une petite cohorte de patients américains a montré qu'environ 20% des patients
présentaient une atteinte systémique asymptomatique à type d'atteinte oesophagienne
(touchant le sphincter inférieur de l'oesophage) ou pulmonaire (baisse modérée de la
di�usion du monoxyde de carbone) [152]. Cependant, ces anomalies silencieuses ne modi-
�aient pas le pronostic de la maladie. D'autres atteintes extra-cutanées ont été rapportées,
notamment des atteintes articulaires et un phénomène de Raynaud [153]. En fonction des
auteurs, ces phénomènes sont décrits soit comme étant marginaux, soit relativement fré-
quents.

Certaines études ont également rapporté des anomalies vasculaires, notamment des formes
de vascularites cérébrales en regard de lésions de morphée au niveau du front (dites en
� coup de sabre �) [154]. Des marqueurs d'activation endothéliale (VCAM-1 soluble, E-
sélectine soluble) ont également été retrouvés augmentés dans le sérum des patients [155].
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Au total, tout comme la ScS, la physiopathologie de la morphée semble complexe et
multifactorielle, associant des mécanismes immunologiques, vasculaires et la participation
d'éléments de la MEC.

3.4.1.2 Histopathologie

Tout comme la ScS, la morphée se caractérise par un dépôt excessif de collagène dans le
derme. Dans le cadre de la morphée en plaques, on distingue cependant deux formes en
fonction de la topographie de la surcharge en collagène, qui peut prédominer au niveau
du derme papillaire ou bien au niveau du derme réticulaire [156]. L'autre facteur en jeu
est la durée de la maladie : ainsi, les formes précoces au stade in�ammatoire présentent
des dépôts homogènes et denses de collagène assortis d'un in�ltrat majoritairement éosi-
nophilique, prédominant autour des vaisseaux dermiques et des annexes. Ces anomalies
s'accompagnent d'une disparition de la graisse péri-annexielle. Dans la phase tardive, la
�brose remplace progressivement le tissu adipeux. La paroi des vaisseaux hypodermiques
est épaissie et leur lumière réduite. L'ensemble des ces manifestations est bien visible lors-
qu'on compare un prélèvement en zone lésionnelle à un prélèvement en zone saine chez le
même patient.

3.4.1.3 Troubles pigmentaires dans la morphée

Contrairement à la ScS, la morphée est plus fréquente chez les personnes caucasiennes, soit
chez les phototypes les plus clairs [148]. Les troubles pigmentaires au sein des plaques,
qu'ils soient à type d'hypo- ou d'hyper-pigmentation, ne sont pas rares (Figure 3.17).
Cependant, les études sur le sujet sont encore moins fréquentes que dans le cadre de la
ScS, et se limitent à des présentations cliniques. Il n'y a à l'heure actuelle pas d'étude
consacrée à la physiopathologie des troubles pigmentaires dans la morphée, ou encore
d'étude s'intéressant à leur prévalence.

Figure 3.17 � Lésions à type d'hypopigmentation dans une plaque de sclérose étendue
chez un patient de 62 ans atteint de morphée (avec l'autorisation du service de derma-
tologie du CHU de Bordeaux). On note un aspect in�ammatoire dans une partie de la
plaque.
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3.4.2 Etude histologique de prélèvements de morphées

Dans le cadre du protocole VISS, 4 patients atteints de morphée ont pu être biopsiés, en
zone lésionnelle (au sein d'une plaque de sclérose) et non lésionnelle (zone exempte de
sclérose ou de troubles pigmentaires). Grâce au concours du Pr Béatrice Vergier, chef du
service de pathologie du CHU de Bordeaux, des prélèvements auparavant réalisés chez 5
autres patients ont pu être récupérés (avec leur consentement écrit).

Au total, le recrutement se composait donc de 9 patients, dont les caractéristiques démo-
graphiques sont présentées ci-dessous (Tableau 3.2).

Table 3.2 � Caractéristiques démographiques des patients morphées et caractéristiques
des prélèvements.
NFib = zone non �brotique, Fib = zone �brotique, 0 = homme, 1 = femme, NC = non connu,
hyper = hyperpigmentation, hyper/hypo = hyper- et hypo-pigmentation.

On note que la moyenne d'âge des patientes de sexe féminin (5 patients, âge moyen 31,6
ans) est bien moins élevée que celle des patients masculins (4 patients, moyenne d'âge
63,75 ans). Les sites d'origine des prélèvements sont également très variables.

Nous avons réalisé des colorations histologiques simples (Trichrome de Masson) a�n d'étu-
dier l'architecture cutanée (Figure 3.18). Nous avons comparé les données issues des pré-
lèvements de morphées aux contrôles sains d'une part, et à celles issues de patients ScS
d'autre part (la comparaison contrôles sains - patients ScS ayant été faite dans l'article
de la section 3.2).

3.4.2.1 Index d'interdigitation

L'index d'interdigitation correspond à la longueur de la JDE rapporté à la longueur du
stratum corneum (normalisation). Nous avons calculé cet index dans les échantillons en
zone scléreuse ou non, et l'avons comparé d'une part au groupe de contrôles sains, d'autre
part au groupe de patients ScS (Figure 3.19).

