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INTRODUCTION GENERALE 
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Les maladies cardiovasculaires (CV), conséquences le plus souvent de 

l’athérosclérose, constituent aujourd’hui la première cause de mortalité dans le monde. 

L’athérosclérose se caractérise par une accumulation locale de lipides et par un processus 

inflammatoire chronique de la paroi artérielle engendrant des remaniements de celle-ci à 

l’origine de la plaque athéroscléreuse. L’athérosclérose peut conduire à des lésions 

obstruant la lumière des vaisseaux soit directement soit via des complications thrombotiques 

à l’origine d’accidents vasculaires aigus graves. 

 

De nombreuses théories ont été mises en avant pour expliquer la pathogenèse de 

l’athérosclérose. L’hypothèse inflammatoire semble de plus en plus recevable; en effet de 

nombreuses études ont montré le rôle majeur de l’inflammation dans les différents stades de 

la maladie. Parmi les divers types cellulaires orchestrant ce processus inflammatoire, sont 

décrits les macrophages, dérivés des monocytes sanguins, recrutés et infiltrés au sein de la 

plaque d’athérosclérose.  

 

Les macrophages jouent un rôle central dans le développement de la plaque 

d’athérosclérose et son devenir, notamment par leur capacité à produire et à sécréter de 

nombreuses substances impliquées dans ce processus. Cette population macrophagique se 

caractérise par une hétérogénéité phénotypique et fonctionnelle distincte en réponse au 

microenvironnement tissulaire. Deux sous-populations macrophagiques majeures ont été 

identifiées dans les lésions athérocléreuses: les macrophages M1 « classiques » 

proinflammatoires et les macrophages M2 « alternatifs » anti-inflammatoires impliqués dans 

le remodelage et la réparation du tissu endommagé. Bien que de nombreuses études aient 

permis une meilleure caractérisation de ces 2 sous-populations, leur rôle exact dans 

l’apparition et le développement des lésions athéroscléreuses est encore mal défini.  

L’objectif de ce travail consiste, dans une première partie, à mieux comprendre les 

mécanismes cellulaires et moléculaires conduisant à l’inflammation artérielle et à la fragilité 

de la plaque athéroscléreuse. Pour cela, nous avons analysé le niveau d’expression de 

médiateurs impliqués dans la physiopathologie de l’athérosclérose dans les macrophages 

M1 versus M2, dérivés des monocytes sanguins (MDM) isolés de patients athéroscléreux. 

Ces profils d’expression ont également été comparés à ceux obtenus chez des sujets sains. 

 

Par ailleurs, l’athérosclérose est associée à de nombreux facteurs de risque CV. En 

effet, au cours de son évolution, la progression des lésions athéroscléreuses vers des 
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formes compliquées dépend de ces facteurs de risque. Leur connaissance et leur prévention 

est actuellement un enjeu de santé publique majeur. Dans un deuxième temps, nous nous 

sommes donc intéressés à l’influence des principaux facteurs de risque CV sur les profils 

d’expression des macrophages M1/M2 provenant de patients athéroscléreux. 

 

Ce travail de thèse s’inscrit dans le cadre d’un protocole clinico-biologique. Nous 

aborderons brièvement, dans la dernière partie de cette introduction, les dispositions légales 

et réglementaires qui encadrent la recherche biomédicale en France. 
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CHAPITRE I : 
REVUE DE LA LITTERATURE 
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I. L’ATHEROSCLEROSE 
 

I.1. Généralités 
 

I.1.1. Définition 

L’athérosclérose a été précisemment définie, par l’Organisation Mondiale de la Santé 

(OMS) en 1958 : « l’athérosclérose est une association variable de remaniements de l’intima 

des artères de gros et moyen calibre, consistant en une accumulation focale de lipides, de 

glucides complexes, de sang et de produits sanguins, de tissu fibreux et de dépôts calcaires, 

le tout s’accompagnant de modifications de la média ». Cette définition décrit quelques 

caractéristiques des lésions d’athérosclérose, notamment leur siège dans l’intima (tunique 

interne des artères), leurs territoires de prédilection (artères de gros et moyen calibre) et 

enfin leur retentissement sur la média (remaniements de celle-ci). Cependant cette 

description est celle des lésions évoluées, correspondant à la plaque fibrolipidique non 

compliquée ou plaque d’athérome et n’évoque pas les nouvelles notions de lésions initiales, 

de progression des lésions ni de complications. En effet, de récentes études ont montré que 

l’athérosclérose est un processus inflammatoire chronique, évolutif et dynamique, 

caractérisé par différents stades, décrits ultérieurement. 

