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1. La place des macrophages dans la fibrose tissulaire 

1.1. La fibrose tissulaire 

La fibrose est une pathologie tissulaire caractérisée par une accumulation de MEC 

(Matrice Extra Cellulaire) au niveau du tissu conjonctif d’un organe. Dans les stades fibrotiques 

les plus avancés, cet excès matriciel entraine le durcissement du tissu touché et sa défaillance 

progressive. La fibrose se développe généralement suite à lésion tissulaire persistante, 

chronique, ou qui impacte très fortement l’intégrité du tissu. En effet, dans le cadre d’une 

simple blessure légère, l’inflammation qui se met en place est résolue en quelques jours. Elle 

laisse alors place à un environnement pro-cicatriciel, caractérisé par une activation modérée 

des fibroblastes et leur dépôt de MEC. Après formation du néo tissu, les cellules immunitaires 

ayant permis de réguler la cicatrisation sont rapidement éliminées, de même que les 

myofibroblastes. Le tissu retrouve ainsi son intégrité et ses propriétés biologiques, et ce après 

seulement quelques semaines1. Dans le cadre d’une lésion importante ou persistante, la mise 

en place d’une inflammation chronique est susceptible d’entrainer une pertubation de la 

régénération tissulaire. L’activation des fibroblastes devient alors permanente, et les 

composants de la MEC s’accumulent en quantité excessive2,3. On observe en conséquence la 

formation d’un tissu fibrotique, composé d’un agrégat de matrice, myofibroblastes et cellules 

immunitaires, qui ensembles entrainent le déclin de l’organe et son dysfonctionnement4,5.  

Comme illustré dans la Figure 1, les maladies fibrotiques sont susceptibles de toucher 

de nombreux organes (peau, cœur, rein, poumons, foie …). On distingue alors les maladies 

fibrotiques systémiques, qui ont une atteinte généralisée (sclérodermie, sclérose systémique), 

des maladies plus localisées, touchant un organe précis (fibrose pulmonaire idiopathique, 

hépatite C, fibrose rénale induite par l’auto-immunité, chéloïdes …)6,7. Véritable problème de 

santé publique, la fibrose serait responsable de plus de 40% des décès dans les pays 

développés ; un chiffre surpassant celui de la mortalité liée aux cancers et aux maladies cardio 

vasculaires2,4. 
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Les mécanismes conduisant au développement de la fibrose sont maintenant de mieux 

en mieux décrits, notamment depuis la généralisation de techniques de screening comme les 

GWAS (Genome Wide Interaction Study - Etude des interactions à l'échelle du génome), la 

protéomique ou encore le single cell RNA sequencing. La fibrogénèse a pu ainsi être décrite 

comme liée à un système complexe, impliquant les fibroblastes, leur environnement 

immunitaire, inflammatoire et matriciel.  

Dans les sections suivantes, nous détaillerons tout d’abord l’état de l’art concernant le 

rôle des macrophages dans le développement de la fibrose tissulaire. Nous ferons ensuite le 

focus sur la maladie chéloïdienne, ses caractéristiques cliniques et les différents facteurs 

influençant son développement. Nous réaliserons une synthèse des connaissances des 

mécanismes liés à la pathogénèse des chéloïdes, en mettant en lumière le rôle des 

macrophages dans l’axe « immunité-fibroblastes-fibrose ». Enfin, une dernière partie sera 

dédiée aux modèles expérimentaux actuellement utilisés pour l’étude des chéloïdes.  

Figure 1 : Maladies fibrotiques ayant des atteintes systémiques ou localisées 

D’après Alexa. J. Cohen et al, Keloid Disorder: Genetic basis, Gene Expression Profiles, and Immunological Modulation of the 

Fibrotic Processes in the Skin, Cold Spring Harbor perspectives in Biology, 2023. 
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1.2. Les macrophages  

1.2.1. Histoire et hétérogénéité 

Les macrophages ont été décrits pour la première fois dans le cadre de la découverte 

du processus de phagocytose par Ilya Mechnikov and Paul Ehrlich, détenteurs du prix Nobel 

de médecine et physiologie 19088. Leur découverte de « cellules capables d’engloutir et 

d’éliminer » une épine de rose préalablement greffée dans des larves d’étoiles de mer a 

révolutionné la compréhension des mécanismes de défense de l’organisme. Ce phénomène a 

ensuite été observé par les deux scientifiques dans d’autres espèces, avant d’être proposé 

comme l’un des mécanismes de défense majeurs du corps humain. Ce processus nommé 

« phagocytose » est caractérisé par l’implication de cellules appelées « phagocytes », dont 

font partie les macrophages.  

Cellules de l’immunité innée et d’origine myéloïde, les macrophages sont présents 

dans tous les organes et participent à de nombreux processus immunitaires permettant de 

maintenir l’homéostasie du corps9. Ils peuvent être résidents dans les tissus10,11, ou se 

différencier à partir des monocytes circulants provenant de la moelle osseuse12. Comme 

suggéré par Mechnikov et Erlich, leur principal rôle est l’ingestion et l’élimination de 

pathogènes et/ou de déchets cellulaires au cours du processus de phagocytose. Suite à cette 

phagocytose, les macrophages sont capables de présenter des peptides antigéniques aux 

cellules de l’immunitée innée, comme les neutrophiles et cellules lymphoïdes, via des TLR (Toll 

Like Receptors – Récepteurs de type toll-like)13.  

Les macrophages sont caractérisés par leur grande plasticité et par les différents 

phénotypes qu’ils peuvent adopter. Leur polarisation est modulée par le microenvironnement 

dans lequel ils évoluent, et également entre les différents tissus (cellules de Kupffer dans le 

foie14, cellules de Langerhans dans la peau15, macrophages alvéolaires dans le poumon16, 

cellules microgliales dans le cerveau17 …). Cette plasticité leur confère un rôle essentiel dans 

le maintien de l’homéostasie, et font des macrophages une cellule clé dans l’orchestration et 

la résolution de l’inflammation9.  

Eu égard à leur plasticité et leur diversité d’action, les macrophages ont été classés 

selon plusieurs phénotypes distincts. La première classification a été réalisée dans les années 

199018, et admettait la présence de deux types de macrophages : ceux permettant la défense 
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contre les pathogènes, activés par le LPS (LipoPolySaccharide - Lipopolysaccharide) et l’IFNγ 

(Interferon gamma – Interféron gamma), et ceux possédant un rôle dans la réparation 

tissulaire, l’angiogénèse et la prolifération cellulaire, activés par l’IL-4 (« IL » : Interleukin – 

Interleukine)18,19. Ces deux principaux types de macrophages sont encore décrits aujourd’hui, 

en tant que : 

� Macrophages « classiquement activés », décrits comme pro-inflammatoires et 

anti-tumoraux, appelés M1. 

� Macrophages « alternativement activés », plutôt anti-inflammatoires et pro-

cicatriciels, appelés M2.  

Cette classification, bien qu’étant encore celle majoritairement utilisée dans les publications 

scientifiques, a depuis été précisée, notamment par la distinction de plusieurs sous-types de 

macrophages M2, nommés M2a, M2b, M2c et M2d18,20 .  

Aujourd’hui, la complexité et la forte variabilité phénotypique des macrophages dans 

les différents tissus et pathologies incitent de plus en plus à manipuler avec précaution les 

termes de « M1 » et de « M2 ». Plusieurs équipes de recherche ont récemment employé 

d’autres façons de décrire les sous-populations de macrophages, selon leur rôle dans le tissu 

(« SAMac » Scar-Associated Macrophages21, « TAM » Tumor-Associated Macrophages22 …), 

les cytokines induisant leur différentiation23–26, ou même très récemment selon leur profil 

d’auto-fluorescence27. Afin de s’accorder avec la majorité des articles publiés jusqu’alors, nous 

employerons dans ce manuscrit la classification classique décrite en détail ci-dessous, et basée 

sur la distinction entre M1 et M2.  

Comme présenté en Figure 2, les sous-types de macrophages sont généralement 

définis par les cytokines permettant leur polarisation, par leur expression de marqueurs 

d’activation, leur sécrétome, mais également par leur rôle au sein des tissus. Les macrophages 

de type M1 sont principalement activés par l’IFNγ, le TNF (Tumor Necrosis Factor – Facteur de 

nécrose tumorale) et les DAMP (Damaged Associated Molecular Pattern – Motifs moléculaires 

associés aux dommages), et expriment les marqueurs de co-stimulation CD80 et CD86. Ils 

synthétisent des cytokines pro-inflammatoires en grande quantité, notamment l’IL-1β, l’IL-6 

et le TNFα. Les macrophages de type M2, qui sont anti-inflammatoires, sont classiquement 

divisés en 4 groupes, nommés M2a, M2b, M2c et M2d. Les macrophages de types M2a, 
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impliqués dans le remodelage tissulaire et la fibrose, sont principalement induits par l’IL-4 et 

l’IL-13, et expriment le marqueur membranaire CD206. Ils sécrétent des cytokines pro-

fibrotiques et anti-inflammatoires, notamment l’IL-10 et le TGF-β1 (Transforming Growth 

Factor Beta 1 – Facteur de croissance transformant bêta 1). Les macrophages induits par les 

complexes immuns et le LPS, nommés M2b, sont impliqués dans la régulation de 

l’inflammation, et sécrétent plusieurs cytokines pro-inflammatoires, comme l’IL-1β et le TNFα, 

mais également des cytokines pro-résolutives comme l’IL-10. Les M2c possèdent un rôle dans 

la phagocytose et dans le processus de cicatrisation. Ils sont activés par les glucocorticoïdes et 

par des cytokines pro-fibrotiques comme l’IL-10 et le TGF-β, et produisent ces mêmes 

cytokines. Enfin, les M2d sont activés par les agonistes du TLR et produisent de l’IL-10, du TGF-

β et du VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor – Facteur de croissance de l’endothélium 

vasculaire). Ils possèdent des capacités pro-angiogéniques et pro-tumorales18,28,29. 

Figure 2 : Les différentes populations de macrophages classiquement décrites, facteurs d’induction et phénotypes 

IFN : interféron, IL : interleukine, TNF : facteur de tumeur nécrosant, PAMP : motifs moléculaires associés aux pathogènes, 

HLA-DR : isotype DR de l’antigène leucocytaire humain, TLR : récepteur de type Toll-like, iNOS : oxyde nitrique synthase 

inductible, CXCL : ligand de chémokine à motif C-X-C, IGF : facteur de croissance dépendant de l’insuline, TGF-β : facteur de 

croissance transformant bêta, CCL : ligand de chémokine, CCR : récepteur de chimiokine, VEGF : facteur de croissance 

endothélial vasculaire. 

Modifié de Kozo Nakai, Multiple roles of macrophages in skin, 2021, Journal of Dermatological Science. 

Schéma réalisé avec Biorender®. 
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1.2.2. Place des macrophages dans la réparation tissulaire  

En réponse à une lésion tissulaire, le processus de cicatrisation physiologique se 

caractérise par une transition orchestrée des macrophages entre le stade inflammatoire à 

prédominance M1, et le remodelage du néo-tissu caractérisé par la présence importante de 

M2 (Figure 3)30.  

Durant la phase inflammatoire de la cicatrisation, les macrophages acquièrent un 

phénotype pro-inflammatoire et anti-microbien (M1) en réponse à l’IFNγ et aux signaux de 

dangers présents dans leur environnement [DAMP, PAMP (Pathogen-Associated Molecular 

Pattern – Motifs moléculaires associés aux pathogènes)]. Ils vont alors synthétiser de l’IL-8 qui 

permettra le recrutement et l’activation des neutrophiles31. Les macrophages permettront 

également de phagocyter les agents pathogènes, puis les neutrophiles, lors de la phase de 

résolution32. Les macrophages de type M1 jouent également un rôle important de façon 

Figure 3 : Cinétique d’intervention des macrophages de type M1 et M2 dans le processus de cicatrisation physiologique 

Les macrophages de type M1 pro-inflammatoires sont majoritaires durant les phases précoces (homéostase et inflammation). 

Par la suite, lors des phases de résolution et de remodelage, les macrophages de type M2 pro-cicatriciels permettent d’activer 

les fibroblastes, et contribuent ainsi à la formation d’un nouveau tissu sain.  

Modifié de Harris et al, Neutrophil–macrophage cooperation and its impact on tissue repair, Immunology and Cell Biology, 

2019 

Schéma réalisé avec Biorender®. 
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directe sur le remodelage de la MEC provisoire, puisqu’ils synthétisent des MMPs (Matrix 

Metalloproteases - Métalloprotéases matricielles), leur permettant de digérer le thrombus 

pour faciliter leur migration33.  

Suite à l’intervention des lymphocytes, et notamment des Th2 (Lymphocyte T helper 2 

– Lymphocytes T auxiliaires), producteurs d’IL-4 et d’IL-13, le phénotype des macrophages va 

être orienté vers un profil M2, favorisant le remodelage et la résolution de l’inflammation34. 

Durant la phase de remodelage, ces macrophages de type M2 phagocytent les 

myofibroblastes présents sur le site de la plaie et entrés en apoptose. Ils permettront ainsi de 

façon indirecte de stopper le dépôt de MEC au sein de la plaie, et de conduire à une 

cicatrisation physiologique. Les macrophages induits par l’IL-10 (M2c) pourraient également 

médier la dégradation de la MEC en synthétisant des MMPs durant la phase de remodelage35. 

Les M2 produisent également du VEGF, qui permet d’induire la vascularisation du néo-tissu36.  

La perturbation de cet équilibre entre les différentes phases de la réparation tissulaire 

peut conduire à une inflammation chronique et non résolue, qui engendre une sur-activation 

des fibroblastes. Ceux-ci déposent en réponse des quantités abbérantes de matrice 

extracellulaire, qui induisent la formation d’un tissu fibreux pathologique.  

1.3. L’implication des macrophages dans la fibrose tissulaire 

1.3.1. Rôle général des macrophages dans la fibrose 

Le rôle clé des macrophages dans la fibrose a été démontré par de nombreuses équipes 

de recherche au cours des dernières années. Malgré tout, des interrogations persistent quant 

à leur effet différentiel dans certaines pathologies fibrotiques. Plusieurs études ont suggéré 

que ces différences dans le rôle des macrophages pourraient être inhérentes à leur 

phénotype, à l’organe dans lequel ils évoluent, ou encore à leur cinétique d’implication dans 

la fibrose.  

Plusieurs études in vivo ont par exemple montré qu’une déplétion totale des 

macrophages permettrait de limiter la progression de la fibrose tissulaire au niveau rénal37–40, 

pulmonaire41,42, hépatique43 et cutané44–46, suggérant leur potentiel pro-fibrotique. Deux 

études publiées dans les années 2000 ont complété ces résultats, en investiguant la cinétique 

d’implication des macrophages dans le développement de la fibrose. Les auteurs ont alors 
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montré que que la déplétion des macrophages durant l’initiation du processus de cicatrisation 

limitait son développement47,48, probablement en médiant l’apoptose des fibroblastes au sein 

du tissu1. Les macrophages pro-inflammatoires présents en abondance durant la phase 

précoce seraient en effet requis pour la mise en place des phases terminales du processus de 

cicatrisation47. Une déplétion tardive des macrophages induirait en revanche un état de 

fibrose prolongé, dans lequel les fibroblastes survivraient et induiraient l’accumulation de 

MEC au sein du tissu48. 

Le rôle différentiel des macrophages de type M1 et M2 dans le développement de la 

fibrose a également largement été rapporté. En effet, plusieurs revues de la littérature ont 

admis que les macrophages de type M2 présenteraient un profil pro-fibrotique, via la synthèse 

de nombreux médiateurs pro-cicatriciels comme le TGF-β, le PDGF (Platelet-Derived Growth 

Factor – Facteur de croissance dérivé des plaquettes), le TNF-α, l’IGF-1 (Insulin-like Growth 

Factor-1 – Facteur de croissance analogué à l’insuline-1), CCL17 ou l’IL-10. Ensembles, ces 

cytokines permettraient d’induire la prolifération des fibroblastes et leur synthèse matricielle, 

induisant le développement d’une fibrose49–54. A l’inverse, les macrophages de type M1 pro-

inflammatoires sont quand à eux décrits comme plutôt anti-fibrotiques, via la synthèse de 

MMPs induisants la dégradation de la MEC55–57. 

Cette catégorisation de l’activité distincte entre les M1 et les M2 est à considérer de 

façon modérée, dans la mesure où leur activité pourrait différer selon les organes et la 

pathologie étudiée. Plusieurs études ont notamment suggéré un effet anti-fibrotique des 

macrophages de type M2 au niveau cardiaque, qui serait médié par leurs capacités anti-

inflammatoires58–61. Certaines équipes ont quant-à elles montré que les M1 posséderaient des 

capacités pro-fibrotiques, sans pour autant préciser les mécanismes moléculaires 

impliqués61,62. Lis-Lopez et ses collaborateurs ont même montré que la déplétion des 

macrophages de type M1 pouvait atténuer la fibrose pulmonaire63. Les auteurs ont alors 

supposé que la déplétion des M1 dimunerait le stock de macrophages pouvant être polarisés 

en M2 durant la fin du processus cicatriciel. La faible présence de macrophages pro-fibrotiques 

au sein du tissu permettrait ainsi de freiner le développement de la fibrose. Le rôle fibro-

modulateur des macrophages est donc encore aujourd’hui sujet à de nombreuses 

interrogations et présente un fort potentiel de recherche.  
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1.3.2. Interactions entre macrophages et fibroblastes 

Grâce aux récentes études mèlant modélisation mathématique et transcriptomique, 

plusieurs voies de communications et interactions impliquants fibroblastes et macrophages 

ont été mis en évidence dans les tissus fibrotiques1,64. Une de ces études a notamment 

suggéré l’existence d’un réseau entre fibroblastes et macrophages dans la fibrose rénale, qui 

serait caractérisé par trois états s’équilibrant au cours du temps : un état de cicatrisation, et 

deux états de fibrose1. L’état de cicatrisation serait caractérisé par une production régulée de 

MEC, tandis que les états de fibrose seraient associés à sa forte production ainsi qu’à la 

présence (fibrose dite « chaude ») ou l’absence (fibrose dite « froide ») de macrophages1. La 

modélisation réalisée par les auteurs soutenait que la limite entre l’état de guérison et la 

formation d’une fibrose était fine, et qu’elle pouvait être franchie même dans ce modèle 

impliquant uniquement fibroblastes et macrophages. L’activation mutuelle des deux types 

cellulaires suffirait ainsi à l’installation d’une fibrose tissulaire, même si des preuves in vitro et 

in vivo doivent encore confirmer cette hypothèse.  

A la fin des années 2000, l’interaction entre fibroblastes et macrophages dans les 

maladies fibrotiques a été suggérée par la proximité physique des deux types cellulaires au 

sein des tissus65. Des études in vivo et in vitro ont en parallèle permis de mettre en avant les 

principaux médiateurs de la communication entre macrophages et fibroblastes au sein des 

tissus fibrotiques. Certains, et notamment le TGF-β, le PDGF, le CSF-1, le SDF-1, le MCP-1 et 

l’IL-6, possèdent un rôle central dans la communication entre les deux types cellulaires. Nous 

allons expliciter de façon synthétique le rôle de ces molécules dans les sous-sections 

suivantes. 

1.3.2.1. Le TGF-β : master régulateur de la fibrose tissulaire 

Le processus de cicatrisation physiologique est finement régulé par de nombreux 

facteurs de croissance et cytokines permettant son initiation ou sa régulation. Parmi ces 

facteurs, le TGF-β initie la réparation tissulaire via son effet inducteur sur la synthèse des 

composants de la MEC. Sa surproduction peut néanmoins entrainer un dépôt excessif de tissu 

cicatriciel et mener au développement d’une fibrose, comme c’est le cas dans de nombreuses 

pathologies66, et également dans les chéloïdes67.  
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Le TGF-β est un polypeptide appartenant à une superfamille de plus de 30 protéines 

dont font partie les 3 isoformes du TGF-β, nommées TGF-β1, TGF-β2 et TGF-β3. Les 3 

isoformes ont des rôles distincts dans la cicatrisation : les TGF-β1 et 2 promeuvent la fibrose 

et la formation de cicatrices, alors que le TGF-β3 pourrait être capable d’induire, comme de 

réduire, la taille des cicatrices68. Le TGF-β, et en particulier le TGF-β1, est un médiateur clé de 

la fibrose tissulaire dans de nombreux organes, et permet de stimuler la synthèse et la 

sécrétion du collagène68.  

Le TGF-β est synthétisé par de nombreux types cellulaires, et est sécrété sous sa forme 

latente et inactive, nommée L-TGF-β (Latent-TGF-β – TGF-β latent)67. Le L-TGF-β est alors 

incapable de se fixer à ses récepteurs, de par sa liaison au peptide associé à la latence (Latency-

Associated PeptideI ou LAP) qui crée un encombrement stérique important. Un clivage 

protéolytique entre les acides aminés 278 et 279 du L-TGF-β est alors nécessaire pour libérer 

le TGF-β sous sa forme active69 et rendre possible sa liaison aux récepteurs. 

Les TGF-βRI et TGF-βRII (TGF-β Receptors) sont les plus actifs, et sont directement 

impliqués dans la transduction du signal médié par le TGF-β. Le TGF-βRIII, aussi appelé 

bêtaglycane, et l’endogline, qui sont les deux autres récepteurs, permettent de présenter des 

ligands aux récepteurs I et II, et aident ainsi à la transduction du signal. Durant ce phénomène, 

le TGF-β se lie au TGF-βRII, qui s’active et phosphoryle le TGF-βRI auquel il est lié. Le TGF-βRI 

active alors une voie de communication intracellulaire en phosphorylant les protéines Smad 

dans diverses combinaisons, qui à leur tour stimulent la transcription génique (Figure 4). Cette 

voie de signalisation du TGF-β passant par les Smad peut être inhibée par les protéines Smad 

6 et 7, ainsi que par l’ubiquitination de Smad367. Il existe une voie du TGF-β parallèle à celle 

passant par les protéines Smad, appelée Smad-indépendante ou non-Smad (Figure 4). Cette 

voie fait intervenir de nombreuses protéines intracellulaires appartenant à des voies de 

signalisation bien décrites, comme ERK/MAPK, NF-κB, p38, JNK ou encore PI3K/AKT/mTOR70.  

Cytokine pro-fibrotique par excellence71, le TGF-β permet d’induire in vitro la transition 

des fibroblastes en myofibroblastes, exprimant l’α-SMA (α-Smooth Muscle Actin – Actine α du 

muscle lisse), le collagène de type I et la fibronectine66,70. Cette cytokine est largement 

sécrétée par les macrophages de type M272–74, et a été montrée comme indispensable dans 

la mise en place de la fibrose. Dès les années 1980, Khalil et son équipe ont en effet montré 
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que le pic de TGF-β détecté dans le poumon des souris après injection de bléomycine était 

majoritairement localisé dans les macrophages, et précédait le dépôt de collagène tissulaire75. 

Une vingtaine d’année plus tard, McCormick et son équipe ont montré que l’inhibition du TGF-

β par injection systémique d’anticorps bloquant permettait de réduire significativement la 

fibrose cutanée et pulmonaire dans un modèle de GvHD (Graft VS Host Disease – Maladie du 

greffon contre l’hôte)76. Plus récemment, le développement des souris knockout a permis de 

montrer que des souris déficientes en protéines Smad ou en récepteurs au TGF-β étaient 

protégées contre le développement de la fibrose rénale77–80, pulmonaire81 et cardiaque82. Le 

TGF-β sécrété par les macrophages participerait également au maintien, au recrutement et à 

l’activation de ces derniers, formant une boucle d’amplification de la fibrose au sein des 

tissus83,84. 

1.3.2.2. Le PDGF, activateur des fibroblastes 

Les macrophages, au-delà de leur synthèse de TGF-β, produisent également un autre 

facteur pro-fibrosant permettant l’activation des fibroblastes : le PDGF (Platelet-Derived 

Figure 4 : Représentation schématique de la signalisation du TGF-β Smad et non-Smad 

D’après Peng et al, Targeting TGF-β signal transduction for fibrosis and cancer therapy, Molecular Cancer, 2022 
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Growth Factor – Facteur de croissance dérivé des plaquettes)72–74. Ce facteur de croissance 

est décrit pour induire la prolifération des fibroblastes, leur activité métabolique globale ainsi 

que leur synthèse matricielle85–87. Le PDGF a été montré comme surexprimé dans la fibrose 

pulmonaire chez l’Homme74 et chez la souris88, de façon générale mais également de façon 

plus spécifique, dans les macrophages73. De plus, il a été montré qu’une mutation du PDGFR 

(PDGF Receptor – Récepteur au PDGF) induirait une fibrose au niveau du tissu adipeux chez la 

souris, suggérant son rôle important dans le développement de la fibrose89. La synthèse de 

PDGF peut également être assurée par les myofibroblastes dans une boucle autocrine, qui 

leur permet de survivre et de se développer même en l’absence d’autres facteurs de 

croissance90,91. 

1.3.2.3. Rôle de CXCL12/SDF-1 

CXCL12, également appelé SDF-1 (Stromal cell-Derived Factor 1 – Facteur 1 dérivé des 

cellules stromales) est un facteur produit par les macrophages et dont le récepteur, nommé 

CXCR4, est principalement exprimé par les fibroblastes et les cellules endothéliales92. Le 

couple CXCL12/CXCR4 a été largement rapporté comme impliqué dans la fibrose tissulaire93–

96. Il a notamment été montré que CXCR4 était indispensable dans la régulation de la 

cicatrisation, puisque sa déplétion entrainait le développement d’HTS (HyperTrophic Scars – 

Cicatrices hypertrophiques) dans un modèle murin de cicatrisation cutanée97. Ce phénomène 

était inversé par la ré-implantion de fibroblastes CXCR4+ actifs au sein de la plaie98. A l’inverse, 

plusieurs études avaient suggéré l’effet pro-fibrotique des protéines CXCL1299 et CXCR4100, 

leur déplétion étant capable de protéger contre la fibrose. 

Bien que ces études suggèrent le rôle important de l’axe CXCL12/CXCR4 dans la fibrose 

tissulaire, les mécanismes moléculaires mis en jeu dans son activité n’ont pour l’instant pas 

été décrits. 

1.3.2.4. Rôle du M-CSF/CSF-1 

Au sein du réseau fibroblastes/macrophages décrit dans la fibrose, les myofibroblastes 

sont une source primordiale de M-CSF/CSF-1 (Macrophage-Colony Stimulating Factor – 

Facteur de stimulation des colonies de macrophages ou Colony Stimulating Factor-1 – Facteur 

de stimulation des colonies 1), un facteur indispensable à la survie des macrophages72,101–103. 

Le rôle du M-CSF dans le devenir des macrophages a été mis en évidence dans un modèle 
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murin en 1990, qui montrait que sa déplétion entrainait une perte de la population 

macrophagique au sein des souris104. Le rôle des fibroblastes dans la synthèse de M-CSF avait 

par la suite été confirmé par le biais de souris présentant des fibroblastes knockout pour le M-

CSF, qui s’averaient elles-aussi être dépourvues de macrophages au sein de la rate105. Dans le 

cadre de la fibrose, il a été montré que l’inhibition du récepteur au M-CSF protège les souris 

contre le développement de la fibrose pulmonaire106 et rénale107, probablement en réduisant 

l’infiltration des macrophages de type M2 Ly6C+ 107.  

1.3.2.5. Rôle de MCP-1/CCL2 

MCP-1 (Monocyte Chemoattractant Protein 1 – Protéine chimioattractante des 

monocytes 1), aussi appelé CCL2, est une cytokine ayant un pouvoir chimioattractant sur 

certains types de cellules immunitaires108. Son récepteur principal, nommé CCR2, est 

fortement exprimé sur les macrophages. En médiant la chimioattraction des macrophages, la 

protéine MCP-1 semble avoir un rôle majeur sur le développement de la fibrose tissulaire. Des 

souris knockout pour CCR2 présentaient en effet des perturbations dans l’ensemble des 

étapes de cicatrisation. Ce phénomène était associé à un infiltrat de macrophages Ly6Chigh 

moins important, et à une diminution des quantités d’IL-1β et de TNF-α109. La greffe de 

monocytes dans ces souris knockout permettait néanmoins de ré-instaurer une cicatrisation 

normale, suggérant la présence indispensable des macrophages pour la bonne évolution de la 

cicatrisation. Une autre étude a également montré que chez des souris déficientes en MCP-1, 

l’injection de bléomycine entraine le développement d’une fibrose moins profonde que dans 

les souris témoins110.  

1.3.2.6. Rôle de l’IL-6 

L’IL-6 est une cytokine pro-inflammatoire pouvant être sécrétée par plusieurs types 

cellulaires, en particulier les macrophages de type M1. Des taux élevés d’IL-6 sont retrouvés 

dans de nombreuses maladies inflammatoires à caractère fibrotique, et son mode action a été 

suggérée comme passant par l’activation de la voie JAK/Stat111. 

Le rôle de l’IL-6 dans la communication entre fibroblastes et macrophages dans la 

fibrose a été largement relevé chez l’Homme comme chez la souris. La synthèse d’IL-6 par les 

macrophages, de façon autocrine, serait capable d’induire leur activité pro-fibrotique, dans 

un modèle murin de fibrose induite à la bléomycine112. De plus, dans des fibroblastes de 
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patients atteints de SSc (Systemic Sclerosis - Sclérose systémique), le traitement par 

Tocilizumab, un anticorps bloquant anti-IL-6Rα, entrainait la diminution d’expression de 

marqueurs pro-fibrotiques comme le collagène de type I, l’α-SMA et le CTGF (Connective 

Tissue Growth Factor – Facteur de croissance du tissu conjonctif)113. 

1.3.2.7. Echappement des fibroblastes à la phagocytose 

Enfin, il a récemment été suggéré que dans les maladies fibrotiques, les fibroblastes 

pourraient échapper à la phagocytose par les macrophages via leur expression d’un « don’t 

eat me » signal nommé CD477,114. En échappant à ce processus, les fibroblastes persistent de 

façon plus pérène au sein de la plaie, où ils exerçent leur activité pro-fibrotique115. Il a en effet 

été montré que le blocage de la protéine CD47 entrainait la réversion de la fibrose dans un 

modèle de sclérodermie, confirmant son rôle dans le maintien de la fibrose cutanée115.  

1.4. Un sous type de macrophages associé à la fibrose, les SAMacs 

La distinction entre l’effet des M1 et M2 dans la fibrose étant parfois sujette à 

controverses, plusieurs études ont cherché à distinguer des marqueurs de macrophages 

permettant d’identifier une population spécifique aux tissus fibrotiques. 

En ce sens, une revue publiée par Bhattacharya et Ramachandran dans Nature 

Immunology a très récemment décrit un sous-type de macrophages associées à la fibrose, 

nommé « SAMacs » (Scar-Associated Macrophages – Macrophages associés aux cicatrices), 

qui seraient présent dans de nombreux organes fibrosés (Figure 5). Contrairement aux 

macrophages résidents, les SAMacs, qui sont issus de la différenciation des monocytes 

circulants, présentent un profil transcriptomique semblable entre les différents tissus. Les 

marqueurs TREM2, CD9, SPP1, GPNMB et FABP5, ont ainsi été identifiés comme les 5 

marqueurs clés de cette population macrophagique chez l’Homme21.  

� TREM2 (Triggering receptor expressed on myeloid cells 2 - Récepteur de 

déclenchement exprimé sur les cellules myéloïdes-2), une protéine impliquée dans la 

différentiation ostéoblastique, est un récepteur de DAMPs116.  

� CD9, un marqueur de la lignée hématopoiétique, est une protéine membranaire 

pouvant être associée à de nombreuses intégrines comme CD19, et permettrait de 

réguler la prolifération et la motilité des cellules117.  
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� SPP1 (Secreted Phosphoprotein 1 – Phosphoprotéine sécrétée-1), le gène codant 

l’ostéopontine, est un marqueur de macrophage associé à leur infiltration, et 

principalement associé au phénotype M2118. 

� GPNMB (Glycoprotein Non-metastatic Melanoma protein B - Glycoprotéine de la 

protéine B du mélanome non métastatique) est une protéine transmembranaire 

associée aux macrophages de type M2119, impliquée dans l’adhésion cellulaire, la 

migration et la prolifération120. 

� FABP5 (Fatty-Acid Binding Protein 5 – Protéine de liaison aux acides gras 5) est un 

transporteur d’acides gras associé à la fibrose dans plusieurs organes121,122, membre 

de la voie de signalisation PPAR. 

Ces SAMacs ont été décrits comme activés par le GM-CSF (Granulocyte/Macrophage-

Colony Stimulating Factor – Facteur stimulant des colonies de granulocytes et de 

macrophages), le TGF-β1 et l’IL-17A, et ce in vitro et in vivo123. De nombreuses études ont 

montré que les SAMacs étaient localisés à proximité des fibroblastes producteurs de 

MEC88,123–125, au sein de « niches fibrotiques »21. Les interactions entre SAMacs et fibroblastes 

seraient alors médiées par des facteurs produits par les macrophages, comme SPP1, l’IL-1β, le 

PDGF ou AREG (Amphiregulin – Amphiréguline). En se fixant sur leurs récepteurs au niveau 

des fibroblastes, ces médiateurs joueraient ainsi sur la régulation des fonctions cellulaires des 

fibroblastes, et induiraient une sur-production pathologique de collagène21,126. Les 

fibroblastes activés développeraient alors une boucle d’activation autocrine, via leur synthèse 

de PDGF. Leur production de MCP-1/CCL2 permettrait d’induire la chimioattraction des 

monocytes, médiant la persistance des SAMacs au sein du tissu21.  
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___________________________________________ 

   

Figure 5 : Macrophages associés aux cicatrices et à la fibrose : les SAMacs 

Les SAMacs (Scar-Associated Macrophages) sont généralement retrouvés au sein de niches fibrotiques, où ils permettent 

d’activer la synthèse de MEC par les fibroblastes. Ils sont caractérisés par l’expression des marqueurs TREM2, CD9, SPP1, 

GPNMB et FABP5. Les SAMacs sont dérivés des monocytes circulants, et sont activés en réponse à la présence de GM-CSF, 

TGF-β, IL-17A, CXCL4 et ac-LDL. 

D’après Bhattacharya et Ramachandran, Immunology of human fibrosis, Nature Immunology, 2023 
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2. Les chéloïdes 

2.1. Histoire des chéloïdes  

Dès environ 3000 av. J.-C., les chéloïdes ont été décrites comme un « gonflement sur 

la poitrine, gros, étalé et dur » dans le papyrus Edwin Smith, le premier document décrivant 

la pratique médicale égyptienne ancienne127. Les chéloïdes ne sont décrites pour la première 

fois dans la littérature moderne qu’en 1790, et sont alors considérées comme des tumeurs 

touchant le tissu adipeux sous-cutané, désignées par le nom de « dartes graisseuses »128. Par 

la suite, Jean-Louis Alibert, dermatologiste français, décrivit des structures similaires qu’il 

appela d’abord « cancroïdes » puis « chéloïde », dérivant du grec khēlē, « pince d’animal, 

griffe, serre », et du suffixe -oïde « en forme de »129. Durant le XIXème siècle, médecins et 

scientifiques s’interrogèrent sur l’étiologie de ces amas fibreux cutanés : étaient-ils tumoraux, 

cicatriciels, ou simplement la manifestation cutanée d’une infection ou d’une pathologie plus 

profonde ? Au fil du temps, l’hypothèse quant à l’origine cicatricielle des chéloïdes est 

devenue prédominante, suggérant que ces « cicatrices » apparaissaient suite à une anomalie 

de cicatrisation. Deux écoles étaient néanmoins bien distinctes, soutenant l’existence de 

chéloïdes « vraies », apparaissant de façon spontanée au niveau de la peau, ou de chéloïdes 

« fausses », se développant suite à la formation d’une lésion. Il est aujourd’hui admis qu’il 

n’existe pas de chéloïdes spontanées, et qu’elles seraient toujours liées à la présence d’une 

plaie passée plus ou moins inaperçue130.  

2.2. Description générale 

La maladie chéloïdienne est aujourd’hui décrite par la Fondation de Recherche contre 

les Chéloïdes (Keloid Research Foundation, New York, USA) comme une « maladie génétique 

cutanée qui résulte en la formation et la croissance excessive de zones pseudo-tumorales au 

niveau de la peau »131. Les chéloïdes sont formées d’une accumulation de matrice 

extracellulaire (MEC) au niveau dermique, engendrée par une dérégulation du processus 

cicatriciel. Contrairement aux cicatrices classiques et hypertrophiques, elles possèdent la 

particularité de se développer au-delà des berges de la plaie initiale, et ne présentent pas de 

régression spontanée132.  
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Bien que bégnines, les chéloïdes peuvent profondément altérer la qualité de vie des 

patients et causer de grandes détresses mentales chez les personnes touchées133. Le préjudice 

esthétique qu’elles engendrent peut être très important, en particulier si elles sont 

volumineuses et situées sur des zones facilement visibles telles que le visage (lobe d’oreille), 

le cou ou la poitrine (Figure 6). Dès les premières descriptions des chéloïdes, prurit et douleurs 

ont été rapportés comme les désagréments les plus importants, même si leur intensité et leur 

fréquence est très variable d’un patient à un autre134. 

2.3. Histopathologie 

De nombreuses études histologiques ont révélé que les chéloïdes présentaient une 

structure très éloignée de la peau saine et d’une cicatrice dite « normale ». Le derme 

chéloïdien est en effet décrit comme épaissi135,136, fibreux et peu vascularisé137. Il est formé 

d’un réseau de MEC très dense, majoritairement formé de collagène de type I, XIV et XVI138, 

et est caractérisé par un ratio élevé entre collagène de type I et collagène de type III (~17 :1 

dans les chéloïdes, contre ~6 :1 dans la peau saine)139. La présence d’épaisses fibres de 

collagène orientées de façon anarchique au sein de nodules a été rapporté comme une des 

caractéristiques histologiques principales des chéloïdes140. Au-delà du collagène, le tissu 

chéloïdien est enrichi en élastine141, fibronectine142,143 et périostine144. Certaines protéines de 

la matrice associées au cartilage ont également été montrées comme surreprésentées dans 

les chéloïdes, comme l’asporine, la dermatopontine ou la fibromoduline138. 

Figure 6 : Photographies de chéloïdes massives au niveau de la mâchoire, du torse et du dos 

D’après Macarak et al, Keloid disorder: Fibroblast differenciation and gene expression profile in fibrotic skin diseases, 

Experimental Dermatology, 2020 

 



32 

 

Au niveau cellulaire, plusieurs études ont montré que les fibroblastes145,146 et 

fibrocytes147,148 étaient présents en plus grand nombre dans les chéloïdes comparativement à 

la peau saine. La présence de myofibroblastes, caractérisés par l’expression d’α-SMA, est 

quant à elle de plus en plus discutée. En effet, même si de nombreuses études antérieures ont 

montré la présence de myofibroblastes α-SMA+ dans les chéloïdes147,148, une étude américaine 

a récemment remis en cause leur implication dans la maladie149. Au-delà de la présence 

importante de fibroblastes, les chéloïdes sont caractérisées par une forte infiltration de 

cellules immunitaires150,151, en particulier de macrophages et de lymphocytes T151,152.  

Une étude approfondie réalisée en 2015 par Jumper et al.132 sur l’histopathologie des 

cicatrices chéloïdes a confirmé la plupart des résultats mentionnés ci-dessus, et souligne en 

outre les caractéristiques suivantes comme étant les plus fréquentes des chéloïdes : un 

épiderme épaissi et aplati ; un bord « avancé en forme de langue » dans le derme ; des 

faisceaux de collagène épais et présentant une orientation aléatoire ; une perte de la limite 

visuelle entre derme papillaire et réticulaire ; une expression variable d’α-SMA ; et une 

augmentation de la cellularité dermique, avec la forte présence de signaux d’inflammation132. 

2.4. Hétérogénéité clinique des chéloïdes 

Les chéloïdes, de part leur localisation, mais également leur forme et leur apparence 

générale, peuvent être très hétérogènes. Il existe plusieurs sites de prédilection au 

développement des chéloïdes, qui possèdent in fine une influence sur la forme des cicatrices. 

En effet, les chéloïdes se développant au niveau des lobes d’oreilles sont généralement 

sphériques et présentent des reliefs importants (Figure 7A). Au niveau de la poitrine, du dos 

et des épaules, le papillon, la pince de crabe ou l’haltère (Figure 7B-7D) ont été décrites 

comme des formes typiques, dont la formation est principalement déterminée par des 

facteurs mécaniques locaux153–155. 

Au-delà des zones anatomique de développement des chéloïdes, Conway et al ont 

observé que certaines chéloïdes pouvaient être « nodulaires et surélevées » et d’autres 

« plates », souvent observées au niveau du sternum156. Une autre étude a classifié les 

chéloïdes en fonction de leurs formes régulières ou irrégulières153. 
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L’hétérogénéité des chéloïdes est également décrite au niveau intra lésionnel. La 

distinction la plus souvent évoquée est celle d’une marge périphérique rouge et surélevée qui 

envahit la peau environnante, tandis que le centre des chéloïdes est de couleur plus claire, et 

montre une régression clinique157,158. C’est dans la périphérie des chéloïdes que les 

symptômes de fortes démangeaisons sont les plus importants153,158, mais également qu’ont 

été décrits une hyper-cellularité159,160, une infiltration accrue de cellules immunitaires161,162, 

une apoptose réduite158 et une prolifération augmentée163. Au contraire, les fibroblastes 

dérivés de la région centrale montrent des signes d’inactivité in vitro, notamment avec une 

prolifération réduite164, une augmentation de l’apoptose157, et une expression accrue de 

gènes conduisant à la dégradation de la MEC157. Dans l’ensemble, la majorité des études 

soutiennent l’idée d’une périphérie active et en développement, et d’une région centrale en 

dormance.  

2.5. Les chéloïdes : une maladie multifactorielle 

Malgré le nombre croissant d’études visant à améliorer la compréhension des 

chéloïdes, les mécanismes précis conduisant à leur pathogénèse sont encore mal connus. 

L’apparition et le développement des chéloïdes seraient modulés par de nombreux facteurs, 

qu’ils soient environnementaux (blessure, inflammation), relatifs au patient (origine ethnique, 

âge, génétique) ou à la topographie de la zone touchée (tension, élasticité)165,166. Comme 

décrit en Figure 8, l’ensemble de ces facteurs entrainerait une réponse cellulaire anormale 

généralisée, conduisant finalement au développement d’une chéloïde.  

Figure 7 : Différentes formes de chéloïdes retrouvées selon le site de développement de la cicatricatrice 

L’étirement exercé au quotidien sur la peau d’un individu entraine des tensions localisées favorisant certaines formes de

cicatrices. Les principales sont la forme sphérique (A), la pince de crabe/le papillon (B) et l’haltère (C, D). 

D’après Huang et al, Keloidal pathophysiology: Current notions, Scars, Burn and healing, 2021 
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2.5.1. Influence de l’ethnie - épidémiologie 

L’incidence des chéloïdes varie très fortement d’un pays à l’autre et est connue pour 

être largement influencée par l’origine ethnique et le phototype du patient. Les études 

épidémiologiques révèlent que la prévalence est particulièrement élevée dans les populations 

à phototypes élevés (IV à VI – peau noire), touchant entre 2,4 et 16% de la population167–170. 

Bien que les chéloïdes soient moins répandues dans les populations asiatiques (1,1%), leur 

prévalence reste tout de même plus importante que dans les populations caucasiennes 

Figure 8 : Le développement multifactoriel des chéloïdes 

Le développement des chéloïdes est modulé par différents facteurs relatifs au patient, à son environnement, et à la 

topographie de la zone touchée. L’ensemble de ces facteurs perturbent le phénomène de cicatrisation physiologique, en 

modulant le phénotype et l’activité des fibroblastes, kératinocytes, cellules immunitaires et épithéliales. Finalement, la 

combinaison de ces différents acteurs conduit au développement des chéloïdes. 

Modifié de Limandjaja et al, The Keloid Disorder: Heterogeneity, Histopathology, Mechanisms and Models, Frontiers in Cell 

and Developmental Biology, 2020 
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(0,4%)167,171. De façon intéressante, chez les Africains atteints d’albinisme, la prévalence de 

7,5% n’est pas statistiquement plus faible que la prévalence de 8,5% observée dans la 

population africaine présentant une peau normalement pigmentée172. Le rôle du phototype 

seul dans la genèse des chéloïdes a ainsi pu être écarté par cette étude, qui suggère l’absence 

d’implication des mélanocytes dans la génèse des chéloïdes172. 

2.5.2. Prédispositions et anomalies génétiques 

Au regard des données épidémiologiques, il semble que les facteurs génétiques jouent 

un rôle clé dans la formation des chéloïdes. En effet, entre 2017 et 2019, deux études réalisées 

sur des populations japonaises et camerounaises ont montré que les personnes ayant des 

antécédents familiaux de chéloïde étaient plus à même d’en développer que celles 

dépourvues d’antécédents172,173.  