On constate que l'index d'interdigitation est signi�cativement diminué dans les échan-
tillons de patients atteints de morphée, qu'ils proviennent de zone �brotique (p=0,0011)
ou non (p=0,0023), par rapport aux contrôles sains. Il n'y a pas de di�érence signi�cative
entre les patients atteints de morphée et les patients ScS (quelle que soit la zone égale-
ment). Cette diminution traduit un aplatissement de la JDE avec diminution du nombre
de papilles, comme on peut le voir sur la Figure 3.18.
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Figure 3.18 � Colorations de Trichrome-Masson (variante au bleu d'aniline) d'échan-
tillons de peau saine (femme, 53 ans), patient atteint de morphée (femme, 39 ans, zone
scléreuse ou non), patient atteint de ScS (homme, 69 ans ; zone scléreuse ou non). Dans
cette coloration, le cytoplasme des cellules est coloré en rouge grâce à la fuchsine ponceau,
les noyaux en violet grâce à l'hématoxyline, les �bres de collagène en bleu. Barre d'échelle,
100 µm.

3.4.2.2 Surface du derme papillaire

Nous avions constaté une diminution importante de la surface du derme papillaire chez les
patients ScS et avons voulu comparer ces données chez les patients atteints de morphée
(Figure 3.20).

Il n'y a pas de di�érence signi�cative dans la surface du derme papillaire entre les patients
atteints de morphée et les contrôles sains d'une part, et les patients atteints de morphée
et les patients ScS d'autre part. Toutefois, en zone �brotique, le derme papillaire semble
être plus épais chez les patients morphées. Cependant, on constate une grande variabilité
des données au sein des échantillons de morphées, que ce soit en zone �brotique ou non.
Une analyse appariée ne montre pas de di�érence signi�cative entre les échantillons de la
zone �brotique ou non (Figure 3.21).

Au total, la surface du derme papillaire chez les patients atteints de morphée ne semble
pas être impactée de la même manière que chez les patients ScS, mais au vu de la grande
variabilité des résultats, ces données mériteraient d'être véri�ées dans un échantillon de
plus grande taille.

3.4.2.3 Surface de l'épiderme

Nous avons en�n comparé la surface de l'épiderme entre les di�érents échantillons (Figure
3.22).

Les données montrent qu'il n'y a pas de di�érence signi�cative entre la surface de l'épi-
derme des patients atteints de morphée et celle des contrôles sains. En revanche, la surface
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Figure 3.19 � Index d'interdigitation (moyenne ± SEM) chez les contrôles sains, patients
atteints de morphée (zone �brotique ou non), patients ScS (zone �brotique ou non). NFib
= zone non �brotique, Fib = zone �brotique, SEM = somme des écarts à la moyenne.

de l'épiderme est signi�cativement plus faible dans la zone non �brotique des patients at-
teints de morphée que la zone non �brotique des patients ScS (p=0,0259).

Au total, ces résultats préliminaires semblent indiquer :

� d'une part que la peau des patients atteints de morphée présente des caractéris-
tiques histologiques propres possiblement communes aux zones non-�brotiques et
�brotiques (tout comme la peau des patients ScS), qui di�èrent de la peau saine ;

� d'autre part que les caractéristiques histologiques des morphées ne sont pas exac-
tement similaires à celles des patients ScS, y compris en zone atteinte, notamment
pour la surface du derme papillaire.

Cependant, le nombre de patients contenu dans l'échantillon est trop faible pour que les
analyses statistiques atteignent la puissance nécessaire. Ces résultats mériteraient d'être
con�rmés à plus grande échelle, notamment en ce qui concerne la surface du derme pa-
pillaire, a�n de pouvoir comparer les mécanismes propres aux deux pathologies.
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Figure 3.20 � Surface du derme papillaire (moyenne ± SEM) chez les contrôles sains,
patients atteints de morphée (zone �brotique ou non), patients ScS (zone �brotique ou
non). NFib = zone non �brotique, Fib = zone �brotique, SEM = somme des écarts à la
moyenne.

Figure 3.21 � Surface du derme papillaire chez les patients atteints de morphée (analyse
appariée selon la zone). Pour 3 patients, nous n'avons obtenu qu'une biopsie en peau
lésionnelle (�brotique). NFib = zone non �brotique, Fib = zone �brotique.
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Figure 3.22 � Surface de l'épiderme (moyenne ± SEM) chez les contrôles sains, patients
atteints de morphée (zone �brotique ou non), patients ScS (zone �brotique ou non). NFib
= zone non �brotique, Fib = zone �brotique, SEM = somme des écarts à la moyenne.
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Chapitre 4

DISCUSSION ET PERSPECTIVES

Nos travaux ont contribué à établir un lien entre les troubles pigmentaires et l'atteinte
vasculaire dans la ScS, et placent CCN3 au centre de ce lien dans la physiopathologie de
la ScS.