 

I.1.2. Epidémiologie 

Les maladies cardiovasculaires (CV), engendrées le plus souvent par 

l’athérosclérose, sont de loin la première cause de morbi-mortalité dans le monde et figurent 

au deuxième rang des causes de décès en France après les cancers [1]. Les pathologies CV 

sont responsables d’environ dix-sept millions de décès par an dans le monde ; elles sont 

suivies par le cancer, les maladies respiratoires et le diabète [2]. L’athérosclérose constitue 

donc un réel enjeu de santé publique. La figure 1 précise la répartition des différentes 

causes de mortalité dans le monde selon des données moins récentes [3]. 
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Figure 1 : Causes principales de décès dans le monde en 2005, tous âges confondus [3] 

 

Les maladies cardiovasculaires nécessitent généralement un traitement chronique, 

elles représentent donc une part importante des dépenses de santé. En France, les 

remboursements liés à la prise en charge des ALD (affections de longue durée) CV s’élèvent 

à 18 milliards d’euros par an selon la Caisse Nationale de l’Assurance Maladie. La figure 2 

rend compte de la répartition des coûts directs des maladies CV en France.  
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Figure 2 : Répartition des coûts directs des maladies cardiovasculaires en France en 2006, 
d’après [4] 
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Hormis le sexe masculin et l’âge, l’athérosclérose est favorisée par de nombreux 

autres facteurs de risque : antécédents CV familiaux et personnels, diabète, obésité, 

dyslipidémie, hypertension artérielle (HTA) dont certains sont évitables : tabagisme, 

sédentarité… Ces différents facteurs de risque sont décrits ultérieurement. 

 

 

I.1.3. Traduction clinique de la maladie athéroscléreuse 

La maladie athéroscléreuse peut se développer dès le stade fœtal. En effet, la strie 

lipidique, premier stade de la lésion athéroscléreuse, est retrouvée communément chez les 

nouveaux nés ainsi que chez les jeunes enfants [5]. Elle évolue ensuite lentement pendant 

plusieurs années le plus souvent de manière asymptomatique, en lésions complexes. Ces 

dernières peuvent progresser en plaques stables ou instables, susceptibles de se rompre et 

d’entraîner la formation d’un thrombus artériel obstruant la lumière vasculaire et responsable 

de graves complications.  

Les présentations cliniques de l’athérosclérose sont nombreuses et fonction de 

l’artère atteinte (figure 3): en effet, cette maladie peut toucher les artères cérébrales, 

coronaires ou des membres inférieurs et être à l’origine respectivement des accidents 

vasculaires cérébraux (AVC), de cardiopathies ischémiques (angor instable ou infarctus du 

myocarde) et enfin d’artériopathie oblitérante des membres inférieurs. 

                                                                     

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3 : L’athérosclérose, maladie des artères de gros et moyen calibre : schéma illustrant 

les différentes artères touchées 
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I.1.4. Siège préférentiel des lésions 

Les lésions athéroscléreuses se développent dans certains sites privilégiés des 

artères de gros et moyen calibre, notamment au niveau des zones de bifurcations et de 

courbures. 

 

Dans ces zones de forte contrainte mécanique, les forces de cisaillement ou « shear 

stress », paramètre hémorrhéologique déterminé par le flux sanguin, le diamètre des 

vaisseaux et la viscosité sanguine, sont très faibles et sont responsables de nombreuses 

modifications de l’expression génique, du métabolisme et de la morphologie des cellules 

endothéliales (figure 4). En effet, au contact d’un faible « shear stress », les cellules 

endothéliales présentent un phénotype proathérogène lié à une augmentation de 

l’expression de molécules d’adhésion et d’activation des monocytes et de la synthèse de 

molécules prothombogènes expliquant l’état procoagulant associé [6]. De plus dans ces 

zones, il existe une stase des éléments circulants et une exposition accrue de l’endothélium 

et de la paroi artérielle aux agents athérogènes, ce qui explique le développement 

préférentiel des lésions athéroscléreuses dans ces territoires [7].  

                                     

 

Figure 4 : Schéma représentatif de la localisation préférentielle des plaques 

d’athérosclérose au niveau de la paroi externe des bifurcations vasculaires en fonction des 

forces de cisaillement, d’après [6] 

Zones de ralentissement du flux                           

 faibles contraintes de cisaillement                             

= développement de plaques d’athérosclérose 
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I.2. Structure de la paroi artérielle normale 
 

La paroi artérielle est constituée de 3 couches concentriques morphologiquement 

distinctes appelées tuniques qui sont, de la lumière vers l’extérieur des artères : l’intima, la 

média et l’adventice (figure 5). 