Dès les années 1950, Bloom et ses collaborateurs ont suggéré une hérédité 

autosomique dominante des chéloïdes, tandis que Omo-dare et son équipe décrivaient une 

hérédité récessive174,175. Goemmine a quant à lui suggéré une hérédité sexuelle, liée au 

chromosome X, à la fin des années 60176. L’hérédité autosomique dominante avec une 

pénétration incomplète et une expression variable a finalement été admise en 2001 dans une 

étude américaine. Ces deux dernières caractérisitiques permettent ainsi d’expliquer pourquoi 

les porteurs des mutations ne développent pas toujours de chéloïdes, et pourquoi un 

traumatisme n’entraine pas systématiquement un développement de chéloïde chez les 

patients déjà touchés177. Malgré ces nombreuses études sur l’hérédité familiale de la 

pathologie, des travaux restent à réaliser afin d’affiner la cartographie génétique des 

chéloïdes, et de pouvoir réellement affirmer qu’une ou des mutation(s) sont la cause de leur 

développement.  

Malgré tout, de nombreux gènes et loci associés à la pathogénèse des chéloïdes ont 

été identifiés durant les dernières années6,178–182. Plusieurs études d’association 

pangénomiques (ou GWAS « genome-wide association study ») japonaises et chinoises ont 

décrites certains SNP (Single Nucleotide Polymorphism - Polymorphismes nucléotidiques 

simples) potentiellement associés au développement des chéloïdes183,184. 

Deux loci impliqués dans la signalisation du TGF-β ont notamment été décrits comme 

associés à la maladie dans le Chinese Journal of Plastic Surgery, nommés D18S460 et D18S467 
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(18q21, SMAD). Ces loci sont liés au gène smad, codant les protéines du même nom, qui sont 

des médiateurs de la voie du TGF-β impliqués dans le développement et la persistance des 

chéloïdes67,185. En revanche, aucun polymorphisme du TGF-β en lui-même n’a été décrit, 

malgré les nombreuses recherches mises en œuvre179,186,187.  

Une étude sur deux familles japonaises et africaines réalisée au début des années 2000 

a permis de mettre en avant 2 loci susceptibles d’être impliqués dans la genèse des chéloïdes, 

sur les chromosomes 2q23 et 7p11188. Le locus D2D1399 (2q23) contient des gènes impliqués 

dans la régulation de la réponse cicatricielle, comme celui codant pour TNFAIP6 (TNFα 

Inhibitory Protein-6 - Protéine inhibitrice 6 du TNF-α). Cette protéine a elle-même été décrite 

comme étant surexprimée dans le tissu chéloïdien189. Le locus D7S499 du chromosome 7p11 

est quant à lui associé au gène codant le récepteur à l’EGF (Endothelial Growth Factor – 

Facteur de croissance endothélial)188. Les fibroblastes de chéloïde surexpriment le récepteur 

à l’EGF comparativement aux FDS, suggérant la possible implication de cette protéine dans la 

genèse des chéloïdes190.  

Le gène codant l’IL-6 comporte un SNP surexprimé chez les patients porteurs de 

chéloïdes, nommé rs1800796 (7p21, IL6, mutation 572G/C). Ce variant est également associé 

à la gravité de la maladie, puisque d’avantage retrouvé chez les patients présentant 3 

chéloïdes ou plus que chez ceux en présentant entre 1 et 3191–193. 

Le récepteur à la leptine, préalablement décrit comme étant impliqué dans la 

cicatrisation cutanée194,195, a été étudié dans une récente étude chinoise, publiée en 2021. Ces 

travaux ont révélé la présence de 3 SNP associés au développement des chéloïdes dans la 

séquence codant le récepteur à la leptine, nommés rs1137101, rs1938496 et rs7555955 

(1p31.3, LEPR)196.  

Enfin, la dernière étude génétique en date publiée dans le British Journal of 

Dermatology en janvier 2023 a démontré l’implication du locus rs1348270 dans la genèse des 

chéloïdes. Ce locus induit la diminution d’expression de l’ARN non codant DEIK (Down 

Expressed In Keloid – Sous exprimé dans les chéloïdes), ce qui aboutit à la synthèse excessive 

de protéines matricielles comme le collagène et la périostine197.  
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De nombreux autres gènes ont été décrits comme mutés chez les patients présentant 

des chéloïdes, notamment des gènes comme NEDD4, MYO1E, HLA-DQA1, HLA-DQB1, HLA-

DQ-BRD1 ou ADAM33, qui sont principalement impliqués dans le processus d’inflammation, 

dans la synthèse et le remodelage de la matrice181,198–201. Les gènes FOXL2, SIRT3, MYH8 et 

HUS1B, dont les protéines associés modulent la biosynthèse du collagène, la contraction des 

cicatrices et le cycle cellulaire202–204, ont également été décrits comme mutés chez des 

patients atteints par les chéloïdes205–207.  

Ainsi, les hypothèses génétiques expliquant le développement des chéloïdes sont 

nombreuses. Elles impacteraient principalement le dépôt de protéines matricielles, la 

contraction des plaies, mais également le caractère inflammatoire de la cicatrice. Cependant, 

aucune de ces mutations n’a pour l’instant été démontrée comme étant capable d’induire le 

développement des chéloïdes à elle seule.  

2.5.3. Rôle de l’épigénétique 

L’épigénétique regroupe un ensemble de mécanismes qui entrainent la modification 

de l’expression génique, sans pour autant modifier la séquence de l’ADN180.  

Plusieurs études ont mis en évidence des différences dans la cartographie de 

méthylation de l’ADN entre les chéloïdes et la peau saine. Jones et ses collaborateurs ont 

mené plusieurs analyses génomiques du profil de méthylation dans les chéloïdes208,209, et ont 

en effet montré la présence de 190 sites CpG différentiellement méthylés dans les chéloïdes 

comparément à la peau saine. Ces sites étaient associés à 152 gènes différents, dont 

l’expression serait potentiellement modulée dans les chéloïdes. Les DNMT (DNA Methyl 

Transferase - Méthyltransférases de l’ADN) sont les enzymes responsables de l’ajout des 

groupements méthyls au niveau de l’ADN. Une étude conduite en 2014 a montré que l’enzyme 

DNMT1 était exprimé dans 100% des FC étudiés, contre seulement 8% dans les FDS 

(Fibroblastes Dermiques Sains)210. L’inhibition de ces DNMT, et donc de la méthylation de 

l’ADN, par le 5-aza-dC (5-aza-2-deoxycytidine), a montré des capacités à moduler l’expression 

du TGF-β1 dans les chéloïdes. En effet, l’expression du TGF-β1, de phospho-Smad2 et de 

phospho-Smad3, qui sont normalement surexprimés dans les FC, était diminuée en présence 

de 5-aza-dC. Ce composé possédait également des capacités anti-prolifératives sur les 

FC210,211.  



38 

 

La modification des histones désigne l’ajout de groupements carbonés de façon 

covalente au niveau des histones, les protéines permettant la compaction de l’ADN212. Ces 

modifications, notamment l’acétylation, sont régulés par des acétyltransférases (HATs – 

Histone AcetylTransferases) et par des désactétylases (HDACs – Histone DesACetylases) 

spécifiques des histones. En comparant les profils d’expression des HDACs dans les chéloïdes 

comparément à la peau saine, O’Conor et al. ont montré une surexpression globale de HDAC2 

dans les chéloïdes, suggérant le rôle de l’acétylation des histones dans la pathologie213. Des 

études in vitro ont en effet montré que l’inhibition des HDACs entrainait une diminution de la 

synthèse de collagène dans les fibroblastes de chéloïde, ainsi que de l’expression de 

marqueurs de FC comme SFRP1, IGFBP5 ou CTGF214,215. 

Les ARN non codants, comme les miRNAs (micros RNAs – Micro ARNs) et les lncRNAs 

(Long Non-Coding RNAs - Longs ARNs non codants), sont des importants régulateurs de 

l’expression génique post-transcriptionelle. De la même façon que pour la méthylation de 

l’ADN et l’acétylation des histones, plusieurs études ont décrit des expressions différentielles 

des ARN non codants dans les chéloïdes comparément à la peau saine. Selon les études, entre 

17 et 23 miRNAs, et plus de 2000 lncRNAs sont décrits comme exprimés de façon différentielle 

dans les chéloïdes et la peau saine216–219. Certains de ces miRNAs ont été associés à la 

surexpression du collagène de type I220 et de type III221, ainsi qu’à la modulation de la 

prolifération cellulaire222, mais leur rôle précis dans les chéloïdes reste à définir.  

2.5.4. Environnement mécanique et topologie 

Malgré les évidents facteurs génétiques mis en cause dans la genèse des chéloïdes, 

ceux-ci ne suffisent pas à expliquer en totalité le développement de la maladie. Parmi les 

autres facteurs mis en jeu, les forces mécaniques environnant la cicatrice ont été décrites 

comme jouant un rôle primordial.  

En 1861, l’anatomiste Karl Langer a décrit pour la première fois l’existence de lignes de 

tensions au niveau cutané, appelées lignes de Langer223. Ces lignes parallèles à l’orientation 

des fibres de collagène dermiques sont généralement utilisées par les chirurgiens afin de 

faciliter la cicatrisation. Une incision réalisée parallèlement aux lignes de Langers permet en 

effet d’améliorer cette dernière. Ces lignes ont également été utilisées comme bases pour de 

nombreuses études décrivant les tensions mécaniques appliquées à la peau224. Dans le cadre 
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de leur étude sur les chéloïdes, Ogawa et ses collaborateurs ont utilisé un système dérivé des 

lignes de Langer afin d’associer le développement des chéloïdes aux tensions appliquées à la 

peau225. Les auteurs ont alors suggéré que les chéloïdes apparaissent plus fréquemment dans 

des zones du corps où les tensions exercées lors des mouvements réalisés au quotidien sont 

particulièrement importantes. En effet, 48,9% des 1500 chéloïdes étudiées était localisées sur 

la poitrine, 26,9% dans la région scapulaire, et 12,1% sur la mâchoire et la partie antérieure 

du cou. Ces zones ont été décrites comme très sujettes aux étirements, la peau y étant étirée 

entre 5 et 18%. L’arrière des jambes, qui présente un étirement de moins de 3%, était quant 

à lui le lieu de seulement 0,5% des chéloïdes étudiées225. Les auteurs avaient également émis 

l’hypothèse que ces différences pourraient être dues au microbiote présent sur le site de la 

cicatrice, à l’exposition à des irritants cosmétiques ou à des ultra-violets226.  

Malgré le lien franc entre zone mécaniquement active et développement de chéloïdes, 

certaines zones échappent à la règle. C’est notamment le cas de la région supra pubique, 

présentant 29% d’étirements cutanés pour seulement 1,9% des chéloïdes étudiées. Le lobe 

de l’oreille, soumis à peu de forces mécaniques, est quant à lui très propice au développement 

de chéloïdes227. Contrairement aux autres parties du corps généralement touchées, les 

chéloïdes se développant sur le lobe de l’oreille ne font pas suite à des traumatismes 

idiopathique ou à de l’acné, mais sont presque systématiquement dues à la réalisation de 

piercings. De façon significative, plusieurs patients présentant des chéloïdes du lobe de 

l’oreille ont évoqué des douleurs et écoulements lors du remplacement des piercings ; signes 

de l’inflammation présente sur le site225.  

Une étude in vivo réalisée en 2011 sur des porcs Duroc a montré qu’un dispositif 

inversant la tension physiologiquement appliquée sur une plaie cutanée réduisait la taille de 

la cicatrice, sa vascularisation et son expression d’α-SMA228. Chez l’Homme, l’importance des 

tensions mécaniques dans le développement des chéloïdes a été montré dans une étude qui 

suggérait que chez un même patient, deux plaies similaires localisées à des endroits du corps 

différents pourraient avoir des évolutions distinctes in fine, avec ou sans développement de 

chéloïde229.  
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2.5.5. Autres facteurs  

Comme évoqué précédemment, l’ethnie, les prédispositions génétiques, mais 

également l’âge, le genre et d’autres caractéristiques propres au patient et à son 

environnement peuvent influencer le risque de développer des chéloïdes166. Bien que 

certaines études aient relevé une prévalence des chéloïdes plus importante chez les femmes 

que chez les hommes230,231, elles n’écartent pas le fait que les femmes seraient généralement 

plus sensibles à la présence de cicatrices inesthétiques, et seraient donc d’avantage 

demandeuses d’une prise en charge médicale232. Concernant l’âge des patients, les chéloïdes 

peuvent se développer à tout âge, mais la prévalence est plus élevée chez les adolescents et 

jeunes adultes, entre 12 et 30 ans231,233. Le développement des chéloïdes pourrait également 

être modulé par l’état hormonal des patients. En effet, des taux de récepteurs aux androgènes 

très élevés ont été relevés dans des chéloïdes « actives » dans une étude allemande234. Le 

développement des chéloïdes a également été montré comme exacerbé durant la 

grossesse235 et la puberté166. Enfin, comme décrit de façon plus tardive dans ce manuscrit, 

plusieurs voies immunitaires ont été décrites comme induites dans les chéloïdes. Ces mêmes 

voies sont également induites dans la peau saine des patients atteints de chéloïdes, suggérant 

que ces patients présenteraient un terrain inflammatoire généralisé qui serait propice au 

développement de ces cicatrices236. 

2.6. Pathogénèse d’une maladie fibrotique à composante 

inflammatoire 

2.6.1. Principaux médiateurs de la fibrose : les fibroblastes de 

chéloïde  

2.6.1.1. Fibroblastes de chéloïdes VS fibroblastes sains 

Les fibroblastes de chéloïdes (FC), en tant que principales cellules sécrétrices de MEC 

dans les chéloïdes, sont considérés comme les principaux effecteurs de la pathologie. Leur 

phénotype diffère de celui des fibroblastes dermiques sains (FDS) sur de nombreux critères, 

qui ensemblent induisent une activité fibrotique des fibroblastes de chéloïde in vivo237. 

De façon basale, les fibroblastes de chéloïde présentent un profil d’avantage 

fibrogénique que leurs homologues sains. En effet, ils prolifèrent de façon plus importante, ce 

qui entraine leur accumulation dans le tissu238. Ils expriment également d’avantage 
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d’αSMA239, marqueur de la différenciation myofibroblastique, de collagène240,241 et de 

fibronectine242. La protéine p53, un suppresseur de tumeurs connu pour ses propriétés anti-

prolifératives et anti-apoptotiques, a été montré comme induite dans les FC239. De par leur 

expression accrue des TGF-βRI et TGF-βRII67,114–117, ainsi que du récepteur au PDGF246, les FC 

sont particulièrement sensibles à leur microenvironnement. De plus, ils synthétisent 

d’avatange de TGF-β1 et TGF-β2 que les FDS. Les FC participent ainsi eux-mêmes à leur 

activation constante. Cette synthèse de TGF-β par les FC a été associée à l’activation de la voie 

classique du TGF-β, notamment via l’induction de la phosphorylation de Smad3 dans ces 

cellules68,240,243–245. En parallèle, les protéines Smad6 et Smad7, qui sont des inhibiteurs de la 

voie du TGF-β, ont été montrées comme sous exprimées dans les FC comparativement aux 

FDS. Il a ainsi été suggéré que l’induction de la signalisation du TGF-β dans les FC pourrait être 

liée à un manque d’inhibition de cette voie de signalisation247. Les FC se sont également 

révélés présenter des taux importants de régulateurs positifs de la voie du TGF-β, notamment 

atf3248 ou NLRC5249. 

Bien que l’α-SMA, les protéines de la matrice et celles régulant la signalisation du TGF-

β aient été au centre des recherches sur les fibroblastes de chéloïdes durant de nombreuses 

années, de récentes études ont suggéré l’existence de nouveaux marqueurs étant 

différentiellement exprimés dans les fibroblastes de chéloïde.  

La protéine CD26/DPP4 (DiPeptidyl Peptidase 4 – Dipeptidyl peptidase 4), une 

exopeptidase membranaire, a été décrite durant les dernières années comme un nouveau 

marqueur d’activation fibroblastique250,251. Les fibroblastes chéloïdiens CD26+ possèderaient 

un phénotype fibrogénique, associé à la surexpression du TGF-β1, des collagènes de type I et 

III, et de la fibronectine252,253. La protéine CD26 pourrait également moduler la mise en place 

de l’inflammation via son activité peptidase. Elle serait en effet capable de cliver la chémokine 

CXCL12/SDF-1, diminuant ainsi son activité chimioattractante envers les cellules immunitaires. 

Au sein des chéloïdes, un article publié en 2021 suggérait que la faible expression de CD26 sur 

les FC cultivés dans un environnement pro-fibrotique induirait une accumulation de CXCL12 

sous sa forme active. Les FC seraient ainsi des médiateurs permettant de façon indirecte 

d’induire la chimioattraction des cellules immunitaires, notamment des macrophages254–256. 
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L’expression de la cytokine pro-inflammatoire IL-6 a été montrée comme induite dans 

les fibroblastes de chéloïde comparativement aux fibroblastes sains257,258. Le blocage de sa 

synthèse in vitro entrainerait une diminution de la synthèse de collagène dans les cellules, 

suggérant son implication dans le développement de la fibrose chéloïdienne258. De même, l’IL-

1α, l’IL-1β et le TNFα ont été décrits comme surexprimés dans les FC259. 

En 2021, Li et ses collaborateurs ont analysé les résultats de micro array issus de cinq 

études, comportant au total 29 échantillons de chéloïde et 24 échantillons de peau normale. 

Ils souhaitaient ainsi définir un profil d’expression génique pour chacune des deux populations 

de fibroblastes260. 81 gènes ont ainsi été décrits comme sur ou sous exprimés dans les FC 

comparément aux FDS.  

Parmi les plus décrits et étudiés, les gènes codant pour les intégrines α-4 et β-2 ont été 

montrés comme surexprimés dans les FC260. Ces intégrines sont des récepteurs 

transmembranaires médiant la liaison entre les cellules et la MEC. Elles jouent un rôle 

important dans la formation des tissus et dans leur réponse aux stimuli mécaniques, 

notamment dans le cadre de la cicatrisation261. Plusieurs études ont ainsi suggéré que les FC 

pourraient posséder une grande sensibilité à leur environnement mécanique, via cette 

surexpression des intégrines262.  

Plusieurs métalloprotéases, notamment MMP14 et MMP3, ont été décrites comme 

downrégulées dans les FC comparativement aux FDS240,260. La protéine MMP14 permettrait 

d’induire la croissance cellulaire, et aiderait à la migration des kératinocytes, suggérant son 

rôle dans la cicatrisation263. Au regard de leurs effets inducteurs sur la dégradation du 

collagène, la sous-expression de ces deux protéines dans les FC pourrait en partie expliquer 

l’état fibrotique persistant du tissu.  

La protéine HIF-1α (Hypoxia-Inducible Factor 1 α) a été montrée comme surexprimée 

dans les FC comparément aux FDS264. Ce facteur entraine l’induction de la synthèse de 

collagène dans les FC, ce qui suggère le rôle pro-fibrotique de l’hypoxie dans le 

développement et la persistance des chéloïdes264,265. 

Plusieurs voies de signalisation ont été montrées comme modulées dans les 

fibroblastes de chéloïde comparément aux fibroblastes sains, notamment la voie de 
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signalisation de l’IGF-1 (Insulin-like Growth Factor-1 – Facteur de croissance 1 dépendant de 

l’insuline) et la signalisation Wnt (Wingless-related integration site – Site d’intégration relatif 

à Wingless)240.  

Dans les fibroblastes de chéloïde, la régulation du transport et de l'absorption d’IGF-1 

par ses protéines de liaison (IGFBP, IGF Binding Protein) a été montrée comme dérégulée. En 

effet, de nombreuses IGFBPs ont été décrites comme uprégulés dans les FC comparativement 

aux FDS240,266,267. Ces protéines semblent jouer un rôle dans la fibrose, puisqu’elles ont 

également été décrites comme surexprimées dans des fibroblastes de patients atteints de 

SSc268 et de fibrose pulmonaire idiopathique269. La surexpression des IGFBPs a également été 

associée in vitro à une induction de la synthèse de matrice dans des fibroblastes de poumon269. 

Le récepteur à l’IGF-1, lui aussi surexprimé dans les FC, a été associé à une augmentation des 

capacités d’invasion des fibroblastes de chéloïdes, suggérant encore une fois le rôle de la 

signalisation IGF-1 dans les chéloïdes270.  

La famille des protéines Wnt forme une voie de signalisation très conservée et 

impliquée dans plusieurs processus physiologiques, dont fait partie la cicatrisation271,272. De 

façon globale, une diminution de la signalisation Wnt a été montrée dans les chéloïdes par 

plusieurs études, suggérant son rôle dans la pathogenèse240,273. La protéine SFRP1 (Secreted 

Frizzled-Related Protein 1 - Protéine sécrétée apparentée à la protéine frizzled 1), un 

antagoniste de la voie de signalisation Wnt, est fortement diminuée dans les FC 

comparativement aux FDS273. Cette diminution d’expression a pu être expliquée par 

l’hyperméthylation du promoteur de SFRP1 dans les chéloïdes274. Le rôle de la signalisation 

Wnt a également été montré dans les FC par l’induction de DAAM1273, un médiateur de la voie 

dont le gène est situé sur la région chromosomale 14p22-q23, elle-même décrite comme 

mutée dans les chéloïdes275. De nombreux autres gènes ont été décrits comme modulés dans 

les FC comparément aux FDS, mais leur rôle dans les chéloïdes n’a pour l’instant que très peu 

été étudié.  

2.6.1.2. Hétérogéneité intralésionnelle des fibroblastes de chéloïde 

Grâce à l’essor récent de la technique de Single Cell RNA sequencing, les études visant 

à décrire le phénotype des fibroblastes de chéloïde ont finalement décrit une complexité bien 

plus importante que celle qui était préssentie et publiée jusqu’à aujourd’hui dans la 
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littérature. Très loin de former une population homogène, les fibroblastes de chéloïde 

possédent différents phénotypes au sein même du tissu chéloïdien276.  

 Plusieurs sous-types de fibroblastes ont été décrits et différenciés par leur localisation 

au sein du tissu, et également par leurs activités in vitro. Il a en effet été montré que les 

fibroblastes du centre profond des chéloïdes étaient les plus actifs et présentaient une activité 

rétractile plus importante que les fibroblastes de la périphérie163,277. Ces données ont très 

récemment été confirmées par une étude transcriptomique comparant FC et FDS, qui a 

montré que les fibroblastes réticulaires centraux des chéloïdes nodulaires étaient caractérisés 

par une synthèse importante de collagène, TGF-β, HIF-1α et α-SMA278. Les fibroblastes de la 

périphérie des chéloïdes présentaient quant à eux une activité migratoire importante, 

suggérant leur implication dans la croissance des chéloïdes278. 

Une étude publiée en 2020 et basée sur le profil transcriptomique des cellules a décrit 

l’existence de 4 sous-types de fibroblastes au sein du derme sain, dits papillaires-sécrétoires, 

réticulaires-sécrétoires, mésenchymateux et pro-inflammatoires279. Des phénotypes 

similaires ont récemment été décrits dans le derme de chéloïdes, dans une étude publiée dans 

Nature Communication280. Dans les chéloïdes, les fibroblastes papillaires-sécrétoires et 

réticulaires-sécrétoires sont généralement localisés dans le derme du même nom, 

respectivement papillaire et réticulaire. Les premiers expriment des marqueurs papillaires 

comme COL13A1, COL17A1 et COL23A1, tandis que les fibroblastes réticulaires-sécrétoires 

expriment des marqueurs réticulaires. Les fibroblastes mésenchymateux expriment des 

marqueurs de cellules progénitrices mésenchymateuses, dont font partie ADAM12, COL11A1 

et POSTN280,281. Les fibroblastes pro-inflammatoires sont caractérisés par leur expression de 

marqueurs de la réponse inflammatoire, leur capacité chimioattractante, et leur expression 

réduite de collagène280. Dans les chéloïdes, le pourcentage de fibroblastes mésenchymateux 

(COL11A1+) est décrit comme augmenté comparativement aux cicatrices normales, alors que 

les trois autres sous-types sont présents en quantités moins importantes. Ces fibroblastes 

mésenchymateux sont caractérisés par la surexpression de gènes impliqués dans le 

développement du système squelettique et dans la différencation ostéoblastique, comme 

COL11A1, COMP et POSTN. Ces fibroblastes sont également associés à leur rôle dans le dépôt 

et l’organisation des fibres de collagène, faisant d’eux des potentielles cibles thérapeutiques 

dans le traitement des chéloïdes280,282. Dans les chéloïdes, cette population de fibroblastes 
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mésenchymateux comporte 53,8% de myofibroblastes (ACTA2+), contre seulement 7,6 à 

29,7% dans les autres sous-types de fibroblastes280.  

Des études in vitro associées ont montré que le traitement des autres types de 

fibroblastes par du surnageant de FC mésenchymateux (CD90+/CD266+/CD9-) augmentait leur 

capacité de synthèse de collagène. Ces expérimentations ont ainsi permis de confirmer le rôle 

de ces cellules dans la pathogénèse des chéloïdes280.  

2.6.2. Influence du TGF-β dans la pathogénèse des chéloïdes 

En tant que régulateur clé du développement de la fibrose et de l’activation des 

fibroblastes70, le rôle du TGF-β dans la pathogénèse des chéloïdes a été largement étudié 

durant les dernières années.  

Dès 1991, Junni Uitto et son équipe ont montré la co-localisation des ARNm codant le 

TGF-β1 et le collagène au sein du tissu chéloïdien283. Il avait alors été avancé que le TGF-β1 

pourrait exercer son rôle pro-fibrotique dans les étapes initiales de la formation des chéloïdes, 

lorsqu’il était exprimé par les cellules endothéliales vasculaires283. Depuis ces premières 

hypothèses, l’accumulation de TGF-β dans le tissu chéloïdien a été décrite67, et son rôle pro-

fibrotique sur les fibroblastes de chéloïdes a été largement étudié148,284–286.  

Dès les années 1990, il a été suggéré que les FC pourraient présenter une réponse 

« altérée » au TGF-β284, comme résumée en Figure 9. En effet, le TGF-β augmente la synthèse 

de fibronectine et de collagène de type I dans les FC de façon plus rapide et importante que 

dans les FDS284,287. Cette induction serait médiée par l’activation des protéines activatrices de 

la voie classique du TGF-β1 : Smad2 et Smad3, dont la phosphorylation est induite dans les 

FC288. La diminution de la phosphorylation de l’inhibiteur Smad7 dans les FC permettrait 

quand à elle d’induire indirectement l’activation de la voie classique du TGF-β288. Une étude 

in vitro a également montré que le TGF-β induit la synthèse du TGF-β1 et de ses récepteurs 

TGF-βRI et TGF-βRII dans les FC245. Ainsi, il semblerait qu’une boucle autocrine soit capable 

d’induire la signalisation du TGF-β dans les chéloïdes, en augmentant progressivement la 

sensibilité des FC. Enfin, le TGF-β diminuerait la synthèse du marqueur pro-fibrotique CD26 

dans les FC, ce qui pourrait induire l’accumulation de CXCL12 et participer à l’état pro-

inflammatoire du tissu250,251,289. 
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Au-delà de son effet direct sur les fibroblastes de chéloïde, le TGF-β est l’un des 

principaux médiateurs permettant la communication entre fibroblastes et cellules 

immunitaires au sein du tissu. Il a en effet été montré in vitro que le surnageant de FC traités 

par du TGF-β1 contenait d’avantage de M-CSF/CSF-1, le facteur stimulant indispensable à la 

survie des macrophages290.  

  

Figure 9 : Influence du TGF-β sur les fibroblastes de chéloïdes 

De par leur expression des différents TGFβR, les fibroblastes de chéloïde présentent une forte sensibilité au TGF-β1. Celui-ci 

induit leur synthèse d’α-SMA, de collagène et de fibronectine, via l’induction de la voie Smad. L’environnement pro-fibrotique 

médié par le TGF-β induit également la sécrétion de TGF-β par les fibroblastes de chéloïde, formant une boucle d’activation 

autocrine. Les fibroblastes de chéloïdes expriment des taux moins important de la protéine CD26, ce qui résulte en 

l’accumulation de CXCL12 actif dans l’environnement.  

Schéma réalisé avec Biorender®. 
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2.7. Les macrophages et le système immunitaire dans la 

pathogénèse des chéloïdes  

Bien qu’étant historiquement considérée comme une « simple » pathologie de la 

cicatrisation, de plus en plus de preuves soutiennent que les chéloïdes pourraient en réalité 

être une maladie inflammatoire chronique, qui posséderait une manifestation fibrotique 

cutanée291–293.  

L’aspect immunologique de la pathogénèse des chéloïdes a été évoqué dés le début 

des années 70, suggérant que de nombreuses cellules immunitaires pourraient posséder un 

rôle dans la génèse de la maladie294,295. Les mutations HLA ayant été retrouvées chez les 

patients atteints de chéloïdes201 , ainsi que l’accumulation du sHLA-E au niveau sanguin291,296, 

soutiennent la présence d’une dérégulation immunitaire globale chez les patients touchés.  

La présence d’un important infiltrat immunitaire sous forme d’amats cellulaires, 

nommés KALT (Keloid-Associated Lymphoid Tissue – Tissu lymphoïde associé aux chéloïdes) 

par Bagabir et ses collaborateurs, a été décrit comme l’un des piliers du tissu 

chéloïdien151,152,297. Les macrophages, mastocytes, Treg (Lymphocytes T régulateurs), DCs 

(Dendritic Cells - Cellules dendritiques), cellules NK (Natural killer – Cellules tueuses) et cellules 

souches mésenchymateuses ont ainsi été décrits comme sur-représentés dans le tissu 

chéloïdien260,281,298–300. Les chéloïdes contiennent en revanche des quantités moins 

importantes de lymphocytes T CD4+, T CD8+, cDC2 (Type 2 conventional Dendritic Cells - 

Cellules dendritiques de type 2 conventionnelles, connues pour médier l’inflammation301) et 

lymphocytes T naifs et proliférants132,236,281,297,302,303. Au niveau du microenvironnement 

chéloïdien, de nombreuses études ont mis en avant l’augmentation des taux tissulaires de 

TGF-β, d’IL-6, IL-1β, IL-10, IL-12, IL-17, TNFα, IL-4, IL-13, IL-18, iNOS, GM-CSF et M-CSF dans les 

chéloïdes236,281,291,304–307. Les taux de certains médiateurs anti-inflammatoire et régulateurs 

négatifs de l’immunité ont également été décrits comme surexprimés dans les chéloïdes 

comparativement à la peau saine, comme l’IL-34 ou l’IL-37305,308,309.  

Cet état immunitaire dérégulé dans les chéloïdes a récemment été d’avantage décrit 

avec la généralisation des études transcriptomiques et du single-cell RNA 

sequencing280,281,303,310–315. Wu et ses collaborateurs ont notamment décrit une up régulation 

générale des voies de signalisation liées à l’immunité dans les chéloïdes, en particulier les voies 
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Th1, Th2, Th17/Th22 et JAK3236. Le rôle des différents types de cellules immunitaires a 

également pu être décrit plus finement, révélant l’existence d’un réseau de régulation 

immunitaire complexe au sein des chéloïdes, qui in fine suractive le dépôt de matrice extra-

cellulaire par les fibroblastes de chéloïde (Figure 10). 

2.7.1. Les lymphocytes T 

Un important infiltrat de lymphocytes T activés (CD3+, CD8+, CD28+, exprimant ICOS et 

CCR7)236,281,310,316 a été décrit au sein du tissu chéloïdien. Les protéines CCR9 et CCL25, formant 

un couple ligand/récepteur décrit pour induire le recrutement et la maturation des 

thymocytes, sont surexprimées dans le tissu236,317. Les lymphocytes T CD4+ sont en revanche 

présents en moins grand quantité dans les chéloïdes comparativement à la peau saine 

adjacente281. Dans les chéloïdes, la majorité des cellules T sont des lymphocytes T mémoires, 

et notamment des lymphocytes T effecteurs mémoire (TEM) et résidents mémoire (TRM)318. Au 

sein de la peau, les TRM sont présents en première ligne dans le cadre d’une lésion cutanée, et 

permettent d’induire une réponse inflammatoire exacerbée319. Ces lymphocytes T mémoire 

présents dans les chéloïdes expriment d’avantage de CD103/intégrine αE, et produisent 

d’avantage de TNF-α et d’IFN-γ que ceux présents dans la peau saine318. Les auteurs ont ainsi 

suggéré que les cellules T mémoire CD45RO+ dans les chéloïdes seraient anormales, et 

pourraient être liées au développement des chéloïdes318.  

2.7.1.1. Les Th1 

Les Th1 (T helper 1 – Lymphocyte T auxiliaire) sont des lymphocytes T CD4+ exacerbant 

la réponse inflammatoire en induisant la phagocytose au sein des macrophages et l’activation 

des lymphocytes T cytotoxiques. Les voies de signalisation associées aux lymphocytes Th1 ont 

été montrées comme uprégulées dans les chéloïdes, ainsi que leur expression d’IFNγ236. La 

réponse Th1, connue pour induire la cicatrisation par le biais de la synthèse d’IFNγ, pourrait 

limiter la prolifération des fibroblastes, et réguler leur synthèse des collagènes de type I et 

III320,321.  
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Figure 10 : Représentation schématique du réseau immunitaire décrit au sein des chéloïdes installées 

Les fibroblastes de chéloïdes sont au centre du réseau de communication immunitaire présent dans les chéloïdes. Au sein de celui-ci, les macrophages de type M2, Treg, les mastocytes et les 

kératinocytes participent de façon directe à l’activation des fibroblastes chéloïdiens. L’IL-6 sécrété par les mastocytes participe à l’activation et l’accumulation des macrophages au sein du tissu 

fibreux. Il permet également d’induire la surexpression du récepteur à l’IL-4 sur les M2, ce qui contribue à maintenir leur phénotype pro-cicatriciel. Cette accumulation des M2 est également 

favorisée par l’IL-13 et l’IL-4 sécrété par les Th2.  

Schéma réalisé avec Biorender®. 
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2.7.1.2. IL-13, IL-4 et rôle des Th2 

Les Th2 ont comme principale fonction d’activer la réponse humorale des lymphocytes 

B. Plusieurs études ont suggéré la surreprésentation de Th2 anormaux dans le tissu 

chéloïdien322–324, mais également dans la peau saine des patients développant des 

chéloïdes322. De la même façon que pour les Th1, les voies de signalisation associées aux Th2 

(IL-4Rα, CCL11, TNFSF4/OX40L) sont induites dans les chéloïdes236,322. Les principales 

cytokines sécrétées par les Th2 (IL-13 et IL-4) sont présentes en quantités importantes dans le 

plasma des patients porteurs de chéloïdes. Elles participent à la polarisation des macrophages 

de type M2, et pourraient ainsi de façon indirecte posséder un effet pro-fibrotique. L’IL-13 et 

l’IL-4 jouent également un rôle direct sur les FC, et induisent leur synthèse de collagène323. 

Cette augmentation est elle-même positivement régulée par la périostine325, dont l’expression 

est accrue dans les chéloïdes236. Enfin, une étude américaine a révélé l’expression 

particulièrement faible du récepteur leurre à l’IL13 (IL-13Rα2) dans les FC comparativement 

aux FDS326. Ce récepteur présente une forte affinité avec son ligand, mais n’entraine pas de 

transmission du signal. IL-13Rα2 étant présent en faible quantité sur les FC, les auteurs ont 

alors suggéré que ces cellules pourraient présenter une plus grande sensibilité à l’IL-13 de 

façon générale. Ainsi, il semblerait que les Th2, de par leur rôle sur les macrophages et les 

fibroblastes, puissent jouer un rôle central au sein du développement des chéloïdes327. 

2.7.1.3. Les lymphocytes T régulateurs 

Les Treg sont des lymphocytes T CD4+ permettant de contrôler la réponse 

inflammatoire. Via leur frein sur la prolifération et leur capacité à induire les polarisations Th1, 

Th2 et Th17, ils permettent de maintenir la tolérance du soi dans le cadre d’une réaction 

immunitaire328,329. Les Treg (FoxP3+, TGF-β1, TGF-β3) sont présents en quantité plus 

importante dans les chéloïdes que dans la peau saine236,298,302,303. Via leur synthèse de TGF-β, 

ils sont capables d’induire l’activation des FC et leur dépôt de MEC298, et stimulent la 

production d’IL-6 par les mastocytes330. Via leur synthèse d’IL-10, ils inhibent les macrophages 

pro-inflammatoires M1, et induisent l’activation des cellules B331. De plus, l’expression de 

FoxP3 dans les chéloïdes est positivement corrélé au dépôt de collagène de type III, suggérant 

le lien entre les Treg et la formation des chéloïdes298. Il a néanmoins été suggéré que les Treg 

présents dans le tissu chéloïdien présenteraient des capacités altérées compartivement à ceux 

présents dans la peau saine. Ces Treg exprimeraient moins de TNF-α, de CD25, CTLA-4 et d’IL-
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10, et plus d’IFN-γ que dans la peau saine, suggérant leur faible activité immuno-

suppressive318. 

2.7.1.4. Les Th17 

L’accumulation d’IL-17 a été décrite au sein du tissu chéloïdien236,332. Ses voies de 

signalisation associées, qui sont médiées par des acteurs comme CCL20, PI3 et S100As, ont 

également été décrites comme induites dans les chéloïdes. In vitro, il a été montré que l’IL-17 

produit par les Th17 induit la synthèse d’α-SMA et de collagène dans les FC, suggérant leur 

effet pro-fibrotique. Les FC traités synthétiseraient également d’avantage de CXCL12/SDF-1, 

permettant la chimioattraction des monocytes, lymphocytes et granulocytes110,260. L’IL-17 a 

également été décrite comme capable de freiner le processus d’autophagie au sein des 

fibroblastes de chéloïdes, en modulant STAT3 et le facteur HIF-1α. Il induirait alors une 

diminution de l’apoptose des FC, qui participerait à l’accumulation des fibroblastes et au 

développement d’une fibrose cutanée333,334. 

2.7.2. Les mastocytes 

Les mastocytes sont des leucocytes granulaires présents dans les tissus conjonctifs. 

Dans la peau, ils sont majoritairement retrouvés dans le derme, et jouent un rôle majeur dans 

le processus de cicatrisation en permettant d’initier l’inflammation et d’induire 

l’angiogenèse335,336. Il a été supposé que ces cellules pourraient contribuer à la fibrose 

dévelopée dans les chéloïdes, ainsi qu’au maintien de l’état inflammatoire du tissu312.  

Dans le tissu chéloïdien, les mastocytes sont présents en très grand nombre, tant au 

niveau intralésionnel que périlésionnel236,297. Ils se trouvent généralement dégranulés à 

proximité des fibroblastes activés, suggérant leur interaction réciproque337. Les mastocytes 

libèrent de nombreux facteurs tels que la chymase, la tryptase, l’histamine, le VEGF, le FGF-2 

(Fibroblast Growth Factor 2 – Facteur de croissance des fibroblastes 2), le PDGF ou l’IL-6. Parmi 

eux, la chymase, le FGF-2, et le PDGF permettent d’activer la prolifération des FC ainsi que leur 

synthèse de collagène338. La trypase est une sérine protéase possèdant une forte activité pro-

angiogénique, et son taux dans les chéloïdes a été positivement corrélé à une vascularisation 

importante des tissus338. La chymase est quant à elle une enzyme pro-fibrotique qui stimule 

la prolifération des fibroblastes et leur synthèse de collagène par le biais des voies TGF-

β/Smad339 ou PI3K/Akt/mTOR340. La chymase induit également l’expression d’angiotensine II, 
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ce qui entraine de façon indirecte l’up-régulation du TGF-β1, du TNF-α, du PDGF et de l’IL-1β 

dans les FC341. L’IL-6 sécrété par les mastocytes contribue à l’état inflammatoire au sein des 

chéloïdes, puisqu’il active la différenciation des monocytes en M1 via une signalisation 

dépendante de MAPK/NF-κB. Il est également responsable de l’induction de la synthèse d’IL-

4 par les lymphocytes T CD4+. Cet IL-4 pourrait à son tour contribuer à induire la polarisation 

des macrophages vers un phénotype M2. In vitro, il a été montré que les mastocytes étaient 

capables d’induire la synthèse de MEC dans les FC de façon indirecte, en induisant leur 

expression d’HIF-1α par un mécanisme impliquant les voies ERK et PI3K/Akt152,342.  

Une étude publiée en 2015 a montré qu’une des caractérisitiques ultra structurales du 

tissu chéloïdien était la présence de mastocytes phagocytant des fibrilles de collagène. Les 

auteurs avaient alors suggéré que l’accumulation de collagène en trop grande quantité 

pourrait induire la chimioattraction des mastocytes et leur phagocytose des fibrilles présentes 

sur le site. Cette activation des mastocytes permettrait la sécrétion de médiateurs, qui à leur 

tour induiraient la synthèse et le dépôt de collagène, cultivant ainsi l’accumulation du tissu 

fibrotique337. Enfin, la proximité entre les cellules nerveuses et mastocytes, ainsi que la 

synthèse d’histamine par ces derniers, pourraient expliquer en partie la présence des douleurs 

et démangeaisons associées aux chéloïdes6.  

2.7.3. Cellules dendritiques 

Les DCs (Dendritic Cells – Cellules dendritiques) sont des cellules présentatrices 

d’antigènes qui permettent l’activitation de la réponse immunitaire spécifique médiée par les 

lymphocytes343,344. Leur présence est augmentée dans les chéloïdes comparativement aux 

cicatrices hypertrophiques et aux cicatrices normales236,281,345,346. Leur rôle au sein du tissu a 

pour l’instant été peu décrit, mais il a été suggéré qu’elles pourraient jouer un rôle dans la 

formation des chéloïdes. Au sein du tissu, les DCs sont en effet localisées à la frontière entre 

derme et épiderme, ce qui suggère leur potentiel rôle de médiateurs entre les cellules 

dermiques et épidermiques. De plus, leur synthèse de TGF-β1 contribue à la différentiation 

des Treg et des FC345. Le sous-type de DC conventionnelles de type 2 a quant à lui été décrit 

comme sous-représentées dans les chéloïdes281. Ainsi, malgré la récente description de 

l’infiltrat de DCs dans les chéloïdes par les données de single cell RNA sequencing, d’autres 

données restent à apporter afin de réellement mesurer leur rôle dans la pathogénèse. 
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2.7.4. Cellules souches 

Les CSE (Cellules Souches Embryonnaires) sont des cellules indifférenciées, 

pluripotentes, capable d’autorenouvellement et pouvant donner naissance à tout type 

cellulaire347–349. Au sein des chéloïdes, Zhang et ses collaborateurs ont décrit des « cellules 

précurseurs dérivées des chéloïdes », qui posséderaient une capacité d’auto-renouvellement, 

des marqueurs de cellules souches embryonnaires et mésenchymateuses, ainsi qu’une 

capacité de différenciation332. Le single-cell RNA sequencing a permis de mettre en avant la 

forte présence de marqueurs de ces CSE, notamment OCT4, pSTAT3, SOX2 et NANOG, au sein 

du tissu chéloïdien. Ces marqueurs sont localisées spécifiquement au niveau de l’endothélium 

des vaisseaux sanguins347. Les cellules souches présentes dans le tissu chéloïdien expriment 

d’avantage d’IL-6 et d’IL-17 que dans la peau saine, suggérant encore une fois le rôle de 

l’inflammation dans la génèse des chéloïdes332. Il a récemment été suggéré que ces cellules 

souches pourraient entamer une transition endothélio-mésenchymateuse en réponse à la 

présence de TGF-β1, leur permettant d’acquérir un phénotype de cellules souches 

mésenchymateuses. A partir de ces cellules, le développement de fibroblastes et de 

myofibroblastes permettrait de favoriser de façon indirecte la formation des 

chéloïdes332,347,348.  

2.7.5. Kératinocytes 

Les kératinocytes, cellules majoritaires de l’épiderme, jouent un rôle majeur dans le 

processus de cicatrisation, en particulier au cours de la ré-épithélialisation. Les kératinocytes 

du tissu chéloïdien présentent un phénotype altéré. Ils sont en effet capables d’induire la 

prolifération des FC in vitro, ainsi que leur résistance à l’apoptose, et ce de façon plus 

importante que des kératinocytes extraits de peau saine350,351. Cet effet sur la prolifération et 

la survie a été décrit comme associé à l’induction de la signalisation Jun, ainsi qu’à 

l’augmentation de la synthèse de Bcl-2 et du TGF-β1 dans les FC351.  

La rigidité et la densité du tissu chéloïdien ont souvent été associées à un état 

hypoxique au centre de la cicatrice. En effet, le facteur HIF-1α inductible par l’hypoxie est 

surexprimé dans les chéloïdes. Il est capable d’induire la transition épithélio-

mésenchymateuse des kératinocytes, qui expriment alors d’avantage de vimentine et de 

fibronectine, et adoptent une morphologie fibroblaste-like352. Le profil mésenchymateux des 

kératinocytes a été décrit comme potentiellement impliqué dans l’invasion excessive des 
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cellules épidermiques dans le cadre des chéloïdes. Il pourrait notamment expliquer que les 

chéloïdes puissent progresser et se développer au-delà des berges de la plaie initiale352,353. 

Cette transition épithélio-mésenchymateuse des kératinocytes serait également régulée par 

le TGF-β1, notamment via les voies Smad et ERK/p38354.  

2.7.6. L’IL-6 et la voie JAK/Stat 

L’interleukine 6 est une cytokine associée à l’immunité innée355, qui joue un rôle 

majeur dans la transition entre état inflammatoire et fibrotique356. D’un point de vue 

fonctionnel, l’IL-6 exerce son activité en se liant à son récepteur, lui-même composé des deux 

domaines IL-6Rα et IL-6Rβ. Elle induit alors dans les cellules cibles l’activation de signaux et de 

facteurs de transcription comme JAK/Stat3, MAPK, Erk et PI3K357.  