Au niveau vasculaire, nous avons pu montrer que l'expression de CCN3 était diminuée in
situ dans le derme des patients ScS, particulièrement au niveau des vaisseaux. Nous avons
ainsi mesuré une diminution du nombre de couches vasculaires CCN3+, ainsi qu'une di-
minution de la production de CCN3 par les cellules endothéliales. Il est à noter que cette
diminution in situ a été mesurée via une analyse de l'intensité de �uorescence moyenne, et
re�ète donc directement un défaut de production de CCN3 par les cellules endothéliales
(puisqu'indépendant du nombre de cellules). In vitro, cette diminution se retrouvait au
niveau des cellules endothéliales microvasculaires extraites de la peau ScS, que ce soit au
niveau intra-cellulaire ou extra-cellulaire. Elle s'accompagnait d'une anomalie de répar-
tition du CCN3 intra-cellulaire, avec une rétention relative intra-cytoplasmique et une
diminution d'expression dans le noyau. Cette diminution a été constatée au niveau pro-
téique (western blot) mais pas au niveau transcriptionnel (qPCR). Cela est en accord avec
les données de l'équipe de Bernard Perbal [157, 158] attestant d'un fort niveau de régula-
tion post-traductionnel pour les protéines CCN et en particulier CCN3. Cette régulation
peut porter sur une dégradation protéolytique rapide, permettant de contrôler le niveau
d'expression de la protéine [157], ce qui est probablement le cas dans notre étude. A l'in-
verse, on sait que cette régulation peut également porter sur une glycosylation de CCN3
dont le rôle n'est pas encore élucidé [112]. Le clivage de CCN3 peut également donner
naissance à des formes tronquées mais fonctionnelles, dont le rôle peut être antagoniste de
celui de la protéine � full-length � : ainsi, une des formes tronquées de CCN3 est induc-
teur de tumeur [112]. Cette forme tronquée de 32 kDa est décrite comme localisée dans
le noyau. Cependant, nous ne l'avons pas mis en évidence dans les extraits protéiques
de cellules endothéliales microvasculaires dermiques (que ce soit dans le cytoplasme ou le
noyau, après extraction di�érentielle des protéines).

A�n d'étudier les e�ets de la diminution d'expression de CCN3 sur la fonction des cellules
endothéliales, nous avons choisi un modèle in vitro utilisant des cellules endothéliales
microvasculaires dermiques saines. Une autre possibilité aurait pu être de travailler sur
les cellules endothéliales microvasculaires dermiques issues de peau ScS, a�n d'étudier
l'e�et d'un ajout de CCN3 sur leurs fonctions. Cependant, il est délicat de travailler avec
des cellules endothéliales sclérodermiques, dont le phénotype particulier (lié à l'atteinte

197



CHAPITRE 4. DISCUSSION ET PERSPECTIVES

de ces cellules dans le cadre de la maladie) ne permet pas un maintien en culture sur le
long terme. Ainsi, il nous a semblé plus approprié de modéliser cette diminution de CCN3
dans des cellules saines.

L'inhibition de l'expression de CCN3 dans des cellules endothéliales saines a entraîné
une moins bonne angiogénèse in vitro, principalement du fait d'un défaut de migration.
La prolifération et l'adhésion n'étaient pas a�ectées. Ces travaux montrent l'importance
de CCN3 dans la fonction d'angiogénèse des cellules endothéliales, ce qui avait déjà été
suggéré par plusieurs études [128, 159]. Le mécanisme d'action de CCN3 dans l'angiogénèse
est possiblement médié de façon autocrine. En e�et, il a été montré que CCN3 pouvait se
lier aux intégrines α5β1, α6β1 et αvβ3, présentes à la surface des cellules endothéliales
[125]. Dans cette étude, la liaison de CCN3 à ces trois récepteurs entraînait l'adhésion
des HUVEC à la MEC, tandis que la liaison aux intégrines αvβ3 et α5β1 entraînait
la migration cellulaire. Les intégrines sont également impliquées dans la réponse aux
modi�cations du �ux sanguin [160] ; or, il a été montré que l'expression de CCN3 était
induite dans des HUVEC soumises à un stress de cisaillement [127].

Cependant, l'action de CCN3 pourrait également être médiée de façon indirecte, via l'ac-
tivation de la transcription de facteurs pro-angiogéniques. Nos données de western blot
et d'immunocytochimie ont en e�et montré que CCN3 était exprimé dans le noyau des
cellules endothéliales saines, et dans une moindre mesure, dans celui des cellules endo-
théliales de peau ScS. Sa présence dans le noyau a également été rapportée dans d'autres
travaux portant sur une lignée de choriocarcinome [161], de gliome [162] ou encore une li-
gnée de cellules épithéliales, où il agirait comme co-facteur de transcription [163]. On peut
alors supposer que l'internalisation de CCN3 pourrait mener à sa translocation dans le
noyau et l'activation de la transcription de facteurs impliqués dans l'angiogénèse. De fait,
il a été montré que la surexpression de CCN3 entraînait une augmentation du nombre de
vaisseaux rénaux dans un modèle murin, et que cela s'accompagnait d'une augmentation
de la transcription de VEGF et de PDGF-C, deux facteurs pro-angiogéniques [126]. A
noter qu'il a été montré que la protéine CCN1, appartenant à la même famille, activait
l'expression de VEGF dans une lignée de carcinome mammaire via la liaison à l'intégrine
αvβ3 [164]. CCN3 est également régulé par le facteur pro-angiogénique bFGF (basic �-
broblast growth factor) : son expression est augmentée lorsqu'on stimule une lignée de
cellules surrénaliennes avec du bFGF [165].