L’intima est la tunique la plus interne et la plus fine ; elle est constituée d’une 

monocouche continue de cellules endothéliales reposant sur une membrane basale. 

L’endothélium vasculaire, interface physiologique entre le sang circulant et la paroi 

artérielle, joue un rôle important dans l’homéostasie vasculaire. Par exemple, il régule 

étroitement la vasorelaxation de par ses nombreuses propriétés vasorelaxantes [synthèse de 

facteurs tels que le monoxyde d’azote (NO) et la prostacycline (PGI2)] et vasoprotectrices via 

le NO (effets anti-oxydant, anti-inflammatoire, inhibiteur de l’adhésion et de l’aggrégation 

plaquettaire, anticoagulant et profibrinolytique…). La dysfonction endothéliale, caractérisée 

par la perte des propriétés vasculoprotectrices endothélium-dépendantes, est impliquée de 

façon précoce dans la physiopathologie de l’athérosclérose et en est une étape clé.  

 

Le sous-endothélium est composé de tissu conjonctif fibro-élastique et renferme 

quelques cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV) et quelques cellules du système 

immunitaire tels que les macrophages dérivés des monocytes sanguins circulants. C’est à 

partir de cette couche sous-endothéliale que se développent les lésions athéroscléreuses.  

L’intima est séparée de la média par une lamelle élastique interne (limitante élastique 

interne). 

 

La média, tunique intermédiaire et constituant principal de l’artère, est la plus épaisse 

des trois. Il s’agit de la partie musculaire de l’artère, elle contient essentiellement des CMLV 

et des constituants de la matrice extracellulaire (MEC) tels que des fibres élastiques, fibrilles 

d’élastine et de collagène.  

La limitante élastique externe (lamelle élastique externe) sépare la média de 

l’adventice. 

 

L’adventice, tunique la plus externe de la paroi vasculaire, est constituée de tissu 

conjonctif peu organisé (riche en collagène et en fibres élastiques) et de fibroblastes. Elle 

assure l’ancrage des artères aux structures avoisinantes. Elle est irriguée par des vaisseaux 

nourriciers, les vasa vasorum, système capillaire des vaisseaux de gros calibre, qui se 

prolongent dans la partie externe de la média.  
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Figure 5 : Représentation schématique de la paroi artérielle saine [8] 

 

 

I.3. Caractéristiques anatomo-pathologiques et classification 
histologique des lésions athéroscléreuses 

 

L’athérosclérose est une inflammation chronique de l’intima des artères qui se 

caractérise par une accumulation locale de lipides associée à l’infiltration de différents types 

cellulaires dans l’intima, engendrant des remaniements de celle-ci et constituant la 

« plaque » athéroscléreuse (figure 6) [9]. 

Ces lésions qui se développent en plusieurs étapes ont été classées en tenant compte du 

caractère évolutif dynamique de l’athérosclérose mis en évidence par de nombreuses études 

anatomo-pathologiques. La classification de l’AHA (American Heart Association) reconnaît 

ainsi six principaux types lésionnels de gravité croissante (tableau 1), chacun étant 

l’évolution du précédent [10] ; elle a été modifiée plus récemment par Virmani et coll. et 

Naghavi et coll. (tableau 1) [11, 12]. 
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Figure 6 : A : Comparaison de la structure d’une artère saine et d’une artère lésée par 
l’athérosclérose, illustrant le remaniement de la paroi artérielle.                
B : Coupe transversale d’une plaque d’athérosclérose fibrolipidique 
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Tableau 1 : Nomenclature et description des lésions d’athérosclérose aux différents stades 
évolutifs selon la classification de l’American Heart Association [13] 

 

Type de lésions et descriptif Age 
d’apparition 

Clinique 

Lésions 

précoces 

I. Lésion initiale Macrophages spumeux 

isolés (« foam cells ») 