Le gène codant l’IL-6 présente des anomalies chez de nombreux patients porteurs de 

chéloïdes192. L’expression de cette cytokine et de son médiateur Stat3 est également 

augmentée dans les chéloïdes et dans les FC comparativement à un tissu cutané sain258,357,358. 

Les fibroblastes de chéloïdes surexpriment la protéine JAK, elle aussi impliquée dans la même 

voie de signalisation. In vitro, l’inhibition de Stat3 diminue la production de collagène, la 

prolifération et la migration des FC357. En 2007, un mécanisme induisant la génèse des 

chéloïdes et basé sur l’IL-6 avait été décrit dans une étude japonaise. Les auteurs suggéraient 

alors que les prédispositions génétiques modulant l’expression et l’activité de l’IL-6 pourraient 

entrainer l’accumulation d’IL-6, et la formation d’une boucle d’activation autocrine. L’IL-6 

induirait alors la sur-activation de la voie JAK/Stat3, augmentant la prolifération et la synthèse 

de matrice des fibroblastes, et, à terme, la formation des chéloïdes357. Plus récemment, il a 

été suggéré que la synthèse d’IL-6 pourrait être induite en réponse à la présence de TGF-β1, 

par une voie dépendante de PI3K/MAPK302. L’IL-6 induirait à son tour la différentiation des 

monocytes en macrophages pro-inflammatoires, en modulant la voie de signalisation NF-

κB359. L’IL-6 pourrait ainsi de façon indirecte alimenter l’état inflammatoire du tissu356. Elle 

pourrait également faire le lien entre Th2 et activation des macrophages, en induisant 

l’expression de l’IL-4R sur ces derniers ; permettant alors leur polarisation vers un profil M2359. 
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2.7.7. Les macrophages 

Comme nous l’avons vu précédemment, les macrophages sont un marqueur de l’état 

inflammatoire de la fibrose1. En effet, une fibrose dite chaude est caractérisée par un infiltrat 

macrophagique plus important qu’une fibrose dite froide. Dans les chéloïdes, les données 

actuelles prouvent la place centrale du macrophage dans la pathogénèse. Plusieurs études ont 

en effet montré la persistance des macrophages dans le tissu chéloïdien, en cytométrie299, en 

immunohistochimie297,360, et dans des données de single cell RNA sequencing280,281. Plusieurs 

cytokines associées aux macrophages, notamment l’IL-1β, l’IL-6, l’IL-10, l’IL-12 et le TGF-β1, 

sont présentes en plus grande quantité dans les chéloïdes comparativement à la peau saine299. 

La protéine chimioattractante des monocytes, MCP-1, est elle aussi retrouvée en quantités 

importantes dans le tissu361.  

Les dernières données de single-cell RNA sequencing réalisées sur du tissu chéloïdien 

ont montré que plusieurs gènes uprégulés dans les macrophages résidants dans les chéloïdes 

étaient plutôt caractéristiques des macrophages de type M2 (RNASE1, SELENOP, C1QC, C1QB, 

C1QA, FOLR2, SLC40A1, APOE, LGMN, CTSD). Ces macrophages expriment fortement certains 

gènes impliqués dans la liaison à la MEC (COL1A1, SPARC) et liés aux processus d’oxydations 

phosphorylantes mitochondriales (MT-C01, MT-CYB, MT-ND5, MT-CO3). Plusieurs études 

histologiques ont également montré la persistance des M2 dans le tissu via l’étude de 

marqueurs comme CD206152,297 et CD163360,362. Malgré la prédominance des macrophages de 

type M2, l’infiltrat de M1 (iNOS+) a également été montré comme plus important que celui 

trouvé dans la peau saine, et pourrait en partie expliquer l’accumulation de cytokines 

inflammatoires dans le tissu chéloïdien281,302. Au sein des chéloïdes, certains macrophages 

présentent des marqueurs de TAM (Tumor Associated Macrophages – Macrophages associés 

aux tumeurs), comme RNASE1, C1QA, CD163, CD14, C1QC, FCGRT, MS4A7, APOC1, CTSB, CTSL, 

et TYROBP281. Généralement assimilés à des macrophages de type M2, les TAMs permettent 

entre autre de réguler l’activité des fibroblastes, des Th2, et des Treg au sein du tissu 

cancéreux363,364. Leur présence dans les chéloïdes soutient le caractère quasi-néoplasique du 

tissu, qui, bien que bénin, forme des reliefs pouvants facilement être assimilés aux tumeurs.  

Les études de single-cell RNA sequencing suggèrent qu’il pourrait exister un axe de 

communication cellulaire centré sur les macrophages au sein des chéloïdes. Cet axe, reliant 

macrophages, fibroblastes, mais également lymphocytes T, DCs et monocytes, révèle la 
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complexité des phénomènes mis en jeux dans la pathologie281. Au niveau des échanges entre 

fibroblastes et macrophages, les auteurs ont suggéré que les interactions seraient 

principalement médiées par des couples ligands/récepteurs, notamment TGF-β2/TGF-βR2, 

TGF-β3/TGF-βR3, CCL2/CR1, et CCL2/CCR5281. Les FC induiraient alors une polarisation des 

macrophages vers un phénotype M2, tandis que les macrophages moduleraient leur 

phénotype fibrotique236.  

Au sein du tissu chéloïdien, les macrophages de type M2 sécrètent en effet de 

nombreux autres facteurs pro-fibrotiques médiant la prolifération et l’activation des FC, 

comme le TGF-β, le PDGF, le CTGF et le VEGF365,366. Le TGF-β sécrété par les macrophages de 

type M2, comme montré en Figure 9, est alors capable d’induire l’activation des FC30. La 

prolifération et l’activation des fibroblastes de chéloïdes est également largement induite par 

le PDGF, auquel les FC sont particulièrement sensibles via leur forte expression du 

PDGFR246,367,368. Il a également été suggéré que la communication entre fibroblastes et 

macrophages au sein des chéloïdes passerait par plusieurs facteurs de transcription, 

notamment RB1 (RetinoBlastoma protein 1 – Protéine du rétinoblastome 1), qui est connu 

pour moduler l’expression de gènes associés aux M2, comme C1QC, C1QB et MRC1. En 

induisant l’expression de RB1 dans les monocytes/macrophages, les fibroblastes de chéloïde 

pourraient ainsi induire de façon directe la transition des macrophages vers une polarisation 

M2281.  

Les études in vitro et in vivo ayant exploré l’interaction entre fibroblastes et 

macrophages au sein des chéloïdes sont très peu nombreuses. Parmi elles, une étude in vitro 

menée par le groupe de Susan Gibbs a montré que les FC étaient capables d’induire la 

polarisation des macrophages vers un phénotype M2 CD206+. La présence de monocytes dans 

l’environnement de culture ne semblait en revanche pas moduler le phénotype des FC369. Lee 

et ses collaborateurs ont quant à eux développé des tissus matriciels cellularisés par des FC 

ou des FDS, qui ont par la suite été greffés dans des souris immunodéficientes. Les auteurs 

ont alors montré que l’infiltrat de macrophages murins était beaucoup plus important dans 

les matrices comportant des FC, que dans celles comportant des FDS. Il a ainsi été suggéré que 

le sécrétome des FC induirait le recrutement des macrophages, et ce même dans un modèle 

murin non humanisé370. Cette étude peut être mise en lien avec une seconde publication, qui 

a montré que des monocytes CD14+ issus de patients porteurs de chéloïdes induisent le 
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recrutement des macrophages en induisant la synthèse de MCP-1 dans des FDS. Ces 

monocytes induisent également la prolifération des FDS361.  

Bien que très peu de données vitro soient disponibles sur le rôle des macrophages sur 

les fibroblastes de chéloïdes, de nombreuses études ont investigué leurs effets sur leurs 

homologues sains, les FDS. Sapudom et ses collaborateurs ont par exemple récemment 

montré que le milieu de macrophages de type M1 (iNOS+) augmente l’expression371 et 

l’activité372 de plusieurs métalloprotéases (MMP1, MMP2, MMP3 et MMP14) et de TIMP1371 

dans les fibroblastes dermiques, comparativement au milieu de M2. La synthèse des 

collagènes de type I et III est diminuée par le milieu de M1 dans les FDS, comparément aux 

cellules non traitées371. Même si le milieu de M1 a été suggéré comme freinant l’expression 

d’ACTA2 (codant l’α-SMA) dans des fibroblastes dermiques humain, l’α-SMA n’était quant à 

elle pas modifiée371. Il a également été montré que les macrophages de type M2a (CD206+) 

induisent les capacités prolifératives372,373 et migratoires373–375 des fibroblastes dermiques 

humains. Ils induisent également leur synthèse de collagène, en monocouche375 mais aussi 

lors d’une co-culture au sein d’un environnement matriciel374. Les fibroblastes dermiques 

cultivés en présence de M2 expriment d’avantage de TGF-β1, TIMP1 (Tissue Inhibitor of 

MetalloProtease 1 – Inhibiteur tissulaire des métalloprotéases 1) et de collagène de type I, et 

présentent une activité métalloprotéase moins importante, suggérant leur profil pro-

fibrotique372. Dans une dernière étude, Kurachi et ses collaborateurs ont très récemment 

suggéré que des macrophages CD206+ pourraient, via leur synthèse d’IL-6, diminuer 

l’expression du collagène de type I et de MMP-1 dans des FDS. Bien que ces résultats 

suggèrent que l’IL-6 posséde des capacités anti-fibrotiques sur les FDS, le phénotype de ces 

macrophages CD206+ pourrait être discuté. Ce marqueur membranaire n’étant pas 

strictement exprimé par les macrophages de type M2, il est en effet difficile de conclure de 

façon certaine quant à leur polarisation376. L’ensemble de ces études permettent de qualifier 

les M1 comme des macrophages plutôt anti-fibrotiques et les M2 comme des macrophages 

pro-fibrotiques, au regard de l’effet de leur sécrétome sur les fibroblastes dermiques sains 

(Figure 11). 
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Au-delà de leurs interactions avec les fibroblastes, les macrophages régulent 

également d’autres types cellulaires immunitaires au sein des chéloïdes. Les M2 sont 

notamment responsables de l’induction de FoxP3 dans les lymphocytes T CD3+ circulants, 

entrainant leur différentiation en lymphocytes Treg (T régulateurs)299. Ces derniers 

permettent de maintenir un équilibre au sein du système immunitaire, via leurs fonctions 

inhibitrices principalement médiées par l’IL-10 et le TGF-β329,377. L’origine de l’accumulation 

des macrophages au sein des chéloïdes, et notamment des M2, est encore mal décrite. Même 

si des études complémentaires seraient nécessaires afin de réellement valider cette théorie, 

il a néanmoins récemment été suggéré que cette polarisation pourrait être médiée par des 

signaux mécaniques, comme l’étirement et la tension cutanée378. La sur-représentation des 

M2 pourrait également être associée à l’accumulation d’IL-13 et d’IL-4 au sein des cicatrices303. 

L’induction de l’expression de l’IL-4Rα a en effet été montré dans les chéloïdes, et pourrait 

participer à la polarisation des macrophages vers un phénotype M2236.  

Figure 11 : Effet des macrophages de type M1 et M2 sur les fibroblastes dermiques sains 

Les macrophages de type M1 ont un effet plutôt anti-fibrotique sur les fibroblastes dermiques sains, en diminuant leur 

synthèse d’α-SMA et de collagène, et en induisant leur activité collagénase. Les macrophages de type M2 ont quant-à eux 

une activité pro-fibrotique, et induisent la prolifération, la migration, la synthèse de MEC, et l’expression de TGF-β1 dans les 

fibroblastes dermiques sains.  

Schéma réalisé avec Biorender®. 
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2.8. Traitements 

Les traitements utilisés actuellement contre les chéloïdes sont nombreux, et visent 

majoritairement à diminuer le relief des cicatrices et/ou à limiter les douleurs et 

démangeaisons subies par les patients. La pharmacothérapie, l’irradiation, le laser et l’excision 

chirurgicale sont les principaux traitements utilisés379–381.  

Concernant les pharmacothérapies, les corticoïdes (dexaméthasone, triamcinolone 

acetonide) sont aujourd’hui un des principaux traitements utilisés afin de limiter le 

développement des chéloïdes380,381,381,382. Les corticostéroïdes agissent en supprimant les 

médiateurs de l’inflammation (VEGF) ainsi que la prolifération des fibroblastes, et permettent 

de freiner leur synthèse de collagène383,384. D’un point de vue clinique, les corticostéroïdes ont 

été largement montrés comme pouvant prévenir la récurrence des chéloïdes après excision 

chirurgicale. Ils peuvent également diminuer le volume des chéloïdes, en monothérapie et en 

bithérapie385–387. L’hétérogénéité des protocoles de traitements (concentration du produit, 

nombre d’injections, durée du traitement, association à une 2ème thérapie, « âge » de la 

chéloïde et localisation) complique en revanche la mise en place d’un protocole 

standardisé381. Bien qu’efficaces, les corticostéroïdes ont de nombreux effets secondaires, 

comme rapporté au fil des années. Douleurs au niveau du site d’injection, atrophie cutanée, 

ulcérations, altération de la pigmentation, douleurs, démangeaisons, et même acnée, troubles 

menstruels et hypertension ont été rapportés comme les effets secondaires les plus 

fréquents385,386,388–392. 

Au regard des inconvénients liés à l’utilisation des corticostéroïdes, de nombreuses 

équipes ont cherché à développer d’autres pharmacothérapies381. Les études et protocoles de 

traitement étant encore une fois très diversifiés, il est difficile de conclure quant à l’efficacité 

de ces pharmacothérapies nouvelles. Néanmoins, certaines de ces thérapies sont de plus en 

plus décrites comme pouvant posséder un réel impact thérapeutique, comme la bléomycine, 

le 5-fluorouracile, ou la mitomycine C381. La mitomycine C est un agent anti-cancéreux, qui 

permet de diminuer la prolifération des fibroblastes393,394. Elle a montré des capacités à 

diminuer la récurrence des chéloïdes après exision, lorsqu’appliquée de façon topique ou 

intralésionnelle395–399. Le 5-fluorouracile est un analogue de la pyrimidine qui possède la 

capacité d’inhiber la thymidine synthase, entrainant ainsi un frein sur la réplicaion de l’ADN et 
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la prolifération cellulaire400. Plus de 50% des patients présentaient une diminution significative 

de la taille de la cicatrice après injections intralésionnelles de 5-fluorouracile401. En revanche, 

son efficacité était plus faible que celle apportée par les corticostéroïdes, avec 57% de 

réduction de taille après injection intralésionnelle, contre 71% pour le traitement aux 

corticostéroides402. La bléomycine, en clivant l’ADN des cellules cibles et en induisant leur 

apoptose, permettrait quant à elle de réduire la récurrence des chéloïdes après excision403,404. 

Les pharmacothérapies décrites précédemment sont la plupart du temps associées à 

des traitements non médicamenteux, comme l’excision chirurgicale, la cryothérapie, la 

radiothérapie ou l’utilisation de pansements compressifs. Même si l’excision chirurgicale est 

aujourd’hui un des traitements de référence pour lutter contre les chéloïdes, elle entraine des 

taux de récidives très élevés, entre 45 à 100%, lorsque réalisée en monothérapie166,405. De 

plus, le geste technique réalisé par le chirurgien peut grandement impacter le devenir de la 

cicatrice. Une manipulation douce, évitant la tension sur les bords de la plaie et la sollicitation 

importante du tissu, ainsi que des mesures hygiéniques strictes (désinfection, contrôle des 

saignements), pourraient limiter la récurrence406,407.  

La cryothérapie, qui est également largement utilisée pour lutter contre les chéloïdes, 

a montré son efficacité afin de diminuer la taille des chéloïdes, seule ou en combinaison avec 

différentes pharmacothérapies408–410. Elle permet de moduler le profil des fibroblastes de 

chéloïdes, en induisant leur changement de phénotype vers un phénotype sain411,412.  

La radiothérapie, bien qu’elle induise un taux très important de récidives lorsque 

réalisée en monothérapie, présente des résultats intéressants lorsque combinée à une 

excision chirurgicale413. Elle permet en effet de diminuer la prolifération des fibroblastes et 

leur synthèse de collagène de façon indirecte, en modulant le relarguage de TGF-β au sein du 

microenvironnement des chéloïdes381.  

Les pansements compressifs et les traitements à base de silicone permettent de 

moduler la pression et la tension appliquée au sein de la cicatrice, et limiteraient ainsi leur 

développement. Plusieurs systèmes de compression des cicatrices ont en effet été 

développés, et ont montré des capacités à réduire le taux de récidives414–416. 
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De nouvelles pratiques encore peu décrites, qu’elles soient chirurgicales ou basées sur 

l’utilisation de traitements secondaires non médicamenteux, ont été suggérées afin de traiter 

les chéloïdes. Très récemment, une étude préliminaire chinoise a démontré que l’injection de 

fibroblastes autologues non lésionnels sur le site de la chéloïde après excision permettait de 

diminuer le relief et la rigidité de la cicatrice, ainsi que la pigmentation de la peau417. Des 

inhibiteurs de trypase, une enzyme pro-angiogénique sécrétée majoritairement par les 

mastocytes, ont montré des effets bénéfiques sur les symptômes associés aux chéloïdes338. 

Enfin, une très récente étude a montré que l’utilisation d’inhibiteurs de JAK1 et JAK3, qui sont 

impliquées dans les mécanismes de signalisation conduisant au développement des chéloïdes, 

pourraient avoir un intérêt thérapeutique. La prise orale d’un de ces inhibiteurs, le Tofacitinib, 

a en effet été montré comme capable de réduire le volume des chéloïdes, en diminuant la 

prolifération et la synthèse de collagène des fibroblastes418. 

En conclusion, et bien que les thérapies visant à limiter le développement des 

chéloïdes soient nombreuses, aucun traitement n’a pour l’instant été admis comme 

traitement de référence. L’hétérogénéité des protocoles et la petite taille des échantillons de 

patients recrutés dans les études cliniques ne suffisent pas à pouvoir conclure en l’efficacité 

de ces traitements de façon fiable.  

2.9. Modèles d’étude de la maladie chéloïdienne 

Les chéloïdes sont une maladie réputée unique aux homos sapiens. Aucune autre 

espèce animale, y compris les primates, ne sont capables de développer des chéloïdes de 

façon spontanée, comme c’est le cas chez l’Homme. Ainsi, le manque de modèles animaux a 

particulièrement entravé les efforts de recherche visant à la prévention de la maladie et au 

développement de thérapeutiques. Afin de pallier au manque de modèles d’études 

disponibles, de nombreuses équipes ont mis au point des modèles de chéloïdes in vitro et in 

vivo plus ou moins complexes et représentatifs de la pathologie (résumés en Figure 11).  

2.9.1. Modèles in vitro et ex vivo 

Il existe deux types principaux de modèles in vitro, ceux basés sur la culture de 

fragments de chéloïdes récoltés après excision, nommés explants, et ceux basés sur la culture 

de cellules extraites du tissu pathologique419. 
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2.9.1.1.  Modèles cellulaires in vitro 

En tant que principales cellules sécrétrices de MEC dans la pathologie, les fibroblastes 

de chéloïde ont été placés au centre de la plupart des modèles expérimentaux in vitro mis au 

point au cours des dernières années (Figure 12). Un des modèles les plus utilisés, à savoir la 

culture de fibroblastes de chéloïdes en monocouche, possède l’avantage d’être facile à mettre 

en place, et relativement comparable entre les différents laboratoires239,286. Ce type de 

modèle a notamment été utilisé pour des études visant à évaluer l’expression du 

collagène420,421 ou de FAP422 dans les FC. Certaines études évaluent la réponse des FC à une 

blessure423 ou à la présence de différentes cytokines150,424,425, tandis que d’autres utilisent ces 

monocouches afin d’évaluer l’effet de drogues anti-fibrotiques286,426–430. Plusieurs équipes de 

recherche ont également entrepris de réaliser des co-cultures en monocouches, en ajoutant 

aux fibroblastes plusieurs types cellulaires comme des kératinocytes431, des cellules 

souches349, ou encore des mastocytes340.  

Des cultures indirectes entre fibroblastes et d’autres cellules ont permis de mesurer 

l’interaction entre les deux populations, tout en s’affranchissant de leur immunocompatibilité. 

C’est notamment le cas des modèles en chambres de Boyden, associant fibroblastes et 

kératinocytes351,432,433, lymphocytes434, monocytes361 ou encore des cellules du follicule 

pilleux435. La plupart de ces études visaient à montrer l’importance de l’environnement des 

fibroblastes, et notamment des kératinocytes, sur leur activité fibrogénique. Il a ainsi été 

montré par plusieurs études que les kératinocytes de chéloïde entrainent une induction de la 

prolifération350,351,436, de la synthèse de collagène432,433,436,437 et de l’activation de la voie du 

TGF-β436,438 dans les FC. D’autres équipes ont également utilisé des milieux induits par 

différents types cellulaires (sécrétomes), afin d’évaluer leurs effets sur les FC439,440.  

Au-delà des monocouches cellulaires, de nombreuses équipes ont développé des 

supports 3-D composés de MEC (collagène de type I, Matrigel® …) et cellularisés par des 

fibroblastes de chéloïde441–445. Li et ses collaborateurs ont notamment montré qu’un modèle 

de ce type permettait d’induire la synthèse de collagène et de MMPs des FC comparément à 

la culture en monocouche441. Kamamoto et son équipe ont en parallèle mis en évidence 

l’activité contractile plus élevée des FC comparée aux FDS, en utilisant des gels de collagène 

rétractés libres442.  
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Figure 12 : Représentation schématique des différents modèles in vitro, ex vivo et in vivo utilisés pour l’étude des chéloïdes 

Schéma réalisé avec Biorender®. 

 



  

64 

 

En complexifiant ces modèles par l’ajout de kératinocytes, plusieurs équipes ont 

développé des « substituts cutanés », généralement composés d’une matrice emprisonnant 

des fibroblastes de chéloïdes et surmontée d’une couche de kératinocytes. Plusieurs études 

ont ainsi montré que les substituts formés de FC présentaient un dépôt de collagène plus 

important que ceux formés de fibroblastes sains135,446–448. La contraction du modèle, ainsi que 

l’épaisseur de l’épiderme était également plus importante dans les modèles utilisant des 

cellules provenant de chéloïdes135. De plus, après blessure des substituts cutanés à l’aide d’un 

scalpel, une équipe a pu observer la migration des kératinocytes au sein de la plaie, de façon 

concomitante avec la rétraction du modèle448.  

Dans le cadre du développement des modèles composés d’une matrice de collagène, 

certaines équipes ont cherché à évaluer le caractère fibrogénique des FC provenants de 

différentes régions intra-lésionnelles. Ils ont alors dissocié fibroblastes et/ou kératinocytes 

provenant de la périphérie de la cicatrice et de son centre plus ou moins profond, ainsi que 

les fibroblastes provenant de la peau saine adjacente (Figure 13). Une collaboration entre 

notre équipe et l’Université de Chiang Mai a caractérisé la production d’une matrice 

cellularisée en 3 parties distinctes, contenant chacune des FC de centre, de périphérie, et des 

fibroblastes de peau saine adjacente à la chéloïde163. Une étude néerlandaise a quant à elle 

développé des modèles associant fibroblastes et kératinocytes dans une matrice 

extracellulaire, et ce pour chaque zone des chéloïdes décrites en Figure 12277. Les deux études 

ont conclu que les fibroblastes du centre profond des chéloïdes sont les plus actifs et 

présentent une activité rétractile plus importante. De plus, les auteurs ont montré que la 

Figure 13 : Cartographie des différentes zones décrites au sein des chéloïdes 

Modifié de Limandjaja et al, Reconstruted human keloid models show heterogeneity within keloid scars, Arch Dermatol Res, 

2018 
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rétraction du modèle 3D ainsi que l’épaisseur de l’épiderme était plus importante dans les 

modèles composés de fibroblastes de chéloïdes, comparativement à ceux formé de FDS. 

2.9.1.2. Culture d’explants – modèles ex vivo 

 Les explants, qui sont des fragments de chéloïde directement prélevés au sein du tissu, 

ont été largement utilisés durant les dernières années pour l’étude des chéloïdes. Avec ou 

sans conservation de la couche épidermique449, cultivés dans du simple milieu de culture450 

ou dans une matrice de collagène449,451,452, ou encore totalement immergés450 ou en partie 

exposés à l’air451,452, les conditions de maintien de ces explants sont très variables d’une étude 

à l’autre. Nombre de ces études s’accordent néanmoins sur le fait que les explants pourraient 

être maintenus en culture jusqu’à 6 semaines après chirurgie449,451. Les fibroblastes y 

exprimaient alors autant de collagène de type I449,451 et de collagène de type III449 qu’après 

excision de la chéloïde, ce qui a permis de valider l’intégrité du modèle à moyen terme. Assez 

rapidement, il a été admis que cultiver ces explants au sein d’une matrice de collagène 

permettait de conserver au mieux la morphologie 3D du tissu449,451. Duong et ses 

collaborateurs ont montré que des explants avec épiderme présentaient une morphologie 

plus proche de celle des chéloïdes lorsque l’épiderme était placé à la surface, en dehors de la 

matrice de collagène dans laquelle ils étaient cultivés449, reproduisant ainsi la conformation et 

l’orientation du tissus in vivo.  

L’intérêt de la culture d’explants de chéloïdes dans la recherche de thérapeutiques a 

été montré par plusieurs études in vitro. Bagabir et ses collaborateurs ont par exemple montré 

que la dexaméthasone, un glucocorticoide utilisé courament pour le traitement des chéloïdes, 

entraine une diminution de la taille de l’explant in vitro, ainsi que du nombre de cellules et de 

l’épaisseur de l’épiderme449.  

Bien ces modèles d’explants semblent pertinant à moyen terme, ils demandent d’avoir 

accès de façon régulière et contrôlée à du tissu frais. Un grand nombre de prélévèments serait 

également nécessaire afin de pouvoir lisser la variabilité entre les patients. De plus, et comme 

dans beaucoup de modèles in vitro, les explants pourraient être perturbés par l’absence d’un 

système circulatoire fonctionnel permettant d’irriguer le tissu. 
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2.9.2. Modèles in vivo 

Les chéloïdes sont une maladie propre à l’Homme. Aucune espèce animale n’est en 

effet capable de former des chéloïdes après une blessure, et ce de façon spontanée. Pour ces 

raisons, le développement d’un modèle animal de chéloïde a été un réel enjeu majeur au cours 

des dernières années. Jusqu’alors, trois stratégies principales ont été évoquées afin d’obtenir 

des animaux développant des cicatrices le plus similaire possibles aux chéloïdes :  

o La formation d’une lésion cutanée par l’expérimentateur, 

o L’injection d’agents chimiques,  

o L’injection/greffe de cellules et/ou tissus chéloïdiens humains. 

Néanmoins, bien que plusieurs équipes aient décrit des modèles de « chéloïde » basés 

sur les deux premières stratégies, les plaies induites chez les animaux étaient en réalité loin 

de récapituler les principales caratéristiques des chéloïdes. En raison du faible relief des 

cicatrices et de leur incapacité à s’étendre dans le tissu sain adjacent, ces modèles ont 

finalement d’avantage été considérés comme des modèles de fibrose cutanée non 

chéloïdienne453,454. Pour cette raison, ces modèles ne seront pas plus amplement détaillés 

dans ce manuscrit. Nous nous concentrerons sur les modèles animaux basés sur l’utilisation 

de tissu chéloïdien, et sur les modèles d’ingénierie cellulaire visant à injecter des cellules 

pathologiques au sein des souris.  

2.9.2.1. Modèles basés sur l’utilisation de tissu chéloïdien  

Dès les années 1980, Shetlar et ses collaborateurs ont initié la réalisation de greffes de 

tissu chéloïdien humain dans des souris athymiques, immunodéficientes, qui possèdent 

l’avatange d’éviter tout rejet de greffe455–459. Les xénogreffes ainsi créées sont alors viables 

durant plusieurs semaines, et présentent une synthèse persistante de MEC457 ainsi qu’une néo 

vascularisation460. L’équipe de Yang décrit « des greffons de peau de pleine épaisseur 

maintenus viables chez des souris nudes athymiques jusqu’à 6 mois après la 

transplantation »456. En revanche, après plusieurs mois, la plupart des greffons diminuent en 

masse (plus de 50% de perte), et synthétisent de la matrice en quantité moindre456,459,460. Ces 

modèles de xénogreffe semblent donc particulièrement indiqués sur des temps courts, ne 

s’étendant pas au-delà de 6 mois. Bien que prometteur, ce type de modèle peut être 

compliqué à mettre en place de par la nécessité d’avoir accès à du tissu frais de façon régulière 
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et planifiée. Au regard de l’hétérogénéité intra-lésionnelle des chéloïdes, le choix de la 

localisation de l’explant au sein de la chéloïde excisée pourrait également être discuté. Ainsi, 

bien qu’ils présentent plusieurs avantages, les problématiques citées précédemment ont 

limité l’utilisation de ces modèles.  

Afin de palier à l’absence de système immunitaire humain dans ces modèles, la 

première description d’un modèle de greffe de chéloïde dans des souris humanisées a été 

réalisée très récemment, durant l’été 2023461. Les auteurs ont tout d’abord conféré aux souris 

immunodéficientes un système immunitaire humain via l’injection de PBMC humain. Des 

fragments de chéloïdes ont ensuite été greffés sur le dos des souris. Après 4 semaines, une 

augmentation du poids du greffon avait été constatée. Comparativement aux modèles 

utilisant de simples souris immunodéficientes, les auteurs ont ici observé la formation d’un 

néotissu aux limites du greffon. Celui-ci était riche en Th17, IL-17 et HIF-1α, de façon similiaire 

aux marges des chéloïdes chez l’Homme. L’infiltrat de lymphocytes T et la synthèse de 

collagène étaient également plus élevés au sein du greffon. Ainsi, ce premier modèle de souris 

humanisée est une réelle avancée dans le développement des modèles de chéloïde in vivo, et 

pourrait présenter un grand intérêt pour le développement de nouvelles thérapeutiques461. 

2.9.2.2. Modèles d’ingénierie cellulaire et tissulaire  

Dans les années 1980, de façon parallèle à la mise en place de modèles comme celui 

de Shetlar, l’équipe d’Estrem et ses collaborateurs a développé un modèle basé sur l’injection 

sous cutanée de FC dans des souris athymiques455. Ces injections conduisaient à la formation 

d’une boule au niveau du site d’injection après plusieurs semaines. Des études histologiques 

de ces amas ont confirmé la prolifération des fibroblastes ainsi que la présence d’un dépôt de 

collagène similaire à celui présent dans les chéloïdes455.  

Plus récemment, une étude évaluant l’effet de l’injection en sous cutané d’un mélange 

de Matrigel® et de milieu induit par des FC a montré que le milieu induit était suffisant pour 

induire le développement d’excroissances fibreuses, dont la morphologie est semblable à celle 

des chéloïdes. L’analyse du milieu de FC utilisé a révélé des taux importants de la protéine 

RANTES/CCL5, une chimiokine surexprimée dans de nombreux tissus fibrotiques et qui 

pourrait être à l’origine du développement des chéloïdes462.  
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En 2017, Sunaga et son équipe ont développé une chambre de greffage, directement 

suturée au niveau d’une plaie sur des souris immunodéficientes. Cette chambre permettait le 

dépôt localisé de fibroblastes et de kératinocytes provenant de chéloïdes sur la peau lésée463. 

Les fibroblastes et kératinocytes déposés semblaient alors se réorganiser de façon spontanée 

pour former un analogue cutané directement in vivo. Après 12 semaines, la peau reconstituée 

à partir des cellules pathologiques était plus épaisse que celle formée à partir des cellules 

saines, et la formation d’un réseau de collagène anarchique avait été constatée. En revanche, 

aucune invasion des cellules pathologique dans le tissu environnant n’a pu être décrite. Ce 

phénomène a été expliqué par les auteurs par l’absence de l’environnement caractéristique 

des chéloïdes, notamment le système immunitaire et les forces mécaniques463.  

Dorothy Supp et ses collaborateurs ont développé en 2012 des substituts cutanés 

composés de fibroblastes et de kératinocytes de chéloïdes, cultivés au sein d’une matrice de 

collagène bovin446. Après avoir démontré l’intérêt du modèle in vitro, les substituts ont été 

greffés dans des souris immunodéficientes. Le modèle composé de cellules pathologiques a 

alors montré une épaisseur plus importante, ainsi qu’une forte déposition de collagène de 

type I, contrairement au même modèle composé de cellules saines. Une organisation 

anarchique du collagène a également été relevée, en particulier dans les substituts composés 

de FC profonds ou superficiels. Après 4 semaines, la taille des substituts composés de cellules 

pathologiques avait augmenté, contrairement à ceux formés de cellules saines446.  

Au fil des années, plusieurs modèles similaires ont été développés, tous basés sur la 

greffe de substituts cutanés formés d’une matrice et de fibroblastes et/ou kératinocytes 

provenant de chéloïdes. Allant du PLGA (Poly Lactic-co-Glycolic Acid)464, des 

glycosaminoglycanes465 jusqu’à un mélange de plasma, fibrine et thrombine370, de nombreux 

scaffold matriciels ont été utilisés dans le cadre de ces modèles d’ingénierie tissulaire. Malgré 

la diversité des supports, les études s’accordent sur la stabilité des modèles après greffe dans 

des souris immunodéficientes, qui s’étend de 126370 à 180 jours464. Comme montré en Figure 

14, la taille464 et l’épaisseur370 des greffons composés de cellules pathologiques augmente 

dans les semaines suivant la greffe. La densité de collagène370,464 augmente également, et son 

organisation est décrite comme anarchique, de façon similaire aux chéloïdes370,464. 
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Lee et ses collaborateurs ont cependant montré que ce collagène n’était pas produit de façon 

exogène, mais provenait uniquement des cellules greffées370. Pour conclure, bien que les 

modèles in vitro et in vivo ayant été développés afin d’étudier les chéloïdes soient nombreux, 

aucun n’a pour l’instant été admis comme modèle de référence. 

Figure 14 : Photographies illustrant l’évolution du modèle PLGA dans des souris athymiques 

Des matrices de PLGA ont été cellularisées ou non par des fibroblastes de chéloïdes, et greffées dans des souris athymiques. 

Les photographies montrent l’évolution de la taille des greffons, qui augmente dans le cadre d’une cellularisation, 

contrairement aux greffons témoins. 

Modifié de Wang et al, Establishment of an animal model for human keloid scars using tissue engineering method, Journal of 

Burn care and Research, 2013 
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        PARTIE II -- Objectifs des travaux de thèse 

- 

Objectifs des travaux de thèse
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L’état de l’art à propos de la maladie chéloïdienne détaillé dans la partie précédente 

fait état d’une maladie complexe dont les mécanismes qui sous-tendent l’apparition et le 

développement sont encore aujourd’hui mal compris. Pour cette raison, peu de traitements 

réellement efficaces sont actuellement disponibles, faisant de la prise en charge de cette 

pathologie un besoin clinique non couvert. 

Au cours des travaux de thèse présentés ci-après, nous avons souhaité contribuer à 

une meilleure compréhension des mécanismes cellulaires impliqués dans la fibrogénèse 

chéloïdienne, dans le but de proposer de nouvelles approches thérapeutiques.  

Ainsi, deux questions de recherche principales ont été menées en parallèle, l’une sur 

l’amélioration des outils in vitro d’investigation disponibles pour l’étude des chéloïdes, l’autre 

sur l’étude de l’axe inflammation-fibroblaste-fibrose. Nos travaux se sont donc focalisés sur 

les fibroblastes, en tant qu’effecteurs principaux du dépôt de matrice extracellulaire au cours 

de la fibrogénèse des chéloïdes.  

Dans un premier temps, et grâce à l’étude d’une drogue anti-fibrotique (halofuginone), 

nous avons mis en place un panel de tests in vitro nous permettant d’évaluer le profil 

fibrogénique des fibroblastes chéloïdiens et d’adresser la question de leur régulation.  

En parallèle, nous avons cherché à développer un nouveau modèle in vitro pour l’étude 

de la fibrogénèse chéloïdienne, basé sur la culture de fibroblastes en 3 dimensions sous forme 

de sphéroides.  

Enfin, la partie majeure des travaux présentés ci-après a consisté en l’étude du rôle du 

système immunitaire dans la pathologie. Nous avons en effet évalué l’impact de la polarisation 

des macrophages dans la régulation du phénotype fibroblastiques, faisant de ces cellules 

immunitaires un levier potentiel pour la prise en charge de la maladie chéloïde.   
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PARTIE III – Etudes expérimentales 

- 

Etudes expérimentales
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1. Evaluation de l’effet anti-fibrotique de l’halofuginone 

sur les fibroblastes de chéloïde 
 

Ce premier article a été publié en décembre 2020 dans Biomedicine and 

Pharmacotherapy et a permis de définir et valider les bases expérimentales des travaux de 

recherche que j’ai mis en œuvre tout au long de ma thèse. Nos cellules d’intérêt, les 

fibroblastes de chéloïde (FC), ont été obtenus via l’étude clinique « Scar Wars » 

(NCT03312166). Mené au Centre Hospitalier Universitaire de Besançon, cet essai clinique vise 

à évaluer l'efficacité et la sécurité d'un dispositif médical compressif conçu pour prévenir la 

récidive de la fibrose chéloïdienne après résection chirurgicale. Tous les patients inclus dans 

l’étude ont bénéficié d'une chirurgie au cours de laquelle nous avons collecté le tissu excisé 

(objectif secondaire de l’étude clinique). Ainsi, nous avons pu mettre en place une banque de 

tissus pathologiques dans le but d’en isoler les fibroblastes associés. Une fois nos cellules 

d’intérêt extraites et amplifiées, nous avons alors mis en place un banc expérimental nous 

permettant d’adresser l’effet d’une drogue anti-fibrotique, l’halofuginone sur le statut 

fibrogénique des FC.  

Lors de mon arrivée au laboratoire, une partie des travaux avaient été engagés dans le 

cadre de la thèse d’exercice de Médecine du Dr Pierre Marty. J’ai alors pu collaborer à la 

finalisation du projet en contribuant à la réalisation et à l’analyse des expérimentations visant 

à quantifier l’activité collagénase des fibroblastes de chéloïde traités par l’halofuginone.  

1.1. Rationnel de l’étude  

Les fibroblastes, de par leur capacité de synthèse et de remodelage de la matrice extra 

cellulaire, sont des acteurs majeurs dans le développement des chéloïdes. Comme démontré 

dans l’état de l’art de ce manuscrit, les fibroblastes de chéloïde présentent un phénotype 

d’avantage pro-fibrotiques en comparaison à leurs homologues sains. Ils expriment in vitro 

des quantités plus importantes d’α-SMA, ce qui leur confère une activité contractile plus 

élevée, synthétisent plus de matrice extracellulaire, et sont d’avantages sensibles à leur 

microenvironnement, notamment au TGF-β1. Ce dernier, comme nous l’avons vu 

précédemment, est décrit comme la principale cytokine pro-fibrosante chez l’Homme, et est 
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incontestablement un des acteurs majeurs de l’activation des fibroblastes au cours de la 

formation des chéloïdes. Bien qu’il existe aujourd’hui de nombreux traitements pour lutter 

contre cette pathologie, très peu présentent des résultats satisfaisants et une efficacité 

suffisante pour être décrits comme traitement de référence, en dehors ou en complément de 

la résection chirurgicale. L’halofuginone (HF), un dérivé chimique de la fébrifugine isolée de la 

plante chinoise Dichroa febrifuga, est utilisée pour ses capacités anti-parasitaires466. Son 

potentiel anti-fibrotique avait néanmoins été suggéré dès les années 1990 dans le cadre du 

traitement de nombreuses maladies fibrotiques467–470. L’halofuginone serait en effet capable 

de prévenir l’activation myofibroblastique médiée par le TGF-β, en inhibant la 

phosphorylation de Smad3471. En 2007, une étude italienne avait suggéré que l’HF pourrait 

posséder un potentiel effet thérapeutique dans le cadre du traitement des chéloïdes472. 

Aucune preuve in vitro ou in vivo n’avait cependant été apportée.  

Dans l’étude présentée ci-après, nous avons cherché à évaluer in vitro l’effet 

thérapeutique de l’HF en déterminant sa capacité à modifier le profil fibrogénique des 

fibroblastes de chéloïdes. Pour cela, nous avons d’abord réalisé un screening afin de 

déterminer une concentration de travail optimale. Ensuite, nous avons traité nos cellules 

cultivées en monocouche et dans un modèle 3D de gel de collagène, et avons évalué la 

réponse des FC en étudiant leur capacité de prolifération, de migration, d’activation 

myofibroblastique et de synthèse de matrice extracellulaire. Dans toutes nos expériences, le 

TGF-β1 a été utilisé pour simuler l’environnement pro-fibrotique présent in vivo dans les 

chéloïdes.  
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Halofuginone regulates keloid fibroblast fibrotic response 

 to TGF-β induction  
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Abstract: Keloids are characterized by increased deposition of fibrous tissue in the skin and 

subcutaneous tissue following an abnormal wound healing process. Although keloid etiology is yet to 

be fully understood, fibroblasts are known to be key players in its development.  Here we analyze the 

antifibrotic mechanisms of Halofuginone (HF), a drug reportedly able to inhibit the TGF-β1-Smad3 

pathway and to attenuate collagen synthesis, in an in-vitro keloid model using patient-derived Keloid 

Fibroblasts (KFs) isolated from fibrotic tissue collected during the “Scar Wars” clinical study (NCT 

NCT03312166). TGF-β1 was used as a pro-fibrotic agent to stimulate fibroblasts response under HF 

treatment. The fibrotic related properties of KFs, including survival, migration, proliferation, 

myofibroblasts conversion, ECM synthesis and remodeling, were investigated in 2D and 3D cultures. 

HF at 50nM concentration impaired KFs proliferation, and decreased TGF-β1-induced expression of α-

SMA and type I procollagen production. HF treatment also reduced KFs migration, prevented matrix 

contraction and increased the metallo-proteases/inhibitors (MMP/TIMP) ratio. Overall, HF elicits an 

anti-fibrotic contrasting the TGF-β1 stimulation of KFs, thus supporting its therapeutic use for keloid 

prevention and management. 

Keywords: Halofuginone, Keloid, Myofibroblasts, TGF-β, Fibrosis 

Abbreviations: TGF-β1, transforming growth factor β1; ECM, extracellular matrix;  SMADs,  Mothers 
against decapentaplegic homolog; α-SMA, alpha-smooth muscle actin; MMP, matrix 
metalloproteinases ; TIMP, tissue inhibitors of metalloproteinases; HF, Halofuginone; KF, keloid 
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Highlights 

 TGF-β pathway is a target to interfere with fibroblast-mediated keloid progression 

 No data about the effects of Halofuginone on keloids have been reported previously 

 Halofuginone reduces all the fibrosis-related properties of keloid fibroblasts 

 Halofuginone could be strongly considered as a new drug for keloid management 
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1. Introduction 

Since 2018, World Health Organization defines keloids as a member of a group of disorders 

“characterized by increased deposition of fibrous tissue in the skin and subcutaneous tissue” [1]. 

Accordingly, keloids are considered not just pathological scars, rather the outcome  of an abnormal 

wound healing process with features similar to that of chronic inflammatory diseases and cancer [2]. 

Clinically, keloids present as a fibrotic tissue that proliferates beyond the primary injured area and 

persist over time without natural regression. Keloids may cause pain and pruritus, and  seriously affect 

patient quality of life when they are located in visible areas [3]. Keloids may result from different skin 

injuries, including surgery, burns, trauma, piercing, and folliculitis, though their location appears 

mainly confined to chest, shoulders, neck and ears [4].  



 

 

Despite the ample variety of treatments available, which include occlusive dressing, 

compressive therapy, cryotherapy, radiation, laser, and pharmacotherapies with steroids, mitomycin 

C, 5-FU, bleomycin, no effective therapeutic protocols or standardized guidelines have been published 

yet [5]. Surgery is commonly indicated in order to reduce keloid volume, despite the high recurrence 

rate after excision and the development of a fibrosis worse than the initial one [6]. The lack of effective 

treatments clearly reflects our poor understanding of keloid pathogenesis, though  keloid 

histopathology has been extensively described in the past decades [7]. The papillary-reticular 

distribution of dermal compartment is lost in keloid tissue, where the Extracellular Matrix (ECM) is 

mainly composed of randomly distributed thick collagen fibers. Compared to normal skin, the keloid 

fibrotic tissue shows an increased collagen type-I to type–III ratio along with other ECM-related 

components such as fibronectin, glycosaminoglycans and chondroitin sulfate [8]. However, keloid 

etiology and pathogenesis remain largely unknown. Recently, Limandjaja et al. [8] proposed that keloid 

could be triggered by a combination of three risk factors, the “keloid triad”, involving genetics, wound 

healing process and external factors [9], and in this scenario the fibroblast is a key player. 

  

Keloid fibroblasts (KFs) are the central effectors of the “keloid triad” leading to the abnormal 

deposition of fibrous tissue. Quantitatively speaking, fibroblasts and myofibroblasts are more 

numerous in keloids than in non-pathological scars [10,11]. Compared to normal skin fibroblasts, KFs 

have an increased proliferation rate [12,13] and a reduced apoptosis rate [14,15]. Moreover, KFs are 

more responsive to growth factors activation (i.e by TGF-β1 and PDGF) than their normal counterparts 

[16–18], and this leads to higher production of type I and III collagens (ratio I/III in keloid is 17:1 vs 5:1 

in normal skin) and ECM accumulation [19]. During wound healing, ECM degradation and remodeling 

is controlled by a family of enzymes called matrix metalloproteinases (MMPs). MMPs are synthesized 

by fibroblasts and their activity is regulated by the tissue inhibitor of matrix metalloproteinase (TIMPs). 