CCN3 pourrait également favoriser l'angiogénèse via la régulation de l'expression de mé-
talloprotéinases (MMP). En e�et, il a été montré que CCN3 était reponsable d'une aug-
mentation d'expression de MMP-1 dans les �broblastes [125] et de MMP-13 dans une
lignée de chondrosarcome [166]. Or, MMP-1 [167] et MMP-13 [168] sont connues pour
être pro-angiogéniques. Leur action est médiée par la digestion des éléments de la MEC,
favorisant la migration des cellules endothéliales.

En�n, il est à noter qu'en culture, l'expression de CCN3 est principalement cytoplas-
mique, tandis qu'in situ, son expression est majoritairement nucléaire dans les cellules
endothéliales (bien qu'un signal cytoplasmique soit présent). Ces données suggèrent que
les rôles de CCN3 dans la fonction des cellules endothéliales sont probablement multiples
et di�èrent en fonction de l'architecture locale.

Nous avons essayé de préciser le mécanisme d'action de CCN3 en stimulant des cellules
endothéliales saines pendant 24 heures avec des doses croissantes de CCN3 recombinant
(de 0.05 à 0.5 µg/mL). Cependant, dans ces conditions expérimentales, nous n'avons
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pas pu mettre en évidence de modi�cation de la transcription de VEGF-A. Une des
hypothèses possibles pour expliquer ce résultat est que le niveau d'expression de CCN3
est �nement régulé à l'état basal, ce qui pourrait conduire à l'absence d'e�et malgré l'ajout
de la molécule. Nous avons alors voulu invalider l'expression de CCN3 pour étudier les
conséquences sur la fonction des cellules endothéliales. Nous avons d'abord opté pour
une stratégie lentivirale (shARN ou short hairpin ARN) avec un vecteur couplé à la
puromycine, que nous avons transduit dans des cellules endothéliales saines. Cependant,
malgré la sélection des cellules résistantes à la puromycine, nous n'avons pas pu obtenir
de diminution su�sante de l'expression de CCN3 ; au contraire, celle-ci augmentait au
fur et à mesure des passages par rapport aux cellules non transduites. Cela pourrait être
expliqué par un mécanisme de rétrocontrôle négatif par les cellules saines. Nous avons
alors opté pour une stratégie à plus court terme : l'ajout d'un anticorps anti-CCN3, qui
se �xe sur le CCN3 sécrété par les cellules endothéliales, a�n d'étudier les conséquences
sur l'angiogénèse. Nous avons ainsi pu montrer que l'inhibition de CCN3 conduit à une
moins bonne migration et une moins bonne angiogénèse des cellules endothéliales saines.
Cependant, il serait intéressant de con�rmer ces données en invalidant l'expression de
CCN3 intra-cellulaire, a�n de prendre en compte son rôle possible en tant que co-facteur
de transcription. Pour cela, on peut envisager une stratégie de shARN inductible, ou bien
la transfection de cellules endothéliales saines avec un siARN (small interfering ARN).
Par la suite, on pourrait réaliser les mêmes tests fonctionnels : étude de la prolifération, de
l'adhésion, de la migration et de l'angiogénèse, et préciser plus �nement les mécanismes
moléculaires en étudiant l'expression de facteurs impliqués dans l'angiogénèse (VEGF-A,
bFGF notamment).

Au niveau épidermique, nous avons pu montrer que l'expression de CCN3 était spéci�-
quement diminuée dans les mélanocytes de patients atteints de troubles pigmentaires. Ces
résultats concordent avec les données publiées dans le vitiligo [131, 134], où la diminution
de CCN3 est associée à un détachement mélanocytaire. Les rôles de CCN3 dans la fonc-
tion du mélanocyte sont probablement multiples. L'équipe de Meenhard Herlin [131] a pu
montrer que l'expression de CCN3 était stimulée dans les mélanocytes en co-culture avec
des kératinocytes par rapport à des mélanocytes en monocouche. CCN3 inhibait la proli-
fération du mélanocyte mais stimulait indirectement son adhésion à la membrane basale
en augmentant l'expression du récepteur transmembranaire DDR1, qui se lie au collagène
IV de la lame basale. Ces résultats ont par la suite été con�rmés par des travaux de notre
équipe [134], montrant que l'inhibition de l'expression de CCN3 par une technique lenti-
virale (shARN) diminuait l'expression de DDR1 et l'adhésion du mélanocyte au collagène
IV. Le mécanisme par lequel CCN3 régule l'expression de DDR1 n'est pas connu. Etant
donné sa localisation nucléaire, on peut supposer qu'il agit comme co-facteur de trans-
cription. Cependant, CCN3 possède probablement d'autres rôles qui restent à déterminer
dans la fonction du mélanocyte. Nous avons fait l'observation d'un mélanocyte détaché
de l'assise basale