Dès les 1ères  

semaines de 

vie - 15 ans 

Asympto-

matique 

II. Stries lipidiques  Accumulation de cellules 

spumeuses en amas 

dans la couche sous- 

endothéliale de l’intima 

III. Pré-athérome  Cellules spumeuses +++ 

et apparition de lipides 

extracellulaires 

après 20 ans 

Lésions 

avancées 

IV. Athérome Cœur lipidique 

(accumulation dense de 

lipides extracellulaires 

avec des fentes de 

cristaux de cholestérol) 

sans fibrose 

après 20 ans 

Sympto-

matique 

V. Fibrolipidique (Va)  

Vb: +calcifications 

Vc: cœur lipidique 

très réduit ou absent 

cœur lipidique 

(accumulation de cellules 

spumeuses d’origine 

principalement 

macrophagique et de 

CMLV) et chape fibreuse 

(CMLV et MEC) 
après 20 ans 

majorité 

d’individus 

après 40ans 

 

VI. Fibro-athérome 

compliqué 

VIa : ulcération 

VIb : hémorragie 

intraplaque 

VIc : thrombose 

 

 

Suite à une érosion ou 

une rupture de plaque 

VII. lésion calcifiée Nouvelle appellation de 

la lésion Vb 

VIII. Lésion fibreuse Nouvelle appellation de 

la lésion Vc 
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I.4. L’athérogenèse 
 

La formation de la plaque athéroscléreuse est un processus chronique complexe qui 

met en jeu différents acteurs cellulaires essentiellement les leucocytes inflammatoires et les 

CMLV. Elle est initiée par une inflammation locale en réponse à une agression des cellules 

endothéliales par différents mécanismes.  

 

I.4.1. Principales théories physiopathologiques  

Pendant très longtemps, la théorie lipidique a été mise en avant pour expliquer la 

pathogenèse de l’athérosclérose. Dès 1913, les travaux d’Anitschkov ont mis en évidence le 

rôle du cholestérol dans l’athérosclérose expérimentale. Ils ont montré que le lapin, soumis à 

un régime riche en lipides, développe des lésions d’athérosclérose, d’où l’hypothèse d’une 

infiltration et accumulation progressive et sténosante de lipides dans la paroi artérielle. 

Depuis les années 1970, une nouvelle théorie inflammatoire a émergé [14]. En effet, parmi 

les paradigmes récents concernant le développement de l’athérosclérose, l’inflammation est 

impliquée dans les différents stades de ce processus : dès l’initiation de la constitution de la 

plaque, à sa progression et à son instabilité responsable des complications aigües telles que 

la rupture de plaque et les hémorragies [9]. Le rôle primordial des monocytes/macrophages 

et d’autres éléments cellulaires dans toutes les étapes de formation de la plaque 

athéroscléreuse, témoigne de l’importance des processus inflammatoires dans la pathogénie 

de l’athérosclérose. 

 

I.4.2. Initiation 

La dysfonction endothéliale est un événement précoce de la physiopathologie de 

l’athérosclérose [9]. L’endothélium peut être lésé par différents mécanismes biochimiques 

(lipoprotéines), hémodynamiques (cisaillement, HTA), toxiques (tabac, inflammation).  

Durant la phase initiale de l’athérosclérose, s’observent des modifications de 

l’expression génique et du métabolisme des cellules endothéliales, induites notamment par 

les perturbations de flux sanguin au niveau des embranchements artériels. Ces modifications 

engendrent la perméabilisation de la paroi endothéliale. Les lipoprotéines de faible densité 

(LDL) s’accumulent dans l’espace sous-endothélial de l’intima des artères et subissent une 

étape d’oxydation, favorisant la dysfonction endothéliale. 

 



 

16 

 

L’endothélium, ainsi activé, va exprimer à sa surface des molécules d’adhésion (P-

sélectine, ICAM-1) qui participent au recrutement des leucocytes inflammatoires 

(polynucléaires neutrophiles, lymphocytes T et monocytes). Après leur extravasation ou 

diapedèse et transmigration dans l’intima, sous l’influence de facteurs chimioattractants 

comme MCP-1 (Monocyte Chimoattractant Protein 1), les monocytes circulants, sous l’action 

du M-CSF (Monocyte Colony Stimulating Factor), se différencient en macrophages. Ces 

derniers sont capables d’internaliser, de façon non régulée, les LDL oxydées (LDLox) via 

leurs récepteurs éboueurs (« scavenger »), SR-A et CD36 [15]. Ainsi, ces macrophages 

chargés massivement en lipides se transforment en cellules spumeuses (« foam cells ») qui 

participent à la constitution de la strie lipidique (« fatty streak »), premier stade de la lésion 

athéroscléreuse [16]. Ultérieurement, ces cellules spumeuses formeront le core lipidique de 

la plaque d’athérome (figure 7). 