Dysregulation of such MMP/TIMP equilibrium may underlie ECM over-accumulation. In keloid, the 

levels of MMP-1 and -13 (collagenase), MMP-2 (gelatinase) and TIMP-1 and -2 increase, whereas the 

level of MMP3 (stromelysin) decreases, compared to the respective levels in normal scars [19–21]. The 

TGF-β1/Smad signaling pathway is pivotal in the process of keloid fibrosis. TGF-β1 regulates fibroblast-

to-myofibroblast conversion, α-SMA expression and collagen synthesis during the development of 

fibrosis. TGF-β1 is found in higher quantity in keloid than in normal scar [22–24]. Accordingly, a variety 

of therapeutic strategies (drugs, siRNA, shRNA, miRNA, etc) have been designed to target the TGF-

β/Smad signaling pathway in order to interfere with fibroblast-mediated keloid progression [25].  

In the past years, Halofuginone [7-Bromo-6-chloro-3-[3-(3-hydroxy-2-piperidinyl)-2-

oxopropyl]-4(3H)-quinazolinone] has been proposed as a new potential agent capable of contrasting 

tissue fibrogenesis [26]. Halofuginone (HF) is a chemical derivative of febrifugine originally isolated 

from the chinese plant Dichroa febrifuga. HF is widely used for its anti-coccidiosis and anti-parasitic 

properties in the poultry industry [27]. Additionally, HF has been reported to inhibit Smad3 

phosphorylation downstream of the TGF-β1 signaling pathway, impairing the fibroblasts-to-

myofibroblasts phenoconversion and reduction of collagen synthesis and ECM accumulation [28]. In 

2007, Lista and Emanuele [29] proposed HF as a new therapeutic option for keloid management, yet 

no mechanistic data in support of this hypothesis have been published to date.  

 

The present study aims to fill this gap of knowledge by investigating in vitro the effects and 

mechanism of action of HF on keloid fibroblasts cultured in a pro-fibrotic environment. To this end, we 



 

 

analyzed the key events and factors involved in the abnormal functioning of keloid fibroblasts within 

the profibrotic environment, including survival, migration, proliferation, myofibroblasts conversion, 

ECM synthesis and remodeling. We show that HF greatly attenuates the response of keloid fibroblasts 

to TGF-β stimulation. Our results support the clinical use of HF as a new therapeutic tool for keloid 

management.  

2. Material and Method 

2.1. Reagents 

Phosphate Buffer Saline (P04-36500), Dulbecco Modified Eagle's Medium (P04-05540), Penicillin-

Streptomycin (P06-07100), Trypsin-EDTA (P10-023100), NaHCO3 (P04-49100) and Fetal Calf Serum 

(S1810-500) were purchased from Dutscher (Brumath, France);  MMP1 Human ELISA Kit (EHMMP1) 

and MMP3 Human ELISA Kit (BMS2014-3) from Thermo Fisher Scientific (Villebon-sur-Yvette, France); 

Collagenase (Collagen degradation/zymography) assay kit (ab234624) and Human alpha SMA ELISA Kit 

(ab240678) from Abcam (Paris, France); Pierce solution (C2284 and B9643), Triton x100 (T8787), Goat 

serum (S26), Glycine (G7403), BSA (A3294), DAPI (D9542), anti- α-smooth actin mAb (A2547), anti-

Mouse IgG (Fab specific) F(ab′)2 fragment-FITC antibody (F8521), Halofuginone (HF) hydrobromide 

(VETRANAL™, 32481), cell proliferation ELISA kit (11647229001), Protease inhibitor cocktail (P1860), 

MTT (M5655), DMSO (D4556), NaOH (1091372500), and p-Aminophenylmercuric Acetate (164610) 

from Sigma-aldrich (Saint Quentin Fallavier, France); Type I collagen ( 207050257) from Jacques Boy 

(Reims, France); Recombinant Human TGF-beta 1 Protein (ref 240-B-002) from R&D Systems Europe 

Ltd (Lille, France). Quanti-Blue™ kit and HEK-Blue™ TGF-β cells were purchased from Invivogen 

(Toulouse, France). 

2.2. Clinical study approval 

Keloid tissues were obtained from patients undergoing reductive plastic surgery (Table I) performed 

at Maxillo-Facial Surgery Department of the University Hospital of Besançon (France). All included-

patients were informed and provided consent. The clinical study was conducted in compliance with 

the ethical standards, namely the Declaration of Helsinki. This work was ethically approved by the 

French Regulatory Agency (ANSM), Ethic committee (CPP Sud-Ouest et Outre-Mer I) and was 

registered on clinicaltrial.gov as “SCAR WARS” (NCT03312166). “SCAR WARS” is a monocentric and 

single group assignment clinical trial which is carried out on 27 patients with earlobe keloid.  

 

Inclusion number Gender Patient age Keloid site 

3 Female 59 Earlobe 

5 Female 38 Earlobe 

7 Male 21 Earlobe 

8 Female 44 Earlobe 

10 Male 37 Earlobe 

16 Female 19 Earlobe 

17 Female 54 Earlobe 

Table 1 : Details of patient sample processed for cell extraction. 



 

 

2.3. Human primary keloid fibroblasts collection 

Keloid tissues were processed for cell extraction immediately after surgery. Under laminar flow, 

biopsies (5 mm diameter) were harvested from the center of each keloid tissue. Then, biopsies were 

incubated with antibiotics (PS, 10 min, RT), washed three times in PBS (5 min, RT) and cut into smaller 

pieces (2mm x 2mm). Samples were then plated in 25 mm2 tissue culture flasks (dermis side on plastic) 

and cultured in complete medium [DMEM supplemented with 10% FCS, penicillin (100 U/mL) and 

streptomycin (0.1 mg/mL)] in cell culture incubator (37 C, 5% CO2). Culture medium was changed every 

3 days. After 7–10 days of culture, spindle-shaped fibroblasts began to proliferate from explants edges. 

When cells reached local confluence, fibroblasts were detached from culture flask with trypsin (0.05%) 

- EDTA (0.02%) solution and sub-cultured for cell expansion. Primary keloid fibroblasts (KF) used in this 

experimental study was extracted from seven patients (Table I). For further experiments, cells were 

used between the third and eighth passage. 

2.4. Human keloid fibroblasts culture and treatment 

During routine cell culture and cell seeding prior to treatment, KFs were cultured in complete medium 

[DMEM supplemented with 10% FCS, penicillin (100 U/mL) and streptomycin (0.1 mg/mL)]. During 

treatment, low serum concentrated medium (5%) was used as drug vehicle. In further 

experimentation, FK were treated with HF (50nM), TGF-β1 (2ng/ml), a combination of HF and TGF-β1 

(respectively 50nM and 2ng/ml) or vehicle alone (Ctrl). If necessary, other ways of treatment will be 

specified. Bioactivity of TGF-β1 (non-latent form) was verified using HEK-Blue™ TGF-β cells prior to 

investigation (data not shown). HEK-Blue™ TGF-β cells allow the detection of bioactive TGF-β by 

monitoring the activation of the TGF-β/Smad pathway.    

2.5. Determination of suitable Halofuginone working concentration 

2.5.1.  Cytotoxicity 

Viability of KFs was determined by MTT assay. KFs were seeded into 96 wells culture plate (7.5.103 cells 

per well) and treated during 24h with a range of HF concentrations (1-5-10-25-50-100-200-500-1000-

10000 nM) vs vehicle. After treatment, MTT solution (final concentration: 2mg/ml) was added to each 

well and incubated 4h. Then, supernatant was discarded, cells were washed two times with PBS and 

formazan crystals were dissolved by adding 100 μl of DMSO. Absorbance at 490 nm was measured by 

a microplate reader (Multiskan FC, Thermo Scientific). Raw data were obtained from independent 

experimentation performed with three different primary cell lines (n=10 per condition). 

2.5.2. Cell cycle 

Keloid fibroblasts were seeded into 12-well culture plate (2 105 cells per well) and treated during 24h 

with a panel of HF concentration (10, 25, 50nM) vs vehicle. To analyze cell-cycle progression, cells were 

harvested and immobilized in 70% ethanol at 4°C for 12 h followed by washing with phosphate buffer 

solution (PBS). Then, cells were incubated in PBS 1X supplemented with RNase (0.32 μg/mL), 

propidium iodide (0.16 μg/mL). Cells were stored in a dark room until flux cytometry measurement 

(FC500 Beckman Coulter). Raw data were obtained from independent experimentation performed 

with three different primary cell lines (n=2 per condition). 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/cell-proliferation
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/mtt-assay


 

 

2.5.3. Adhesion test 

Keloid fibroblasts were seeded into 24-well culture plate (2.5 104 cells per well) into increasing 

halofuginone concentration (50-100-1000 nM) vs vehicle and incubated 6h. Then, culture medium and 

detached cells were discarded, the adherent cells were washed with PBS and subsequently trypsinized 

and counted. Raw data were obtained from independent experimentation performed with three 

different primary cell lines (n=3 per condition). 

2.5.4. Cell growth 

Keloid fibroblasts were seeded into 12-well culture plate (5.104 cells per well) and treated for 

increasing time with 50 nM HF or vehicle to determine the time-dependent effect of HF on KF growth. 

At day 3 post treatment, part of cells cultured with HF were then cultured into vehicle and vice versa. 

The other part was cultured into the same medium as at the beginning. Medium was changed every 3 

days and cells were counted at day 3, 6 and 9. Raw data were obtained from independent 

experimentation performed with three different primary cell lines (n=3 per condition). The effect of 

HF combined with TGF-β1   on KFs growth was also determined by cell counting. To this end, KF were 

seeded into 12-well culture plate (5.104 cells per well) and treated as described in 2.4 section. After 3 

days, cells were collected by trypsination and viable cells were counted excluding the trypan blue-

positive. Raw data were obtained from independent experimentation performed with three different 

primary cell lines (n=3 per condition).  

2.6. Proliferation assay 

Cell proliferation was assessed by BrDU incorporation during DNA synthesis. Keloid fibroblasts were 

seeded into 96 wells culture plate (5.103 cells per well) and treated as described in 2.4 section. Cell 

proliferation ELISA kit was used according to the manufacturer’s instruction. Absorbance at 450 nm 

was measured by a microplate reader (Multiskan FC, Thermo Scientific). Raw data were obtained from 

independent experimentation performed with three different primary cell lines (n=10 per condition).  

2.7. Scratch wound assay 

Keloid fibroblasts were seeded into IncuCyte® ImageLock 96-well culture plate (2.104 cells per well) in 

complete medium. After overnight adhesion, both confluence status and homogenous cell covering 

were checked prior to wounding. WoundMakerTM device (Essen BioScience) was used to create 

standardized scratches into 96-well plate. After wounding, medium was aspirated; each well was 

washed twice with PBS and refilled with treatment or vehicle (100 μl). Plates were incubated in 

IncuCyte S3TM and automatically photographed in bright field every 2 hours for 72 hours. After a 

preliminary visualization of the resulting images, three typical wells were chosen for setting automatic 

analysis parameters as proposed by the manufacturer. Relative wound density at each time point was 

analyzed using the IncuCyte™ Scratch Wound Cell Migration Software Module (Essen BioScience). Raw 

data were obtained from independent experimentation performed with three different primary cell 

lines (n=10 per condition). 

2.8. ECM synthesis and remodeling protein 

2.8.1. ELISA assay 

Keloid fibroblasts were seeded into 6 wells culture plate (0.5 106 cells per well) and treated as described 

in 2.4 section during 48h. Supernatants were collected on ice in the presence of anti-proteinases (10%) 



 

 

and frozen at -80°C until use. The protein quantity of Type-I Procollagen, MMP1, TIMP1 and MMP3 

was measured in the supernatant by ELISA assays according to manufacturer instruction. Data 

obtained from ELISA assays were normalized to total cell protein. In brief, after supernatant collection, 

cells were washed twice with PBS and NaOH (0.1N, 500µl per well) was added. Cell lysate were 

collected on ice and stocked at -80°C until total protein assay. Pierce BCA reaction assay was used to 

quantify total protein concentration. Briefly, 20µl of each cell lysate was mixed to 200µL Pierce solution 

(Copper II sulfate solution/bicinchonic acid, 1:50) and incubated 30 min at 37°C. Absorbance at 571 nm 

was measured by a microplate reader (Multiskan FC, Thermo Scientific). BSA standard was used to 

determine protein quantity in cell lysate. Results were expressed as a ratio of control condition. Raw 

data were obtained from independent experimentation performed with three different primary cell 

lines (n=3 per condition). 

2.8.2. Collagenase activity – Zymography assay 

Keloid fibroblasts were seeded into 6 wells culture plate (0.5 106 cells per well) and treated as described 

in 2.4 section during 48h. After treatment, cell lysates were collected, inactive zymogen forms of 

collagenase were activated with 1mM p-aminophenylmercuric acetate (AMPA) and collagenase 

activity was determined using a collagenase zymography assay kit (ab234624) in accordance with 

manufacturer instruction.  Collagenase activity was normalized by total protein concentration in cell 

lysate as described in 2.8.1. Results were expressed in U/mg and raw data were obtained from 

independent experimentation performed with three different primary cell lines (n=3 per condition). 

2.8.3. Collagen gel retraction 

ECM remodeling was assessed using free retracted collagen gel as previously described [12]. First, a 

specific medium was prepared [DMEM medium (0.8 X), FCS (9% v/v), NaOH (0.005 N), NaHCO3 (0.3%), 

Penicillin (200 U/mL) and Streptomycin (0.2 mg/mL)] and kept chilled on ice. Then, acid-extracted type 

I collagen (0.6 mg/mL) and keloid fibroblast suspension (8.104 cell/mL) were added. 2.5 ml of the liquid 

gel mixture was dispensed into Petri dish (30 mm diameter) and incubated at 37°C for at least 1 h to 

allow for gel polymerization. Immediately after polymerization, gels were smoothly detached from 

plastic and treated as previously described. Petri dish were scanned daily and gel diameter were 

determined using Image J software [30]. Results about collagen gel retraction were expressed as a 

percentage of initial area. Raw data were obtained from independent experimentation performed with 

three different primary cell lines (n=4 per condition). 

2.8.4. Myofibroblasts phenoconversion 

Alpha-smooth muscle actin (α-SMA) was used as the main phenoconversion marker of fibroblast into 

myofibroblast. α-SMA was quantified by ELISA and ratio of α-SMA positive cells were determined after 

immunofluorescence staining. For ELISA assay, keloid fibroblasts were seeded into 6 wells culture plate 

(0.3 106 cells per well) and treated as described in 2.4 section during 96h. After treatment, cell lysate 

were collected and α-SMA was quantified using α-SMA in vitro SimpleStep ELISA® kit (Abcam) according 

to manufacturer instruction. Data were normalized to total cell protein, as described in 2.8.1. Raw data 

were obtained from independent experimentation performed with three different primary cell lines 

(n=3 per condition).  

For immunostaining, KFs (0.3x106) were seeded into Petri dish (60 mm) containing 3 sterile glass 

coverslip and treated as described in 2.4 section during 96h. After treatment, cells were washed with 



 

 

PBS and fixed in 4% PFA. Cell membranes were permeabilized with Triton x100 (0.1% in PBS) and 

subsequently washed with PBS. Cells were then incubated in 1% Glycine (10 min, RT), afterwards a 

blocking solution (2.7% BSA; sheep serum 10%; 1% Triton x100) was used to saturate nonspecific 

binding site. After saturation step, cells were incubated overnight in 1:200 mouse anti- α-sm actin mAb 

(A2547) at 4°C. The next day, following several subsequent washes, cells were incubated for 1 h at 

room temperature with Anti-Mouse IgG (Fab specific) F(ab′)2 fragment-FITC antibody (F88521). Nuclei 

were counterstained with DAPI for 15 min before microscopy. A negative control was obtained by 

omitting the primary antibody. Images were obtained using a confocal microscope (Zeiss LSM800). On 

each slide, pictures from five areas were randomly taken excluding the edges of the coverslip due to 

cells homogeneity issues. Total cells and α-SMA positive cells were counted from these pictures. Raw 

data were obtained from independent experimentation performed with three different primary cell 

lines (n=3 per condition). 

2.9. Statistics 

Results are expressed as mean ± SD. Statistical analyses were performed using one-way or two-way 

analysis of variance followed by Tukey test for multiple comparisons. All analyses were performed 

using GraphPad Prism 7 software. Differences were considered as statistically significant * for p < 0.05; 

** for p < 0.01; *** for p < 0.001. 

3. Results 

HF [50nM] is a suitable concentration to impair keloid fibroblasts proliferation. The effect of HF on 

cell morphology was also followed during treatment (Fig. 1A). Below 102nM, keloid fibroblasts 

demonstrated a classical fibroblast-like morphology. Above 102nM, increased cell granularity and 

cellular shrinkage were observed as well as detachment from culture surface. As shown in figure 1B, 

HF concentration from 0 to 10 nM did not trigger any modification in cell viability while HF at 25nM 

and 50nm has a moderate effect compared to control (respectively 86.3% and 75.1%). Highest 

concentrations (from 102nM to 105) induced a significant and critically reduction of cell viability. 70% 

of viability was used as a threshold to choose the maximum dose tolerated by cells. Therefore, 50nM 

was selected as the treatment dose for subsequent experiments. In addition, we examined the cell-

cycle profile of keloid fibroblasts treated 24h with HF at 0, 10, 25 and 50 nM (Figure 1C). HF treated 

fibroblasts showed the same cell-cycle profile as control. Moreover, during a short-term adhesion test, 

HF did not show any influence on KF adhesion properties (Figure 1D).  

HF impairs KF proliferation in a persistent way. At day 3, the addition of HF [50 nM] in culture medium 

led to the decrease of KF proliferation rate in comparison to control, for which basal medium was used 

for the 6 next days (Figure 1D). KF proliferation slowed down but was not entirely suppressed, as 

shown by the positive slope of the proliferation curve. Conversely, after 3 days of treatment with HF 

[50nM], drug replacement by control medium was not able to fully restore the proliferation level as in 

control condition, even if cell quantity slightly increased compared to HF treated cells over time.  

 

 



 

 

HF retains anti-proliferative properties in profibrotic culture condition. After 24h of treatment, BrdU 

incorporation assay showed that HF significantly blocked proliferation capacities of KF even in the 

presence of TGF-β1 (Figure 2A). In terms of cell quantity, similar results were observed 3 days after 

treatment (Figure 2B). Cell number were significantly lower after HF treatment with or without TGF-

β1, compared to the respective controls. In both BrdU assay and cell counting experiments, TGF-β1 

showed no significant effects in short term incubation. However, while in control cultures fibroblasts 

showed a clear spindle-like shape and were parallel-oriented, in the presence of TGF-β1 KF morphology 

and orientation were affected as shown in figure 2C. 

 

Figure 1: Halofuginone concentration screening and determination HF suitable working concentration (50 nM). (A) HF do not affect KF 

morphology at low concentration (scale bar = 200µm). (B) HF at 25nM and 50nm has a moderate effect compared to control (*** p<0,001). 

(C, D) At low concentration HF do not modify neither fibroblast cell cycle nor adhesion properties. (E) HF blocks KF proliferation (dot black 

line) compared to control (black line). This effect is maintained and persistent over time even after HF withdrawing (dot gray line), (*** 

p<0,001). Results are expressed as mean ± SD. Statistical analyses were performed using one-way (B, C, D) or two-way analysis (E) of variance 

followed by Tukey test for multiple comparisons. 

 

Figure 2: Effect of Halofuginone on keloid fibroblast proliferation in pro-fibrotic culture condition. (A, B) Scale bar = 200µm. TGF-β1 

treatment do not enhance short term cell proliferation. Cell number is statistically lower when HF is used in control or pro-fribrotic medium 

(**** p<0.0001). (C) BrdU incorporation assay shows that HF significantly blocked proliferation capacities of KF with or with combination 

with TGF-β1 (*** p<0.001). Results are expressed as mean ± SD. Statistical analyses were performed using one-way analysis of variance 

followed by Tukey test for multiple comparisons. 



 

 

HF limits FK migration over time. Real-time monitoring of KF wounded monolayers was used to 

investigate HF effect on KF migration. Figure 3A shows representative images obtained with Incucyte 

system over time according culture conditions. Software analysis led to the measurement of initial 

wound mask (blue area) and time-dependent wound area (yellow), both used for Relative Wound 

Density (RWD) calculation. Representative results of RWD evolution over time are presented in Figure 

3B. Apparently, TGF-β1 did not influence KF migration rate compared to control, yet HF shows a 

synergistic effect during the first 36 hours when combined with the pro-fibrotic growth factor. Overall, 

KF migration is reduced in the presence of HF in culture medium with and without TGF-β1, compared 

to control. This global effect is shown in figure 3C and is also evidenced by the lower area under the 

curve (AUC) in HF treated cells (statistically significant).  

HF prevents TGF-β1-induced myofibroblast phenoconversion and ECM remodelling. α-SMA was used 

as a phenoconversion marker of fibroblast into myofibroblast, both in immunostaining investigation 

(Figure 4A-B) and ELISA assay (Figure 4C).  While TGF-β1 treatment led to a 2-to-3-times higher number 

of α-SMA positive cells, HF could significantly bring back α-SMA expression to the basal level, in terms 

of either positive cells or protein quantity. During tridimensional collagen gel retraction assay (Figure 

4D), HF reduced the mechanical contraction ability of KF. Over time, the retraction ratio (expressed as 

the percentage of initial gel area) of HF treated gel increased slowly compared to control. The presence 

of TGF-β1 did not influence the retracting capacity of gel embedded KF.  

HF downregulates procollagen type I synthesis without impacting overall collagenase activity. In 

TGF-β1-stimulated keloid fibroblasts, procollagen type-I quantity significantly increased by 1.5 to 2-

fold (Figure 5A), and this effect was completely nullified by HF. To be noted, HF per se did not modify 

the expression of procollagen type-I. MMP1 expression level (Figure 5B) was not modified either by HF 

or TGF-β1 when drugs were added individually in KF culture. When HF was combined with TGF-β1, 

MMP1 was significantly lower compared to control condition. MMP3 expression level (Figure 5C) 

significantly increased in TGF-β1-stimulated KF culture, while it was not modified by HF. HF significantly 

Figure 3: (A) Representative images of wounded monolayer over time. Initial wound (blue area) and wound at different time (yellow) are 

represented for each culture condition, Scale bar = 600 µm). (B) Relative Wound Density (RWD) was calculated from picture using Incucyte 

2019B rev 2 software. The graph is representative of result obtain with one of the three keloid fibroblast strain. (C) Area under the curve was 

determined from RWD for each cell strain. HF significantly limits KF migration compared to control and pro-fribrotic medium (**** p<0.0001). 

Results are expressed as mean ± SD. Statistical analyses were performed using one-way analysis of variance followed by Tukey test for 

multiple comparisons. 



 

 

reduced MMP3 protein synthesis in pro-fibrotic culture condition. TIMP1 expression level (Figure 5D) 

was not modified by HF compared to control. The addition of TGF-β1 to KF led to an increase of TIMP1 

protein, and HF significantly blocked this induction and actually further reduced its expression at level 

lower than control.  The effect of HF on collagenase activity is shown in figure 5E. Pro-fibrotic treatment 

with TGF-β1 led to a slight but significant reduction of collagenase activity mediated by KFs, and the 

addition of HF had no impact on this activity nor it prevented the TGF-β1 effect. 

 

Figure 4: HF prevents myofibroblast phenoconversion from TGF-β1 induction as well as ECM remodeling. (A, B) α-sm actin was stained in 

green and cell nuclei were counterstained with DAPI (blue). Scale Bar = 100 µm). TGF-β1 treatment led to a 2-to-3-time higher number of 

α-sm actin positive cells (*** p<0.001). HF was able to significantly bring cells back to a basal level of α-sm actin expression (*** p<0.001). 

(C) α-sm actin protein quantification confirmed that HF is able to reverse myofibroblasts activation induced by TGF-β1 (***p<0.001). (D, E) 

Collagen gel retraction assay was used to investigate the effect of HF on ECM mechanical remodeling over time. HF was also able to slow 

down mechanical contraction ability of KF. The retraction ratio of HF treated gel increased slowly compared to control or pro-fribrotic 

condition (* p<0.05). Results are expressed as mean ± SD. Statistical analyses were performed using one-way (B, C) or two-way (D) analysis 

of variance followed by Tukey test for multiple comparisons. 

 

Figure 5 : Effect of HF on ECM deposition and degradation. (A) When HF was combined to TGF-β1, Halofuginone was able to restore the basal 

level of synthesized procollagen type I, while HF only did not modify the protein expression level compared to control (* p<0.05 and 

***p<0.001). (B) HF decrease MMP1 protein expression in KF treated with TGF-β1 (* p<0.05). (C) MMP3 expression level significantly 

increased in TGF-β1 induced KF culture. HF significantly reduced MMP3 protein synthesis in pro-fibrotic culture condition (* p<0.05 and 

***p<0.001). (D) TGF-β1 induction increases TIMP1 protein synthesis by KF. HF significantly downregulates TIMP1 synthesis l (* p<0.05).  (E) 

TGF-β1 lightly reduces collagenase activity in treated keloid fibroblasts whereas HF has no impact whatever the culture conditions. Results 

are expressed as mean ± SD. Statistical analyses were performed using one-way analysis of variance followed by Tukey test for multiple 

comparisons. 

 



 

 

4. Discussion 

Keloid fibroblasts (KF) are the key effectors involved in fibrotic tissue production. In keloid 

tissue, TGF-β1 is overexpressed and regulates fibroblast-to-myofibroblast conversion, α-SMA 

expression and ECM synthesis during wound healing and fibrosis progression [22–24].  Halofuginone 

(HF) has been shown to be a potent inhibitor of tissue fibrosis [25,26], and its effect have been already 

described on different type of pathological fibroblasts in cardiac fibrosis [31] , rheumatoid arthritis 

[32], corneal fibrosis [33], Interstitial fibrosis [34], and sclerodermia [35].  

 

 The present in vitro study aimed to investigate for the first time the anti-fibrotic effect and the 

underlying mechanisms of HF in patient-derived keloid fibroblast. First, we have determined that a low 

HF concentration [50 nM] was efficient to limit KF proliferation without any major cytotoxicity effect 

or cell cycle disruption. These results are in accordance with the literature where comparable effects 

were observed with low HF concentration from 10-7 to 10-10 M [35–37].  Our results also proved that 

HF effect was maintained in a persistent way. This latter observation has interesting clinical 

implication, since suggests the possibility to get a maximum drug effect while limiting the amount or 

frequency of drug application. Then, we focused on the effect of HF on KF properties involved in 

pathological wound healing and fibrosis (i.e proliferation and remodeling phases). Fibroblast migration 

and proliferation play a crucial role in pathological healing process by initiating the proliferative step 

of tissue repair. Fibroblast recruitment is regulated by a range of molecules involving numerous growth 

factors, cytokines and chemokines released by immune cells and fibroblasts during the inflammation 

step [38]. In a time-laps monolayer scratch assay, we showed that HF limits KF migration over time 

even in a pro-fibrotic environment of culture (mimicked by the presence of TGF-β1), suggesting that 

HF could contribute in vivo to limit fibroblasts recruitment to the wound site and their over 

proliferation during keloid progression. Our results are consistent with those obtained by Zeng et al. 

[32] in the context of rheumatoid arthritis, where HF decreased F-actin expression and migration of 

synoviocyte fibroblast.  Myofibroblasts are the ultimate key cell for physiological tissue repair as well 

as in generating fibrotic tissue in pathological situation [39]. Here, we provide evidence that 

myofibroblasts phenoconversion by TGF-β1 is prevented by HF. Same properties were previously 

described in corneal fibroblast by Nelson et al. [33] and Sheffer et al [40]. During remodeling, 

myofibroblasts play an important role in tissue contraction [41]. We observed that HF did not totally 

blocked fibroblasts-mediated ECM contraction, but it slightly decreased the intensity of this 

phenomenon. Our findings are in agreement with those published by Tacheau et al. [42] who showed 

that HF concentration below 100 nM could decrease the capacity of fibroblasts to contract collagen 

gel without affecting fibroblast cell cycle. This suggests that HF potentially contributes in vivo to reduce 

the high number of contractile myofibroblasts observed in keloid tissue [10,11]. As a result, from 

fibroblasts hyper-proliferation and myofibroblasts differentiation, ECM deposition is the tip of the 

“fibrosis” iceberg. Two major approaches could be considered to revert the pathological ECM 

deposition: either by reducing ECM proteins synthesis or by triggering their degradation. As expected, 

TGFβ-1 promoted the synthesis of procollagen type I by keloid fibroblasts and the matrix accumulation.  

In agreement with previously published data [35–37], HF was able to reverse such TGFβ-1 stimulation 

by bringing back type I procollagen synthesis to control level.  In keloid, the ratio between MMPs 

(matrix metalloproteinases) and TIMPs (tissue inhibitors of metalloproteinases) is critically disrupted 

[19–21]. As much as MMPs/TIMPs are regulated by TGFβ-1 [43], they could be targeted to restore the 

https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/fibrosis


 

 

right degradation/synthesis balance [44–46]. While TGFβ-treated KF produced less MMP1 and HF 

treatment decreased the production of MMP3 and TIMP1, the zymography assay did not detect any 

changes in the overall collagenase activity. 

In summary, our findings point that HF could contributes to keloid fibrosis resolution by restoring 

basal level of ECM deposition as well as by decreasing proliferation, migration and ECM protein 

synthesis of TGFβ-activated myofibroblasts.  

 

In the future, we wish to further decipher the molecular mechanisms underlying the anti-fibrotic 

potential of HF in keloid formation. Indeed, at the molecular level, numerous studies showed that the 

action of HF on TGF-β signaling is mediated by the inhibition of TGFβ-dependent Smad3 

phosphorylation, the elevation of the expression of the inhibitory Smad7 and by decreasing of TGFBII 

protein [47]. Besides, at the pharmacological, HF is a competitive inhibitor of the glutamyl-prolyl-tRNA-

synthetase [48], that subsequently inhibits production of high proline content (i.e collagen) and 

triggers the AAR (Amino Acid starvation Response). Beyond AAR, HF is also proposed as a time-

dependently inducers of autophagy [49], and this is another major pathway that likely plays a role in 

keloid fibroblast regulation. Finally, HF is also able to prevent the development of Th17 cells by the 

mechanism of AAR activation [50], leading to reduction of IL-17 production, a cytokine which promotes 

fibrosis by inducing inflammatory response and regulating the activation of fibroblasts. The mutual 

contribution to fibrosis by a ‘vicious circle’ between Th17 cells and keloid fibroblasts has been recently 

documented by Lee et al. [51]. Thus, the contribution of HF to counteract IL-17 effect on KF definitely 

should also be investigated. Finally, and because no strongly relevant animal models for keloid are 

available yet [52], further investigation should be done on 3D complex models such as spheroids [53]. 

In this way, we will be able to consider keloid in vitro as a chronic inflammatory disease sharing close 

similarity to cancer [2]. This approach will take into account the effect of cytokines and growth factors 

other than TGFβ-1 only (i.e TNF-α, IL-1, -6, -10, -17…) [54,55], as well as the cell-cell interplay during 

fibrosis initiation (i.e KFs and macrophages).  

 

5. Conclusion 

Taken together, the present data indicate that Halofuginone has a strong potential to contribute 

to solve keloid disease issues. As an anti-fibrotic molecule, HF was able to regulate the fibrotic response 

induced by TGF-β1 in keloid fibroblasts by reverting their myofibroblast phenotype from the dark side 

of the wound healing process. Our study can be considered as a first milestone leading to move 

Halofuginone forward from bench to bedside as a new tool for keloid disease management.  
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1.3. Conclusion de l’étude 

Dans un premier temps, cette étude a permis de confirmer l’effet anti-fibrotique de 

l’HF dans le contexte des chéloïdes. En effet, même à des concentrations modérées, l’HF 

permet de limiter la prolifération et la migration des FC. Elle est aussi capable d’inhiber l’effet 

pro-fibrotique du TGF-β1, en prévenant l’augmentation de synthèse d’α-SMA et de collagène 

de type I par les FC. Enfin, l’HF permet de diminuer l’activité contractile des FC, ainsi que leurs 

capacités de remodelage. L’ensemble des résultats obtenus dans cet article nous ont ainsi 

conduits à considérer l’intérêt thérapeutique de l’HF pour la prévention et la prise en charge 

des chéloïdes. 

Dans le cadre de mes travaux de thèse, cette étude a servi de tremplin technique 

puisqu’elle nous a permis de mettre au point l’ensemble des expériences permettant 

d’investiguer de façon multiparamétrique le profil fibrogénique des fibroblastes de chéloïde.  

La prolifération des cellules, leur migration, leur activation myofibroblastique et leur 

capacité à synthétiser et à remodeler la matrice ont ainsi été fixés comme paramètres 

principaux à étudier dans ce cadre. Au-delà d’un contrôle positif d’activation 

myofibroblastique, nous avons également poursuivi l’utilisation du TGF-β1 pour simuler un 

environnement pro-fibrotique dans l’ensemble de nos expérimentations présentées dans les 

articles II et III ci-après. 

Pour compléter notre arsenal de technique in vitro et proposer un nouveau modèle 

d’étude tridimensionnel du fibroblaste de chéloïde, nous avons émis l’hypothèse que cultiver 

nos FC sous forme de sphéroïdes nous permettrait de reproduire in vitro le profil quasi-

néoplasique de la pathologie. Ainsi, nous avons donc posé la question de la pertinence de 

cultiver des sphéroïdes de fibroblastes chéloïdiens comme modèle fibrotique, plus proche de 

la maladie in vivo. L’article suivant est centré sur la réponse à cette question. 
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2. Les sphéroides sont-ils un modèle pertinent pour 

étudier la fibrogénèse dans les chéloïdes ? 
 

2.1. Rationnel de l’étude 
 

Comme nous l’avons vu en introduction de ce manuscrit, de nombreux modèles 

d’études in vitro et in vivo ont été mis au point durant les 30 dernières années afin de 

modéliser et d’étudier la maladie chéloïdienne166. Cultures de fibroblastes de chéloïde en 

monocouche ou dans des gels de collagène ont été largement décrites et utilisées par de 

nombreuses équipes de recherche. Néanmoins, ces modèles classiques sont loin de 

récapituler dans l’espace et dans le temps toutes les interactions cellulaires et matricielles 

observées au cours de la mise en place de la fibrose chéloïdienne. En réponse à cette 

problématique, plusieurs équipes ont mis en place des modèles de culture d’explants, basés 

sur le maintien en survie in vitro de fragments tissulaires directement issus de chéloïdes. Ce 

type de modèles, utilisant directement le tissu provenant de l’in vivo, nécessite néanmoins 

d’avoir accès à des échantillons humains frais de façon fréquente, et ce dans un 

environnement réglementaire adapté.  

 Depuis quelques années, les sphéroïdes sont communément utilisés en recherche en 

cancérologie. Les sphéroïdes sont des structures cellulaires 3D formées spontanément in vitro 

à partir d’une suspension cellulaire dont l’adhérence à une surface est empêchée. Ce type de 

modèle cellulaire permet d’étudier les interactions cellules-cellules et cellules-matrice en 

mimant la structure d’organes ou de tissus pathologiques in vitro473,474. Dans cette étude, nous 

avons cherché à transposer cette approche à notre thématique de travail et avons posé la 

question de la pertinence de cultiver des sphéroïdes de fibroblastes chéloïdiens comme 

modèle fibrotique in vivo. Dans l’article présentée ci-après, nous avons produit des sphéroïdes 

à partir de fibroblastes dermiques sains (FDS) ou issus de chéloïdes (FC). Pour chaque type de 

sphéroïdes, nous avons évalué le profil fibrogénique de nos cellules en adressant la 

différenciation myofibroblastique et la synthèse des protéines constitutives de la matrice. En 

parallèle, nous avons cultivé ces mêmes cellules en 2D sur nos supports de culture habituels, 

afin de pouvoir comparer le comportement de nos fibroblastes lors du changement d’échelle 

de nos cultures cellulaires (2D vs 3D). Comme indiqué précédemment, le TGF-β1 a été utilisé 

pour simuler un environnement pro-fibrotique dans l’ensemble de nos expérimentations. 
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Abstract: Keloid refers to a fibro-proliferative disorder characterized by an accumulation of 
extracellular matrix at the dermis level, overgrowing beyond the initial wound and forming tumor-like 
nodule areas. The absence of treatment for keloid is clearly related to limited knowledge about keloid 
etiology. In vitro, keloids were classically studied through fibroblasts monolayer culture, far from keloid 
in vivo complexity. Today, cell aggregates cultured as 3D spheroid have gained in popularity as new 
tools to mimic tissue in vitro. However, no previously published works on spheroids have specifically 
focused on keloids yet. Thus, we hypothesized that spheroids made of keloid fibroblasts (KFs) could be 
used to model fibrogenesis in vitro. Our objective was to qualify spheroids made from KFs and cultured 
in a basal or pro-fibrotic environment (+TGF-β1). As major parameters for fibrogenesis assessment, we 
evaluated apoptosis, myofibroblast differentiation and response to TGF-β1, extracellular matrix (ECM) 
synthesis, and ECM-related genes regulation in KFs spheroids. We surprisingly observed that fibrogenic 
features of KFs are strongly downregulated when cells are cultured in 3D. In conclusion, we believe 
that spheroid is not the most appropriate model to address fibrogenesis in keloid, but it constitutes an 
efficient model to study the deactivation of fibrotic cells. 
 
Key words: Spheroid, keloid fibroblast, fibrosis, ECM, α-SMA, TGF-β1 

Abbreviations: TGF-β1, transforming growth factor β1; ECM, extracellular matrix;  SMADs,  Mothers 
against decapentaplegic homolog; α-SMA, alpha-smooth muscle actin; MMP, matrix 
metalloproteinases ; TIMP, tissue inhibitors of metalloproteinases; HF, Halofuginone; KF, keloid 
fibroblast; AUC, Area Under the Curve. 
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1. Introduction 

Keloid refers to a fibro-proliferative disorder characterized by an accumulation of extracellular 

matrix (ECM) components at the dermis level, overgrowing beyond the initial wound and forming 

tumor-like nodule areas [1]. Whatever the trauma, keloids always start from skin lesions and are the 

consequence of a dysregulated healing process. Experts now consider keloids as a chronic 

inflammatory disease [2] that shares close similarities with cancer [3]. Clinically, keloids are benign; 

however, they seriously impair patients’ quality of life, especially when they are located on the face 

and joints. Moreover, keloids can cause itching, pain, and discomfort in patients. Unfortunately, a 

treatment for keloids is yet to be uncovered [4], and the lack of an efficient therapy is clearly related 

to limited knowledge about keloid etiology, despite the increasing number of publications on the 

subject.  

Molecular mechanisms in keloids still need to be deciphered. This challenge remains difficult 

because of the lack of relevant animal models to efficiently address keloid fibrogenesis [5]. However, 

various models have been developed to study keloid disease, including in silico, in vitro, ex vivo, and in 

vivo models, as reviewed by Lebeko et al. [6]. All these tools became essential in keloid research in 

order to explore keloid fibroblast biology, screen anti-fibrotic drugs [7], and discover new biomarkers 

[8].  



 

 

Whatever the experimental model, numerous research were carried out through the prism of 

fibroblast as the major effector of ECM deposition [9]. In keloids, fibroblasts are present in high 

numbers compared to normal tissues [10]. Keloid fibroblasts (KFs) express higher rates of α-Smooth 

Muscle Actin (α-SMA) [11] and collagen [12] than normal dermal fibroblasts (NDFs). KFs also have a 

higher proliferation rate [13] and are able to develop higher retraction forces [14,15]. In addition, KFs 

are more sensitive to their biological microenvironment, as they have more TGF-β (TGFβRI and 

TGFβRII, the two first sensors of TGF-β [16]) and PDGF receptors than NDFs [17–19]. KFs are more 

responsive to growth factors that upregulate myofibroblast differentiation and over-amplify collagen 

and ECM synthesis and deposition [20].  

KFs cultured in 2D do not fully recapitulate the in vivo quasi-neoplastic profile, architecture, 

cell–cell, and cell-matrix interactions observed in keloid tissue. Recent data published from single-cell 

investigations [8,21]highlight the close communication network between fibroblasts, keloid-

associated immune cells (i.e., macrophages and dendritic cells), and keloid-associated stem cells [22], 

which can all modulate fibrogenesis of KFs. Gathering all these cell types into the same in vitro model 

could be technically difficult.  

In response to these limitations, researchers proposed several 3D models to propose an 

intermediate complexity between monolayers and keloid tissue; for example, KFs embedded in 3D 

collagen gels or dermo-epidermal reconstructed keloid. Closer to in vivo, keloid explants obtained from 

surgical procedures can also be maintained in culture and used as an in vitro platform for 

experimentation. In proper conditions, explants retain the main characteristics of fibrotic tissue (i.e., 

TGF-β1 expression and collagen content) [23–25]. These models can also be customized thanks to the 

addition of cells, ECM, and biological factors around the sample in order to create an in vivo-like 

microenvironment [6]. However, the main limitation of this model is the required complex logistic to 

have frequent access to fresh tissue from surgery in the right regulatory environment.  

 

Recently, spheroids have emerged as new tools for tissue engineering and cancer research to 

mimic organs or diseases as a replacement for animal models [26]. A spheroid is a 3D aggregate of cells 

which spontaneously forms when attachment to a substrate is prevented [27]. In spheroids, cells 

create cell–cell interaction and are able to generate their own ECM micro-environment similar to in 

vivo conditions. Spheroids are now widely used for treatment screening [27–29], namely in cancer 

research. Spheroids have also already been considered as a tool for research in cutaneous biology 

[30,31]. But to our knowledge, no previous works have specifically focused on keloid pathology yet. 

Thus, we hypothesized that spheroids made from keloid fibroblasts could be used to model 

fibrogenesis in vitro. Indeed, keloid fibroblasts are the main effectors of ECM deposition, and 2D KFs 

cell culture has been the main tool for understanding keloid physiopathology for a long time. However, 

monolayer cultures of KFs are very far from the in vivo reality and complexity of keloids. 

 

The objective of our study was to qualify spheroids made from keloid fibroblasts (KFs) in 

comparison to normal dermal fibroblasts (NDFs). To this aim, we produced KFs and NDFs spheroids 

and cultured them in a basal or pro-fibrotic environment (with TGF-β1). To fully characterize the 3D 

fate of our cells, we also classically cultured them in 2D as an ultimate control. As major parameters 

for fibrogenesis assessment in KFs, we evaluated apoptosis, fibroblast-to-myofibroblast differentiation 

(α-SMA and CD26 expression) and response to TGF-β1, ECM synthesis, and ECM-related genes 

regulation. Regarding our results, we surprisingly highlighted that KFs are strongly inactivated when 



 

 

cultured from 2D to 3D and that they lost their sensitivity to TGF-β1 in spheroids. In consequence, α-

SMA and collagen expression is reduced to basal level. In conclusion, we believe that while spheroid is 

not the expected relevant model to address fibrogenesis in keloids, it constitutes an efficient tool to 

study the deactivation of fibrotic cells and offers new perspectives for keloid research. 

2. Material and Method 

2.1. Clinical study approval 

Keloid tissues were obtained from patients undergoing reductive plastic surgery performed at 

Maxillo-Facial Surgery Department of the University Hospital of Besançon (CHU de Besançon, France). 

All included patient provided informed consent and the study was conducted in accordance with the 

ethical standards, namely the Declaration of Helsinki. This work was ethically approved by the French 

Regulatory Agency (ANSM), ethic committee (CPP Sud-Ouest and Outre-Mer I) and was registered on 

clinicaltrial.gov as “SCAR WARS” (NCT03312166). Normal skin was obtained from abdominal dermo-

lipectomy performed during routine surgical procedure and after informing the patient and obtaining 

their consent. Sex and age of donors are listed in Table 1. 

 
Table 1 : Liste of keloid donors, sex, age and phototype. 

 

 

 

 

2.2. Human Normal Dermal (NDFs) and Keloid Fibroblasts (KFs) collection 

Normal dermal fibroblasts (NDFs) and keloid fibroblasts (KFs) were, respectively, isolated from 

abdominal dermolipectomy and earlobe keloid. NDFs and KFs were isolated as previously described 

[7]. After outgrowth, KFs were subcultured in complete DMEM (5% FCS, 1% PS) and used between the 

third and eight passage for all experiments. 

2.3. Monolayer and spheroid cultures 

In 2D, NDFs and KFs were seeded at 2 × 105 cells/well in 12-well plates. For 3D spheroids formation, 

NDFs and KFs were seeded at 4.5 × 104 per well in Ultra Low Attachment (ULA) 96-well culture plates 

(MS-9096UZ Prime Surface® 3D culture, S-Bio,). During both 2D and 3D situation, cells were cultured 

in “control” condition (DMEMc) or in “TGF-β1” condition (DMEMc + 10 ng/mL TGFβ-1 [240-B-002, R&D 

Systems, Minneapolis, MN, USA]). For both monolayers and spheroids, half of the medium was 

renewed after 4 days of culture, and cells were harvested for analysis after spheroid maturation period 

(7 days). The size of spheroids was monitored every 24 h for 7 days using IncuCyteS3TM real-time 

microscope.  