Par contraste, peu d'éléments sont disponibles sur le rôle de CCN3 dans le kératinocyte
in vitro ou in situ. On sait simplement que CCN3 est la protéine de la famille des CCN
la plus exprimée au niveau épidermique [130] et que son expression semble varier avec le
phototype et l'âge [135]. Au cours de nos travaux, nous avons constaté que CCN3 était
exprimé in situ de manière homogène dans l'ensemble des couches de l'épiderme (ce qui
avait déjà été noté par l'équipe de Rittié et collègues). Cependant, on note une grande
variabilité inter-individuelle de son expression, chez les patients ScS comme les contrôles
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sains. Ces disparités portent tant sur l'intensité d'expression de CCN3 que sur sa localisa-
tion (cytoplasmique, péri-nucléaire ou nucléaire). Nous avons pu mettre en évidence des
variations locales de la localisation intra-cellulaire de CCN3 au sein d'un même échan-
tillon, sans pouvoir corréler ces variations à une modi�cation de la pigmentation locale
ou bien une modi�cation de l'architecture épidermique ou dermique (Figure 4.1).

Figure 4.1 � Variations de la localisation intra-cellulaire de CCN3 (rouge) au sein d'une
même coupe (contrôle sain, bras, femme 42 ans). L'image correspondante en lumière
blanche est présentée pour indiquer le degré de pigmentation. On constate une expression
nucléaire de CCN3 au niveau des couches basales et une expression péri-nucléaire au
niveau des couches supérieures de l'épiderme.

Ainsi, le rôle exact de CCN3 dans la fonction des kératinocytes reste à déterminer. Au
cours de nos travaux, nous nous sommes attachés à rechercher si l'expression de CCN3
dans les kératinocytes pouvait être in�uencée par l'ET-1, puisque l'ET-1 est produite en
grande quantité par les kératinocytes et qu'elle fait partie des régulateurs de la trans-
cription des membres de la famille des CCN (Figure 1.19). In situ, nous avons pu mettre
en évidence une corrélation inverse de l'intensité d'expression d'ET-1 et de CCN3 dans
l'épiderme. Nous avons alors voulu corréler ces données à des données in vitro, et avons sti-
mulé des kératinocytes sains avec des doses croissantes d'ET-1 (allant de 0.5nM à 50nM).
Cependant, dans ces conditions expérimentales, nous n'avons pas pu mettre en évidence
de modi�cation d'expression de CCN3, que ce soit au niveau transcriptionnel (à 2 et 6
heures) ou au niveau protéique (à 48 heures).

Il a été montré dans une lignée d'ostéoblastes et de cellules musculaires que CCN3 interagit
avec la protéine Notch pour activer la voie de signalisation e�érente [169, 170]. Or, la
voie de signalisation Notch est essentielle à la di�érenciation kératinocytaire [171]. CCN3
pourrait ainsi jouer un rôle dans la di�érenciation des di�érentes couches de l'épiderme.
Ces données sont appuyées par le constat d'une expression di�érentielle de CCN3 dans
des kératinocytes en culture monocouche (Figure 4.2). Ici, la di�érence de localisation
intra-cellulaire ne semble pas liée à la taille du kératinocyte (qui peut être une indication
sur son statut de di�érenciation) ou sa position au sein de l'îlot. Elle pourrait être liée à
la progression de la cellule au sein du cycle cellulaire. Cependant, l'expression ubiquitaire
de CCN3 dans l'épiderme indique qu'il exerce probablement d'autres fonctions.

CCN3 pourrait également être impliqué dans l'adhésion kératinocytaire via l'interaction
avec la connexine 43. La connexine 43 est la protéine de jonction la plus abondante de
l'épiderme, produite par les kératinocytes, et est notamment impliquée dans la cicatrisa-
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Figure 4.2 � Marquage immunocytochimique de CCN3 (coloré par le VIP en violet)
dans des kératinocytes humains en culture monocouche. On constate que l'expression de
CCN3 peut être majoritairement nucléaire ou cytoplasmique en fonction des cellules, au
sein d'un même îlot.

tion cutanée [172]. Il a été montré dans une lignée cellulaire de gliome que son expression
induit l'expression de CCN3, avec lequel elle co-localise, et est capable d'interagir physi-
quement [162]. Cependant, il reste à déterminer les rôles potentiels de CCN3 lorsqu'il est
exprimé dans le noyau des kératinocytes.

Au total, les mécanismes d'action de CCN3 dans les cellules endothéliales et les kératino-
cytes, et plus largement dans l'homéostasie de la peau, sont mal connus. Nos travaux ont
cependant permis de préciser son rôle pro-angiogénique, ainsi que con�rmer son implica-
tion dans la fonction mélanocytaire.

L'ensemble de ces éléments souligne la di�culté d'étudier la protéine CCN3, tant au ni-
veau cellulaire (isoforme multiples, localisations intra-cellulaires variables) qu'au niveau
tissulaire (expression ubiquitaire obligeant à analyser des modi�cations d'expression de la
protéine par des analyses d'intensité d'expression). Bien qu'elle semble impliquée dans un
vaste panel de pathologies (obésité [115], maladies hématologiques [114], homéostasie car-
tilagineuse [113]...), son rôle précis dans chacune de ces pathologies reste incomplètement
élucidé. Cela tient sans doute en partie à sa régulation dynamique (y compris au cours du
développement) ainsi que ses spéci�cités cellulaires et tissulaires. De nombreux travaux
descriptifs puis mécanistiques restent à mettre en oeuvre pour comprendre l'étendue de
ses fonctions. A noter que les modèles murins appuient l'importance de cette protéine
dans le développement, puisqu'un knock-out total de CCN3 n'a jamais pu être obtenu à
l'heure actuelle (les tentatives ayant abouti à une létalité au stade embryonnaire) [173].