 

 

 

Figure 7 : Suite d’événements générant la strie lipidique, adapté de [15] 
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I.4.3. Progression 

Toutes ces cellules infiltrées vont sécréter un grand nombre de cytokines pro-

inflammatoires telles que le TNFα, les interleukines IL-1β, IL-12, qui amplifient la réponse 

inflammatoire locale et le recrutement in situ d’autres leucocytes. Ces cytokines 

inflammatoires vont générer à la fois la croissance de la plaque et sa fragilisation.  

Les cellules infiltrées sécrétent également des facteurs de croissance tels que le 

PDGF (Platelet-Derived Growth Factor) qui stimulent la migration de l’intima vers la média et 

la prolifération des CMLV capables, elles aussi, de se transformer en cellules spumeuses 

(figure 8) [17].  

 

.  

 

 

 

 

 

Figure 8 : Chronologie de la formation des lésions athéroscléreuses. Stades 1 et 2 : 

infiltration et oxydation des LDL, stades 3 et 4 : recrutement et infiltration des monocytes, 

stades 5, 6, 7 et 8 : transformation des macrophages gorgés de lipides en cellules 

spumeuses, migration et prolifération des cellules musculaires lisses vasculaires (Extrait de 

[18]) 

 

Sous l’action du PDGF, les CMLV acquièrent un phénotype sécrétoire et perdent 

progressivement leur capacité contractile. En effet, elles acquièrent la capacité de 

synthétiser des protéines de la matrice extracellulaire (MEC) (fibrinogène, collagène), qui 

recouvrent la plaque athéroscléreuse d’une chape fibreuse, jouant un rôle stabilisateur de la 

plaque. L’infiltrat macrophagique va également exprimer des métalloprotéases (MMP) 

participant au devenir de la plaque. 

Les plaques athéroscléreuses peuvent être le siège d’intenses processus 

apoptotiques induits par l’inflammation locale avec la production de radicaux libres et par les 

LDLox toxiques accumulées [19]. L’apoptose des macrophages contribue à la croissance de 

la plage lipidique par accumulation des corps apoptotiques pour former le corps lipidique et 

nécrotique. La taille du corps nécrotique est proportionnelle au risque de rupture. 
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La plaque d’athérosclérose évolue progressivement sur plusieurs années. C’est 

essentiellement le phénotype de plaque (stable ou instable) qui informe de sa gravité. 

La plaque d’athérosclérose peut donc évoluer vers deux phénotypes : 

- le phénotype « stable » non dangereux : la plaque évolue vers un état fibreux. 

L’épaisseur de la chape fibreuse consolide la plaque. De plus, l’élargissement ou le 

remodelage artériel compensateur permet de maintenir un calibre vasculaire de taille 

suffisante pour permettre une circulation sanguine satisfaisante [20]. 

- le phénotype « instable » ou « vulnérable » qui est beaucoup plus dangereux avec 

un risque accru d’accident aigu par rupture de plaque  

 

I.4.4. Vulnérabilité de la plaque 

Le concept de « plaque vulnérable » désigne la plaque athéroscléreuse susceptible 

de se rompre et d’entraîner la formation d’un thrombus ou d’évoluer très rapidement [12]. 

Les plaques vulnérables sont donc responsables de la majorité des accidents CV aigus.  

Certains critères morphologiques permettent de définir les plaques vulnérables, plus 

facilement rompues qui sont caractérisées par un large infiltrat lipidique inflammatoire 

(constitué essentiellement de macrophages) recouvert d’une fine chape fibreuse qui le 

sépare de la lumière du vaisseau. Cette couche fibreuse constitue une barrière 

antithrombotique entre le core lipido-nécrotique fortement thrombogène (riche en facteur 

tissulaire) et les facteurs procoagulants circulants.  

 

L’instabilité de la plaque est exacerbée par les phénomènes inflammatoires associés 

à la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires et de facteurs de croissance et à l’activité 

d’enzymes lytiques telles que les MMP produites et libérées par divers types cellulaires de la 

plaque dont les macrophages/cellules spumeuses et les polynucléaires neutrophiles (PNN). 

La plupart des MMP sont connues pour leur capacité de dégradation et de remodelage des 

composants de la MEC, elles jouent donc un rôle important dans la fragilité de la plaque [21]. 