2.4. Histological and Immuno-Histological Characterization of Spheroids 

Spheroids were collected after 7 days of culture, washed with PBS 1X, and fixed in 4% 

paraformaldehyde (Sigma Aldrich, Saint-Louis, MO, USA). After fixation, spheroids were embedded in 

Location Sex Age Phototype 

Earlobe F 22 III 

Earlobe F 22 II 

Earlobe F 19 II 

Earlobe   F 54 III 



 

 

TissuTek® O.C.T (Sakura Finetek, Tokyo, Japan) and frozen at −80 °C. HES staining was first used to 

characterize spheroid architecture. Moreover, 7 µm spheroid sections from TissuTek® were washed in 

distilled water, and then incubated in Harris hematoxylin solution (3 min, RT). Sections were washed 

with tap water, incubated with eosin (1 min, RT), washed again with distillated water, and incubated 

in 1% acetic water. Sections were dehydrated in 100% ethanol (10 min, RT) before staining in saffron 

solution (5 min, RT). Sections were mounted between a glass slide and coverslip before microscopic 

imaging using Axioskop40 epifluorescence microscope (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany). For 

immunostaining, spheroid sections were manipulated as follows: 7 µm spheroid slice were first 

permeabilized in 0.1% Triton X100. Then, blocking solution (PBS, 3% BSA, 10% sheep serum) was used 

to saturate aspecific binding sites. Appropriate dilutions of primary antibodies targeting αSMA (A2547, 

Sigma Aldrich, Saint-Louis, MO, USA), CD26 (OTI11D7, OriGene, Rockville, MD, USA), and TGFβRII (PA5-

35076, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) were added on glass slides before incubation (overnight, 4 °C in 

a wet chamber). Then, sections were incubated (1 h, RT) with appropriate secondary antibodies (F8521 

and AP307R, Sigma Aldrich, Saint-Louis, MO, USA). Nuclei were counterstained with DAPI (15 min, RT). 

A negative control was obtained by omitting primary antibodies. Images were obtained using a LSM800 

confocal microscope (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany). Fluorescence quantification was performed 

using ImageJ. Results are expressed as a relative fluorescence intensity (RFI). RFI was calculated as 

protein fluorescence (green) normalized by DAPI intensity (blue). Raw data were obtained from 

independent experimentation performed with three different primary cell lines of NDFs and three 

primary cells lines of KFs (n = 3 per cell line and condition). The fluorescence quantification was 

performed on at least 7 spheroids slides per culture conditions and per cell line. 

2.5. Terminal Deoxynucleotidyl Transferase dUTP Nick End Labeling (TUNEL) assay  

Spheroid sections were produced as described in Section 2.4, and TUNEL assay was performed using 

One-Step TUNNEL In Situ Apoptosis kit (Elabscience, Houston, TX, USA), following manufacturer’s 

instructions. Briefly, cells were permeabilized with proteinase K solution (10 min, 37 °C). Labeling 

solution containing TdT enzyme was then added on slides and incubated 1 h at 37 °C. Then, nuclei were 

counterstained with DAPI, washed with PBS, and mounted between slide and coverslip. Stained 

samples were imaged with a LSM900 laser scanning confocal microscope (Carl Zeiss, Oberkochen, 

Germany). Positives cells (red) were counted using ImageJ, and results were expressed as a number of 

apoptotic cells per mm2. Raw data were obtained from independent experimentation performed with 

two different primary cell lines of NDFs and three primary cells lines of KFs (n = 2 per cell line and 

condition). The count of TUNEL positive cells was determined on a minimum of 7 spheroids per culture 

conditions and per cell line.  

2.6. RT-qPCR  

After treatment, cells from 2D and 3D cultures were harvested and lysed in RLT buffer supplemented 

with 4% dithiothréitol. RNA extraction was performed using RNeasy mini kit (Qiagen, Venlo, 

Netherlands), and RNAs were reverse-transcribed using High capacity RNA to cDNA kit (ThermoFisher, 

Waltham, MA, USA) according to manufacturer’s instructions. Then, specific TaqMan probes from 

Thermo Fisher Scientific (TaqMan Gene Expression Assays-ACTA2: Hs00426835_g1, DPP4: 

Hs00897405_g1, TGFbRII: Hs00234253_m1, COL1A1: Hs00164004_m1, COL3A1: Hs00164103_m1 and 

FN1: Hs01549976_m1) were used for qPCR amplification. All samples were run in duplicate. A 

normalization of the RNA level was performed against the GAPDH gene. Data were analyzed using the 



 

 

ΔCT technique [32] and are represented as a relative expression compared to the monolayer control 

condition. Raw data were obtained from independent experimentation performed with three different 

primary cell lines of NDFs and three primary cells lines of KFs (n = 1 per cell line and condition). 

2.7. α-Smooth muscle actin and fibronectin quantification 

After 7 days, concentration of α-SMA and fibronectin in 2D and 3D culture were quantified using 

Human α-SMA ELISA (ab240678, Abcam, Cambridge, United Kingdom) and Human fibronectin ELISA 

(ab219046, Abcam, Cambridge, United Kingdom) according to manufacturer instructions. Data were 

normalized to the number of total proteins in samples, which was determined using Pierce BCA 

reaction. Raw data were obtained from independent experimentation performed with three different 

primary cell lines of NDFs and KFs (n = 3 per cell line and condition). 

2.8. Statistical analysis 

Results are expressed as mean ± SD. Statistical analyses were performed using two-way analysis of 

variance (ANOVA). All analyses were performed using GraphPad Prism 9 software. Differences were 

considered as statistically significant * for p < 0.05; ** for p < 0.01; *** for p < 0.001; **** for p < 

0.0001. 

 

3. Results 

KFs and NDFs diameter equally evolve overtime independently from TGF-β1 activation. The 

evolution of KFs and NDFs spheroids was followed over time, and their diameters were measured daily 

in each culture condition (Figure 1A). No difference was observed between KFs and NDFs neither in 

control nor in profibrotic condition (TGF-β1). In each spheroid batch, we observed a large compaction 

phase during the first 12 hours (from 107 to 2 × 106 µm2), followed by the stabilization of the 

phenomenon until the third day. Then, spheroid diameter reached a plateau (2.105 µm2) at the end 

of the follow-up period (7 days). Similarly, no differences were observed in spheroids’ architecture, 

whatever the fibroblast origin or the culture condition, as shown by HES staining in Figure 1B. 

Figure 1 : KFs and NDFs area equally evolve over time independently from TGF-β1 activation. To generate spheroids, NDFs or 
KFs were seeded in ULA culture plates +/- TGF-β1. (A) Diameters were followed over time using IncuCyteS3 microscope. (B) 
After maturation (7 days), spheroids slices were stained with H&E for architecture study. Results are expressed as mean ± SD. 
Statistical analyses were performed using two-way ANOVA (n = 16 spheroids per condition). 



 

 

TGF-β1 reduced apoptotic cells rate in KFs spheroids more than in NDFs ones. We performed a 

TUNEL assay to label apoptotic cells in spheroid section and assess cell viability in 3D structure after 7 

days of maturation (Figure 2A). Apoptotic cells (red) were counted from picture series and cell 

number per surface unit was quantified and presented in (Figure 2B). Results show that the number 

of cells undergoing apoptosis are over numbered in NDFs compared to KFs spheroids cultured in 

control conditions. Interestingly, in both NDFs and KFs, TGF-β1 reduces the quantity of apoptotic 

cells in 3D. 

 

 

 

A 

 

B 

 Figure 2 : TGF-β1 reduced apoptotic cells rate in KFs spheroids 
more than in NDFs ones. (A) After 7 days, NDFs and KFs spheroids 
(either culture in control medium or with 10 ng/mL TGF-β1) were 
prepared for TUNEL staining (7 µm spheroid section). Images from 
confocal microscope show total nuclei in blue and those from 
apoptotic cells in red (highlighted by the white arrows). (B) TUNEL 
positive cells were counted on spheroid sections. Results are 
represented as a number of positive cells/mm2. A minimum of five 
slides were used for each spheroid [n = 4 spheroid per condition]. 
Statistical analyses were performed using two-way ANOVA * for p 
< 0.05. 



 

 

TGF-β1-Induced α-SMA expression discontinues in KFs spheroids. α-Smooth Muscle Actin (α-SMA) 

was investigated as the main marker of fibroblast-to-myofibroblast transition. We analyzed α-SMA 

regulation in KFs and NDFs cultured in 2D and 3D by RT-qPCR, ELISA, and immunostaining (Figure 3). 

First, we observed that α-SMA protein level was strongly increased in KFs monolayer in response to 

TGF-β1 activation (6.34 µg α-SMA/g total proteins vs. 44.70, *** p = 0.0004) compared to NDFs (4.78 

vs. 6.45, p > 0.9999). These observations were also confirmed at the mRNA level (Figure 3B). Switching 

from 2D to 3D, the TGF-β1 induction of α-SMA expression discontinued in KFs spheroids compared to 

monolayer culture. In spheroids, previous results were confirmed by immunofluorescence (Figure 

3C,D), which showed that α-SMA expression is equivalent in spheroids, whatever the origin of 

fibroblasts (normal or keloid) and the nature of the treatment (control or TGF-β1). 

Figure 3 : TGF-β1-induced α-SMA expression 
discontinues in KFs spheroids. α-SMA expression 
was evaluated in NDFs and KFs monolayers and 
spheroids after 7 days of treatment with or 
without TGF-β1. The expression of α-SMA was 
studied using ELISA (A) and RT-qPCR (B). After 
maturation, spheroids thus treated were 
immunostained for α-SMA observation (C) and 
semi quantification (D) [n = 10 spheroid and n= 2–
6 images per spheroid]. Statistical analyses were 
performed using two-way ANOVA * for p < 0.05; 
** for p < 0.005; *** for p < 0.001. 



 

 

Three-dimensional culture and TGF-B1 activation converge to downregulate CD26 and TGFβRII 

expression. To evaluate the fibrogenic level of fibroblasts and their capacity to respond to TGFβ-1 

activation, we investigated mRNA (Figure 4A,B) and protein (Figure 4C,E) expressions of TGFβRII 

(TGFβRII) and DPP4 (CD26) in confluent monolayer or 3D spheroids. We observed that TGFβRII 

transcription was significantly more important in NDFs confluent monolayers than in KFs ones, in both 

non-fibrotic and fibrotic conditions (Figure 4A). Interestingly, moving from 2D to 3D culture leads to 

the decrease in TGFβRII transcription profile both in NDFs, in control or treated conditions. Figure 4B 

presents fold change in DDP4 expression that is not impacted by TGF-β1 treatment or spheroids culture 

in NDFs. However, we showed that DDP4 mRNA expression is downregulated in KFs confluent 

monolayers compared to NDFs. Both in 2D and in 3D, this expression is even more restricted by TGF-

Figure 4 : Three-Dimensional culture and TGF-β1 activation converge to downregulate CD26 and TGFβRII expression. TGFβRII (A) and DPP4 
(B) mRNA synthesis were evaluated by RT-qPCR in monolayers and spheroids performed either with NDFs or KFs in the presence of TGF-β1 
vs. control [n = 4 per condition]. After 7 days of treatment, spheroids thus treated were immunostained for CD26 (green) and TGFβRII (red) 
observation (C) and semi quantification (D,E). Nuclei were counterstained with DAPI (Blue). [n = 10 spheroid and n= 2–6 images per spheroid]. 
Statistical analyses were performed using two-way ANOVA * for p < 0.05; ** for p < 0.005; *** for p < 0.001; **** for p < 0.0001. 



 

 

β1 treatment. Complementary results obtained by immunostaining in spheroids are presented in 

Figure 4C and related semi-quantification in Figure 4D,E. We can see that that the quantity of CD26 

(green) and TGFβRII (red) significantly decrease in TGF-β1-treated KFs spheroids compared to control 

(0.62 vs. 1.01 for CD26, * p = 0.0270 and 0.55 vs. 1.00 for TGFβRII, p = 0.1008), while there is no impact 

of the culture conditions on NDFs regarding the expression of both proteins. 

 

Overexpression of ECM related genes discontinues when KFs are cultured from 2D to 3D. At the 

protein level, fibronectin expression (Figure 5A) is upregulated by TGF-β1 both in KFs and NDFs 

monolayers. In 3D, fibroblast sensitivity to TGF-β1 remains in both cell lines. However, protein quantity 

decreases in KFs spheroid compared to 2D culture (0.035 vs. 0.219 in Control, p = 0.9914 and 0.312 vs. 

1.434 in TGF-β1, ** p = 0.0037). The same tendency was observed in NDFs spheroids compared to 

monolayers. The same tendencies were observed at mRNA level, as shown in Figure 5B. Our results 

showed that COL1A1 transcription is upregulated by TGF-β1 in 2D both in NDFs and KFs. When cells 

are cultured in 3D, this effect is interrupted, as seen in Figure 5C. COL3A1 mRNA transcription was also 

upregulated by TGF-B1 treatment in NDFs cultured either in monolayers or in 3D spheroids (Figure 5D). 

Surprisingly, we observed that culturing keloid fibroblasts in 3D leads to an 11-times increase in fold 

ratio (** p = 0.0057), and that TGF-β1 effect is reversed compared to monolayer culture. We calculated 

COL1A1/COL3A1 ratio as a fibrogenesis marker in fibroblasts (Figure 5E). We showed that this ratio is 

strongly increased in KFs compared to NDFs in 2D culture (3.222 vs. 1.000 in Control, p = 0.1092). This 

upregulation is even higher in TGF-β1-treated keloid fibroblasts (5.177 vs. 1.092 in TGF-β1, *** p = 

0.0001). However, COL1A1/COL3A1 is strongly reduce in KFs 3D culture compared to monolayers, in 

both control and treatment condition (0.320 vs. 3.222 in Control, *** p = 0.0001 and 1.023 vs. 5.177, 

**** p < 0.0001. 

 

4. Discussion 

Keloids are a fibro-proliferative skin disorder which can seriously affect a patient’s quality of 

life. The lack of highly efficient treatment is strongly related to the absence of a reference model for 

the development of novel therapies. Nevertheless, as recently reviewed by Limandjaja et al. and Supp 

et al., numerous in silico, in vivo, and in vitro models have recently been proposed to investigate keloid 

[5,33]. Among them, full-skin equivalent or explant (also called organoids) are very useful tools as an 

in vitro platform for experimentations and anti-fibrotic drug screening [34–36]. However, these two 

models aim to reproduce or maintain keloid tissue in vitro and mimic an already established fibrotic 

tissue. Of course, explants retain the main characteristics of fibrotic tissue (i.e., TGF-β1 expression and 

collagen content) [23–25], but they do not address dynamic evolution of keloid after wounding. In 

consequence, we hypothesized that spheroids made from keloid fibroblasts (KFs) could be relevant for 

fibrogenesis research. To this aim, we qualified spheroids made from keloid fibroblasts (KFs) and 

cultured in a pro-fibrotic micro-environment (TGF-β1) in comparison to normal dermal fibroblasts 

(NDFs).  

 

 

 



 

 

Cancer spheroids usually overgrow over time as a consequence of the pathological cell 

phenotype [37–39]. In our study, we did not observe such overgrowth, but we measured a decrease 

in the spheroid size during the culture period. While keloid is described as a pseudo-cancer pathology, 

keloid fibroblasts do not share pathological specificities with cancer cells leading to continuous over-

proliferation in vitro. Spheroid surface evolution was linked to self-contraction of the 3D construct, 

mediated by cell–cell interaction and contractile capacity [40], as previously shown in normal dermal 

fibroblasts by another team [31,41]. Our results showed that spheroid compaction was similar with 

NDFs and KFs either cultured in basal or profibrotic conditions. After spheroid maturation (plateau of 

contraction), NDFs showed a higher apoptosis rate in spheroids than KFs. In addition, TGF-β1 

treatment decreased even more in both NDFs and KFs. These 3D observations are in accordance with 

in vivo and in vitro descriptions of the KFs refractory status to apoptosis compared to normal cells 

[13,42–44]. Such specificity can be related to autocrine TGF-β1 stimulation [43] and upregulation of 

the NF-kB pathway [42] in KFs. Due to spheroid architecture, we can also assume that hypoxia could 

modulate apoptosis in such 3D culture. Indeed, Lei et al. [45] previously mentioned that hypoxia could 

decrease apoptosis and mediate proliferation in KFs but not in NDFs. As hypoxia in KFs is also 

associated with an increase in collagen synthesis [46], the role of oxygen starvation on KFs in such 

specific 3D spheroids could further be addressed in our model. 

Figure 5 : Overexpression of ECM related genes 
discontinues when KFs are cultured from 2D to 3D. 
Fibronectin expression was assessed and quantified 
using ELISA (A) and RT-qPCR (B) in monolayers and 
spheroids made with NDFs and KFs in the presence of 
TGF-β1 vs. control. Type I (C) and type III (D) collagen 
encoding mRNA, and COL1A1/COL3A1 ratio (E) were 
evaluated by RT-qPCR in monolayers or spheroids 
produced and treated as previously described [n = 4 
spheroids per condition]. Statistical analyses were 
performed using two-way ANOVA * for p < 0.05; ** for 
p < 0.005; *** for p < 0.001; **** for p < 0.0001. 



 

 

Fibrogenic markers of fibroblasts were studied by measuring fibroblast-to-myofibroblast 

transition, ECM deposition, TGFβRII, and CD26 expression as well. CD26 has been lately proposed as a 

novel fibroblast activation marker [47,48]. Recent studies highlighted that CD26+ fibroblasts expressed 

higher collagen rate, fibronectin and TGF-β1 compared to CD26- cells [47,49]. In association with FAP 

(Fibroblast Activation Protein), CD26 expression would mediate ECM synthesis toward the TGF-

β/Smad pathway [48]. We compared mRNA levels and/or protein expression between 2D and 3D 

cultures treated with TGF-β1 or not. In 2D, our results confirmed previous data showing that KFs are 

more sensitive to TGF-β1 in 2D than NDFs, regarding α-SMA expression and ECM deposition [7,18,50]. 

TGFβRII and CD26 level expression were lower in KFs than in NDFs. Moreover, TGF-B1 reinforced this 

effect. Our observation on TGFβRII confirmed those of Smith et al. [51]. Despite low TGFβRII 

expression, KFs remained highly sensitive in 2D to TGF-β1 regarding α-SMA expression. Concerning 

CD26 (DPP4) expression, our results are in accordance with those of Chen et al. [52], who showed that 

keloid fibroblasts were DPP4low/TGFβ-1high compared with DPP4high/TGFβ-1low fibroblasts in 

normal skin tissue. In 3D spheroids, basal levels of α-SMA and fibronectin expression, as well as 

COL1A1/COL3A1 ratio, were decreased in KFs compared to monolayers. In our model, TGF-β1-treated 

KFs lost their ability to differentiate into myofibroblasts. Our data converge to those of Granato et al. 

[31] and Kunz-Schughart et al. [53], who cultured NDFs in spheroid models and observed the same 

deactivation effect on normal cells. We strongly believe that this fibrogenic deactivation effect is 

connected with growing keloid fibroblasts as multicellular aggregates. Indeed, in our model, keloid 

fibroblasts do not have any surface to adhere to apart from each other. In spheroids, the mechanical 

component (high rigidity of plastic surface) found in 2D cultures has disappeared, while matrix stiffness 

is strongly mandatory for keloid fibroblast activation [11], independently of TGF-β1. 

 

Our first objective was to produce a spheroid model to explore fibrogenesis in keloid 

fibroblasts. Beyond our first expectations, we demonstrated that such a model is advantageous and 

an efficient tool to study the deactivation of fibrotic cells and offer new perspectives for keloid 

research. However, we identified some limitations that should be overcome in further studies. 

Particularly, we propose to replicate our investigation with pre-activated fibroblasts (with TGF-β1) to 

see if the deactivation effect is still active on pre-differentiated cells. We also propose to follow 

spheroid behavior when KFs are co-cultured with immune cells (i.e., macrophages) in order to address 

cell–cell interaction in this context. Because our model lacks a surrounding matrix, we could also 

further study cell outgrowth and invasion in KFs spheroids surrounded by a specific ECM micro-

environment (collagen, fibronectin, or Matrigel®). 

5. Conclusion 

At the beginning of our work, our first hypothesis was to succeed in producing a fibrotic model 

of keloids shaped as spheroids. Our study demonstrated that spheroids from human keloid fibroblasts 

can be generated and maintained in culture but trigger a deactivation effect of fibrotic cells. Fibrogenic 

features of KFs were strongly downregulated when cells were cultured in such 3D structures. Even if 

our spheroid is not the expected relevant model to address fibrogenesis upregulation, our work 

highlights new aspects of turnover in keloid cells. Keloid spheroids constitute an efficient tool for 

studying the deactivation of fibrotic cells and offer new perspectives for keloid research. 
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2.3. Conclusion de l’étude  

Au cours de ce travail, nous avons posé la question de la pertinence de cultiver des 

sphéroïdes de fibroblastes chéloïdiens comme modèle fibrotique in vivo. Nous avons tout 

d’abord montré la faisabilité de la construction de sphéroïdes à partir de fibroblastes 

chéloïdiens. Après formation, ces sphéroïdes étaient capables de se rétracter au cours du 

temps jusqu’à un maximum de diminution de taille obtenu 3 jours après ensemencement. Le 

taux d’apoptose au sein des sphéroïdes était plus faible dans ceux composés de FC 

comparativement à ceux composés de FDS. En outre, un environnement pro-fibrotique 

induisait une diminution des taux d’apoptose dans les deux modèles de sphéroïdes.  

De façon surprenante, nous avons montré que la majorité des marqueurs de fibrose 

investigués (α-SMA, collagène, TGF-βRII et de la protéine marqueur de fibrose CD26), étaient 

régulés négativement dans les sphéroïdes comparativement aux cultures en monocouches. 

L’activation myofibroblastique habituellement induite dans les FC en présence de TGF-β1 était 

même totalement perdue lorsque les cellules étaient cultivées en 3 dimensions sous forme de 

sphéroïdes. Nous pensons donc que cette désactivation du profil fibrogénique de nos 

fibroblastes est fortement liée à la perte de surface plastique d’adhérence lorsque les cellules 

forment les sphéroïdes. En effet, dans les sphéroïdes, la composante mécanique (rigidité 

élevée de la surface plastique) présente dans les cultures 2D a disparu, alors que l’on sait que 

ce type de signal impacte fortement la physiologie des fibroblastes via notamment les 

mécanismes de mécano-transduction. A l’initiation de ce travail sur les sphéroïdes, notre 

première hypothèse était de produire un modèle fibrotique mimant les chéloïdes sous forme 

de sphéroïdes constitués de fibroblastes pathologiques. Notre étude a démontré que ces 

sphéroïdes pouvaient être générés et maintenus en culture, se rétractaient au cours du temps, 

mais entrainaient une diminution du potentiel fibrogénique de nos cellules.  

Même si notre modèle ne permet pas de modéliser la fibrogénèse chéloïdienne, il permettrait 

d’étudier les mécanismes d’activation/désactivation myofibroblastique mécano-dépendants. 

Ainsi, notre modèle sphéroïdes n’a pas été utilisé pour la suite des travaux présentés ici. Nous 

avons décidé d’étudier le rôle de la polarisation des macrophages dans la fibrogénèse 

chéloïdienne en utilisant notre arsenal expérimental de modèle de culture en 2 dimensions. 

Ce travail, en cours de publication, est présenté dans la section suivante.  
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3. Le phénotype des macrophages est déterminant au 

cours du développement de la fibrose dans les 

chéloïdes 

3.1. Rationnel de l’étude 
 

Durant les dernières années, les études in vitro visant à mieux comprendre les 

mécanismes impliqués dans la formation des chéloïdes étaient principalement centrées sur 

les fibroblastes dermiques chéloïdiens. Cependant, il a depuis largement été montré que le 

développement des chéloïdes résulte d’une interaction complexe entre les FC et leur 

environnement, notamment immunitaire. Les macrophages sont des cellules phagocytaires 

de l’immunité innée, dont le haut niveau de plasticité leur permet d’acquérir différents 

phénotypes. Recrutés dès les premiers instants de la phase inflammatoire de la cicatrisation, 

ils jouent un rôle majeur dans la régulation de ce processus physiologique, ou de son pendant 

pathologique durant le développement de la fibrose475. La transition des macrophages d’un 

phénotype pro-inflammatoire (M1) vers un profil pro-cicatriciel (M2) est en effet primordiale 

dans l’orchestration de la phase de remodelage, dont la résolution permet d’aboutir à la 

réparation complète du tissu cutané.  

Le rôle des macrophages dans la formation des chéloïdes a été de plus en plus suggéré 

depuis ces dernières années, en particulier dans des études histologiques montrant la 

présence d’un fort infiltrat de macrophages de type M2 au sein du tissu297,362,476. En revanche, 

même si des récentes études de Single cell RNA sequencing ont mis en avant leur impact dans 

le développement des chéloïdes, très peu de données in vitro et in vivo sont actuellement 

disponibles quant à la compréhension du rôle des macrophages dans la pathologie. Ainsi, 

notre étude avait pour objectif d’évaluer pour la première fois in vitro le rôle des macrophages 

de type M1 [M(LPS)] et de type M2 [M(IL-4, IL-13)] dans la modulation du profil fibrogénique 

des fibroblastes de chéloïdes. Pour ce faire, nous avons dans premier temps produit des 

macrophages à partir de monocytes polarisés et activés à l’aide des facteurs d’induction 

classiquement décrits dans la littérature. Après avoir qualifié et validé le phénotype de nos 

macrophages, nous avons généré du milieu induit (« CM » Conditioned-Medium dans l’article), 

contenant le sécrétome de chacun des sous-types de macrophages [M(LPS) et M(IL-4, IL-13)]. 

Ces sécrétomes ont ensuite été utilisés pour « traiter » nos fibroblastes de chéloïdes, pour 

lesquels nous avons étudié leurs propriétés de prolifération, de migration, de différenciation 

myofibroblastique, ainsi que leurs capacités de synthèse et de remodelage de la matrice 

extracellulaire. 
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Abstract: Keloid refers to a fibroproliferative disorder characterized by an accumulation of 

extracellular matrix (ECM) components at the dermis level, overgrowth beyond initial wound, and 

formation of tumor-like nodule areas. Treating keloid is still an unmet clinical need and the lack of an 

efficient therapy is clearly related to limited knowledge about keloid etiology, despite the growing 

interest of the scientific community in this pathology. In past decades, keloids were often studied in 

vitro through the sole prism of fibroblasts considered as the major effector of ECM deposition. 

Nevertheless, development of keloids results from cross-interactions of keloid fibroblasts (KFs) and 

their surrounding microenvironment, including immune cells such as macrophages. Our study aimed 

to evaluate the effect of M1 and M2 monocyte-derived macrophages on KFs in vitro. We focused on 

the effects of the macrophage secretome on fibrosis-related criteria in KFs, including proliferation, 

migration, differentiation, and ECM synthesis. First, we demonstrated that M2-like macrophages 

enhanced the fibrogenic profile of KFs in culture. Then, we surprisingly founded that M1-like 

macrophages can have an anti-fibrogenic effect on KFs, even in a pro-fibrotic environment. These 

results demonstrate, for the first time, that M1 and M2 macrophage subsets differentially impact the 

fibrotic fate of KFs in vitro, and suggest that restoring the M1/M2 balance to favor M1 in keloids could 

be an efficient therapeutic lever to prevent or treat keloid fibrosis. 
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Highlights : 

 Secretome from M1 and M2 macrophages were generated to treat keloid fibroblasts  

 M2 secretome enhances the fibrogenic profile of keloid fibroblasts 

 M1 secretome attenuates the fibrogenic profile of keloid fibroblasts  

 M1 secretome prevents from profibrotic effect of TGF-β1 in keloid fibroblasts 

 First demonstration that M1/M2 macrophages differentially impact fibrogenesis in keloid 
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1. Introduction 

Keloid refers to a fibroproliferative disorder characterized by an accumulation of extracellular 

matrix (ECM) components at the dermis level, overgrowth beyond initial wound, and formation of 

tumor-like nodules [1]. Whatever the trauma, keloids always start from skin lesion and are the 

consequence of a dysregulated healing process. Experts now consider keloids as a chronic 

inflammatory disease [2] which shares close similarities with cancer [3]. Clinically, keloids are benign, 

but seriously impair the patient’s quality of life [4,5], especially when they are located on the face and 

joints. Moreover, keloids can cause itching, pain, and discomfort in patients. Unfortunately, treating 

keloid is still an unmet clinical need [6] and the lack of an efficient therapy is clearly related to limited 

knowledge about keloid etiology, despite the increasing number of publications on the subject.  

At the tissue level, keloid dermis is highly rich in type I and type III collagen, fibronectin, and 

periostin [7,8] compared to normal skin. In keloid, collagen fibers are thicker and forms large fibrotic 

nodules [9] spreading into the deep dermis, as the consequence of disorganized ECM deposition. 

During normal healing, collagen deposition is finely regulated by the balance between synthesis and 

degradation mediated by matrix metalloproteinases (MMPs) and their inhibitors (tissue inhibitors of 

metalloproteinases “TIMPs”). But, in keloids, levels of MMP-1, MMP-2, MMP-13, TIMP-1 and TIMP-2 

are increased whereas MMP-3 level decreases, compared to normal scars [10–12].  

At the cellular level, fibroblasts are present in higher concentrations in keloids compared to normal 

tissues [13]. Keloid fibroblasts (KFs) express higher levels of α-Smooth Muscle Actin (α-SMA), collagen 

[14], CD26 [15] and fibronectin [7] than normal dermal fibroblasts (NDFs). KFs also have a higher 

proliferation rate [16] and are able to develop higher contraction forces [15,17]. In addition, KFs are 

more sensitive to their biological microenvironment, as they express more receptors to transforming 

growth factor beta (TGF-β) and platelet-derived growth factor (PDGF) than NDFs [18–20]. Moreover, 

KFs are more responsive to such growth factors, resulting in amplified collagen and ECM synthesis and 

deposition [21]. 

At the microenvironment level, KFs are in close contact with many immune cells, such as 

memory T lymphocytes [22], mast cells [23], and macrophages [24]. All of these cells highly infiltrate 

and persist in the dermal compartment [13,25,26] during the inflammatory phase of wound healing. 

Macrophages, the main human phagocytic cells, exhibit a high degree of plasticity and form a 

heterogeneous population composed of classically activated M1 macrophages, which are known to be 

pro-inflammatory cells through their secretion of interleukins IL-1β, IL-6 and IL-8, and alternatively 

activated M2 macrophages, which are considered to be anti-inflammatory and pro-remodeling cells 

[27]. During the early phase of normal wound healing, M1 macrophages produce inflammatory 

cytokines, such as IL-6 or tumor necrosis factor alpha (TNFα) [28], which are mandatory for 

orchestration of normal wound healing [29–31]. At the end of the inflammatory phase, M1 

macrophages phagocytize cellular debris, bacteria, and apoptotic neutrophils at the wound site. This 

phagocytic activity, combined with cytokine signaling from T lymphocytes (IL-4, IL-13), induces M1 

polarization towards an M2 phenotype [32]. On the one hand, M2 macrophages are responsible for 

decreasing inflammation and angiogenesis. On the other hand, they promote tissue remodeling by 

secreting TGF-β, leading to fibroblast-to-myofibroblast differentiation and ECM synthesis [33]. 

Recently, Lis-Lopez et al. discussed whether macrophage phenotype is a determinant in the 

development of fibrosis in the lung, liver, heart, kidney, and intestine [34]. Recently, an elegant review 

of Bhattacharya and Ramachandran also detailed the determinant implication of macrophages in 



 

fibrogenesis [35]. In keloid, a significantly increased number of M2-like macrophages was observed by 

Bagabir et al. [36] in intralesional and perilesional keloid sites compared with normal skin and 

physiological scars. The involvement of macrophages in keloid pathogenesis was also recently 

addressed by cutting-edge single cell RNA sequencing technology [37]. Feng et al. showed that the 

M2/M1 ratio is elevated in keloids compared to normal skin [37]. These novel data show that there is 

potentially a macrophage-centric cellular communication network within keloids. In line with this 

hypothesis, Shaker et al. performed a histological study to characterize macrophages content in keloid 

tissue, and showed that CD206+ (M2) macrophages persist in keloids [13]. These observations were 

confirmed by Li et al. [24] and Seoudy et al. [38] who reported that both total macrophages (CD68+) 

and M2-like macrophages (CD163+) were enriched significantly in keloids. Despite this body of 

evidence, the role of macrophages in keloid formation has not yet been fully deciphered. Historically, 

keloids were often studied in vitro through the sole prism of fibroblasts as the major effector of ECM 

deposition in many tissues [39]. Nevertheless, development of keloids results from interactions 

between keloid fibroblasts and surrounding immune cells [40]. Limandjaja et al. highlighted the 

importance of such interactions by showing that the secretome of KFs is able to induce M2 polarization 

of human monocytes [41]. To our knowledge, the differential role of M1 and M2 macrophages on 

keloid fibroblasts has not yet been widely investigated in vitro.  

To fill this gap, we evaluated the effect of M1 and M2 monocyte-derived macrophages on KFs 

in vitro. We focused on the effects of the secretome of macrophages on fibrotic-related features of 

KFs: proliferation, migration, differentiation, and ECM synthesis. Our results demonstrate that M2-like 

macrophages enhance the fibrotic profile of KFs in culture. These data are consistent with previous in 

vivo observations about M2 involvement in keloid formation [13,24,33,38]. Further, we surprisingly 

found that the secretome of M1-like macrophages can have an anti-fibrotic effect on KFs, even in a 

pro-fibrotic environment.  

 

Beyond supporting, for the first time, that M1 and M2 macrophages subsets differentially 

impact the fibrotic fate of KFs in vitro, the results of this study suggest that restoring the M1/M2 

balance in favor of M1 in keloid could be an efficient therapeutic lever to prevent or treat keloid 

fibrosis. 

2. Material and methods 

All reagents, references, and concentration are available in Supp. Table I. 

2.1. Clinical study approval 

For fibroblasts extraction, keloid samples were collected from surgical resection performed on patients 

from the Maxillo-Facial Surgery Department of the University Hospital of Besançon, France (Supp. 

Table 2.). Details about our clinical study [“SCAR WARS” (NCT03312166)] are available on 

clinicaltrial.gov. All donors provided informed consent and the study was conducted in respect of 

ethical standards of the Declaration of Helsinki. Locally, keloid collection was ethically authorized by 

the French Regulatory Agency (ANSM) and ethic committee (CPP Sud-Ouest and Outre-Mer I). 

Leukocyte-platelet concentrates were obtained from healthy volunteers at the French Blood 

Establishment (EFS Bourgogne Franche-Comté, Besançon, France) after informed consent was 



 

obtained (authorization number #AC-2015-2408) (Supp. Table II.). Immunohistochemistry was 

performed at the Pathology laboratory for histological diagnosis (CHU de Besançon, France) on 7 keloid 

samples from tissue bank (procedure 022 TUM 210 PC04 XXX) (Supp. Table II.). 

2.2. Immunohistochemistry 

Immunostaining on keloid tissue (listed in Supp. Table II.) was performed on the Ventana Benchmark 

ULTRA automated slide stainer (Ventana Medical Systems, Tucson, AZ, USA). Briefly, 3 µm paraffin 

sections were dewaxed in xylene and rehydrated using decreasing concentration of alcohol. Antigen 

retrieval was carried out by incubating slides in CC1 buffer (pH=8.4) at 100°C. Sections were then 

incubated at 37°C with primary antibodies targeting CD68 [42], considered a pan-macrophage marker, 

and CD206 [43], a marker expressed by M2 alternatively activated macrophages. The chromogenic 

staining was visualized using the Ventana OptiView DAB Detection System. Slides were counterstained 

with hematoxylin. Stained slides were scanned using a slide scanner (NanoZoomer 2.0-HT, Hamamatsu 

Photonics), and staining quantification was performed using QuPath-0.2.3. For each sample, staining 

quantification was performed from 5 areas (800 x 200 µm). On histogram, each dot represents the 

average marker-positive area for each sample. 

2.3. Macrophage generation and conditioned-medium production 

Human monocytes were isolated from leukocyte-platelet concentrates on a Ficoll-density gradient 

followed by positive CD14+ cell sorting [44]. CD14+ magnetic separation was performed according to 

manufacturer’s instructions (Miltenyi). CD14+ cells were then suspended at 1.106/mL in complete 

medium [RPMI 1640, 10% fetal calf serum (FCS), 100 U/mL penicillin and 0.1 mg/mL streptomycin (1% 

PS)], and seeded at 0.25 x 106 cells per cm2 in culture flasks. Monocytes were polarized in two distinct 

macrophages subsets. M1-like macrophages were generated from monocyte by treating them during 

7 days with granulocyte macrophage colony stimulating factor (GM-CSF; 50 ng/mL) and interferon 

gamma (IFNγ; 50 ng/mL), followed by a 24h treatment with 100 ng/mL lipopolysaccharide (LPS). 

Herein, these M1-like macrophages will be referred to as M(LPS). M2-like macrophages were 

generated from monocytes by treating them for 7 days with GM-CSF and IL-4 at 50 ng/mL, followed by 

a 24h treatment with IL-4 (20 ng/mL) and IL-13 (20 ng/mL). Herein, we refer to these M2-like 

macrophages as M(IL-4, IL-13). After polarization, both M(LPS) and M(IL-4, IL-13) were rinsed with 

phosphate buffered saline (PBS) and cultured in complete DMEM (“DMEMc”, supplemented with 5% 

FCS, 1% PS) during 24h to produce conditioned-medium (CM), respectively referred to as M(LPS)-CM 

and M(IL-4, IL-13)-CM. Conditioned-media obtained from cells of 3 different patients were pooled to 

limit variability. Mixed M(LPS)-CM and M(IL-4, IL-13)-CM were stored at -80°C for a maximum of 3 

months before use in experiments.  

2.4. Cytokine quantification in macrophage-conditioned medium 

IL12-p70, IL-10, IL-6, TNF-α, IL-8 and IL-1β levels in M(LPS) and M(IL-4, IL-13)-CM were quantified using 

the Human Inflammatory Cytokine Cytometric Bead Array (Becton Dickinson) following manufacturer’s 

instructions. Measurements were performed using LSR Fortessa flow cytometer (Becton Dickinson) 

and concentrations were calculated using FlowJo_V10® software. For TGF-β1, levels were quantified 

using Human anti-TGF-β1 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) (R&D Systems), following 

manufacturer’s instructions. A minimum of 6 conditioned-medium batches were analyzed for each 

macrophage subset. 



 

2.5. Macrophage qualification by immunofluorescence 

CD14+ monocytes were seeded on sterile glass coverslips, polarized and activated as described in 

section 2.3. After activation period, cells were fixed (PFA 4%), permeabilized in Triton X100 (0.1% in 

PBS), and incubated in.blocking solution (PBS, 3% bovine serum albumen, 10% sheep serum). 

Appropriate dilutions of primary antibodies (see Supp. Table I) were added on samples before an 

overnight incubation. The next day, cells were rinsed in PBS and incubated for 1h with appropriate 

secondary antibody, targeting iNOS (see Supp. Table I). Nuclei were counterstained with 4′,6-

diamidino-2-phenylindole (DAPI) (15 min, room temp.). Negative controls were performed by omitting 

primary antibodies. Images were obtained using a LSM800 confocal microscope and Zen V3.7 software 

(Carl Zeiss). 

2.6. Macrophages qualification by flow cytometry 

Flow cytometry was used to evaluate the expression of CD14, CD80, CD206, CD163, and MerTK in 

M(LPS) and M(IL-4, IL-13) macrophages. Briefly, cells were gently removed from flasks after incubation 

with PBS + 10 mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA). Cells were then centrifuged at 120g for 5 

min at 4°C, rinsed one time with PBS, and suspended in 100 µL of flow cytometry buffer (PBS, 2 mM 

EDTA, 3% FCS) containing Fc block CD16/32. After incubation (10 min, room temp.), M(LPS) and M(IL-

4, IL-13) macrophages were centrifuged and suspended in flow cytometry buffer containing labeled 

antibodies targeting CD14, CD80, CD206, CD163 and MerTK markers (listed in Supp. Table I.). After 

incubation (15 min, 4°C), cells were rinsed twice with PBS and suspended in 300 µL of flow cytometry 

buffer. Cell staining was analyzed by flow cytometry using a SP6800 spectral cytometer and associated 

software (Sony Biotechnology). Results are expressed as the relative fluorescent intensity (RFI) of 

stained cells compared to unstained ones.  

2.7. Human keloid fibroblast collection and treatment 

Keloids samples (Listed in Supp. Table II.) were processed for explant culture as previously described 

[45]. After outgrowth, KFs were subcultured in DMEMc and used between the third and eighth passage 

for all experiments. Seeding ratios are specified below for each experiment (sections 2.9 to 2.16). Post-

seeding, cells were starved for 24h in FCS-free DMEM. KFs were then treated with M(LPS)-CM and 

M(IL-4, IL-13)-CM supplemented or not with TGF-β1 (10 ng/mL). KFs were cultured in DMEMc as 

control (Ctrl) condition or with TGF-β1 (10 ng/mL) to induce fibrotic activation. Each experiment was 

performed on at least three keloid fibroblast lines cultured with one or two different pooled M(LPS)-

CM or M(IL-4, IL-13)-CM. 

2.8. Human keloid fibroblast characterization 

Flow cytometry was used to evaluate the expression level of alpha Smooth Muscle Actin (α-SMA) in 

KFs. Cell were seeded at 200 000 cells/well in 6-well plates, and treated as described in section 2.7 

during 96h. After treatment, cells were collected by trypsinization and processed for flow cytometry 

as described in section 2.6. KFs were labelled with anti-human-α-SMA antibody after permeabilization. 

Materials and antibody concentration are listed in Supp. Table I. Cell marker was analyzed by flow 

cytometry using a SP6800 spectral cytometer and associated software (Sony biotechnology). Results 

are expressed as the relative fluorescent intensity (RFI) of stained cells compared to unstained ones.  

α-SMA expression was also assessed by immunostaining in KFs cultured on glass coverslip (20 000 cells 

per slide) and treated as described in section 2.7. After 96h, fixed cells (PFA, 4%) were processed as 

previously described [45]. Briefly, after permeabilization and saturation step, KFs were incubated 



 

overnight with primary antibody at 4°C then with secondary antibody during 1h at room temperature. 

DAPI was used for nucleus counterstaining and positive α-SMA staining was validated compare to 

negative control. Fluorescent images were obtained using a LSM800 confocal microscope and Zen V3.7 

software (Carl Zeiss). Bright field images were obtained using a real-time microscope (IncuCyte S3TM, 

Sartorius). Materials and antibody concentration are listed in Supp. Table I. 

2.9. Proliferation assay  

Fibroblasts proliferation was evaluated by bromodeoxyuridine (BrdU) incorporation using the Cell 

proliferation ELISA BrdU kit (Roche) following the manufacturer’s instructions. KFs were seeded at 

3000 cells/well in 96-well plates, and treated as described in section 2.7 for 48h. Optical density at 450 

nm was quantified using a microplate reader (Multiskan FC, Thermo Scientific). Raw data were 

generated from independent tests performed with three different primary cell strains, treated with 

one mix of CM (n=4 per condition). Results are expressed as a proliferation ratio compared to KFs 

grown in control condition (Ctrl).  

2.10. Analysis of gene expression 

Gene expression in KFs was analyzed using real-time quantitative PCR (RT-qPCR). KFs were seeded at 

50 000 cells/wells in 12-wells plate, and treated as described in section 2.7 during 96h. RNA extraction 

was performed using RNeasy mini kit (Qiagen) according to the manufacturer’s instructions, and RNA 

samples were reverse-transcribed using High capacity RNA to cDNA kit (ThermoFisher) according to 

manufacturer’s instructions. Then, specific TaqMan probes from Thermo Fisher Scientific (TaqMan 

Gene Expression Assays) were used for qPCR amplification (listed in Supp. Table III.). All samples were 

analyzed in duplicate. A normalization of the RNA level was performed against the GAPDH gene. Data 

were analyzed using the ΔΔCT technique [46], and are represented as a relative expression compared 

to the control condition (Ctrl). Raw data were obtained from independent experiments performed with 

four different primary cell lines, treated with one CM. 

2.11. Scratch wound assay 

KFs were seeded at 15 000 cells/wells in ImageLock 96-well plates (Sartorius). After 24h adhesion, cell 

proliferation was blocked using mitomycin C at 5 µg/mL in DMEMc for 24h. Monolayers were wounded 

using WoundMakerTM device (Sartorius). After wounding, cells were rinsed twice with PBS before cell 

treatment (section 2.7). Wound filling was documented every 2 hours for 96h with a real-time 

microscope (IncuCyte S3TM, Sartorius). Image analysis was performed with IncuCyte™ Scratch Wound 

Cell Migration Software Module (Sartorius). Results are expressed as the Relative Wound Density 

(RWD) of the initial injury, which corresponds to the percentage of the initial injury that is filled by cells 

at each time point. Raw data were generated from independent tests performed with three different 

primary cell strains, treated with one CM (n=4 per condition). 