Nous avons également mis en évidence une franche diminution de la surface du derme
papillaire dans la peau des patients ScS, et ce quelle que soit la zone prélevée (�brotique
ou non). Plusieurs perspectives se dégagent de ce constat. Premièrement, la notion de
temporalité : cette modi�cation histologique est-elle présente précocément, dès l'état dit
� pré-sclérodermique � 1 ? Serait-ce même une particularité histologique propre aux pa-
tients à risque de développer une ScS ? Un élément de réponse pourrait être apporté par
l'étude de l'architecture dermique de patients � pré-sclérodermiques �, voire de membres
de la famille de patients atteints de ScS. Par ailleurs, ce mécanisme est-il lié à la ScS, ou

1. association d'un syndrome de Raynaud, d'auto-anticorps spéci�ques et d'anomalies capillarosco-
piques, sans que l'ensemble des critères diagnostiques de la ScS ne soit présent.
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à un trait physiopathologique commun à d'autres pathologies auto-immunes, telles que
la �brose, l'in�ammation ou la vasculopathie ? L'étude de coupes histologiques de peau
de patients atteints de pathologies voisines pourrait apporter des éléments de réponse,
telles que la morphée pour l'élément �brose, ou encore la maladie de Buerger (ou throm-
boangéite oblitérante) pour la vasculopathie. Dans notre travail, le nombre de biopsies
de patients atteints de morphée n'était pas su�sant pour permettre de trancher sur ce
point ; par ailleurs, la relative hétérogénéité des prélèvements en zone �brotique pour
ces patients (certains étant e�ectivement prélevés en zone �brotique, et d'autres en zone
dite péri-lésionnelle) diminuait encore la puissance de l'analyse. D'autres études avec un
e�ectif plus large sont souhaitables.

Le parallèle avec d'autres pathologies peut être étendu au mécanisme des troubles pig-
mentaires, comme le suggèrent nos résultats préliminaires concernant l'hypopigmentation
dans la ScS, évoquant un mécanisme similaire à celui du vitiligo. Cela vient renforcer la
possibilité d'utiliser CCN3 comme piste thérapeutique dans cette pathologie auto-immune
encore orpheline de traitement curatif. Cependant, d'autres études sont nécessaires a�n
notamment de préciser la régulation de CCN3 dans le derme de ces patients.

Sur le plan clinique, nous avons pu mettre en évidence une association statistique entre
l'hyperpigmentation et l'atteinte vasculaire chez les patients ScS, particulièrement la pré-
sence d'ulcères digitaux. Les indices faisant état d'un lien entre vaisseaux et pigmentation
sont nombreux. En pathologie, on peut citer le mélasma ou masque de grossesse [95], la
dermite ocre (manifestation liée à l'insu�sance veineuse des membres inférieurs), ou bien
encore le lentigo sénile [174].

Dans le contexte de cet axe endothélium-pigmentation épidermique, nous avons observé
un trait histologique curieux chez les patients ScS : la présence de pigment mélanique
spéci�quement autour des vaisseaux dermiques. Ce phénomène n'était présent que chez
des patients atteints simultanément de troubles pigmentaires et d'atteinte vasculaire. Nous
avons pu montrer que le pigment se trouvait parfois dans des mélanophages (macrophages
dermiques) grâce à un marquage CD68, mais parfois dans d'autres types cellulaires non
encore identi�és, voire en dehors des cellules. Il serait intéressant de déterminer quel type
cellulaire est responsable de la captation et du stockage de ce pigment. Etant donné sa
présence autour des vaisseaux, on pourrait imaginer un type cellulaire recruté par voie
sanguine lors d'une in�ammation, comme un mastocyte, ce qui serait aisément véri�able
par un marquage de la tryptase. Mais on pourrait également émettre l'hypothèse que le
pigment a été capté par des télocytes, cellules entourant la paroi externe des vaisseaux
dermiques [75]. Ces cellules, de par leur morphologie particulière - petit corps cellulaire
et longs prolongements cytoplasmiques - sont destinées entre autres aux échanges avec les
cellules et la matrice avoisinantes. Cependant, il a été montré que le nombre de télocytes
était réduit dans la peau des patients ScS [175]. L'hypothèse d'une éventuelle toxicité de
la mélanine pour ces cellules pourrait être testée. Malgré la mort cellulaire, la mélanine
peut par la suite rester autour des vaisseaux, à la manière d'un tatouage dermique.