Au cours de l’athérosclérose, des taux élevés de MMP-9 plasmatique et tissulaire sont 

associés à l’instabilité de la plaque et constituent donc un risque plus élevé de syndromes 

coronariens aigus [22]. L’activité des MMP in vivo est contrôlée par des inhibiteurs 

endogènes spécifiques, les Tissue Inhibitor of Metalloproteinases (TIMP) et par d’autres 

antiprotéases telles que l’α2-macroglobuline [23] et le PAI-1 (Plasminogen Activator 

Inhibitor-1), inhibiteur de l’activité protéolytique de la MMP-9. De plus, la faible proportion de 
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CMLV (chape fibreuse mince) observée dans les plaques « instables » ne permet pas assez 

de renouveler les constituants de la MEC dégradés par les macrophages. 

 

Les plaques vulnérables sont également caractérisées par l’accumulation de cellules 

apoptotiques [19]. Des cycles inflammatoires répétés contribuent à l’apoptose de divers 

types cellulaires dont les macrophages, constituant ainsi, dans les lésions avancées, le core 

nécrotique qui déstabilise la plaque. De plus, l’apoptose des CMLV peut non seulement 

freiner leur extension et leur prolifération, limitant le développement sténosant de la plaque, 

mais aussi l’affaiblir en diminuant la synthèse fibreuse recouvrant et protégeant normalement 

cette plaque.  

 

D’autres facteurs peuvent contribuer à l’instabilité de la plaque. Certaines forces ou 

contraintes mécaniques, telles que le « shear stress » et des vasospasmes, sont 

responsables de la fragilisation de la plaque et peuvent déclencher la rupture soudaine de 

celle-ci. 

 

Enfin, la néoangiogenèse, processus permettant la formation et le développement de 

nouveaux vaisseaux souvent immatures, peut être responsable d’hémorragies intraplaques 

qui déstabilisent la plaque. Ces micro-hémorragies augmentent rapidement le volume et la 

pression dans la plaque et contribuent à la croissance du core lipidique par l’apport du 

cholestérol membranaire érythrocytaire [24]. Par ailleurs, cette néovascularisation participe 

également à l’exarcerbation de la réponse inflammatoire en permettant le recrutement et 

l’infiltration de nouvelles cellules inflammatoires [25]. 

  

Lorsque la rupture de plaque survient, les molécules prothrombotiques telles que le 

facteur tissulaire, contenues dans la plaque, sont libérées et sont mises en contact avec les 

facteurs de la coagulation plasmatique, aboutissant à un processus thrombotique. Le 

thrombus formé peut oblitérer que partiellemment la lumière vasculaire et être responsable, 

dans le territoire coronaire, de l’angine de poitrine instable. Malheureusement, dans certains 

cas, le thrombus obstrue complètement l’artère, responsable d’une ischémie aigüe du 

territoire en aval définissant ainsi, dans les coronaires, l’infarctus du myocarde (figure 9).  
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Figure 9 : Evolution progressive de la plaque d’athérosclérose vers un phénotype « stable » 
ou « vulnérable », adapté de [16] 

 

 

I.5. Techniques chirurgicales de revascularisation et prévention 
thérapeutique  

 

I.5.1. Le pontage aorto-coronarien  

Il s’agit du traitement chirurgical des lésions athéroscléreuses coronariennes 

sténosantes mises en évidence par coronarographie. Il est proposé lorsque le traitement 

médicamenteux ne suffit pas à réduire les symptômes de l'insuffisance coronarienne. Il 

constitue donc le traitement chirurgical de choix pour la prévention de l’infarctus du 

myocarde. 

Le pontage aorto-coronarien est réalisé lorsque les lésions sont nombreuses et/ou 

inaccessibles à une revascularisation par angioplastie ou lorsqu’il existe une obstruction de 

l’origine de l’artère coronaire gauche (tronc coronaire gauche), menaçant alors un territoire 

cardiaque de surface importante. Il consiste à contourner une artère coronaire dont la 

lumière est rétrécie par de l’athérome ou obstruée, en implantant un autre vaisseau en aval 

et en amont de cette dernière, afin de rétablir une circulation sanguine satisfaisante et 

d’éviter l’ischémie voire la mort du territoire cardiaque mal perfusé. Le pontage 

aorto-coronarien se fait soit par greffon veineux soit par greffon artériel (figure 10). Dans le 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Art%C3%A8re_coronaire
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premier cas l'intervention consiste à prélever un segment de veine au niveau des membres 

inférieurs (le plus souvent saphène interne du patient lui-même) et à l’implanter en amont et 

en aval du rétrécissement coronarien, de façon à réaliser un "pont" entre l’aorte et le(s) 

artère(s) coronaire(s) malade(s). 