2.12. Boyden Chamber migration assay 

Macrophages were seeded in the lower part of the chamber and cultured for 8 days as previously 

described (section 2.3) to activate them into M(LPS) or M(IL-4, IL-13). KFs were seeded on 8-µm pore 

size ThinCertTM culture insert (upper chamber) in DMEMc After 72h, KFs were fixed on the porous 

membrane using 4% paraformaldehyde. Unattracted KFs were removed from upper side of the 

membrane using a swab. Attracted cells present on the lower side of the membrane were stained with 

DAPI. Membranes were then mounted on glass slides with cover slips, and images were taken using 



 

an Axioskop40TM epifluorescence microscope (Zeiss). The number of attracted cells was counted and 

normalized by the membrane surface. Raw data were obtained from independent experiments 

performed with three to five different primary cell lines of KFs. The number of attracted cells was 

counted from five images of 0.038 mm2 per conditions. Each point represent the mean of these five 

images per sample.  

2.13. Protein quantitation via enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)  

KFs were seeded at 50 000 cells per well into 12 well culture plates, and treated as described in section 

2.7. After 96h of treatment, α-SMA and fibronectin were quantified in cell lysate using the Human α-

SMA ELISA® kit and Human fibronectin ELISA® kit (Abcam), respectively, according to manufacturer’s 

instructions. After 72h of treatment, secreted collagen type I was quantified using procollagen type I 

quantification ELISA kit® (R&D system) according to manufacturer’s instructions. Raw data were 

obtained from independent experiments performed with four different primary cell lines treated with 

one mix of conditioned medium. Data were normalized to the amount of total proteins in samples 

(determined using Pierce bicinchoninic acid reaction).  

2.14. Collagen gel contraction assay 

KFs contractile activity was studied using free contractile collagen gel [47]. First, a cooled solution was 

prepared by mixing DMEM (0.8 X), FCS (9% v/v), NaOH (0.005 N), NaHCO3 (0.3%), Penicillin (200 U/mL) 

and Streptomycin (0.2 mg/mL). Then, rat tail type I collagen (0.6 mg/mL) and KFs (8.104 cell/mL) were 

added. 500 µl of this second mixture was added per well in a 24-wells plate and then warmed for 3D 

gel formation (37°C, 1h). After collagen polymerization, gels were gently detached from plastic and 

treated with DMEMc, M(LPS)-CM or M(IL-4, IL-13)-CM, containing or not 10 ng/mL TGF-β1. Culture 

plates were pictured daily and gel diameters were determined from ImageJ software analysis. Results 

were expressed as a contraction percentage of the initial area. Collagen gels were performed in 

duplicates, with three different primary cell lines treated with one batch of pooled conditioned 

medium. 

2.15. Sirius red assay 

Total secreted collagen by KFs was quantified using a quantitative method based on Sirius red 

coloration. KFs were seeded at 5000 cells/well in 96-well culture plates, and treated as previously 

described in section 2.7. After 7 days of treatment by renewing the media every 3 days, cells were 

stained with Sirius red as previously described [48]. Briefly, KFs were fixed using Bouin’s solution, 

stained with Sirius Red, and carefully washed in 0.01 N HCl. Bounded dye was then eluted in 100 µL 

NaOH per well. Absorbance at 550 nm was read using a Synergy H1 microplate reader (Biotek 

Instruments). Results are expressed as a percentage of collagen synthesis compared to the control 

condition. Raw data were obtained from independent experiments performed with three different 

primary cell lines treated with one mix of conditioned medium (n=5 per condition). 

2.16. Collagenase activity – Zymography assay 

KFs were seeded at 200 000 cells per well into 6 wells culture plate, and treated according section 2.7. 

After 96h, cells were lysed in the supplied lysis buffer. 1 mM p-aminophenylmercuric acetate was 

added to cell lysates to activate inactive forms of collagenase. Enzymatic activity was measured with a 

Collagen Degradation/Zymography Assay Kit (Abcam) according to manufacturer’s instruction. 

Collagenase activity (U/mg) was normalized by total protein concentration in supernatant (determined 



 

using Pierce BCA reaction). Raw data were generated with four different primary cell strains treated 

with one batch of pooled conditioned medium. 

2.17. Statistical analysis 

Results are expressed as mean ± standard deviation (SD). Statistical analyses were performed using 

one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Dunn’s posttest for multiple comparisons, or using 

two-way repeated measures ANOVA. All analyses were performed using GraphPad Prism 9 software. 

Differences were considered as statistically significant at p < 0.05. Significance values in data plots are 

indicated by asterisks: * for p<0.05; ** for p<0.01; *** for p<0.001; **** for p<0.0001. 

3. Results 

Keloids contain more CD206+ and CD68+ expressing macrophages than normal skin. Quantitative 

analysis of macrophage biomarkers showed that CD206+ (Figure 1A) and CD68+ (Figure 1B) cells are 

present at higher levels in keloids compared to normal skin. Whether in normal skin or in keloid, M2 

macrophages seem to be concentrated in the papillary dermis (PD) as shown in Figure 1C. 

Histologically, H&E staining confirmed structural differences between normal and pathological tissue 

(Figure 1C). Compared with normal skin, keloid epidermis is thicker, the papillary dermis looks more 

compacted and disorganized, and the deep reticular dermis is composed of large collagen bundles.  

M(IL-4, IL-13) are M2-like macrophages and M(LPS) are M1-like pro-inflammatory macrophages. We 

confirmed the correct polarization of M(LPS) and M(IL-4, IL-13) macrophages by investigating their 

morphology after activation and by analyzing their secretomes as well. Their expression of M1 and M2 

classical biomarkers was also investigated and presented in Supp. Data. I. Compared to naïve 

monocytes, M(LPS) are spindle shaped (characteristic of M1 macrophages), while M(IL-4, IL-13) 

morphology is more heterogeneous, from round to elongated shape (Figure 2A). The secretome 

characterization of macrophages (Figure 2B) showed that M(LPS) synthesized high amounts of pro-

inflammatory cytokines (IL-1β, IL-6 and IL-8) compared to M(IL-4, IL-13) macrophages. There were no 

significant differences in pro-inflammatory cytokines TNF-α and IL-12, anti-inflammatory cytokine IL-

10, or pro-fibrotic factor TGF-β1 between M(LPS) and M(IL-4, IL-13).  

M(IL-4, IL-13) macrophages recruit significantly more keloid fibroblasts than M(LPS). A Boyden 

chamber assay was used to analyze chemoattraction of KFs by macrophages (Figure 3A-B). Even 

though differences were not statistically significant, the quantification of attracted cells (Figure 3B) 

showed that M(IL-4, IL-13) seems to recruit more cells than M(LPS) or controls (p=0.1174). No tendency 

to chemoattraction was observed for M(LPS). 

 

 

 

 



 

 

Figure 1. Keloids contain more CD206+ and CD68+ macrophages than normal skin. Semi-quantitative analysis 

of CD206 and CD68 biomarkers was performed from immunostained keloid and normal skin sections. Quantification 
was performed on 5 non-overlapping regions (800 x 200 μm) per sample [n = 7 samples for keloid and 6 for normal 
skin], and the area staining positive for CD206 (A) or CD68 (B) in each region was calculated. Results are expressed 
as the mean percentage of positive zone ± SEM. Statistical analysis was performed using t test, and significance is 
indicated by asterisks: ** for p < 0.01. Representative images are presented in (C). E = Epidermis, RD = Reticular 
Dermis, PD = Papillary Dermis.  



 

 

M(LPS)-CM has a strong anti-migration effect on KFs in pro-fibrotic microenvironment. During in vitro 

scratch wound healing assay, KFs migration was quantified through relative wound density (RWD) over 

time (Figure 3C-D). Quantitative analysis of KFs migration (Figure 3D) demonstrated that M(LPS)-CM 

significantly impaired KFs migration compared to controls. In fibrotic conditions, created by treatment 

of cells with the pro-fibrotic cytokine TGF-β1, the inhibitory effect of M(LPS)-CM is maintained and 

slightly reinforced, whereas TGF-β1 treatment alone reduced the migration rate. M(IL-4, IL-13)-CM 

slightly increased migration rates. Conversely, the effect of M(IL-4, IL-13)-CM on KFs migration faded 

in the presence of TGF-β1, as maximum RWD of [M(IL-4, IL-13)-CM + TGF] returned to control levels. 

 

M(LPS) and M(IL-4, IL-13) differ in their effects on KFs proliferation in basal and fibrotic 

environments. The effects of M(LPS)-CM and M(IL-4, IL-13)-CM on KFs proliferation status, in a pro-

fibrotic environment (+ TGF-β1) or not, is presented in Figure 3E. TGF-β1 alone did not significantly 

impact KFs proliferation rates. After treatment with conditioned medium, we observed the differential 

effects of M(LPS)-CM and M(IL-4, IL-13) on KFs. We found that M(LPS)-CM significantly decreased KFs 

proliferation compared to control, and that this effect was tightly maintained in the presence of TGF-

β1. M(IL-4, IL-13)-CM alone had no significant effect on KFs proliferation, whereas the combination of 

M(IL-4, IL-13)-CM and TGF-β1 led to a significant reduction of KFs proliferation (Figure 3E). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2. M(LPS) resemble M1-like pro-inflammatory macrophages and M(IL-4, IL-13) resemble M2-like 
macrophages. (A) M(LPS) (M1-like) and M(IL-4, IL-13) (M2-like) macrophages were obtained from healthy human 

monocytes after polarization and activation with GM-CSF, IFNγ, and LPS, or M-CSF, IL-4, and IL-13, respectively. 
(B) Macrophages-secreted cytokines were assayed in macrophage-conditioned medium (CM) using Human 
inflammatory CBA kit (Becton Dickinson), and anti-TGF-β1 ELISA (R&D Systems) [at least n=5 per cytokine]. For 
each cytokines, results are expressed as the mean concentration ± SEM. Statistical analyses were performed using 
t test, and significance is indicated by asterisks: * for p < 0.05; ** for p < 0.01; *** for p < 0.001. 



 

 

M(LPS) and M(IL-4, IL-13) ability to modify KFs contractile activity depends on the fibrotic 

microenvironment. In tested conditions, KFs contractile capacity was determined using a collagen gel 

contraction model (Figure 4A). Relative gel contraction was expressed as a ratio of treated gel surface 

normalized to control at each time point (Figure 4B). TGF-β1 alone slightly increased KFs contractile 

activity overtime. On one side, we observed that M(LPS)-CM significantly decreased contraction 

capacity of KFs compared to control. However, this potential is lost in a pro-fibrotic environment 

(+TGF-β1). One the other side, M(IL-4, IL-13)-CM, significantly increased KFs contractile activity and 

this effect was strongly reinforced in a pro-fibrotic environment (+ TGF-β1). 

 

 

 

Figure 3. Effects of M(LPS)-CM and M(IL-4, IL-13) macrophages on keloid 
fibroblast migration and proliferation, and influence of fibrotic 
microenvironment. (A, B) Boyden chamber assay was used to evaluate the 
chemoattraction capacities of macrophages on KFs. (A) Representative images of 
attracted cells. (B) The numbers of attracted cells/mm2 in each condition were 
counted to enable comparisons among groups [n=3-5 KFs donors; cells were 
counted on 5 images per membrane]. (C, D) In vitro wound healing assays were 
performed to evaluate the effect of macrophage-CM on KFs migration. (C) 
Representative brightfield images of wounded monolayers taken using 
IncuCyteS3® during 48h after treatment. Blue lines represent the locations of the 
initial scratch wound margins. (D) Evolution of the Relative Wound Density (RWD) 
was calculated using image analysis in KFs treated with macrophages-CM [n=3 
KFs donors treated with 1 mix of CM; n=4 per condition]. (E) BrdU incorporation by 
treated KFs was used to determine their proliferation ratio, defined as the ratio 
compared to control cells [n=3 KF donors treated with 1 mix of CM; n=4 per 
condition]. Statistical analyses were performed using one-way ANOVA  (B, E) or 
repeated measures two-way ANOVA (D) showing overall differences between 
conditions over time. Results are expressed as mean ± SEM. Significance is 
indicated by asterisks: * for p < 0.05; ** for p < 0.01; *** for p < 0.001, **** for p < 
0,0001.  



 

                                                                                                                                                                                  

Figure 4. Effect of macrophages on fibroblast-to-myofibroblast transition depends on fibrotic 
microenvironment. (A-B) 3D collagen gels were used to evaluate the contractile activity of KFs treated with 

macrophage-CM. (A) Representative images of collagen gels after 96h of culture in tested conditions. (B) Relative 
gel contraction was expressed as a ratio of gel surface normalized to control at each time point [n=4 KF donors 
treated with 1 or 2 mix of CM, n=2 per condition]. (C-F) α-SMA expression was evaluated in treated KFs by 
immunostaining (C), ELISA (D), flow cytometry (E) and RT-qPCR (F) [n=3 KFs donors treated with 2 mix of CM for 
ELISA and RT-qPCR, and 1 mix for flow cytometry]. For immunofluorescence, cells were stained for α-SMA (green) 
and nuclei counterstained with DAPI (blue). Flow cytometry data are expressed as a relative fluorescent intensity 
(RFI) compared to unstained cells. Statistical analyses were performed using repeated measures two-way ANOVA 
showing overall differences between conditions over time (B) or with one-way ANOVA (C-F). Results are expressed 
as mean ± SEM, and significance is indicated by asterisks: *for p<0.05; **for p<0.01; ***for p<0.001; ****for 
p<0.0001 



 

M(IL-4, IL-13)-CM synergizes with TGF-β1 to induce myofibroblast differentiation while M(LPS)-CM 

is able to block this differentiation. We analyzed the expression of α-SMA as a marker of fibroblast-

to-myofibroblast differentiation by immunostaining, RT-qPCR, ELISA, and flow cytometry (Figure 4C-

4F). The data revealed that KFs treated with TGF-β1 or M(IL-4, IL-13)-CM + TGF-β1 developed a 

myofibroblast-like morphology characterized by large stellate cells spreading in all directions (Figure 

4C, top bright field images). α-SMA immunostaining showed an increase in protein expression when 

KFs were treated with TGF-β1, M(IL-4, IL-13)-CM, or M(IL-4, IL-13)-CM + TGF-β1. These observations 

were confirmed quantitatively by ELISA (Figure 4D). Interestingly, M(LPS)-CM was able to reverse α-

SMA expression back to basal level in TGF-β1-induced KFs (Figure 4D, 4E). These observations were 

confirmed at the mRNA levels by RT-qPCR (Figure 4F). 

  

M(LPS)-CM attenuates TGF-β1-induced matrix over accumulation in KFs. Quantitative analysis of 

Sirius red staining was used to evaluate the effect of M(LPS)-CM and M(IL-4, IL-13)-CM on total collagen 

deposition by KFs (Figure 5A-B). Our results showed that M(IL-4, IL-13)-CM significantly increased 

collagen content, whereas M(LPS)-CM had no effect compared to control condition. In a fibrotic 

environment, M(LPS)-CM maintained collagen deposition at basal levels, significantly counteracting 

the pro-fibrotic effects of TGF-β1. M(IL-4, IL-13)-CM did not counteract the TGF-β1-induced increase 

in collagen deposition, but increased the level of Sirius red-stained collagen compared to controls 

(Figure 5B). As shown in Figure 5C, TGF-β1-activated KFs synthesized 2,5 times more procollagen on 

average than KFs cultured in control medium. However, there were no significant differences in soluble 

procollagen among the other conditions +/- TGF-β1. At the transcriptional level (Figure 5D), we 

observed a trend for TGF-β1 to upregulate COL1A1 gene transcription in KFs. This was also observed 

in M(IL-4, IL-13)-CM + TGF-β1 treated KFs compared to controls. However, presumably due to 

variability among samples within each group, these observed differences did not reach statistical 

significance. M(LPS)-CM appeared to contribute to COL3A1 upregulation with or without TGF-β1, but 

as with COL1A1, differences were not statistically significant due to intragroup variability. Moreover, 

our data show that M(LPS)-CM tends to decrease the COL1A1/COL3A1 ratio (Figure 5D). Assessment 

of fibronectin (FN1) protein synthesis or FN1 gene expression in KFs revealed that while TGF-β1 was 

able to increase both gene and protein expression, neither M(LPS)-CM nor M(IL-4, IL-13)-CM 

modulates fibronectin expression, neither in basal nor pro-fibrotic (TGF-β1) microenvironment (Figure 

5E). 

 

M(LPS)-CM orients KFs towards a fibrolytic phenotype. Collagenase activity, as well as the expression 

of genes coding for MMP-1, MMP-3 and TIMP-2 were assessed by zymography assay and RT-qPCR, 

respectively (Figure 6). Collagenase activity (Figure 6A) in KFs treated with M(LPS)-CM increased 

compared to untreated cells in pro-fibrotic conditions. This result was confirmed by a clear trend of 

MMP-1 and MMP-3 transcription to increase in M(LPS)-CM treated KFs (Figure 6B, 6C). M(IL-4, IL-13)-

CM did not impact either collagenase activity or MMP gene expression. No significant differences in 

TIMP-2 mRNA expression were observed (Figure 6D). 

 



 

  

Figure 5. M(LPS)-CM attenuates TGF-β1-induced matrix over-accumulation in KFs. (A-B) Total deposited 

collagen by treated KFs was assessed by Sirius red staining and dye absorbance after elution (B) [n=3 KF donors 
treated with 1 mix of CM, n=5 per condition]. Representative images of stained ECM are presented (A). (C) Type I 
procollagen was quantified in the supernatant of treated KFs [n=4 KFs donors treated with 1 or 2 mix of CM, n=2 
per condition]. (D) COL1A1 and COL3A1 mRNA transcription were quantified in 96h-treated-KFs [n=5 KF donors 
treated with 1 or 2 mix of CM] and data are presented independently or as COL1A1/COL3A1 ratio. (E) Fibronectin 
protein synthesis and mRNA expression were quantified in 96h-treated KFs using ELISA and RT-qPCR, 
respectively [n=5 KFs donors treated with 1 or 2 mix of CM]. Results are expressed as mean ± SEM. Statistical 
analyses were performed using one-way ANOVA, and significance is indicated by asterisk: *for p<0.05; ***for 
p<0.001. 



 

4. Discussion 

Macrophages are versatile phagocytic cells that demonstrate a high degree of plasticity. Under 

the control of their microenvironment, macrophages can be polarized into distinct subsets, namely 

classically activated M1 (pro-inflammatory) and alternatively activated M2 (anti-inflammatory) 

macrophages. During the early phase of normal wound healing, M1 macrophages produce 

inflammatory cytokines, clean the wound by phagocytosis, and then switch towards an M2 phenotype. 

Mandatory for proper wound healing process, macrophages are also involved in fibrosis induction [49]. 

In response to a recently published hypothesis about the involvement of macrophages in fibrosis 

formation [35], we evaluated in vitro the effects of monocyte-derived M1- and M2-like macrophages 

on keloid fibroblasts. To this aim, we focused on the effect of the macrophages’ secretome on fibrosis-

related criteria in KFs (i.e., proliferation, migration, differentiation, ECM synthesis, and ECM 

remodeling), corresponding to key steps of the wound healing process that are dysregulated during 

keloid formation [50–52]. 

Figure 6. M(LPS)-CM orients KFs towards a fibrolytic phenotype. (A) Collagenase activity of treated-KFs was 

determined via zymography and is expressed as units of activity per μg total protein [n=4 KF donors treated with 1 
mix of CM]. Relative expression of MMP1 (B) and MMP3 (C) and TIMP2 (D) mRNA in CM-treated KFs was 
assessed by RT-qPCR [n=4 KF donors treated with 1 mix of CM]. Results are expressed as mean ± SEM. Statistical 
analyses were performed using one-way ANOVA, and significance is indicated by an asterisk: * for p < 0.05. 
 



 

Prior to in vitro analysis, we confirmed histologically the persistence of type 2 macrophages in 

keloid tissue through the expression of CD206 and CD68, which are markers for M2 macrophages. Our 

results confirmed those already published by other researchers who demonstrated the high level of 

M2-type macrophages (CD206+, CD163+, and CD301b+) in keloid [13,24,36,37,53,54]. In line with 

previous works, we strongly suggest that an imbalance between M1 and M2 macrophage subset may 

contribute to keloid persistence.  

 

To investigate the effects of differential macrophage microenvironments on the phenotype of 

keloid fibroblasts, we first generated M1 and M2 cells from human monocytes. We confirmed the 

efficiency of the production process of M1-like cells [M(LPS)] and M2-like cells [M(IL-4, IL-13)] by 

characterizing the cells’ phenotypes and secretomes. We demonstrated that our M(LPS) have a pro-

inflammatory profile, as they markedly synthesize pro-inflammatory cytokines (IL-6, IL-8 and IL-1β) and 

express high amounts of CD80 and iNOS markers [55–57]. We also observed that our M(IL-4, IL-13) are 

M2-like macrophages, as they express high level of CD206, CD163, and MerTK compared to M(LPS) 

macrophages [58,59], even though classical marker CCL1 was low expressed [58]. Surprisingly, we were 

not able to measure increased levels of TGF-β1 in M(IL-4, IL-13)-CM. Although this result was 

somewhat unexpected, similar studies by other investigators have also shown relatively low levels of 

TGF-β1 synthesized in vitro by M2 macrophages [60,61]. Consequently, our M(IL-4, IL-13) macrophages 

could be considered M2-like, although they are unable to be definitely assigned to any precise sub-

phenotype (M2a, M2b, M2c, or M2d). However, our M(IL-4, IL-13) are most similar to the M2a 

macrophage subtype due to elevated expression of the mannose receptor CD206 in comparison to 

M1-like cells [62]. 

 

To investigate the secretome of our M1 and M2 macrophages, we treated keloid fibroblasts in 

cell culture with M(LPS) and M(IL-4, IL13) conditioned medium (CM) and investigated the effects on 

key features of wound healing: proliferation, migration, differentiation, ECM synthesis, and ECM 

remodeling. Moreover, we enriched our culture environment with TGF-β1 to create a pro-fibrotic 

environment similar to those found in keloid tissue in vivo. On the one hand, we demonstrated that 

the fibrogenic profile of keloid fibroblasts is down regulated by the secretome of M1-like macrophages. 

We showed that M(LPS) interferes with KFs migration and proliferation, even under fibrotic conditions 

(TGF-β1). Moreover, M(LPS)-CM was able to block fibroblast-to-myofibroblast differentiation as shown 

by analysis of α-SMA expression. The ability of KFs to remodel ECM, assessed using a gel contraction 

assay, was also reduced by M(LPS)-CM. M(LPS)-CM also attenuated TGF-β1-induced matrix 

overaccumulation in KFs and orients KFs towards a fibrolytic phenotype by upregulating MMP-1 and -

3 expression. On the other hand, we confirmed the pro-fibrogenic effect of our M2-like macrophages, 

which upregulated typical fibrosis-associated parameters in KFs. Indeed, we showed that M(IL-4, IL-

13) macrophages exert a high chemoattractant activity on KFs and increase their migration capacities. 

In addition, M(IL-4, IL-13)-CM increased collagen synthesis and contractile activity, in KFs and 

synergized with TGF-β1 to upregulate KFs myofibroblast differentiation. Combining these in vitro 

results with our histological observations suggests that the persistence of M2 macrophages could be 

responsible for KFs over-recruitment by chemo-attraction leading to excessive ECM deposition in vivo. 

 

Song et al. explored the influence of alternatively and classically activated macrophages on 

fibrogenic activities of human lung fibroblasts [63]. They concluded that alternatively activated 

macrophages (M2) enhance fibrogenesis of fibroblasts, while classically activated macrophages (M1) 



 

inhibit it. These observations were attributed to TGF-β and TNF-α release, respectively, by M2 and M1 

macrophages. Recently, Sapudom et al. [64] focused on the effect of M2a and M2c macrophages in 

normal dermal fibroblasts (NDFs) and concluded that M2a macrophages could promote ECM synthesis 

and remodeling by induction of myofibroblast differentiation. Our results demonstrating the pro-

fibrotic role of M(IL-4, IL-13) (M2-like macrophages) are also in accordance with previous work from 

Zhu et al. [65] who showed that alternatively activated M2 macrophages increased collagen synthesis 

in NDFs.  

 

Our results seem somewhat contrary to those of Kurachi et al. [66], who reported that CD206+ 

macrophages were able to decrease collagen I and MMP-1 expression in NDFs through IL-6 production. 

While we agree with Kurachi et al. regarding the anti-fibrotic effect of IL-6, which was also 

demonstrated in our study, we are somewhat skeptical about their assumption regarding the identity 

of CD206+ cells. As shown in the current study, M1-like macrophages express CD206 but to a lesser 

degree than M2-like macrophages. Analysis of this single marker CD206, without direct comparison to 

other type(s) of macrophages, is not specific enough to conclusively define the polarization state of 

macrophages. We believe that the CD206+ cells described by Kurachi et al. [66] could actually be most 

similar to M(LPS) (M1-like macrophages) we generated here, given the similar profile in terms of IL-6 

expression. Moreover, numerous publications support the anti-fibrogenic effect of M1-like 

macrophages on fibroblasts. Kähäri et al. showed that IL-1β decreased NDF proliferation [67] and was 

able to limit or reverse TGF-β1-induced fibroblast-to-myofibroblast differentiation in vitro [68]. Mia et 

al. showed that IL-1β could decrease TGF-β1-induced collagen I synthesis in NDFs and lung fibroblasts 

and inhibit lysil oxidase production. In addition, IL-1β was described favoring ECM degradation through 

the induction of MMP-1 and MMP-3 expression in lung and dermal fibroblasts [68–70]. According to 

other published studies, IL-6 is also able to decrease the proliferation of NDFs and lung fibroblasts in 

vitro [71,72], as well as fibroblasts from rheumatoid arthritis patients [73]. A similar effect was 

observed in vitro with IL-8 [71], which also increased the migration capacity of fibroblasts [74].  

 

Broadly deciphering the contribution to keloid fibrogenesis of each cytokine detected in our 

conditioned media remains a challenge, especially considering data published about cytokines taken 

one by one. That is even more difficult knowing that no agreement is currently accepted about the 

anti- or pro-fibrotic profile of macrophages generated in vitro. Such effects are highly dependent on 

the cell origin as well as the differentiation protocol. That is why we defined here our macrophages 

with their differentiation inductors more than with classical M1/M2 nomenclature. Many previous 

publications focused on one or other cytokines without taking into account the whole complexity of 

the inflammatory or fibrotic keloid environment where many molecules are in synergistic or 

antagonistic interaction. For example, our study here demonstrated in vitro that M(LPS)-CM contains 

high IL-6 level but also exhibits anti-fibrotic abilities. However, in several studies, this cytokine has been 

described as pro-fibrotic, and the use of anti-IL-6 blocking antibodies has even been suggested as a 

therapeutic strategy [75]. Similarly, the IL-10 widely secreted by pro-fibrotic M2 macrophages has 

actually been shown to possess anti-fibrotic abilities. IL-10 is able to decrease α-SMA synthesis in NDFs 

and hypertrophic scars fibroblasts [76–78] by interfering in PI3K/AKT and STAT3 signaling pathways 

[79]. IL-10 also decreases KFs proliferation in vitro [80] and limits hypertrophic scars fibroblasts 

migration [81]. IL-10 also increased MMP-1 and MMP-8 expression on NDFs in vitro [78]. In contrast, 

our study demonstrated that secretome generated from M(IL-4, IL-13) has a pro-fibrogenetic effect 

even if IL-10 content is not higher than in M(LPS) one.  



 

 We identified some limitations to the current study that should be addressed. Although we 

performed extensive analyses of the monocyte-derived macrophages, future studies should include a 

wider panel of macrophage biomarkers to better identify immune cell subsets, in particular M2 

macrophages (2a, 2b, 2c, 2d). Deeper immunohistological investigations in future studies would enable 

us to spatially correlate distribution of macrophages with respect to fibrotic ECM and activated 

fibroblasts, in keloids compared to physiological scars. Another limitation of the current study is that 

the tissue samples were collected from mature keloids. The ideal but hard-to-reach standard should 

be to collect tissue from keloids at different stages and time points during pathological development. 

However, this has been ethically challenging to perform, as any wounding to a keloid (including a 

collection of a tissue biopsy) can exacerbate the keloid’s severity. Thus, most keloid research involves 

tissue excised during elective surgical procedures, which tend to involve more mature keloids. 

Although beyond the scope of the current study, proteomic analyses of the macrophage conditioned 

medium will be required to fully understand the relevant components and molecular interactions. 

Analyzing extracellular vesicles secreted by macrophages, and their contents should also help to 

identify bioactive agents and associated pathways involved in keloid fibroblast regulation [82]. Finally, 

we generated and polarized macrophages from monocytes obtained from healthy donors, rather than 

patients with keloids. In our study, we reduced the allogenic bias related to macrophage-fibroblast 

mismatch by using the macrophages’ secretome rather than direct co-culture. However, we cannot 

discard the hypothesis that macrophages from keloid patients could present differences from their 

normal counterparts. Ideally, further investigations should utilize paired macrophages and fibroblasts, 

and compare macrophage functionalities from keloid patients with those isolated from non-affected 

patients. 

The clinical relevance of our findings. In opposition to the M(IL-4,IL-13) pro-fibrotic effect on 

KFs we demonstrated here, the anti-fibrotic effect of M(LPS) macrophages could be transferred to the 

clinic as a potential novel therapeutic option in fibrosis prevention or treatment. Previous studies 

demonstrated an imbalance in type 1 and type 2 macrophage populations in keloid compared to 

normal tissue or physiological scars [13,24,38]. Although data on the subject are still incomplete, our 

work agrees with that of other groups and strongly suggests that keloid incidence might be related to 

a decrease in M1 populations and to an increase in M2 macrophage subsets (43). The histological 

results presented here are consistent with this hypothesis. Solving the problem of macrophage 

dysfunction could be an effective lever for the treatment of keloids by regulating the development of 

excessive fibrosis from the inflammation stage. Indeed, macrophages are the main immune cells 

involved in cutaneous wound healing and many studies have already addressed macrophage 

reprogramming in various pathologies, such as cancer and autoimmune diseases, as reviewed by Bart 

et al. [83]. For example, we propose intralesional injection of exosomes for local macrophage 

reprogramming [84]. Indeed, Kim et al. showed that M2 derived exosomes were able to induce a 

conversion of M1 to M2 macrophages that improved wound healing by enhancing angiogenesis, re‐

epithelialization, and collagen deposition in physiological conditions. Inversely, we therefore 

hypothesize that we could convert outnumbered M2 to M1 macrophages in keloid tissue using M1 

derived exosomes to regulate the balance between pro- and anti-fibrotic macrophages. 

 

For a long time, keloid fibroblasts (KFs) were solely studied as the main effectors of matrix 

deposition, although it is becoming increasingly clear that macrophages also have a determinant role 

in keloid pathogenesis. This role depends on their polarization, ranging from pro-inflammatory to pro-

fibrotic effects. To our knowledge, we deciphered here for the first time the differential role of 



 

macrophages in keloid formation through fibroblast regulation. We demonstrated the pro-fibrotic 

effect of M2-like macrophages on keloid fibroblasts, especially regarding ECM deposition. 

Interestingly, M1-like macrophages have an anti-fibrotic effect and the ability to attenuate TGF-β1 

activities in KFs. In conclusion, our study demonstrates how M1/M2 imbalance impacts keloid 

formation, and suggests pathways for translation of this knowledge for utilization of the M1 

macrophage secretome as a biological agent to prevent or reverse fibrosis in keloid tissue.  
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Supp. Data I. Macrophages phenotype characterization  

 

 

(A) Macrophages surface biomarkers were characterized by flow cytometry and levels of 

expression were expressed as RFI (Relative Fluorescent Intensity, in arbitrary units) compared 

to unstained cells [n=7 monocyte donors]. Statistical analyses were performed using t test, and 

significance is indicated by asterisks: * for p < 0.05; ** for p < 0.01; *** for p < 0.001. (B) 

Macrophage phenotypes were confirmed using immunofluorescence targeting iNOS (green) 

and CCL1 (red). Nuclei were counterstained with DAPI (blue).  

 

  



Supp. Table I. List of reagents  

 

  Reference Supplier 
Working 

concentration 

Macrophages generation and 
differentiation   

 

CD14 beads 130-050-201 Miltenyi  

LS columns  130-042-401 Miltenyi  

Human recombinant GM-CSF 130-093-866 Miltenyi 50 ng/mL 

Human recombinant IFNγ 130-096-481 Miltenyi 50 ng/mL 

Human recombinant IL-4 130-093-922 Miltenyi 50 ng/mL 

Human recombinant M-CSF 130-096-492 Miltenyi 50 ng/mL 

Human recombinant IL-13 130-112-411 Miltenyi 20 ng/mL 

Lipopolysaccharide from e.coli O55:B5 L6529 Sigma 100 ng/mL 

 
Fibroblast culture   

 

Trypsin-EDTA P10-023100 Dutscher  

Dulbecco Modified Eagle's Medium P04-05540 Dutscher  

Phosphate Buffer Saline P04-36500 Dutscher  

Fœtal Calf Serum S1810-500 Dutscher 5 % 

Human recombinant TGF-β1 240-B-002 R&D Systems 10 ng/mL 

    

Immunostaining    

4% Paraformaldehyde  1.00496.0700 Sigma  

Triton X100 T9284 Sigma 0,1-1 % 

Bovine Serum Albumin A3294 Sigma 1-10 % 

Goat serum S26 Sigma 10 % 

Mouse anti-human α-SMA A2547 Sigma 1/100e 

Mouse anti-human iNOS MA5-17139 Invitrogen 1/200e 

Rabbit anti-human CD206 PA5-82136 Invitrogen 1/500e 

Mouse anti-human CD68 IR613 Agilent pure 

Goat anti-Mouse IgG (Fab specific) 
F(ab′)2 fragment-FITC antibody 

F8521 Sigma 1/100e  

Goat anti-Rabbit IgG (Fab specific) 
F(ab′)2 fragment-rhodamine antibody 

AP307R Sigma 1/100e  

DAPI D9542 Sigma 1/100e 

CC1 (Cell Conditioning solution) buffer  950-124 
BenchMark 

Series 
 
 

    

Flow cytometry staining    

Human Fc block CD16/32 553141 
Becton 

Dickinson 
1/100e 

BB515 anti-human CD206 564668 
Becton 

Dickinson 
1/100e 

PE-CF594 anti-human CD14 562335 
Becton 

Dickinson 
1/100e 

Alexa Fluor 647 anti-human CD163 562669 
Becton 

Dickinson 
1/100e 

BV510 anti-human CD80 2126110 Sony 1/100e 

PE anti-human MerTK 2438040 Sony 1/100e 

FITC anti-human α-SMA F3777 Sigma 1/100e 

https://www.miltenyibiotec.com/US-en/products/human-ifn-g1b.html#copy-to-clipboard


PE-CF594 anti-human CD26 565158 
Becton 

Dickinson 
1/100e 

PE-Cy7 anti-human CD90 561558 
Becton 

Dickinson 
1/100e 

PE anti-human FAP FAB3715P R&D systems 1/100e 

PerCP-Cy5.5 anti-human TGF-β1 562423 
Becton 

Dickinson 
1/100e 

APC anti-human TGFβRII FAB241A R&D systems 1/100e 

UltraPure 0,5M EDTA 15575-038 Invitrogen  

Fixation/Permeabilization Concentrate 2473657 Invitrogen  

Fix/Perm Diluent 2430406 Invitrogen  

Permeabilization Buffer 10X 2450734 Invitrogen 1X 

 
 

   

Cytokine quantification    

CBA Human Inflammatory Cytokines 551811 
Becton 

Dickinson 
 

TGF-β1 ELISA  R&D systems  

    

Cell proliferation and migration  
  

Mitomycin C M4287 Sigma 5 µg/mL 

BrDU proliferation kit 11647229001 Roche  

    

Fibroblast activation  
  

α-SMA ELISA kit ab240678 Abcam  

PICP ELISA DY6220-05 R&D Systems  

Fibronectin ELISA ab219046 Abcam  

Type I collagen from rat tail 207050257 Jacques Boy  

Direct Red 80 (Sirius Red) 365548 Sigma 1 mg/mL 

Collagenase Zymography kit ab234624 Abcam  

Pierce solution 
C2284 and 

B9643 
Sigma  

 

RT-qPCR  
  

RNeasy mini kit 74104 Qiagen  

High capacity RNA to cDNA kit 4387406 ThermoFischer  

Taqman gene expression master mix 4369016 ThermoFischer  

 
Collagenase activity 

  
 

Collagen Zymography Assay Kit ab234624 Abcam  

    

  



Supp. Table II. Details of human samples processed for cell extraction or 

immunohistochemical analysis 

 

Sample type Used for Body location Sex Age 

Keloid KFs extraction Earlobe F 22 
Keloid KFs extraction Earlobe F 22 

Keloid KFs extraction Earlobe F 46 
Keloid KFs extraction Earlobe M 22 

Keloid KFs extraction Earlobe F 19 

Keloid Immunohistochemistry Back F 23 

Keloid Immunohistochemistry Back of the ear M 28 

Keloid Immunohistochemistry Cheek F 21 

Keloid Immunohistochemistry Earlobe F 42 

Keloid Immunohistochemistry Back of the ear M 50 

Keloid Immunohistochemistry Back of the ear F 7 

Keloid Immunohistochemistry Earlobe F 22 

LPC Macrophages generation Blood F 52 
LPC Macrophages generation Blood F 25 

LPC Macrophages generation Blood M 43 
LPC Macrophages generation Blood F 53 

LPC Macrophages generation Blood F 52 

LPC Macrophages generation Blood F 63 

LPC Macrophages generation Blood M 60 

LPC Macrophages generation Blood M 21 

LPC Macrophages generation Blood M 66 

 

*LPC = Leukocyte-platelet concentrates 

 

 

Supp. Table III. List of TaqMan probes 

 

  Gene Reference 

Myofibroblast marker   
α-Smooth Muscle Actin ACTA2 Hs00426835_g1 

   
ECM proteins   

Type I collagen COL1A1 Hs00164004_m1 

Type III collagen COL3A1 Hs00164103_m1 

Fibronectin FN1 Hs01549976_m1 

  
 

Matrix remodeling 
enzymes  

 

MMP1 MMP1 Hs00899658_m1 

MMP3 MMP3 Hs00968305_m1 

TIMP2 TIMP2 Hs00234278_m1 
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3.3. Conclusion de l’étude 

Les travaux présentés ci-dessus nous ont permis de démontrer l’impact du phénotype 

des macrophages sur le profil fibrogénique du fibroblaste dans le développement de la fibrose 

chéloïdienne. Nous avons en effet montré in vitro que les macrophages de type M2-like [M(IL-

4, IL-13)] sont capables d’induire le profil fibrogénique des FC en favorisant leur capacité de 

migration, leur activité contractile, ainsi que la synthèse et le dépôt de collagène. Concernant 

les macrophages de type M1-like [M(LPS)], ceux-ci se sont révélés posséder un fort effet anti-

fibrotique sur les FC, et ce même dans un environnement pro-fibrotique simulé par l’apport 

de TGF-β1 dans l’environnement de culture cellulaire. Le sécrétome de nos M1 était en outre 

capable de prévenir la synthèse d’α-SMA et de collagène pourtant fortement induite en 

conditions pro-fibrotiques dans les FC. Le sécrétome de M1 a également montré des capacités 

à diminuer la prolifération des fibroblastes, leurs fonctions migratoires et contractiles. 

Bien que les effets des macrophages de type M1 et M2, respectivement anti- et pro-

fibrotiques, aient déjà été décrits dans plusieurs maladies à composante fibreuse372,374,477, 

notre étude est à notre connaissance la première à démontrer in vitro leur rôle dans le 

développement de la fibrose chéloïdienne. En nous appuyant sur les données de la littérature, 

nous suggérons de plus que le contenu moléculaire du sécrétome de M1 (IL-1β, IL-8 et TNF-α) 

est en partie responsable de son activité anti-fibrotique. Une analyse plus poussée du contenu 

vésiculaire et protéomique des sécrétomes de macrophages serait néanmoins nécessaire afin 

de déterminer complétement le contenu de ces surnageants et les mécanismes impliqués 

dans la régulation du phénotype des FC. En mettant en parallèle nos données obtenues in 

vitro et les données in vivo disponibles dans la littérature, l’accumulation de macrophages de 

type M2 pro-fibrotiques au sein du tissu chéloïdien serait alors contributrice de l’activation 

excessive des FC et du dépôt de MEC qui en résulte. Utiliser le contenu du sécrétome des M1 

comme produit biologique permettant de limiter ou reverser la polarisation des macrophages 

de type M2 pourraient être deux forts leviers thérapeutiques à envisager.  

Sur la base de ces conclusions, et pour explorer cette hypothèse, nous avons poursuivi 

nos investigations en cherchant à évaluer les capacités du sécrétome de M1 à reprogrammer 

des macrophages de type M2. Ces expérimentations complémentaires ont été menées durant 

les derniers mois de ma thèse et sont présentées dans la section suivante.  
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4. Données complémentaires 
Les données complémentaires présentées ci-dessous seront précédées d’une courte 

partie méthodologique, visant à décrire les conditions expérimentales utilisées pour chacun 

des résultats obtenus. Les macrophages, leurs milieux induits et les fibroblastes de chéloïdes 

ont respectivement été différencies, produits et isolés comme décrit précédemment dans 

l’article présenté ci-dessus (Partie II. 3). De la même façon, les principales expérimentations 

visant à évaluer le phénotype fibrotique des FC et à caractériser les macrophages, notamment 

l’ELISA α-SMA, la RT-qPCR, la quantification du collagène au Sirius Red, ainsi que la cytométrie, 

ont eux aussi déjà été détaillés dans l’article précédent.  

4.1. Caractérisation des sous-types macrophagiques au 

sein des chéloïdes et de la peau saine 

4.1.1. Méthodologie 

Dans un premier temps, nous souhaitions caractériser la population macrophagique 

dans les chéloïdes et la peau saine, de façon plus détaillée que dans les données 

d’immunohistochimie présentées dans le troisième article. Pour cela, trois échantillons de 

peau saine et trois échantillons de chéloïdes ont été digérés, puis la population 

macrophagique a été marquée avant analyse en cytométrie en flux.  

Brièvement, les échantillons tissulaires ont été découpés en fragments de 2 à 3 mm de 

diamètre, puis placés dans une solution de collagénase A (Sigma) à 3 mg/mL et incubés sur la 

nuit. Le lendemain, les boites de pétri contenant les tissus ont été placés à 37°C durant 2h30. 

Après dissociation mécanique des tissus à l’aide du dispositif GentleMACS (Miltenyi), la 

suspension obtenue a été filtrée sur un tamis cellulaire à 70 µm, puis les cellules ont été lavées 

à 2 reprises avec du PBS 1X. Les cellules ont été centrifugées 5 min à 300g, puis le marquage 

des populations macrophagiques a été réalisé selon le protocole décrit dans la partie Matériel 

et méthodes du troisième article, section 2.6.. Un marqueur de viabilité couplé à V500 et trois 

anticorps anti-CD45, anti-CD11b et anti-CD68 ont été ajoutés, afin de cibler la population 

lymphoïde, puis macrophagique, comme suggéré dans la stratégie de gating présentée en 

Figure 15. Brièvement, les cellules vivantes ont tout d’abord été sélectionnée, puis parmi elles 

les monocytes/macrophages CD45+/CD11b+, et enfin les cellules CD68+. Au sein de ces 

cellules CD45+/CD11b+/CD68+, le pourcentage de cellules positives aux marqueurs CD206, 
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CD163, CD80 et MerTK a été déterminé. Les seuils de positivité pour chaque marqueur ont 

été fixés grâce à des témoins négatifs FMO (Fluorescent Minus One) dans lesquels les cellules 

étaient marquées avec l’ensemble des anticorps, excepté l’anticorps d’intérêt. 

  

Figure 15 : Stratégie de gating permettant l’isolation de la lignée monocytes/macrophages et la caractérisation de leurs

phénotype au sein du tissu cutané sain ou chéloïdien. 
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4.1.2. Résultats 

La Figure 16A montre que les taux de monocytes/macrophages au sein de la peau saine 

et du tissu chéloïdien sont très proches, et représentent environ 0,45% des cellules au sein du 

tissu. De la même façon, les macrophages CD206+, CD163+ et MerTK+ sont présents à des taux 

similaires au sein de ces macrophages, respectivement à hauteur de 80%, 75% et 45% (Figure 

16B). Bien que ces résultats ne soient pas significatifs au regard du faible nombre 

d’échantillons et de la variabilité inter-individuelle, les données obtenues laissent à penser 

que les chéloïdes contiendraient moins de macrophages CD80+ que la peau saine (6,51% vs 

45,35%). 

4.1.3. Conclusion 

Il semblerait que les macrophages de type M1, qui expriment le marqueur de co-

stimulation CD80, soient moins retrouvés au sein des chéloïdes que dans la peau saine. En 

revanche, concernant les macrophages de type M2, la persistance de la population CD206+ 

décrite en immunohistochimie n’a pas été confirmée ici. 

Figure 16 : Analyse des marqueurs exprimés par les macrophages au sein du tissu cutané sain ou des chéloïdes. 

Des échantillons de peau saine et de tissu chéloïdien ont été découpés, digérés puis dissociés mécaniquement, avant 

marquage et analyse cytométrique visant à caractériser la population macrophagique au sein des tissus. (A) Le pourcentage 

de cellules CD45+/CD11b+/CD68+ a été déterminé dans chacun des tissus. (B) Au sein de cette population, le pourcentage 

de cellules positives pour les marqueurs CD206, CD163, MerTK et CD80 a été déterminée [n = 3 échantillons de peau saine 

et 3 échantillons de chéloïdes]. L’analyse statistique a été réalisée via un test t, sans résultats significatifs. 
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4.2. Effet préventif et thérapeutique des sécrétomes de 

macrophages sur les fibroblastes de chéloïde 

Dans la suite de ces expériences complémentaires, nous avons souhaité évaluer si les 

CM (Conditioned Medium – Milieu induits) de macrophages pourraient avoir un réel intérêt 

thérapeutique ou préventif sur le développement des chéloïdes. Pour cela, nous avons étudié 

leurs capacités à prévenir ou à traiter l’activation myofibroblastique des FC médiée par un 

environnement pro-fibrotique. 