La présence de pigment au niveau du derme pourrait être une des hypothèses expliquant
le type particulier d'hyperpigmentation présenté par certains patients ScS, ne ressemblant
cliniquement pas à un bronzage � classique �, mais plutôt à une hyperpigmentation ho-
mogène de couleur � cuivrée � (Figure 1.14). Cela pourrait également expliquer l'absence
de régression de cette hyperpigmentation. Ce constat histologique en apparence simple
pourrait ainsi être un facteur prédictif d'apparition de troubles pigmentaires et surtout
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d'une atteinte vasculaire. Il convient bien sûr de véri�er cette association dans une cohorte
plus large de patients. Cependant, si ce pro�l histologique venait à être con�rmé comme
prédictif d'un certain pro�l de patients, cela pourrait amener à surveiller plus étroitement
ces patients, plus à risque de développer une atteinte vasculaire.

Pour cela, deux principaux éléments sont nécessaires :

� la validation du critère � pigment autour des vaisseaux � comme critère standardisé
aisément identi�able à partir d'une biopsie cutanée simple ; pour cela, il convient
d'analyser sa reproductibilité intra- et inter-observateur, déterminer sa sensibilité
et sa spéci�cité a�n de le valider comme critère diagnostique ;

� la constitution d'une étude prospective se basant sur une plus large cohorte de
patients, a�n de déterminer si ce critère peut être prédictif d'une atteinte vasculaire
(et non simplement associé).

Si ces points sont validés, ce critère pourrait rentrer dans la composition d'un arbre dé-
cisionnel pouvant amener à réaliser des examens plus poussés de dépistage d'atteinte
vasculaire chez les patients présentant ce pattern particulier. En e�et, les complications
vasculaires comme l'hypertension artérielle pulmonaire sont souvent silencieuses à leurs
débuts, mais peuvent être dépistées précocément. La procédure habituelle est de prati-
quer une échographie cardiaque (examen non invasif mais à la sensibilité et spéci�cité
inférieures à l'examen de référence), et en cas de positivité, de réaliser un cathétérisme
cardiaque droit (examen invasif mais de référence). La présence de ce critère dans la peau
des patients ScS pourrait ainsi mener directement à la réalisation d'un cathétérisme car-
diaque droit, a�n de dépister précocément une hypertension artérielle pulmonaire et de
mettre en place un traitement adapté.
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CONCLUSION

Nos travaux mettent en avant l'importance de CCN3 dans la physiopathologie de la ScS,
particulièrement dans l'atteinte vasculaire et la survenue de troubles pigmentaires. Ils per-
mettent également de mieux comprendre les di�érents rôles de cette molécule, au niveau
cellulaire (adhésion des mélanocytes, migration des cellules endothéliales) et tissulaire
(épiderme et derme). Les di�érents mécanismes d'action de CCN3 sont cependant non
encore totalement élucidés, et sont probablement cellule et tissu-dépendants, ainsi qu'in-
�uencés par d'autres facteurs (microenvironnement). Néanmoins, CCN3 représente un
marqueur d'atteinte vasculaire et de troubles pigmentaires dans la ScS. D'autres travaux
restent à réaliser avant de pouvoir valider CCN3 comme cible thérapeutique dans la ScS.
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Patient Loca Fibrose Pigmentation Loca Fibrose Pigmentation Loca Fibrose Pigmentation

SSc-VISS-011 cuisse 0 0 avant-bras 2 1 bras 0 1

SSc-VISS-196 avant-bras 2 0,5

SSc-VISS-217 bras 0 0 avant-bras 2 1

SSc-VISS-218 cuisse 0 0 jambe 0 1

SSc-VISS-259 cuisse 0 0 jambe 1 0,5

SSc-VISS-003 bras 0 1 avant-bras 2 0,5

SSc-VISS-208 bras 0 0,5 avant-bras 1 0,5

SSc-VISS-189 bras 0 1 avant-bras 1 1

SSc-VISS-249 bras 0 1 avant-bras 1 0,5

SSc-VISS-279 bras 0 1 abdomen 3 0,5 abdomen 3 1

SSc-VISS-281 bras 0 0 avant-bras 1 0

SSc-VISS-253 bras 0 0 avant-bras 0 0

SSc-VISS-321 avant-bras 0 0

SSc-VISS-311 avant-bras 0 0

SSc-VISS-326 bras 0 0 avant-bras 2 0,5

SSc-VISS-327 bras 0 0 avant-bras 2 1

SSc-VISS-328 avant-bras 0 0

Zone non lésionnelle Zone lésionnelle 3e prélèvement

SSc-VISS-328 avant-bras 0 0

SSc-VISS-114 bras 0 0 avant-bras 1 1

SSc-VISS-087 avant-bras 1 1

SSc-VISS-112 avant-bras avant-bras

SSc-VISS-331 bras 0 1 avant-bras 0 0,5

SSc-VISS-335 avant-bras 0 0

SSc-VISS-342 bras 0 0 avant-bras 2 1

SSc-VISS-169 bras 0 0 bras 2 0,5

SSc-VISS-395 bras 0 0 avant-bras 2 1

SSc-VISS-421 cuisse 0 1 avant-bras 1 1

Table 4.1 � Caractéristiques des prélèvements e�ectués chez les patients ScS (dans l'ordre
de recrutement).
SSc-VISS- : numéro d'anonymisation dans la cohorte VISS. Loca : localisation du prélèvement.
Degré de �brose : établi selon les critères du score de Rodnan. Degré de pigmentation : 0 = pas
de troubles pigmentaires, 0,5 = hyper et hypopigmentation, 1 = hyperpigmentation.
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Implication de CCN3 (NOV) dans la vasculopathie et la pigmentation
cutanées de la Sclérodermie Systémique