Concernant les greffons artériels, l’artère radiale et l’artère mammaire interne (AMI) peuvent 

être utilisées. Les AMI donnent les meilleurs résultats à long terme. Elles sont généralement 

indemnes de maladie athéromateuse. Dans ce cas, l’AMI est dérivée de son parcours 

normal et est reliée directement à l'artère coronaire en aval du rétrécissement.  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10 : Origine artérielle ou veineuse des greffons utilisés dans les pontages 
coronariens, [26]  

 

 

I.5.2. L’angioplastie coronaire 

L’angioplastie, ou dilatation, coronaire cherche au contraire à réparer le vaisseau 

obstrué afin qu’il fonctionne de nouveau. Elle consiste à éliminer la plaque d’athérome avec 

ses débris et ses caillots qui obstruent le vaisseau, associé le plus souvent à la pose d’un 

stent actif ou non, auto-expansible ou expansible sur ballonnet. 

 

I.5.3. L’endartériectomie carotidienne  

L’endartériectomie carotidienne est l’une des interventions vasculaires les plus 

fréquemment pratiquées. Elle consiste à enlever la plaque d’athérome qui obstrue la carotide 

(figure 11). Elle concerne les plaques sténosantes d’origine athéromateuse touchant le plus 

communément la bifurcation carotidienne. Ces lésions entraînent un rétrécissement artériel 

avec réduction du flux sanguin et parfois des migrations d’embols responsables des AVC.  
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Figure 11 : Technique d’endartériectomie carotidienne, [27] 

                                              

 

I.5.4. Prévention : stabilisation de la plaque   

Différentes thérapeutiques existent pour prévenir les différents processus impliqués 

dans la physiopathologie de l’athérosclérose : 

- prévenir l’ulcération en diminuant le contenu lipidique et la composante 

inflammatoire par les statines, molécules hypocholestérolémiante (action inhibitrice sur 

l’HMG-CoA réductase, enzyme clé de la synthèse de cholestérol). 

 

- améliorer la fonction endothéliale par les inhibiteurs de l’enzyme de conversion 

(IEC) et les statines 

- prévenir la thrombose par les antiagrégants plaquettaires et les anticoagulants 

- diminuer l’inflammation par l’aspirine et les statines 

Sens de la dissection 

Extrémité inférieure de 
la plaque coupée 

Ablation de la plaque 
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II. LE MONOCYTE/MACROPHAGE : CELLULE CLE DE 

L’ATHEROSCLEROSE 
 

II.1. Origine cellulaire 
 

Les monocytes font partie du système des phagocytes mononucléés. Ils proviennent 

de progéniteurs très indifférenciés (CFU-GEMM), plus différenciés (CFU-GM puis CFU-M) et 

de précurseurs médullaires. La différenciation des CFU-GEMM en monocytes médullaires se 

déroule sur plusieurs jours (environ 4-5 jours). Les monocytes médullaires résident dans la 

moelle osseuse pendant 24 heures puis migrent dans le sang périphérique où ils séjournent 

de quelques heures à quelques jours, avant de migrer dans les tissus par diapedèse et de se 

différencier en macrophages tissulaires de durée de vie plus longue (figure 12). Les 

monocytes représentent moins de 10% des leucocytes sanguins circulants humains. 

 

 

 

 

Figure 12 : Schéma de maturation médullaire du monocyte 
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II.2. Fonctions physiologiques 
 

Les monocytes appartiennent aux cellules du système phagocytaire et jouent un rôle 

important dans les défenses innées et acquises de l’organisme.  

 

Les macrophages présentent des morphologies et acquièrent des compétences 

différentes en fonction des organes en lien avec leurs interactions avec la MEC et les autres 

types cellulaires (figure 13).  

 

 

 

Figure 13 : Système des phagocytes mononucléés 

 

 

Les macrophages participent à une multitude de fonctions physiologiques et de 

processus pathologiques. Ce sont des cellules immunitaires présentatrices d’antigènes via 

l’expression des molécules HLA de classe II, des cellules de lutte anti-infectieuse par 

libération d’agents bactéricides, des cellules « scavenger » par leur fonction de phagocytose 

et des cellules sources de nombreuses substances dont la sécrétion est souvent inductible 

par divers stimuli. Parmi ces substances, on trouve des cytokines (TNFα, IL-1, IL-6, IL-10, 

IL-12…), des chimiokines (MCP-1), des facteurs de croissance (G-CSF, GM-CSF, M-

CSF…), des substances cytotoxiques dérivées de l’oxygène, des protéases (élastase, 