4.2.1. Méthodologie 

Pour déterminer l’effet préventif des sécrétomes de macrophages, nous avons tout 

d’abord traité les FC durant 96h, avec du milieu contrôle (« Ctrl »), du TGF- β1 à 10 ng/mL 

(« TGF »), ou avec les milieux induits de macrophages de type M1 (« M(LPS)-CM ») ou M2 

(« M(IL-4, IL-13)-CM »). Une seconde stimulation de 96h a par la suite été réalisée sur les 

mêmes cellules, cette fois-ci avec du TGF-β1, comme schématisé en Figure 17A. Pour 

déterminer l’effet thérapeutique des milieux de macrophages, les FC ont cette fois-ci été dans 

un premier temps traités durant 96h avec du TGF-β1 à 10 ng/mL, puis avec les différents 

traitements décrits précédemment, comme récapitulé en Figure 17B. Afin d’évaluer le 

potentiel fibrogénique des FC après ces deux phases de traitement, nous avons évalué le 

niveau d’expression d’αSMA (ELISA, RT-qPCR) et de collagène (Sirius red) selon les 

méthodologies décrites précédemment dans l’article (Partie II. 3.). 

 

Figure 17 : Schéma synoptique des traitements réalisés sur les fibroblastes de chéloïdes afin de d’évaluer les potentiels effets 

préventifs (A) et thérapeutiques (B) des milieux induits de macrophages sur le développement de la fibrose. 
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4.2.2. Résultats - Evaluation des effets préventifs des sécrétomes de 

macrophages sur l’activation myofibroblastique 

Dans un environnement pro-fibrotique (+ TGF-β1), les fibroblastes de chéloïdes 

prétraités avec du sécrétome de macrophage de type M1 expriment moins d’α-SMA (Figure 

18A et B). Il n’y a pas d’effet du pré-traitement au niveau du dépôt de collagène (Figure 18C). 

4.2.3. Résultats - Evaluation des effets thérapeutiques des 

sécrétomes de macrophages sur l’activation 

myofibroblastique 

La Figure 19 montre que le surnageant de M1 induit la désactivation des fibroblastes 

de chéloïdes ayant été préalablement activés, et ce de façon plus importante que le milieu 

contrôle. L’expression d’ACTA2 est en effet 5 fois moins importante dans les fibroblastes 

activés au TGF-β1 puis traités avec du M(LPS)-CM, que dans ceux activés puis traités avec du 

milieu contrôle (Figure 18B). Le dépôt de collagène total est lui aussi significativement diminué 

dans les FC traités avec du milieu de M1 (Figure 18C).  

Figure 18 : Etude de l’effet préventif du sécrétome de macrophages sur l’induction du profil fibrotique des fibroblastes de 

chéloïde. 

L’expression d’α-SMA (A), de son ARNm (B) et le dépôt de collagène total (C) a été quantifié dans des fibroblastes de chéloïdes 

prétraités durant 96h avec du milieu contrôle (« Ctrl puis TGF »), du TGF- β1 (« TGF puis TGF »), du milieu induit de 

macrophages M1 (« M(LPS)-CM puis TGF ») ou de M2 (« M(IL-4, IL-13)-CM puis TGF »), puis activés avec du TGF-β1 à 10 ng/mL 

durant 96h [n = 3 souches de FC ; 1 (A, B) ou 4 (C) réplicas par conditions]. Les analyses statistiques ont été réalisées avec une 

ANOVA à un facteur, et la significativité est indiquée par les astérisques : * pour p < 0,05. 
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4.2.4. Conclusion 

Ces résultats ont permis de montrer que le sécrétome de macrophages de type  M1 

permet de réguler non seulement le phénotype fibrogénique des FC de façon basale, mais 

également lorsque la cellule est dans un environnement pro-fibrotique. Le sécrétome de M1 

pourrait alors être considéré comme un outil thérapeutique visant à  prévenir et/ou traiter la 

fibrose chéloïdienne.  

4.3. Effet du sécrétome de fibroblastes de chéloïde sur la 

polarisation des macrophages 

4.3.1. Méthodologie 

Dans un troisième temps, nous avons voulu évaluer le potentiel des fibroblastes de 

chéloïdes à moduler la polarisation des macrophages in vitro. Pour cela, nous avons comme 

pour le sécrétome des macrophages réalisé du milieu induit de FC (« FC-CM » - FC-Conditioned 

Medium). Les FC ont été ensemencés à raison de 9,3.103 cellules/cm2 dans du DMEMc, puis, 

après 24h d’adhérence, le milieu a été remplacé par du RPMIc, beaucoup plus approprié à la 

Figure 19 : Etude de l’effet thérapeutique du sécrétome de macrophages sur l’induction du profil fibrotique des fibroblastes 

de chéloïde. 

L’expression d’α-SMA (A), de son ARNm (B) et le dépôt de collagène total (C) a été quantifié dans des fibroblastes de chéloïdes 

traités durant 96h avec du TGF-β1 (10 ng/mL) puis durant à nouveau 96h avec du milieu contrôle (« TGF puis ctrl »), du TGF-

β1 (« TGF puis TGF »), du milieu induit de macrophages M1 (« TGF puis M(LPS)-CM») ou de M2 (« TGF puis M(IL-4, IL-13)-CM 

») [n = 3 souches de FC ; 1 (A, B) ou 4 (C) réplicas par conditions]. Les analyses statistiques ont été réalisées avec une ANOVA 

à un facteur, et la significativité est indiquée par les astérisques : * pour p < 0,05 ; *** pour p < 0,001. 
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culture de macrophages. Après 48h, permettant au milieu de s’enrichir du sécrétome des FC, 

le dit milieu a été récolté, puis congelé à -80°C jusqu’à la prochaine extraction de monocytes.  

Une fois isolés, les monocytes ont alors été remis en suspension à raison de 1 million 

de cellules/mL dans le milieu induit par les FC, supplémenté avec du M-CSF à hauteur de 50 

ng/mL (« FC-CM + M-CSF »). En parallèle, les mêmes cellules ont été ensemencées dans du 

RPMIc contenant (« RPMI + M-CSF ») ou non (« RPMI ») du M-CSF à la même concentration. 

Des macrophages M(LPS) et M(IL-4, IL-13) ont également été polarisés selon le protocole 

décrit dans l’article. Le milieu des macrophages a été renouvelé après 3 jours, puis l’expression 

des marqueurs de macrophages a été étudiée en cytométrie en flux après 7 jours de 

polarisation, selon le protocole décrit dans le troisième article. Les résultats sont exprimés en 

tant que RFI (Relative Fluorescent Intensity – Intensité de fluorescence relative), résultat du 

rapport entre la fluorescence des cellules marquées et non marquées pour chacun des 

marqueurs.  

4.3.2. Résultats 

Ces travaux nous ont dans un premier temps permis de confirmer le phénotype des 

macrophages M(LPS) et M(IL-4, IL-13) utilisés dans l’article, d’un point de vue morphologique 

(Figure 20A et B) et par leur expression de marqueurs membranaires (Figure 20F). Les M1-like 

[M(LPS)] présentaient en effet une morphologie très particulière, avec des cellules très 

allongées, tandis que les M2 [M(IL-4, IL-13)] exprimaient les marqueurs CD206, CD163 et 

MerTK à des taux plus élevés que les M1. 

La Figure 20D montre que les monocytes traités avec le sécrétome de FC développent 

une morphologie à mi-chemin entre les macrophages de type M1 (Figure 20A) et les 

macrophages de type M2 (Figure 20B). Comparativement aux cellules cultivées avec du M-CSF 

seul (Figure 20C), d’avantage de cellules était allongées, prenant une forme presque 

myofibroblastique. Certaines cellules restaient néanmoins rondes et plus petites, comme les 

macrophages de type M2.  

La Figure 20F suggère quant à elle que les macrophages polarisés par le milieu de FC 

expriment les marqueurs CD163, MerTK et CD14 à des taux plus importants que les M1, les 

M2, et les monocytes activés avec du M-CSF seulement.  
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Figure 20 : Evaluation des capacités des fibroblastes de chéloïdes à moduler le phénotype des macrophages. 

Des monocytes ont été cultivés dans du RPMI supplémenté en GM-CSF et IFNγ à 50 ng/mL ([M(LPS)], en M-CSF et IL-4 à 50 

ng/mL [M(IL-4, IL-13)], en M-CSF seul à 50 ng/mL (RPMI + M-CSF), ou sans cytokines (RPMI) durant 7 jours. En parallèle, des 

monocytes ont été cultivés dans du sécrétome de FC supplémenté en M-CSF à 50 ng/mL (FC-CM + M-CSF). (A-E) Images des 

cellules après 7 jours de polarisation. (F) Après 7 jours, l’expression des marqueurs CD206, CD163, MerTK, CD80 et CD14 sur 

les cellules a été analysée en cytométrie en flux [n = 3 donneurs de monocytes, 2 donneurs de FC ; 1 réplica par conditions]. 

L’analyse statistique a été réalisée via une ANOVA à 1 facteur, sans résultats significatif. 
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4.3.3. Conclusion 

Les résultats obtenus ici suggèrent que les macrophages polarisés avec du milieu induit 

de FC adopteraient un phénotype de macrophage de type M2 (CD163+, MerTK+), tout en 

conservant l’expression du récepteur au LPS (CD14) caractéristique des monocytes et 

macrophages pro-inflammatoires. Afin de confirmer ces effets, il serait nécessaire de 

reproduire ces expérimentations avec des sécrétomes d’autres souches de fibroblastes de 

chéloïde. La polarisation des macrophages pourrait également être étudiée plus en détail, 

notamment en se concentrant sur des marqueurs de macrophages de type M1, comme iNOS. 

4.4. Reprogrammation des macrophages 

L’étude présentée en Partie II. 3 nous a permis de montrer que les macrophages de 

type M1 pourraient avoir un réel intérêt thérapeutique dans le cadre des chéloïdes. En outre, 

les macrophages de type M2, qui sont présents en quantité abondante dans le tissu 

chéloïdien, seraient au contraire pro-fibrotiques et délétères dans la pathologie, comme le 

montre également les données de la littérature.  

Ces résultats nous ont conduit à suggérer que la re-polarisation des macrophages de 

type M2 par des M1 au sein du tissu permettrait de reverser son état pro-fibrotique général, 

et de limiter le développement de la pathologie, voire de la reverser. Nous avons ainsi voulu 

proposer une méthode de « reprogrammation » des macrophages d’un phénotype M2 vers 

un phénotype M1, qui pourrait être applicable au tissu chéloïdien de façon ciblée. En ce sens, 

nous nous sommes basés sur une étude antérieure menées sur les plaies chroniques qui avait 

montré les capacités des exosomes de M2 à reprogrammer des M1 vers un profil pro-

cicatriciel478. Nous avons ainsi émis l’hypothèse que le sécrétome de M1 pourrait permettre 

la reprogrammation des M2 et être utilisé à des fins thérapeutiques.  

4.4.1. Méthologie 

Afin d’étudier cette théorie, nous avons tout d’abord généré des macrophages de type 

M1 [M(LPS)] et de type M2 [M(IL-4, IL-13)], comme décrit dans l’article (Partie II. 3.). Après 7 

jours de polarisation, et comme schématisé en Figure 20, les macrophages ont été traités avec 

du milieu induit du type de macrophage opposé. Les macrophages de type M1 ont ainsi été 

traités avec du milieu induit de M2 [M(IL-4, IL-13)-CM], tandis que les M2 ont été traités avec 
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du milieu induit de M1 [M(LPS)-CM]. Après 24h, le phénotype des macrophages a été 

déterminé par cytométrie en flux, comme décrit dans l’article présenté en Partie II. 3.  

4.4.2. Résultats 

La Figure 21A suggère que la morphologie caractéristique des macrophages de type 

M1, très allongée et en forme d’épingle, était modifiée lorsqu’ils étaient traités avec le milieu 

induit de M2. Les M1 étaient alors beaucoup plus rond, même si certaines cellules présentant 

une forme allongée persistaient. Concernant les macrophages de type M2, leur morphologie 

changeait drastiquement après traitement par le surnageant de M1, et s’orientait vers une 

structure similaire à celle des M1.  

Concernant l’expression des marqueurs membranaires, les macrophages de type M1, 

une fois traités avec du milieu de M2, semblaient exprimer d’avantage le marqueur CD163, 

mais moins de CD14 et de CD80 (Figure 21B). Les macrophages de type M2 traités avec du 

milieu de M1 semblaient quant à eux exprimer de façon plus importante les marqueurs CD163 

et MerTK, et moins de CD206, CD14 et CD80 qu’avant traitement.  

4.4.3. Conclusion 

Les modifications phénotypiques induites par les sécrétomes de macrophages ont été 

plus mineures que celles qui étaient pressenties. Néanmoins, ces données sont 

encourageantes et nous ont permis de montrer que le sécrétome de macrophages pouvait 

avoir un impact sur leurs phénotypes. Afin d’obtenir des résultats plus marqués, il serait 

judicieux de concentrer ces sécrétomes ou d’en utiliser uniquement la partie vésiculaire. Ces 

expérimentations doivent également être reproduites avec un nombre de donneurs plus 

important.  
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Figure 21 : Evaluation de la reprogrammation des macrophages par leurs sécrétomes 

Des macrophages M(LPS) et M(IL-4, IL-13) ont été polarisés puis traités avec du RPMI, ou avec du milieu induit du second type 

de macrophages. (A) Images des macrophages après 24h de traitement. (B) Après 7 jours, l’expression des marqueurs CD206, 

CD163, MerTK, CD80 et CD14 sur les macrophages a été analysée en cytométrie en flux [n = 3 donneurs de monocytes, traités 

avec 2 milieux induits ; 1 réplica par conditions]. L’analyse statistique a été réalisée via une ANOVA à 1 facteur. 
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4.5. Analyse des vésicules extracellulaires au sein des 

sécrétomes de macrophages 

Afin de mieux comprendre l’effet des sécrétomes de macrophages sur le phénotype 

fibrotique des fibroblastes de chéloïdes, nous avons initié une collaboration avec le Docteur 

Wilfrid Boireau, enseignant-chercheur à l’institut CNRS FEMTO ST de Besançon. Spécialisé 

dans l’analyse des vésicules extracellulaires, le Dr. Boireau et son équipe ont initié des travaux 

visant à caractériser et à comparer les populations vésiculaires au sein de nos deux sécrétomes 

de macrophages.  

Les EVs (Extracellular Vesicles – Vésicules extracellulaires) sont des particules sécrétées 

par de nombreux types cellulaires, limitées par une membrane lipidique, et qui jouent un rôle 

de cargo pour de nombreuses protéines, acides nucléiques, lipides ou encore ARN 

interférants479. Leur rôle régulateur dans la mise en place de la fibrose a déjà été largement 

démontré dans de nombreuses pathologies fibrotiques touchant les poumons, les reins, le 

cœur ou encore le tissu cutané480,480. Les EVs de macrophages de façon spécifique ayant été 

montrés comme impliqués dans de nombreuses pathologies481, nous avons souhaité 

caractériser leur population au sein de nos sécrétomes.  

4.5.1. Méthodologie  

Afin de faciliter l’analyse des populations d’EVs au sein du sécrétome de macrophages, 

les mêmes milieux induits que décrits dans l’article en Partie V ont été générés, mais cette 

fois-ci en utilisant du DMEM dépourvu de SVF (Sérum de Veau Fœtal). Ce dernier étant très 

riche en protéine et en vésicules, il aurait largement compliqué l’analyse des sécrétomes.  

Après décongélation, les milieux induits ont été dilués au 1/3, avant analyse en SPRi 

(Surface Plasmon Resonance imaging – Imagerie par résonance plasmonique de surface). 

4.5.2. Résultats 

Les résultats présentés en Figure 22A montrent que le nombre de particules détectées 

en SPRi dans les milieux induits de macrophages est équivalent pour les macrophages de type 

M1 et M2, et s’élève à environ 1,3.109 particules/mL de milieu induit. Concernant le diamètre 

des vésicules, nous avons montré que celui des EVs dérivés de macrophages de type M1 est 

en moyenne 18% plus élevé que celui des EVs dérivés de M2 (Figure 22B). 
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4.5.3. Conclusion 

Bien que ces résultats soient encore très préliminaires, nous avons mis en évidence 

une concentration suffisamment élevée d’EVs dans le surnageant des macrophages, qui nous 

permettra par la suite de pouvoir analyser cette population de façon plus poussée. La 

caractérisation de la taille des EVs nous a permis de mettre en avant la différence de taille 

entre EVs de M1 et EVs de M2, qui pourrait être un premier pas vers l’explication de l’effet 

différentiel des M1 et M2 sur les FC. La suite des expérimentations permettra de déterminer 

les marqueurs membranaires présents sur ces EVs, et ainsi de permettre la mise au point d’un 

dispositif de tri grâce à un panel de marqueurs permettant de différencier les EVs de 

macrophages « pro-fibrotiques » des EVs « anti-fibrotiques ». 

Figure 22 : Analyse de la population de vésicules extracellulaires au sein des milieux induits de macrophages 

La concentration (A) et la taille (B) des vésicules extracellulaires présentes dans le milieu induit de M1 [M(LPS)-CM] et de M2 

[M(IL-4, IL-13)-CM] a été analysé en imagerie par résonance plasmonique de surface [n = 5 donneurs de monocytes, ; 1 réplica 

par conditions]. Les analyses statistiques ont été réalisées avec un test t, et la significativité est indiquée par les astérisques : 

* pour p < 0,05. 
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PARTIE IV – Discussion générale  

- 

Discussion générale
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La faible compréhension des mécanismes inhérents à la formation des chéloïdes est 

encore aujourd’hui un problème majeur de santé publique, qui complique le développement 

de nouvelles stratégies thérapeutiques. Bien que de nombreuses hypothèses génétiques, 

environnementales ou immunitaires aient été émises pour expliquer leur pathogénèse, aucun 

processus clairement établi ne suffit pour l’instant à expliquer le développement des 

chéloïdes. Durant ma thèse de sciences, nous avons engagé un ensemble de travaux qui 

visaient à mieux appréhender la physiopathologie des chéloïdes en faisant le focus sur l’axe 

macrophage-fibroblaste-fibrose dans la maladie, avec l’objectif de proposer à terme de 

nouveaux leviers  thérapeutiques.  

Dans cette discussion générale, nous reviendrons sur le faisceau de résultats obtenus 

dans les articles présentés dans les sections précédentes, puis apporterons des éléments de 

discussion globaux sur l’ensemble des travaux réalisés durant ma thèse.  

1. Mise en place du modèle sphéroide 
L’étude présentée en Partie II. 2. suggère que les sphéroïdes, plutôt que d’induire 

l’activation des FC, entrainent leur désactivation et limitent leur sensibilité à un 

environnement pro-fibrotique. Nos travaux rejoignent ceux des équipes de Granato et Kunz-

Schughart, qui avaient suggéré que la culture de fibroblastes dermiques sains (FDS) sous forme 

de sphéroïdes induisait leur désactivation482,483. Malgré tout, les mécanismes moléculaires 

associés à cette désactivation des fibroblastes dermiques cultivés sous forme de sphéroïdes 

restent à décrire aujourd’hui.  

Parmi les facteurs pouvant expliquer ce phénomène, l’environnement mécanique 

inhérent à la culture de sphéroïdes pourrait être une variable majeure. En effet, lorsque les 

cellules sont cultivées sous forme de sphéroïdes, la perte du support rigide normalement 

utilisé pour la culture des cellules pourrait moduler l’activation des FC. L’environnement 

mécanique des FC a en effet déjà été montré comme modulant leur activation, et ce de façon 

indépendante de leur microenvironnement285,484. Afin d’évaluer le rôle de la variable 

mécanique dans la désactivation des FC, nous pourrions proposer un séquençage d’ARN 

comparant les cellules cultivées en monocouche et en sphéroïdes, avec ou sans présence de 

TGF-β1. Cette approche permettrait de faire un screening général du profil transcriptomique 

des cellules. Nous pourrions ainsi cibler certaines voies décrites comme liées à la 
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méchanotransduction dans les FC, notamment la voie FAK et les voies impliquant les 

intégrines485. Ces dernières, qui sont des senseurs détectant les modifications de 

l’environnement mécanique486, semblent jouer un rôle important dans la formation des 

chéloïdes487,488. Leur expression a en effet été décrite comme induite dans les FC 

comparativement aux FDS dans plusieurs études260,262. De plus, au niveau clinique, il est 

maintenant largement admis que les chéloïdes se développent préférentiellement sur des 

zones exposées à de fortes tensions mécaniques154. Ensembles, ces données suggèrent que la 

modulation de l’environnement mécanique dans le cadre de la formation des sphéroïdes 

pourrait, au moins partiellement, être responsable de la désactivation des FC.  

Le séquençage d’ARN proposé ci-dessus pourrait également permettre d’étudier en 

détail la modulation de la signalisation du TGF-β1 au sein des sphéroïdes. Nous avons en effet 

constaté que cette cytokine perdait son activité pro-fibrotique sur les sphéroïdes de FC. Le 

TGF-β1 exerçant majoritairement son effet en activant la voie classique du TGF-β1, des 

modulations au sein de cette voie pourraient expliquer la perte de sensibilité des FC. Bien que 

nos travaux aient montré que cet effet n’était pas médié par une diminution de l’expression 

du TGF-βRII, d’autres récepteurs ou protéines affiliées à la signalisation du TGF-β pourraient 

être exprimées de façon différentielle au sein des sphéroïdes. C’est notamment le cas des 

protéines Smad, qui conduisent le signal médié par la présence de TGF-β1 jusqu’à entrainer 

une modulation de l’expression génique.  

Même si ce modèle de sphéroïdes pourrait être utilisé en tant que tel afin d’étudier la 

désactivation des FC, il pourrait aussi évoluer vers un système d’étude 3D plus complexe.  La 

présence d’une MEC autour des sphéroïdes ajouterait un environnement mécanique et 

matriciel au modèle, pouvant potentiellement restaurer le potentiel fibrotique des cellules 

initialement perdu dans nos sphéroïdes. Il a en effet déjà été suggéré que la rigidité de la 

matrice et sa composition pourraient contribuer à l’activation des fibroblastes sains vers un 

profil fibrotique285,489. Parmi les protéines de la matrice ayant un rôle sur l’activation des 

fibroblastes, la fibronectine est suggérée comme un très bon candidat. Elle serait en effet 

indispensable à l’orchestration de la cicatrisation cutanée physiologique, en médiant la 

prolifération, la migration et la synthèse de collagène par les fibroblastes490–492. La 

fibronectine a également été rapportée comme jouant un rôle crucial dans le développement 

de la fibrose493–495. La périostine, une protéine extracellulaire sécrétées par les cellules 
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mésenchymateuses et ligand de plusieurs intégrines, pourrait également être décrite comme 

un candidat potentiel permettant d’induire le caractère fibrotique du modèle sphéroïde. Cette 

protéine a en effet été montrée in vitro comme induisant la formation des chéloïdes, via 

l’activation de la voie RhoA dans les FC. L’activation de cette voie permettait alors d’induire la 

synthèse de TGF-β au sein des cellules, médiant leur caractère fibrotique325. Dans un second 

temps, afin d’induire les caractéristiques fibrotiques du modèle sphéroïde, nous pourrions 

envisager de former ces sphéroïdes avec des FC pré-activés par le TGF-β1. Ce modèle mimerait 

ainsi l’environnement pro-fibrotique présent en amont de l’apparition des chéloïdes in vivo.  

Enfin, l’étude publiée par Tan et ses collaborateurs en 2020 suggère que l’absence 

d’une composante immunitaire au sein de ce modèle in vitro pourrait être un frein au 

développement de la fibrose. Les auteurs avaient en effet montré que l’ajout de macrophages 

au sein d’un modèle sphéroïdes composé de FDS permettrait d’induire le caractère fibrotique 

des fibroblastes496. Nous envisageons donc d’ajouter une composante cellulaire à 

l’environnement mécano-matriciel des sphéroïdes chéloïdiens, par exemple via la présence 

de macrophage de type M1 et M2.  

2. Les macrophages : régulateurs clés de la pathogénèse 

des chéloïdes 
Les principaux travaux réalisés durant ma thèse visaient à étudier le rôle différentiel 

des macrophages de type M1 et M2 dans la pathogénèse de la maladie chéloïdienne.  

La première partie de ces travaux visaient à confirmer les données histologiques 

décrites dans la littérature, qui décrivaient au sein du tissu chéloïdien un infiltrat de 

macrophages particulièrement important, et notamment de M2280,281,297,299,360. Concernant 

les données d’immunohistochimie publiées dans l’article (Partie II. 3.), celles-ci ont permis de 

confirmer la présence de macrophages de type M2a (CD206+) au sein des chéloïdes. Les 

résultats obtenus par cytométrie en flux et présentés dans les données complémentaires 

n’avaient pas permis de confirmer cet élément. Pour autant, les données de cytométrie ont 

été obtenues à partir d’une suspension cellulaire provenant de la digestion de tissu cutané. 

Or, les difficultés techniques inhérentes à la dissociation du tissu chéloïdien sont nombreuses 

(taille, volume et densité matricielle des échantillons). Préparer l’échantillon pour la 

cytométrie demande plusieurs étapes de dissociation enzymatiques et mécaniques qui 
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pourraient altérer les cellules et leurs marqueurs membranaires, perturbant finalement 

l’analyse. Dans le futur, un raffinement de l’extraction cellulaire en vue d’une analyse par 

cytométrie sera nécessaire. Afin de compléter ces données sur la caractérisation des 

macrophages au sein du tissu chéloïdien, d’autres marqueurs spécifiques des macrophages de 

type M1 (iNOS, CD80) ou M2 (CD163, MerTK) pourraient être ciblés en immunohistochimie. 

Ces études complémentaires seraient également l’occasion d’investiguer l’expression de 

marqueurs de SAMacs au sein des chéloïdes. En effet, jusqu’à aujourd’hui, une seule étude a 

fait allusion à des macrophages exprimant un des marqueurs de SAMacs dans les chéloïdes. 

Cette protéine, l’ostéopontine (SPP1), avait alors été suggérée comme induisant l’activation 

des FC, leur expression d’α-SMA et de collagène de type I497.  

L’article présenté en Partie II. 3. a permis de montrer pour la première fois in vitro le 

rôle respectivement anti- et pro-fibrotique des macrophages de type M1 et M2. Bien que des 

données similaires avaient été décrites sur des fibroblastes dermiques sains (FDS) 371–375, nous 

en montrons et confirmons ici les effets pour la première fois sur des fibroblastes issus de 

chéloïdes. Afin de compléter ces données, il serait nécessaire d’investiguer quels facteurs 

retrouvés au sein des sécrétomes de macrophages expliqueraient les effets observés sur les 

FC. En ce sens, le dosage réalisé dans l’article des quelques cytokines inflammatoires et 

fibrotiques dans le milieu induit des macrophages pourrait être utilisé comme base de travail. 

Nous pourrions reproduire ce contenu cytokinique des sécrétomes avec des cytokines 

recombinantes, et ainsi mesurer leur effet sur les FC. Cette méthode serait néanmoins 

applicable uniquement au sécrétome de M1, dont les taux en IL-1β, TNF-α et IL-6 se sont 

révélés relativement importants. Concernant le sécrétome de M2, les cytokines dosées n’ont 

été détectées qu’à de très faibles concentrations. Une analyse protéomique complète du 

contenu des deux surnageants permettrait de mieux caractériser ces sécrétomes, et d’ainsi 

définir des signatures cytokiniques à effet pro- ou anti-fibrotique. Enfin, comme pour la mise 

en place du modèle sphéroïde, un séquençage d’ARN sur les FC traités avec les sécrétomes de 

macrophages permettrait de mettre en avant les voies de signalisation impliquées dans la 

modulation de leur caractère fibrogénique. La voie classique du TGF-β1, la voie JAK/Stat et 

leurs protéines associées pourraient notamment être des cibles de choix à investiguer.  
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2.1. Une boucle d’activation permanente entre fibroblastes et 

macrophages au sein des chéloïdes 

Au regard des résultats obtenus dans l’article en Partie II.3., nous pouvons suggérer 

que l’accumulation de macrophages M2 pro-fibrotiques dans le tissu chéloïdien serait 

responsable de la formation des chéloïdes. Ces derniers pourraient en effet activer les FC et 

leur sécrétion de MEC, participant ainsi à la formation du tissu fibreux.  

Par le biais des expérimentations complémentaires, nous avons également montré que 

les FC seraient capables d’induire sur des monocytes une polarisation plutôt M2 (CD163+, 

MerTK+), tout en induisant l’expression du récepteur au LPS (CD14) caractéristique des 

monocytes et macrophages pro-inflammatoires. Les récepteurs CD163 et MerTK, 

respectivement impliqués dans la capture des complexes heptaglobine/hémoglobine498 et 

dans le processus d’efferocytose499, ont tous les deux déjà été décrits comme possédant des 

capacités pro-fibrotiques dans le cadre de la fibrose pulmonaire500 ou hépatique501. De la 

même façon, l’expression de CD14 a été récemment associée à une population de 

macrophages pro-fibrotiques dans la sclérose systémique502 et dans la fibrose hépatique501.  

Ainsi, en se basant sur leurs marqueurs d’expression et leur description dans la 

littérature, ces macrophages induits par les FC pourraient posséder des capacités pro-

fibrotiques. L’ensemble de ces données nous permettent de suggérer qu’il pourrait exister au 

Figure 23 : Représentation schématique de la boucle d’activation pouvant induire le dépôt constant de MEC au sein des 

chéloïdes. 

Schéma réalisé avec Biorender®. 
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sein des chéloïdes une boucle pro-fibrotique, dans laquelle les FC et les macrophages 

s’activeraient mutuellement, comme proposé en Figure 23.  

Afin de confirmer l’existence de cette boucle pro-fibrotique au sein des chéloïdes, il 

serait nécessaire de produire du milieu induit par les macrophages polarisés par les FC, pour 

ensuite évaluer son effet sur le caractère fibrogénique des fibroblastes de chéloïde. En effet, 

bien que les macrophages induits par les FC aient un profil similaire à celui des M(IL-4, IL-13) 

produits in vitro, rien ne nous permet d’affirmer que leurs effets sur les fibroblastes de 

chéloïde seraient similaires. De plus, il serait judicieux de reproduire l’expérience visant à 

polariser des monocytes avec du sécrétome de FC, mais cette fois-ci sans ajouter de M-CSF. 

En effet, bien qu’il permette de s’assurer de la survie des monocytes, le M-CSF pourrait activer 

les macrophages à lui seul, biaisant les résultats obtenus.  

2.2. Les macrophages pro-inflammatoires en tant que thérapie 

pour limiter le développement des chéloïdes 

Les données obtenues dans l’article présenté en Partie II. 3. nous ont permis de 

proposer que les macrophages de type M1 pourraient être utilisés à des fins thérapeutiques, 

via leurs effets anti-fibrotiques sur les FC.  

L’effet thérapeutique de sécrétome de M1 suggéré en Partie II. 3. a été confirmé par 

les expérimentations complémentaires, qui ont montré que le surnageant de M1 induisait une 

diminution des caractères fibrotiques des FC préalablement activés par le TGF-β1. Nous avons 

également suggéré que le sécrétome de M1 pourrait être utilisé en tant que traitement 

préventif, pour limiter le développement de nouvelles chéloïdes. Afin de compléter ces 

données, il serait judicieux de traiter les FC avec du TGF-β1, puis, lors d’une deuxième 

séquence de traitement, avec du sécrétome de M1 et du TGF-β1. Nous pourrions ainsi évaluer 

les capacités du surnageant de M1 à limiter le profil fibrogénique des FC dans un 

environnement pro-fibrotique, comme ce serait le cas dans les chéloïdes in vivo.  

Bien que nous ayons largement rapporté l’intérêt thérapeutique du milieu de M1 in 

vitro, il serait nécessaire de confirmer ces résultats sur un modèle in vivo, comme le modèle 

de souris humanisée décrit par Lee et al durant l’été 2023461. La greffe d’explants de chéloïdes 

dans des souris humanisées nous permettrait alors de travailler sur un modèle au plus proche 
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de la pathologie. Nous pourrions ainsi évaluer l’effet du sécrétome de M1 en injection locale 

ou en application topique, au niveau du greffon. Ce protocole pourrait alors permettre 

d’induire un environnement anti-fibrotique local, qui limiterait le développement de la 

chéloïde. Une injection directe de macrophages de type M1 pourrait également être 

envisagée, mais nécessiterait de s’assurer de l’absence de réaction allogénique. 

2.3. Vers une possible reprogrammation des macrophages en 

tant que thérapie contre les chéloïdes 

Au cours des dernières années, une dysfonction de la polarisation des macrophages a 

été relevée dans de nombreuses maladies comme le cancer, les maladies neurodégénératives 

ou inflammatoires. Certains sous-types de macrophages étaient alors décrits comme étant de 

bon pronostic dans la maladie, tandis que d’autres sous-types étaient quant à eux 

délétères503,504. En réponse à ce constat, plusieurs équipes ont initié le développement de 

protocoles de reprogrammation des macrophages, qui permettraient de moduler leur 

phénotype au sein même d’un tissu. Plusieurs techniques de reprogrammation ont ainsi été 

décrites durant ces dernières années, basées sur la thérapie génique, l’utilisation d‘anticorps 

bloquants ou de cytokines recombinantes505.  

Ces stratégies ont déjà fait leur preuve dans plusieurs pathologies, dont certaines 

impliquant une dérégulation du processus de cicatrisation cutané. Kim et al avaient 

notamment montré en 2018 que des exosomes de M2 pourraient permettre de 

reprogrammer des macrophages de type M1 vers un phénotype M2 au sein de plaies 

chroniques. La présence de ces macrophages pro-cicatricels permettait alors de remettre en 

place un processus de cicatrisation physiologique sain478. Une étude in vitro publiée en 2018 

avait également montré que la transition des macrophages de type M1 à M2 pourrait être 

induite par le blocage de l’IRF5 (Interferon Regulatory Factor 5 – Facteur régulateur de 

l’interféron 5). Cette stratégie permettait de générer des M2 pro-cicatriciels, capables 

d’induire la migration des FDS506.  

Dans le cadre des chéloïdes, l’importante population de macrophages présente au sein 

du tissu suggère que leur reprogrammation présenterait un réel potentiel thérapeutique507. 

Reprogrammer la population de M2 en macrophages de type M1 permettrait en effet de 
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reproduire un environnement anti-fibrotique au sein du tissu. Nous pourrions même 

envisager de modifier génétiquement des macrophages, afin qu’ils ciblent directement la MEC 

et induisent sa dégradation.  

Plusieurs études suggèrent que les exosomes de macrophages pourraient être utilisés 

en tant qu’agent biologique permettant leur reprogrammation. Le contenu vésiculaire du 

surnageant de M1 pourrait ainsi induire la transition des M2 vers un phénotype M1, et 

inversement478,508. Afin d’étudier cette possibilité de reprogrammation in vitro, nous avons 

dans un premier temps utilisé le sécrétome des macrophages, sans en extraire les exosomes. 

Bien qu’un léger effet sur la modulation du phénotype opposé ait été observé, nous ne 

pouvons pas conclure sur leurs capacités à reverser totalement la polarisation des 

macrophages. Pour obtenir des effets plus importants, nous suggérons l’utilisation de 

concentrations plus importantes de sécrétome, ou d’exosomes seuls.  

En ce sens, nous avons durant les derniers mois de ces travaux entrepris d’étudier les 

populations d’EVs (Extracellular Vesicles – Vésicules extracellulaires) présentes dans les 

sécrétomes de macrophages. Nous nous sommes pour cela entourés du docteur Wilfrid 

Boireau, chercheur à l’institut CNRS FEMTO ST (Besançon), spécialiste des vésicules 

extracellulaires. Notre collaboration visait à caractériser le nombre et la tailles des EVs au sein 

des sécrétomes des deux sous-types de macrophages. Des analyses ultérieures permettront 

d’étudier les marqueurs exprimés par ces vésicules, et de pouvoir potentiellement en isoler 

une ou plusieurs populations. Ces EVs pourront par la suite être utilisés comme agent 

thérapeutique, afin de reverser la population des M2 au sein du tissu chéloïdien. Comme pour 

le sécrétome, une application topique des EVs de M1 ou des injections intra lésionnelles 

pourraient être envisagées chez l’Homme afin de limiter le développement des chéloïdes. Il 

sera bien évidemment au préalable nécessaire d’investiguer l’effet de ces EVs de M1 in vitro 

et in vivo. 

Ces EVs, si elles s’avéraient incapables d’induire la polarisation des M2 en M1, 

pourraient être modifiées afin de cibler des cellules fibrotiques, comme suggéré en 2023 par 

Chen et ses collaborateurs509. Les auteurs avaient alors démontré que ces EVs de macrophages 

modifiées diminuaient la fibrose cardiaque, in vitro et chez la souris.  
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2.4. Limites de l’étude 

Bien que l’étude présentée en Partie II.3. soit selon nous une avancée majeure dans la 

compréhension de l’interaction entre les fibroblastes et les macrophages dans les chéloïdes, 

plusieurs points peuvent être discutés. Le plus important concerne l’origine des macrophages 

utilisés durant ces expérimentations. En effet, nous aurions souhaité pouvoir réaliser ces 

expériences à partir de monocytes provenant de patients porteurs de chéloïdes, plutôt que 

de donneurs sains. L’ajout de prélèvements sanguins dans le cadre de l’étude clinique « Scar 

Wars » était cependant compliquée, et un volume de sang relativement important aurait été 

nécessaire afin d’obtenir des cellules en quantité suffisante. De plus, il aurait été compliqué 

de faire correspondre les cultures de FC et de macrophages provenant du même patient, de 

par la temporalité d’obtention des cellules (7 jours pour obtenir des macrophages polarisés, 

contre plusieurs semaines avant de pouvoir récolter les fibroblastes). Aujourd’hui, nous 

imaginons pouvoir générer des monocytes homologues aux fibroblastes de chéloïdes via la 

production d’iPS (induced Pluripotent Cells – Cellules pluripotentes induites) à partir des 

cellules déjà banquées.  

Enfin, au-delà des M1 et M2 que nous avons utilisé, il serait intéressant d’évaluer l’effet 

d’autres sous-types de macrophages sur les fibroblastes de chéloïdes. En effet, les M2 utilisés 

au cours de nos expérimentations, de par les cytokines utilisées pour leur activation ainsi que 

par leur expression de CD206, peuvent être considérés comme des M2a. D’autres sous-types, 

notamment les M2c, qui sont décrits comme pro-cicatriciels mais peu étudiés dans la fibrose, 

pourraient avoir un effet sur les FC pourrait être notable. En parallèle de mes travaux de thèse, 

et grâce à la contribution à un travail de Master 2 mené au laboratoire, nous avons mis au 

point et validé la production de macrophage de type M2c. L’évaluation de leur sécrétome sur 

nos cellules chéloïdiennes est donc prévu à très court termes.  
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3. Contraintes expérimentales 

3.1. Variabilité inter-patients  

Au sein des différents travaux menés lors de cette thèse, nous avons parfois constaté 

des variations phénotypiques entre les différentes souches de fibroblastes utilisées, qu’elles 

proviennent de chéloïdes ou de tissus sains. Certaines souches de FC sont en effet plus 

sensibles que d’autres à la présence d’un microenvironnement pro-fibrotique, ce qui explique 

les écarts types parfois importants dans les données des 3 articles présentés ci-dessus. Ces 

cellules étaient cependant toutes extraites de zones similaires au sein des chéloïdes, selon le 

même protocole et par le même expérimentateur. Nous avons également essayé au maximum 

de faire correspondre les âges, sexes et phototypes des différents patients. Malgré tout, de 

nombreux facteurs difficiles à appréhender pourraient expliquer les différences que nous 

avons constatées. C’est notamment le cas des conditions environnementales dans lesquelles 

évoluent les patients, ou de leur fond génétique.  

3.2. Phénotype des fibroblastes 

Au delà de la variabilité des fibroblastes entre les patients, de plus en plus de travaux 

s’accordent aujourd’hui sur la présence de plusieurs sous-types fibroblastiques au sein du 

tissu chéloïdien280. Bien que la diversité fonctionnelle de ces fibroblastes n’ait pour l’instant 

pas été investiguée, elle serait susceptible d’impacter l’activité des fibroblastes et leur profil 

fibrotique. Afin de préciser les résultats obtenus au sein des études ci-dessus, il serait 

nécessaire de qualifier le profil de nos fibroblastes, notamment via leur expression de 

marqueurs de fibroblastes mésenchymateux (CD266+, CD9-, COL11+, POSTN+). Ce sous-type a 

en effet été rapporté comme ayant un rôle fibrotique au sein des chéloïdes280. 

De plus, les fibroblastes utilisés dans cette étude sont extraits de chéloïdes installées 

depuis plusieurs mois. Nous pourrions supposer que le phénotype des fibroblastes au sein de 

ces chéloïdes serait différent de celui de fibroblastes présents dans des chéloïdes formées plus 

précocement, dans un environnement sûrement d’avantage inflammatoire. Avoir accès à des 

FC de chéloïdes « jeunes » pourrait nous permettre d’adresser l’effet thérapeutique du 

sécrétome de M1 de façon plus précoce. De plus, les fibroblastes que nous utilisons sont issus 
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du centre des chéloïdes. Il serait intéressant de reproduire ces expérimentations avec des 

fibroblastes du bord de la cicatrice, qui se veut être la partie la plus active de ces pseudo-

tumeurs.  

Enfin, concernant les fibroblastes sains, nous avons constaté qu’ils répondaient très 

peu à une stimulation pro-fibrotique induite par le TGF-β1. Ces résultats étaient opposés à 

certaines données publiées dans la littérature, qui suggéraient que le TGF-β1 induisait 

l’expression d’α-SMA au sein des FDS85,510. Ces différences entre nos études pourraient être 

liées à la variabilité des cellules désignées sous le nom de fibroblastes dermiques « sains ». En 

effet, certaines des lignées de FDS commerciales et utilisées dans ces études ont une origine 

inconnue85,511. Dans les études utilisant des fibroblastes primaires, l’origine des cellules est 

variable, allant de la peau du visage512, du prépuce513, à la peau saine provenant des marges 

de résections de tissu cancéreux514. Dans notre laboratoire, nous utilisons des fibroblastes 

sains extraits de dermolipectomies abdominales. Les patients dont provient le tissu sont 

généralement des femmes, entre 35 et 60 ans. 
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PARTIE V – Conclusion                                        

- 

Conclusion générale
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La maladie chéloïdienne est une maladie complexe, mal prise en charge, qui est encore 

aujourd’hui un réel problème de santé publique. Beaucoup de mécanismes moléculaires et 

cellulaires associés à leur pathogénèse restent à découvrir et à comprendre. En ce sens, les 

travaux engagés durant ma thèse visaient à mieux appréhender ces phénomènes centrés sur 

l’axe immunité-fibroblastes-fibrose au sein des chéloïdes. Nous avons ainsi contribué à décrire 

pour la première fois la régulation de la physiologie des fibroblastes de chéloïdes par les 

macrophages, et avons offert de nouvelles perspectives thérapeutique pour le traitement de 

la maladie chéloïdienne.  

Notre modèle de sphéroïde in vitro s’est avéré incapable de reproduire l’état fibrotique 

des fibroblastes de chéloïde constaté in vivo. Nous avons en réponse utilisé un modèle plus 

classique, en 2 dimensions, afin de montrer l’intérêt de plusieurs thérapeutiques dans le 

contexte des chéloïdes. L’halofuginone a ainsi été suggéré comme pouvant posséder des 

capacités anti-fibrotiques qui pourraient être utilisées dans le traitement des chéloïdes. Notre 

étude a également montré que les macrophages étaient de puissants modulateurs de l’état 

fibrogénique des fibroblastes de chéloïdes. La description de l’effet anti-fibrotique des 

macrophages de type M1 est selon nous une réelle avancée pour la recherche fondamentale 

sur la maladie chéloïdienne. Durant les prochaines années, ces cellules pourraient être placées 

au cœur de nouveaux traitements innovants et permettraient de prévenir voir de reverser le 

développement des chéloïdes.  