Résumé : La Sclérodermie Systémique (ScS) est, malgré sa rareté, un enjeu majeur de santé publique de par sa morbi-
mortalité importante. Sa physiopathologie est encore en partie méconnue mais on sait qu'elle associe des manifestations
d'auto-immunité, d'atteinte des petits et gros vaisseaux et de �brose des tissus conjonctifs touchant l'ensemble des
organes. L'atteinte cutanée dans la ScS revêt une importance particulière, étant bien souvent un des premiers signes
cliniques permettant le diagnostic, ainsi qu'un marqueur de sévérité. On peut notamment observer, chez certains
patients, des troubles de la pigmentation.

Au cours de ce travail, nous nous sommes intéressés aux troubles pigmentaires dans la ScS et leur relation avec
l'apparition de la maladie. Dans un premier temps, nous avons recensé la présence des troubles pigmentaires dans
une cohorte locale de 239 patients et avons étudié leur association avec les di�érentes atteintes de la maladie. Nous
avons constaté que l'hyperpigmentation di�use était associée avec l'atteinte vasculaire de la ScS, particulièrement la
présence d'ulcères digitaux.

Par la suite, nous nous sommes intéressés aux bases moléculaires sous-tendant cette association. Les protéines de la
famille des CCN (CYR61 / CTGF / NOV) sont sécrétées dans la matrice extra-cellulaire, où elles prennent part à de
nombreux processus biologiques, tels que la régulation de la prolifération cellulaire, de l'adhésion, de la sécrétion de
collagène. Au sein de cette famille, CCN3 (ou NOV) est un candidat particulièrement intéressant dans le cadre du lien
entre vasculopathie et pigmentation, puisqu'il est impliqué à la fois dans l'angiogénèse et l'homéostasie de l'épiderme.
Nous avons étudié l'expression de CCN3 dans la peau de patients ScS présentant ou non des troubles pigmentaires,
par rapport à des contrôles sains. Nous avons observé que son expression était particulièrement diminuée au niveau
des vaisseaux dermiques in situ, ainsi que dans les cellules endothéliales in vitro, chez l'ensemble des patients. Nous
avons montré que l'inhibition de l'expression de CCN3 dans des cellules endothéliales saines altérait l'angiogénèse in

vitro, via une diminution de la migration cellulaire. Nous avons alors étudié l'expression de CCN3 dans l'épiderme
des patients ScS. Chez les patients présentant une hyperpigmentation, CCN3 était spéci�quement diminué dans les
mélanocytes et augmenté dans les kératinocytes par rapport aux patients sans troubles de la pigmentation.

Au total, CCN3 représente une piste thérapeutique prometteuse pour les patients ScS avec une atteinte vasculaire,
qui pourrait être dépistée précocément grâce à la présence d'hyperpigmentation.

Mots-clés : sclérodermie systémique, vasculopathie, pigmentation, protéines CCN, CCN3, NOV

Implication of CCN3 (NOV) in vasculopathy and pigmentation of
systemic sclerosis

ABSTRACT : Systemic Sclerosis (SSc) is a rare but potentially deadly connective tissue disease. Its pathophysiology
remains partly unknown but combines auto-immunity, small and large vessels involvement and �brosis of the connective
tissue, a�ecting all organs. Skin features are considered as diagnostic and prognosis markers and include for some
patients the presence of pigmentary disorders.

In this work, we looked into pigmentary disorders in SSc and their relationship with the pathophysiology of the
disease. First, we analyzed the presence of pigmentary disorders among a local cohort of 239 patients as well as their
association with systemic involvement in the disease. We have found that di�use hyperpigmentation was associated
with an increased risk of vascular involvement in SSc, particularly digital ulcers.

Then, we investigated the molecular basis behind this association. Proteins of the CCN (CYR61 / CTGF / NOV)
family are multimodular proteins secreted in the extra-cellular matrix, where they take part in numerous biological
processes, such as cell proliferation, adhesion, collagen secretion. Within this family, CCN3 (also called NOV) is a
promising candidate, being implicated both in angiogenesis and epidermal homeostasis. We studied CCN3 expression
in the skin of SSc patients presenting or not pigmentary disorders, as compared to healthy controls. We found that
CCN3 expression was particularly decreased in the dermal vessels in situ, as well as in endothelial cells in vitro.
CCN3 inhibition in endothelial cells resulted in altered angiogenesis in vitro, through a decrease in cell migration.
We also studied CCN3 expression in SSc epidermis. SSc patients presenting hyperpigmentation exhibited decreased
CCN3 in their melanocytes as well as increased CCN3 in their keratinocytes, compared to patients without pigmentary
disorders.

Overall, CCN3 represents a promising therapeutic lead for SSc patients with vascular involvement, which could be
spotted early thanks to the presence of hyperpigmentation.
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