Ces trois années de thèse ont été une véritable aventure humaine, riche de rencontres 

avec des chercheurs de différents horizons, mais également avec le grand public. Au niveau 

scientifique, j’ai eu l’opportunité d’initier un travail prometteur avec le Docteur Wilfrid 

Boireau sur les Evs, qui nous l’espérons servira de tremplin à un nouveau travail de thèse. J’ai 

également participé à la réalisation des expérimentations publiées dans l’article du docteur 

Preeyawaas Phemniuan, chercheur thaïlandais ayant passé une année au laboratoire dans le 

cadre de sa thèse. Ma contribution à cet article m’a valu la place de deuxième auteur dans le 

manuscrit présenté ci-après en Annexe 2. J’ai également eu à cœur de m’impliquer dans 

l’ensemble des événements de vulgarisation scientifique organisés par l’Université de 

Franche-Comté. J’ai notamment été responsable de l’organisation du stand de la Fête de la 

Science en 2022 et 2023. J’ai également participé à l’édition 2020 de la Nuit des chercheurs, 

et à l’organisation du Forum des Jeunes chercheurs en juin 2023. En résumé, les mots-clés de 

mon travail de thèse : science, échange, vulgarisation.  
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PARTIE VI – Annexes 

- 

Annexes 
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Annexe 1 : Best presentation award obtenu en décembre 2022 au NAPA (Chiang Mai, 

Thaïlande). 
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Annexe 2 : Article publié dans le cadre de la thèse de sciences du Dr Preeyawaas Phimnuan, 

publié en 2023 dans ACS Omega. 
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ABSTRACT: In diabetic patients, the process of wound healing is
usually delayed or impaired. A diabetic environment could be
associated with dermal fibroblast dysfunction, reduced angio-
genesis, the release of excessive proinflammatory cytokines, and
senescence features. Alternative therapeutic treatments using
natural products are highly demanded for their high potential of
bioactive activity in skin repair. Two natural extracts were
combined to develop fibroin/aloe gel wound dressing. Our
previous studies revealed that the prepared film enhances the
healing rate of diabetic foot ulcers (DFUs). Moreover, we aimed to
explore its biological effects and underlying biomolecular
mechanisms on normal dermal, diabetic dermal, and diabetic
wound fibroblasts. Cell culture experiments showed that the γ-
irradiated blended fibroin/aloe gel extract film promotes skin wound healing by enhancing cell proliferation and migration, vascular
epidermal growth factor (VEGF) secretion, and cell senescence prevention. Its action was mainly linked to the activation of the
mitogen-activated protein kinases/extracellular signal-regulated kinase (MAPK/ERK) signaling pathway known to regulate various
cellular activities, including proliferation. Therefore, the findings of this study confirm and support our previous data. The blended
fibroin/aloe gel extract film displays a biological behavior with favorable properties for delayed wound healing and can be considered
as a promising therapeutic approach in the treatment of diabetic nonhealing ulcers.

1. INTRODUCTION
A chronic diabetic foot ulcer (DFU) is described as delayed
wound healing leading to amputation in impaired glucose
tolerance patients. About 15−25% of diabetic patients are
expected to face this complication.1 The prevention of DFU is
complicated regarding the adverse incidences on a patient’s well-
being, and the prevalence is mainly associated with a number of
factors that involves cutaneous cell malfunction and growth
factor disorder.2 Dermal fibroblasts play an important role in
skin structure formation and maintenance of homeostasis,
including skin barrier construction, extracellular matrix (ECM)
production, and angiogenesis support. The decrease of
proliferative and mitogenic abilities to the essential growth
factors, as well as the deficiency of collagen and enzymatic
production, occurs in diabetic ulcer fibroblasts compared to
normal fibroblasts.3 In the molecular pathway, the metabolic
abnormalities cause insufficient cellular growth factor responses,
including transforming growth factor (TGF-β1), platelet-
derived growth factor (PDGF), basic fibroblast growth factor
(bFGF), and especially vascular epidermal growth factor
(VEGF).4,5 During normal wound healing, these growth factors

play important roles in the inflammatory and proliferative
processes simultaneously with re-epithelialization.6 They
regulate cellular responses and stimulate intracellular signaling
pathways involved in the regulation of cell proliferation,
differentiation, migration, and protein synthesis. In diabetes
conditions, the healing process is dysfunctional by the changes
in the levels and timing of TGF-β1, PDGF, bFGF, and VEGF
expression.7 Downregulation of these signals significantly
reduces cell migration and proliferation, vasculature remodeling,
and maturation, showing critical defects in skin damage repair.
Furthermore, deregulated mitogen-activated protein kinase
(MAPK) signaling cascades such as extracellular signal-
regulated protein kinase (ERK), p38 MAPK (p38), and c-Jun
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NH2-terminal protein kinase (JNK) have significant effects on
wound healing.8 The overproduction of glucose induces
oxidative stress and/or glycation that contribute to impaired
activation of growth factor receptors and serine/threonine
kinases, resulting in downregulation of ERK1/2 activity.9,10

We believe that primary healthcare systems and medical
innovations involved in the treatment and management of DFU
are essential. Wound dressing is an alternatively practical tool
that plays a pivotal role in managing diabetic foot ulcers.11

Composed of natural products, they have frequently proved
their efficacy in the treatment of skin disorders. The cooperation
of silk fibroin and aloe gel extract biomaterials has illustrated
potential properties in promoting wound healing in in vitro and
in vivo models, as well as in clinical trials.12,13

Fibroin protein, comprising the silk cocoon of Bombyx mori,
illustrates the remarkable biocompatibility to several cells and
tissues because of its potent properties in the stimulation of the
migration and proliferation of fibroblasts.12,14 Furthermore, at
the molecular level, silk fibroin accelerates signals, including
AKT/mTOR and MAPK pathways extensively involved in cell
migration and proliferation regulation.15 Regarding its excellent
ability, silk fibroin can be considered as a bioactive material for
wound dressing in the medical field.
Aloe vera (Aloe barbadensis Miller) has been broadly utilized

for several traditional therapeutics, especially for wound healing
properties. Many productive components consisting of Aloe vera
exert accelerating effects on fibroblast proliferation and
migration in wound granulation tissue.16 For the cellular
pathway, Aloe vera stimulates wound repair by promoting
collagen type I synthesis, influencing the cyclin-dependent cell
cycle progression, stimulating cross-linking of collagen for
wound contraction and promoting wound-breaking strength.17

In addition, Aloe vera increases the expression of VEGF and
TGF-β1 genes in the wound of diabetes-induced rats.18 Hence,
it clarifies the enhancing capabilities of growth factor expression
associated with the wound healing process via easy penetration
across the skin.19

Our previous studies found that the blended fibroin/aloe gel
extract film demonstrates potential healing effects, based on
experimentations in vitro and in vivo in streptozotocin-induced
diabetic rats, and clinical trials in diabetic foot ulcer patients.12,13

Additionally, the γ-irradiated developed film enhanced the
proliferation and migration of the healthy fibroblast cells. The

presence of functional groups in the blended fibroin/aloe gel
film, including amides (I, II, III), glucan units, pyranoside ring,
and mannose, promotes tissue repair, but the underlying
molecular mechanism is still unclear.20 In this present study,
we explored the beneficial effects of the γ-irradiated blended
fibroin/aloe gel extract film on cell biological activities and
biomolecular mechanism(s) using normal dermal, diabetic
dermal, and diabetic wound fibroblasts. The in vitro experiments
confirmed that our extract film promotes skin wound healing by
enhancing cell viability, proliferation, migration, and VEGF
secretion as well as inhibiting cell senescence. The activation of
the MAPK signaling pathway, particularly ERK1/2, was
involved in the underlying molecular mechanism. We likewise
indicate that the developed film is appropriate for managing
normal or chronic skin wounds such as DFU.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1. Ethical Statement. The experiment was approved by

the medical ethics committee of Besançon University Hospital,
France, and patients were informed about the purpose of the
research study and provided written consent (protocol 2010-
104). We confirm that all methods were performed in
accordance with the relevant guidelines and regulations.
2.2. Materials. Yellow silkworm cocoons (Bombyx Mori,

Nang-Laai strain, Chiang Mai Province, Thailand) were
received by Queen Sirikit Sericulture Center, Chiang Mai
Province, Thailand. Aloe vera was cultured and collected from
Phitsanulok Province, Thailand. Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM), fetal bovine serum (FBS), penicillin−
streptomycin (PS, 10,000 U/mL), 0.05% trypsin/0.02% EDTA,
and Dulbecco’s phosphate buffer saline (DPBS) were purchased
from PANBiotech, DominiqueDutscher, France. Thiazolyl blue
tetrazolium bromide (MTT reagent), lactic acid solution (88%),
dimethyl sulfoxide (DMSO), 4′,6-diamidine-2′-phenylindole
dihydrochloride (DAPI), bovine serum albumin (BSA),
propidium iodide (PI), copper(II) sulfate solution, bicincho-
ninic acid solution, protease inhibitor cocktail, Triton X-100,
formaldehyde solution 4%, MEK/ERK inhibitor PD98059,
phalloidin−tetramethylrhodamine B isothiocyanate, and sen-
escence cells histochemical staining kit were purchased from
Sigma-Aldrich Co. Human VEGF ELISA kit was purchased
from Diaclone, France. Cell proliferation BrdU ELISA assay was
purchased from MERCK, Germany. Ethanol 96% (EtOH) was

Figure 1. Preparation procedure of the blended fibroin/aloe gel extract film.
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purchased from Carlo Erba, France. Rabbit anti-human
phospho-p44/42 MAPK (ERK1/2), rabbit anti-human p44/
42 MAPK (ERK1/2), goat anti-rabbit IgG Alexa Fluor 488
conjugate, and rabbit IgG isotype antibodies (mAb) were
purchased from Cell Signaling Technology. Fluoromount G was
purchased from Southern Biotech.
2.3. Preparation of the γ-Irradiated Blended Fibroin/

Aloe Gel Extract Film. Fibroin from silk cocoon (Bombyx
Mori, Nang-Laai strain) and aloe gel extract from the gel part of
the aloe vera (Aloe barbadensis miller) leaf were extracted
separately to achieve the lyophilized form. Subsequently, they
were qualified to control the physicochemical characteristics
prior to the preparation of the film according to our previous
study.12,13,20 The obtained fibroin commonly provided a
percentage of yield in the range of 54−58% w/w and protein
content in the range of 97.43 ± 0.44% w/w. For the infrared
spectra obtained using Fourier transform infrared (FTIR)
spectroscopy, amide I at 1611−1696, amide II at 1501−1550,
and amide III at 1200−1320 cm−1 must be found. Moreover, its
molecular weight pattern would consist of a band of L-chain at
25 kDa and a smear band of H-chain in the range of 30−245
kDa. For aloe gel extract, it generally provided a percentage of
yield in the range of 0.04−0.06% w/w and protein content in the
range of 6.86± 1.15%w/w. The infrared (IR) spectra of the aloe
gel extract indicated peaks at 1730−1740 and 1236−1252 (O-
acetyl ester), 1030−1079 (glucan units), 875−959 (pyranoside
ring), and 805−813 (mannose) cm−1. The molecular weight
pattern presented bands of 14 and 20−100 kDa.
The film preparation was performed as in our previous

study.20 Briefly, 540 mg of lyophilized fibroin and 15 mg of
lyophilized aloe gel extract were dissolved for 1 h in lactic acid
solution (pH 4.0 ± 0.2), finalizing volume of 15 mL. The mixed
extract solution was then filtered and cast in a square-shaped
mold (6× 6 cm2) at 47± 2 °C for 4 h, as shown in Figure 1. The
ratio of the blended fibroin to aloe gel extract in the film (36
cm2) was 97.3 to 2.7% w/w. For sterilization, the obtained film
was performed using a γ irradiation technique facilitated by Thai
Adhesive Tapes Industry., Ltd., Bangkok, Thailand. Subse-
quently, the physicochemical properties of the sterilized film was
determined to control the quality, including physical appearance
(flexible yellowish film with an approximate thickness of 0.05
mm), nonporous morphology by scanning electron microscopy
(SEM) imaging, and mechanical properties (breaking force of
6.26 ± 0.44 N and percentage elongation at break of 1.20 ±
0.07%). For the chemical structure analysis, FTIR spectroscopy
presented infrared spectra at 1630−1640 (amide I), 1510−1520
(amide II), 1220−1240 (amide III), 1050−1060 (glucan units),
1010−1020 (pyranoside ring), and 820−830 (mannose) cm−1.
2.4. Film Extract Preparation. The film extract named in

the present study was the film-free supernatant collected from
incubating 1 × 1 × 0.005 cm3 of sterilized film in 1 mL of serum-
free DMEM at 37 °C for 24 h. The collected supernatant was
filtered and used in further experiments.
2.5. Fibroblast Cell Culture. Fibroblasts used in this study

were classified into three groups: normal dermal fibroblasts
(NDF), diabetic dermal fibroblasts (DDF), and diabetic wound
fibroblasts (DWF). NDF and DWF were, respectively, obtained
from one patient undergoing skin abdominal plastic surgery and
one patient with diabetic foot ulcers. The isolation and culture
methods of fibroblasts were consistent with previous reports.21

DDF were purchased from PELOBIOTECHGmbH, Germany.
Cells were cultured in complete DMEM supplemented with

10% FBS and 1% PS (10,000 U/mL penicillin, and 10 mg/mL

streptomycin) at 37 °C in a humidified 5% CO2 atmosphere.
Cells were trypsinized when they reached a confluency of 80%
and used up to passage 8.
2.6. Cytocompatibility and Cell Proliferation. The

fibroblast cells (1 × 104 cells/well) were cultured in a 96-well
plate for 24 h. The incubatedmediumwas replaced with DMEM
with FBS-free (0% FBS), DMEM with 2% FBS, and DMEM
with the film extract, and incubation was conducted for 24 h.
The incubated medium was replaced with 100 μL of serum-free
DMEM containing MTT reagent (0.5 mg/mL) for 4 h, and
then, 100 μL of DMSO was added to each well. The absorbance
was read at 517 nm using a spectrophotometer (Multiskan FC,
Thermo Scientific). The experiment was performed in triplicates
(n = 8) for each condition. Additionally, for each group, the
percentage of viability of the control (DMEMwith 0% FBS) has
been adjusted as 100% and compared with the other two
conditions (DMEM with 2% FBS and DMEM with the film
extract).
The cell proliferation was quantified by a BrdU assay kit

according to the manufacturer’s protocol. Briefly, fibroblast cells
(1× 104 cells/well) were seeded in a 96-well plate and incubated
for 24 h. The incubated medium was replaced by DMEM with
0% FBS, DMEM with 2% FBS, and DMEM with film extract for
24 h. BrdU labeling solution (100 μL) was added and incubated
at 37 °C for 24 h. After the incubation, the solution was removed
and 200 μL of FixDeant was added and incubated at room
temperature (RT) for 30 min. Then, 100 μL of the anti-BrdU-
POD working solution was added and incubated at RT for 2 h.
The solution was removed and washed three times with 100 μL
of PBS. After the washing, 100 μL of substrate solution was
added and incubated at RT for 10 min, followed by 25 μL of 1M
sulfuric acid. The absorbance at 450 nm was detected using a
spectrophotometer. The experiment was performed in tripli-
cates (n = 8) per condition. Additionally, for each group, the
percentage of cell proliferation of the control (DMEM with 0%
FBS) was adjusted to 100% and compared with the other two
conditions (DMEMwith 2% FBS andDMEMwith film extract).
2.7. Cell Cycle. Fibroblast cells (1 × 105 cells/well) were

seeded in a 6-well plate for 24 h. The incubated medium was
replaced by DMEM with 0% FBS, DMEM with 2% FBS, and
DMEMwith film extract for 24 h. After incubation, supernatants
were discarded and cells were detached with 0.25% trypsin/0.01
M EDTA. Cell suspensions were centrifuged, and pellets were
then fixed with 70% EtOH at 4 °Covernight. After being washed
with cold PBS, cell pellets were stained with 300 μL of PBS + 5
μL of PI (from 50 μg/mL stock solution) + 1 μL of RNAse
(from 100 μg/mL stock solution). The cell cycle was analyzed
using an LSR Fortessa flow cytometer (Becton Dickinson). The
experiment was performed in triplicate (n = 3) per condition.
The percentage of total cells for each cell cycle phase (G0/G1, S,
and G2/M) and for each cell group was reported.
2.8. Cell Migration. Fibroblast cells (3 × 104 cells/well)

were seeded in 96-well ImageLock plates. When the cells
reached the confluent monolayer, the IncuCyte Wound Marker
tool (Sartorius, Germany) was utilized to create a scratching
area. Cells were washed gently with PBS, followed by adding
DMEM with 0% FBS, DMEM with 2% FBS, and DMEM with
film extract for 24 h and incubated in the IncuCyteS3 system
(Sartorius, Germany). To record cell migration, the scratched
areas were photographed immediately after scratching in real
time every 2 h over a period of 48 h. Relative wound density was
quantified using the IncuCyte Software S3 (Sartorius),
measuring the spatial cell density in the wound area relative to
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the spatial cell density outside of the wound area at every time
point. The experiment was performed in triplicate (n = 5) per
condition.
2.9. Cell Senescence. Fibroblast cells (1 × 104 cells/well)

were seeded in a 96-well plate for 24 h. The incubated medium
was replaced by DMEMwith 0% FBS, DMEMwith 2% FBS, and
DMEM with film extract for 24 h. The SA-β-galactosidase (SA-
β-gal) activity was quantified by the senescence cells
histochemical staining kit according to the manufacturer’s
protocol. Briefly, cells were fixed for 5 min at RT and incubated
with SA-β-gal staining solution at 37 °C overnight (without CO2
atmosphere). They were counterstained with the DAPI solution
(5 μL/mL) for 10 min at RT. The SA-β-gal positive cells
exhibited a blue color. Three independent fields were randomly
selected in each well to observe cells. Cells were scored by
bright-field and fluorescence microscopy (Olympus IX50
microscope, Japan). Data were expressed as the ratio percentage

of SA-β-gal positive cells to the total cell count. The experiment
was performed in triplicate (n = 8) per condition.
2.10. VEGF Protein Secretion. Fibroblast cells (2 × 105

cells/well) were seeded in a 12-well plate and incubated for 24 h.
The incubated medium was replaced by DMEM with 0% FBS,
DMEM with 2% FBS, and DMEM with film extract for 24 h.
Supernatants were collected with 10% v/v anti-protease
solution. The concentration of VEGF from the supernatant
was assessed using a VEGF ELISA kit following the
manufacturer’s protocol. Briefly, 50 μL of assay solution was
added, followed by 200 μL of standards or cell culture
supernatant, and incubated at RT for 2 h. Then, 200 μL of
human VEGF-conjugated antibody was added and incubated at
RT for 2 h. After washing, 200 μL of substrate solution was
added and incubated at RT for 30 min. The reaction was
stopped with 50 μL of stop solution. Then, absorbance was
measured at 450 nm using a spectrophotometer. The amount of
VEGF was expressed in pg/mg protein. The protein content was

Figure 2.Determination of (A) viability and (B) proliferation of fibroblasts (NDF, DDF, and DWF) cultured with DMEMwith 0% FBS, DMEMwith
2% FBS, and DMEMwith film extract for 24 h. Cell viability and cell proliferation were measured using XTT assay and BrdU assay. Data for individual
cell types are expressed as the percentage of the control group (FBS-free DMEM), which is considered as 100% cell viability and cell proliferation; each
column represents mean ± S.D. in triplicate (n = 8); *** p < 0.001.
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determined by the Bradford assay with BSA as the protein
standard. The experiment was performed in triplicate (n = 4) per
condition.
2.11. ERK1/2 Signaling Pathway Assays. 2.11.1. Cell

Culture and MEK/ERK Inhibitor Treatment. NDF were
cultured for 24 h in a complete DMEM, which was changed

during 1 h for serum-free DMEM with or without the PD98059
solution (10 μM), followed by 24 h of incubation in DMEM
with 0% FBS, DMEM with 2% FBS, and DMEM with film
extract. Cell proliferation was quantified by the BrdU assay kit
described above. The experiment was performed in triplicate (n
= 8) per condition.

Figure 3. Cell cycle phases of fibroblasts (NDF, DDF, and DWF) cultured with DMEM with 0% FBS, DMEM with 2% FBS, and DMEM with film
extract for 24 h. The cell cycle was analyzed by flow cytometry. The figures show the percentage of total cells in the G0/G1 phase, S phase, and G2/M
phase of (A) NDF, (B) DDF, and (C) DWF and (D) the effect of DMEMwith film extract in different cell types. Each column represents mean± S.D.
in triplicate (n = 4); * p < 0.05, ** p < 0.01, and *** p < 0.001.

ACS Omega http://pubs.acs.org/journal/acsodf Article

https://doi.org/10.1021/acsomega.2c07507
ACS Omega 2023, 8, 6813−6824

6817

https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsomega.2c07507?fig=fig3&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsomega.2c07507?fig=fig3&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsomega.2c07507?fig=fig3&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsomega.2c07507?fig=fig3&ref=pdf
http://pubs.acs.org/journal/acsodf?ref=pdf
https://doi.org/10.1021/acsomega.2c07507?urlappend=%3Fref%3DPDF&jav=VoR&rel=cite-as


2.11.2. Confocal Imaging. NDF (1 × 105 cells/well) were
seeded onto coverslips in a 12-well plate for 24 h. The incubated
medium was replaced by 10 μM of PD98059 for 1 h. The cells
were then washed and incubated in DMEM with 0% FBS,
DMEMwith 2% FBS, and DMEMwith film extract for 1 and 24

h. They were then fixed with paraformaldehyde (PFA 4% final
concentration in PBS) at RT for 10 min, washed, permeabilized
using 0.1% Triton X-100 for 10 min, washed, and blocked with
5% goat serum + 0.3% Triton X-100 in PBS for 1 h at 4 °C.
Coverslips were incubated with phospho-p44/42 MAPK

Figure 4.Migration of fibroblasts (NDF, DDF, and DWF) cultured with DMEMwith 0% FBS, DMEMwith 2% FBS, and DMEMwith film extract for
48 h. Cell migration was studied by the scratch assay. The figures demonstrate (A) the visualization of the scratching gap at 10×magnification and (B)
the percentage of relative wound density. Each time point represents mean ± S.D. in triplicate (n = 5); *** p < 0.001 at 48 h.
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(ERK1/2) (Thr202/Tyr204) XP rabbit mAb (1:200 in diluent
(PBS with 1% BSA + 0.3% Triton X-100)) in a humidified
chamber at 4 °C for overnight. The cells were washed and then
incubated with goat anti-rabbit IgG Alexa Fluor 488-conjugated
secondary antibody (1:100 in diluent) for 1 h at 4 °C. They were
washed and stained with DAPI to visualize nuclei. Coverslips
were mounted with Fluoromount reagent. The immunofluor-
escence images were captured with an LSM 800 laser scanning
confocal microscope (Zeiss, Germany).

2.11.3. Flow Cytometry. NDF (6 × 105 cells/well) were
cultured in a 12-well plate for 24 h. The supernatant was then
discarded and replaced with DMEMwith 0% FBS, DMEM with
2% FBS, and DMEMwith film extract for 24 h. After incubation,
the cells were detached and fixed with 4% PFA at RT for 10 min.
After washing, the cells were permeabilized with 0.1% Triton X-
100 at RT for 15 min. They were then suspended in blocking
buffer containing 5% goat serum + 0.3% Triton X-100 in PBS for
1 h at 4 °C and incubated overnight at 4 °C with p44/42 MAPK
(ERK1/2) rabbit mAb (1:400 in diluent), phospho-p44/42
MAPK (ERK1/2) (Thr202/Tyr204) XP rabbit mAb (1:800 in
diluent) and rabbit mAb Isotype control (1:200 in diluent).
After washing, the cells were incubated with goat anti-rabbit IgG
Alexa Fluor 488 conjugate (1:100 in diluent) in the dark at 4 °C
for 1 h. Finally, the cells were washed, suspended in 2 mM
EDTA/PBS, and analyzed using a flow cytometer (LSR
Fortessa, Becton Dickinson). FACS analysis was performed
using FACSDiva software (Becton Dickinson); 20,000 events
were recorded for each sample. The results are mean values of
fluorescence intensity ± SD of triplicate measurements (n = 4)
per condition.
2.12. Statistical Analysis. The data are presented as the

mean ± SD. Statistical comparisons between each condition
were performed using a one-way ANOVA test (GraphPad Prism
software).

3. RESULTS
3.1. Cytotoxicity and Cell Proliferation. For the

cytotoxicity, the results showed that NDF, DDF, and DWF
treated with film extract for 24 h have viability percentages of
242.77 ± 8.95, 193.24 ± 6.91, and 215.52 ± 5.22, respectively,
which are significantly higher than DMEMwith 0% FBS (100±
8.34, 100 ± 4.21, and 100 ± 3.79) and DMEM with 2% FBS

(151.26 ± 5.12, 127.15 ± 7.83, and 141.64± 4.69), as shown in
Figure 2A. In the proliferation assay, Figure 2B illustrates that
NDF, DDF, and DWF treated with film extract for 24 h have
proliferation percentages of 608.83 ± 6.39, 515.42 ± 10.26, and
576.90 ± 6.87, respectively, which are significantly higher than
DMEM with 0% FBS (100 ± 7.35, 100 ± 9.54, and 100 ± 9.37)
and DMEM with 2% FBS (231.49 ± 9.73, 225.63 ± 9.51, and
198.30 ± 9.02).
3.2. Cell Cycle.The effect of the film extract on the fibroblast

cell cycle as the percentage of cells in cell cycle phases (G0/G1,
S, and G2/M) was determined. The percentage of NDF in the
G0/G1 phase was significantly lower with film extract (48.76 ±
1.15) than with DMEM with 0% FBS (73.80 ± 1.65) and
DMEM with 2% FBS (57.38 ± 2.54), whereas, in the S phase,
the percentage of NDF was significantly higher with film extract
(51.03 ± 1.45%) compared to DMEM with 0% FBS (21.12 ±
3.40%) and DMEM with 2% FBS (40.22 ± 5.12%), as shown in
Figure 3A. The same trend was observed for DDF andDWF; the
percentage of NDF in the S phase was significantly higher with
film extract (45.81 ± 3.98%, 47.92 ± 0.93%, respectively)
compared to DMEM with 0% FBS (28.72 ± 2.43%, 11.28 ±
9.82%) and DMEM with 2% FBS (29.12 ± 3.60%, 40.78 ±
0.50%) (Figure 3B,C). Figure 3D also indicates the effect of the
film extract in different cell types as the percentage of total cells
in each cell cycle phase. The data showed that the percentage of
total cells for each cell cycle phase was not significantly different
in each cell type.
3.3. Cell Migration. Cell migration was studied by the

IncuCyte scratch assay modified by An et al.22 The results
showed that NDF, DDF, and DWF treated with film extract for
24 h elucidated a completely healed scratch after 48 h, while
under other conditions (DMEM with 0% FBS and DMEM with
2% FBS), they exhibit no wound closure at the same time, as
shown in Figure 4A. At 48 h, percentages of relative wound
density for NDF, DDF, and DWF treated with film extract were
99.73 ± 5.01, 98.01 ± 2.90, and 93.47 ± 2.86%, respectively,
which reached approximately 100% of relative wound density,
whereas they were lower for NDF, DDF, and DWF cultured
with DMEM with 0% FBS (32.65 ± 3.52, 37.01 ± 1.75, and
38.63 ± 2.36%) and DMEM with 2% FBS (68.15 ± 4.91, 59.37
± 6.85, and 48.27 ± 2.71%) (Figure 4B).

Figure 5. Senescence of fibroblasts (NDF, DDF, and DWF) cultured with the DMEM with 0% FBS, DMEM with 2% FBS, and DMEM with film
extract for 24 h. The cell senescence was quantified using the SA-β-gal activity assay. Data are expressed as the ratio percentage of SA-β-gal positive cells
to the total cell count, each column represents mean ± S.D. in triplicate (n = 8); * p < 0.05, ** p < 0.01, and *** p < 0.001.
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Figure 6. Determination of VEGF secretion by fibroblasts (NDF, DDF, and DWF) cultured with DMEM with 0% FBS, DMEM with 2% FBS, and
DMEM with film extract for 24 h. The level of VEGF was assessed by the VEGF ELISA colorimetric assay. Data are expressed as the VEGF content
(pg/mg protein), and each column represents mean ± S.D. in triplicate (n = 4); *** p < 0.001.

Figure 7. Investigation of the ERK1/2 activity in normal dermal fibroblast cultured with DMEMwith 0% FBS, DMEMwith 2% FBS, and DMEMwith
film extract for 24 h. (A) The inhibitory effect of nonpretreatment or pretreatment with 10 μMof PD98059 solution (MEK/ERK inhibitor) for 1 h on
the cell proliferation, which was quantified by the BrdU assay; data are expressed as the percentage of the control group (DMEM with 0% FBS
unpretreated with PD98059) considered as 100% cell proliferation; each column represents mean ± S.D. in triplicate (n = 8); *** p < 0.001. (B)
Immunofluorescence images of phospho-p44/42 protein (green), F-actin (red), and nucleus (blue) by confocal microscopy (40× objective
magnification). Box area at 1 h after DMEM 2% FBS culture; bars: 20 μm. (C) The quantitative flow cytometry analysis with plots and histograms
identifying p44/42MAPK (ERK1/2) and phospho-p44/42MAPK (ERK1/2) protein levels, each column of the histograms represents mean± S.D. in
triplicate (n = 4); *** p < 0.001.
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3.4. Cell Senescence. The film extract contributed to
significantly inhibiting the percentage of cell senescence inNDF,
DDF, and DWF as 0.39± 0.43, 11.30± 2.39, and 0.63± 0.51%,
respectively, compared to DMEM with 0% FBS (2.04 ± 1.09,
35.18 ± 3.22, and 12.43 ± 2.57%) and DMEM with 2% FBS
(1.77 ± 1.16, 21.15 ± 1.67, and 2.27 ± 1.03%), as shown in
Figure 5.
3.5. VEGF Secretion. Figure 6 illustrates that NDF, DDF,

and DWF treated with film extract for 24 h secrete significantly
higher levels of VEGF (1072 ± 35.85, 979.28 ± 70.97, and
828.24 ± 87.33 pg/mg protein, respectively) than those treated
with DMEMwith 0% FBS (448.06± 70.96, 349.62± 39.20, and
140.59 ± 62.68 pg/mg protein) and DMEM with 2% FBS
(650.51 ± 41.41, 569.87 ± 43.77, and 430.69 ± 50.26 pg/mg
protein).
3.6. MAPK/ERK Pathway. Whatever the culture condition

(DMEM with 0% FBS, DMEM with 2% FBS, film extract), the
pretreatment for 1 h with the PD98059 suppressed cell
proliferation and phospho-p44/42 MAPK (ERK1/2) expres-
sion, as shown in Figure 7A,B. For the quantitative flow
cytometry data on p44/42 MAPK (ERK1/2) phosphorylation,
we found that the film extract activates the phospho-p44/42
MAPK (ERK1/2), confirmed by immunofluorescence images
shown in Figure 7B. The mean fluorescence intensity value of
phospho-p44/42 MAPK (ERK1/2) was significantly higher
with the film extract (2082.50 ± 41.41) than with DMEM with
0% FBS (1206.00 ± 56.23) and DMEM with 2% FBS (1611.50
± 126.74), as shown in Figure 7C.

4. DISCUSSION
The wound healing process is usually delayed or impaired for
patients under diabetic conditions. A major chronic complica-
tion is diabetic foot ulcers. A diabetic environment could be
associated with dermal fibroblast dysfunction, reduced angio-
genesis, the release of proinflammatory cytokines, and
senescence features. Alternative therapeutic treatments using
natural products are highly demanded for their high potential of
bioactive activity in skin repair. We developed a dressing
comprising silk fibroin and Aloe vera gel extract for a novel
approach to the treatment of chronic wound pathologies.
Previously, the main markers during the wound healing process
were investigated. This study aimed to elucidate the possible
MAPK/ERK signaling pathway related to the biological effects
of the dressing on fibroblast cells. This investigation was
conducted on NDF, DDF, and DWF for the cellular responses
and on NDF for the MAPK/ERK signaling pathway.
The cytotoxicity of fibroblasts was evaluated using the MTT

colorimetric assay, which provides a readout of cell viability and
growth by measuring the metabolic activity of any viable or
proliferative cells with NADPH-dependent enzymes that reduce
MTT. These results implied that the film extract behaved as
having a noncytotoxicity effect on fibroblast cells and might also
have the potential to stimulate cell viability and proliferation.
Also, the results were similar to our previous study.20

The quantification of cell proliferation of fibroblast cells was
performed using the colorimetric BrdU assay. This quantifica-
tion of cell proliferation is based on the measurement of the
incorporation of BrdU (bromodeoxyuridine is a synthetic
nucleoside, a structural analogue of thymidine) during DNA
synthesis. The results were related to cell viability, which implied
a higher rate of cell viability as a higher rate of cell proliferation.
In the hyperglycemic environment, the declined cell prolifer-
ation is caused by several issues such as the increase of L-lactate

secretion, proinflammatory mediators, and advanced glycation
end-products (AGE), leading to enhanced apoptosis via
activation of ROS, proapoptotic transcription factor FOXOI,
and caspase.23 As the outcome, the film extract is composed of
factors that enhance cell proliferation, which is concurrent to the
previous findings. As its remarkable properties, silk fibroin
regulates the NF-κB signaling pathway and expression of
proteins involved in cell proliferation, including vimentin, cyclin
D1, VEGF, and fibronectin.24 Two fibroin-derived peptides,
VITTDSDGNE and NINDFDED, located in the N-terminal
region, were identified as active agents targeting fibroblast
growth.25 Also, a 29 kDa glycoprotein displayed the potential to
stimulate the proliferative activity of kidney cells in hamsters and
human dermal fibroblasts.26 Moreover, acemannan is one of the
main polysaccharide compounds of Aloe vera, providing
synergistic effects to promote cell proliferation and skin
wound healing through the AKT/mTOR signaling pathway.27

Stain DNA with PI and flow cytometry experiments were
performed for cell cycle analysis. Typically, p21Cip1 and p27Kip1
are the cyclin-dependent kinase (CDK) inhibitors (CKIs) that
play an essential role in interfering with the kinase activities
related to the cell cycle. These CKIs are significantly elevated at
high glucose levels and inhibit the cyclin/CDK complexes. In
cell cycle progression, cells are arrested in the G1 phase, and the
proliferation rate is restricted, followed by impaired wound
healing processes.28 As the depicted cell cycle data implies, the
film-treated cells shifted from theG0/G1 phase to the S phase by
binding to cyclin D/CDK4,6 complexes that regulate G1-S
phase transit. The film extract promoted cells to enter the S
phase via the pathway of acemannan, which is an important stage
for mitosis and cell growth by influencing cyclin-dependent cell
cycle progress through translational regulation of cyclin D1.20

Our cell cycle finding was liable to Yuan et al. who reported that
after treating with aloe polysaccharide, the number of cells was
increased in the S and G2/M phases preparing for mitosis, and
cyclin D1 protein was upregulated in a concentration-dependent
manner.29 Thus, we hypothesized that the film extract stimulates
cyclin D1 expression in cultured fibroblasts and functions as a
transcriptional coregulator ensuing to initiate the shift from cell
arrest (G0/G1 phase) to cell synthesis (S phase).
Cell migration was studied by the IncuCyte scratch assay.

Regarding the hyperglycemic condition, the excessive produc-
tion of ROS led to their accumulation, resulting in protein
structure dysfunction and aberration of cell migration directly by
over-activation of the small Rho GTPase Racl, thus affecting the
cell polarity and morphology.3 Following the effect of film
extract to promote cell migration was coincident with the study
on mouse embryonic fibroblasts and damaged skin rats, which
showed that silk fibroin stimulates the pathway of canonical NF-
κB signaling, which is associated with fibroblast migration and
the wound healing process.24 Moreover, a 5.5 kDa glycoprotein
isolated from the Aloe vera gel improved cell proliferation and
migration using keratinocyte scratch wound monolayer.30

SA-β-gal staining was used to measure senescence, a
regulatory cell response to multiple types of cellular stress
leading to the permanent cell-cycle arrest. The process of cell
cycle arrest is regulated by activating p53/p21CIP1 and p16 INK4a/
Rb tumor suppression pathways.31 Under diabetic conditions,
several downstream cellular abnormalities, especially for
cutaneous fibroblasts, are present via enhanced activation of
p53/p21-dependent pathways and increased senescence-
associated β-galactosidase (SA-β-gal) activity, resulting in cell
senescence and wound healing dysfunction.32 Thus, cell
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senescence can compromise tissue repair and regeneration. In
this study, the film extract contributed to significant inhibition of
fibroblast senescence. These data corresponding to Ma et al.
reported that fibroin improved the osseointegration of porous
titanium implants under diabetic conditions via activation of the
PI3K/Akt signaling pathway.33 Also, Hu et al. found that
polysaccharides and flavonoids contained in Aloe vera possess
free radical scavenging activity.34 We suggested that the film
extract has a protective effect on cellular senescence by
regulating ROS-induced stress pathways.
The production of VEGF by fibroblasts induces angiogenesis

by stimulating the formation of blood vessels and the expansion
of an existing vascular bed as it acts as a highly specific mitogen
for endothelial cells.35 It is, therefore, one of the essential
mediators associated with the wound healing process. VEGF
secretion was determined by a colorimetric ELISA kit. An
impaired glucose tolerance condition leads to the malfunction of
VEGF expression, resulting in cell proliferation and cell
migration disturbances, and also affects the prolonged wound
healing rate.36 These results confirmed that the film extract
could improve the skin repair process by stimulating VEGF
secretion. The increase of VEGF secretion was interrelated to
the finding of acetyl groups in acemannan and its derivatives, and
the β-sitosterol compounds of Aloe vera have been investigated
to be essential stimulators of VEGF expression.37 Additionally,
Aloe vera likewise upregulated the expression of the VEGF gene
in the diabetes-induced rats.8

In summary, whatever the origin of fibroblasts includingNDF,
DDF, and DWF, we demonstrated that the film extract enhances
cell proliferation and migration, stimulates VEGF secretion, and
prevents cell senescence features. All of these results suggested
that the blended fibroin/aloe gel extract film has significant
effects on wound healing. Next, we selected NDF to elucidate
the underlying mechanism, particularly the principal intra-
cellular signaling pathway targeted by the film extract.
MAPK pathways are the primary key driving signaling events

that facilitate wound healing processes, including cell prolifer-
ation, cell migration, cell differentiation, and angiogenesis.38

Activation of MAPK complexes regulates transcription factors
by phosphorylating downstream proteins and finally initiates cell
proliferation and differentiation signals to the nucleus. In this
study, to investigate the biomolecular mechanism(s) of the film
extract, we focused on three MAPK signaling pathways,
including ERK, JNK, and p38, which play a major role in the
development of nonhealing wound pathologies such as DFU.
We used confocal microscopy imaging of immunofluorescence-
labeled NDF over different time points (1, 4, 18, and 24 h) to
reveal the abundance of ERK1/2, JNK1/2, and p38-MAPK
phosphoproteins. We observed that film extract leads to higher
levels of ERK1/2 phosphorylation compared to JNK1/2 and
p38-MAPK (data not shown). So, we further investigated more
precisely the effect of the film extract on the MAPK/ERK
pathway, focusing on phospho-p44/42 MAPK (ERK1/2), a
transcription factor related to cell proliferation. The activation of
the MAPK/ERK cascade can be stimulated via various factors,
including (1) a variety of growth factors and cytokines; (2) Ca2+
influx; (3) activation of receptor tyrosine kinase Ras, protein
kinase-mediated, G-protein-coupled receptor ligands; and (4)
membrane depolarization.39 We utilized the PD98059 inhibitor,
a flavonoid compound considered as a potent inhibitor ofMEK/
ERK1/2 cascade by binding to MEK/ERK1/2, inducing an
inactive MEK/ERK1/2 form and preventing the activation of
the upstream activator (c-Raf).40 For the effect of the MEK/

ERK1/2 inhibitor, these results confirmed the positive
correlation between the level of MAPK (ERK1/2) activity and
the cellular growth rate. They also indicated the direct effect of
FBS and film extract on cell proliferation, mediated by the
MAPK/ERK pathway. Regarding the quantitative flow
cytometry data on p44/42 MAPK (ERK1/2) phosphorylation,
the film extract can activate the phospho-p44/42 MAPK
(ERK1/2) confirming immunofluorescence images. The
confocal microscopy images allowed the detection and local-
ization of intracellular MAPK/ERK activity. The green
fluorescent staining indicated that the film extract stimulates
the upregulation of phospho-p44/42 MAPK (ERK1/2),
promoting downstream protein synthesis involved in the
wound healing process. The obtained results were concurrent
to Maemura et al. who reported that the MAPK/ERK signaling
pathway promotes cell proliferation and inhibits the apoptotic
cell by influencing the activity of downstream cell cycle
regulatory proteins, apoptosis-related proteins, and other
effector molecules, such as G1/S-specific cyclin D1.41 We
proposed that the film extract via its functional components,
Aloe vera and fibroin, acts through the common MAPK/ERK
signaling pathway. Nevertheless, according to the literature, it
should regulate other signaling molecules and processes
involved in dynamic signaling crosstalk, such as the NF-κB
signaling system.42,43

Our previous clinical study indicated the wound healing
efficacy of the blended fibroin/aloe gel extract film.13 The film
could accelerate the healing rate of diabetic foot ulcers after
application for 4 weeks, implying the sufficient delivery of the
bioactive compounds from the film to the wound site. In this
study, to regulate the amount of the bioactive compounds
released from the film, the film-free supernatant obtained from
incubating the sterilized film in serum-free DMEM for 24 h (film
extract) was used to clarify the molecular mechanisms of the film
on the wound healing enhancer.

5. CONCLUSIONS
In this study, the experiments confirm and support the beneficial
effects of the blended fibroin/aloe gel extract film on cell
proliferation and migration, VEGF secretion, and prevention of
cell senescence. The blended fibroin/aloe gel extract film
displays a biological behavior with interesting properties for
delayed wound healing. Its mechanism of action is mainly linked
to the activation of the MAPK/ERK pathway known to regulate
various cellular activities, including proliferation. Therefore, the
blended fibroin/aloe gel extract film can be considered as a
promising therapeutic approach in the treatment of diabetic
nonhealing ulcers.
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Titre : Régulation de l’axe inflammation-fibrose pour la prévention et le traitement de la maladie 

chéloïdienne  

Mots clés : chéloïde, fibrose, inflammation, macrophage, fibroblaste, sphéroïde 

Résumé : La maladie chéloïdienne désigne 

une fibrose cutanée pseudo-tumorale, résultant d’un 

processus de cicatrisation dérégulé et en lien avec un 

état inflammatoire chronique. Du fait du manque de 

compréhension des mécanismes impliqué dans leur 

pathogénèse, le traitement des chéloïdes est encore 

aujourd’hui un problème de santé public majeur.  

Au cours de ce travail de thèse, nous avons 

suivi deux objectifs principaux. Le premier était de 

construire un modèle tridimensionnel d’étude de la 

fibrogénécité du fibroblaste de chéloïde. Le second 

était d’évaluer l’impact de la polarisation du 

macrophage et de son sécrétome sur cette 

fibrogénécité.  

            Dans la première partie de nos travaux, nous 

avons développé un modèle tridimensionnel de 

chéloïde sous forme de sphéroïdes, composés 

uniquement de fibroblastes de chéloïdes (FC). Ce 

modèle, même s’il s’annonçait prometteur pour 

l’étude in vitro de la fibrose chéloïdienne, s’est révélé 

être plus proche d’un modèle de désactivation des 

fibroblastes que d’un réel modèle de fibrogénèse.  

Dans la seconde partie, nous avons  

investigué l’impact différentiel des macrophages de 

sous-type M1 et M2 sur les fibroblastes de chéloïdes.  

             Nous avons démontré pour la première fois 

in vitro que le sécrétome de macrophages de type M1 

possède une forte activité anti-fibrotique. Nous 

avons également montré que le sécrétome des 

macrophages de type M2, qui sont présents en 

quantités importantes dans les chéloïdes, possède des 

propriétés pro-fibrotiques. Ainsi, nos travaux 

soutiennent d’une part le rôle central du macrophage 

de type M2 dans la mise en place de la fibrose 

chéloïdienne, et plus généralement celui du 

déséquilibre M1/M2. D’autre part, l’effet du 

sécrétome de macrophage de type M1 sur la 

fibrogénèse des fibroblastes de chéloïdes nous 

conduit à proposer le macrophage comme levier 

majeur dans la régulation de l’axe inflammation-

fibrose pour prévenir ou traiter la maladie 

chéloïdienne. Ces nouvelles données expérimentales 

ouvrent ainsi la voie vers le développement de 

nouvelles stratégies thérapeutiques centrées sur 

l’environnement inflammatoire et immunitaire du 

fibroblaste chéloïdien. 
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Abstract : Keloid disease is a pseudo-

tumoral and fibrotic skin disorder resulting from a 

dysregulation of the wound healing process. Because 

of our poor understanding of the mechanisms leading 

to their pathogenesis, the treatment of keloids is still 

a major public health problem. 

During this thesis work, we followed two 

main objectives. The first was to build a three-

dimensional model to study the fibrogenicity of 

keloid fibroblast. The second was to evaluate the 

impact of macrophage polarization and its secretome 

on keloid fibroblasts fibrogenicity. 

In the first part, we developed a spheroid 3D 

keloid model, composed of keloid fibroblasts (KF). 

This model was a promising tool to model in vitro 

keloid structure, but it unfortunately turned out to be 

closer to a fibroblast deactivation model than to a real 

fibrogenic one. In the second part, we investigated 

the differential impact of M1 and M2 macrophages 

subsets on keloid fibroblasts. 

 

We demonstrated for the first time that the 

M1 secretome has a major anti-fibrotic activity. In 

accordance with previous work about M2 persistance 

in keloid tissue, we have also shown that M2 

secretome strongly contributes to fibrogenesis. Thus, 

our work supports the central role of the M2 type 

macrophage in the establishment of keloid fibrosis, 

and more generally that of the M1/M2 imbalance. 

Moreover, the effect of the M1 secretome on 

fibroblasts fibrogenesis leads us to propose 

macrophages as a major lever to regulate the 

inflammation-fibrosis axis to prevent or treat keloid.  

These new experimental data open the way 

towards the development of new therapeutic 

strategies focused on the inflammatory and immune 

environment of keloidal fibroblasts. 

 

 

 