MMP…), du collagène, de la fibronectine et du facteur tissulaire, cette liste n’étant pas 

exhaustive. 
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II.3. Rôle du macrophage au sein de la plaque athéroscléreuse 
 

Comme nous l’avons vu précédemment, les monocytes/macrophages sont les 

principales cellules inflammatoires impliquées dans les différentes étapes du développement 

des lésions athéroscléreuses [initiation, progression et instabilité (rupture de plaque)]. En 

effet, l’infiltration des monocytes dans l’espace sous-endothélial des artères, où ils se 

différencient en macrophages, est une étape clé de l’athérogenèse. Le rôle des 

macrophages dans l’athérosclérose peut s’expliquer par leur répertoire membranaire et 

sécrétoire (figure 14). 

 

 

II.3.1. Récepteurs membranaires 

 

Les macrophages possédent à leur surface membranaire divers récepteurs impliqués 

dans différentes voies métaboliques :  

 

- des « Toll like receptor » (TLR) impliqués dans la défense de l’hôte contre les 

microorganismes mais aussi dans le processus d’athérogenèse. L’expression 

macrophagique des TLR a été mise en évidence dans les lésions athéroscléreuses 

humaines et est accrue par les LDL oxydées [28].  

 

- des récepteurs « scavenger » tels que le CD36 et le SR-A qui jouent un rôle dans la 

phagocytose et l’élimination des cellules apoptotiques. Par l’intermédiaire de ces récepteurs, 

les macrophages captent et internalisent massivement les LDL oxydées accumulées dans 

l’espace sous-endothélial, pour se transformer par la suite en cellules spumeuses. Ces 

récepteurs ne sont pas sous le contrôle du contenu intracellulaire en cholestérol [15].  

 

 

 

II.3.2. Substances sécrétées 

 

Les macrophages sécrètent diverses substances impliquées dans le développement 

de la plaque athéroscléreuse :  

 

- des substances chimioattractantes telles que M-CSF et MCP-1 qui amplifient le 

recrutement d’autres monocytes au sein de la plaque, 
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- des facteurs de croissance tels que GM-CSF et M-CSF nécessaires au 

développement, à la prolifération et à la survie des macrophages et qui sont fortement 

surexprimés dans les plaques athéroscléreuses humaines [29].  

Les monocytes/macrophages sont au centre de la réaction inflammatoire qui conduit à la 

formation de la plaque d’athérosclérose, comme en témoigne l’absence quasi-totale de 

lésions athéroscléreuses chez les souris ApoE-/- déficientes en M-CSF, dépourvues de 

monocytes circulants [30]. 

 

- des cytokines pro-inflammatoires (IL-1β, IL-6, TNFα) et anti-inflammatoires (IL-10, 

TGF-β) en fonction du stade pathologique. La réaction inflammatoire résultante active 

localement les cellules vasculaires et les macrophages et entraîne la croissance et la 

fragilisation des lésions.  

 

 - des acteurs pro-angiogéniques tels que le VEGF (Vascular Endothelial Growth 

Factor) conférant aux macrophages un rôle important dans l’angiogenèse et la réparation 

tissulaire [31]. 

 

- des acteurs de l’hémostase tels que le facteur tissulaire (FT) ou l’inhibiteur de 

l’activateur du plasminogène (PAI-1).  

Le FT est l’initiateur principal de la voie extrinsèque de la coagulation : il se lie au facteur VII 

pour activer le facteur X ce qui entraîne la formation de thrombine (IIa) à partir de la 

prothrombine (facteur II) permettant de convertir le fibrinogène en fibrine, principal 

composant du caillot sanguin [32]. La différenciation en macrophages est à l’origine de 

l’augmentation de la production et de la sécrétion de FT et donc de l’activité procoagulante 

[33]. Cette sécrétion est fortement amplifiée sous l’action d’endotoxines telles que le 

lipopolysaccharide (LPS). L’activité biologique du FT est régulée par les Tissue Factor 

Pathway Inhibitor, TFPI et TFPI-2. En plus de ses propriétés sur la coagulation, le FT 

participe aux phénomènes inflammatoires, de migration, de prolifération cellulaire et 

d’angiogenèse très présents au sein de la lésion.  

Le PAI-1 est le principal inhibiteur de l’activateur tissulaire du plasminogène (t-PA) et de 

l’urokinase (u-PA), les activateurs du plasminogène, impliqués dans la fibrinolyse, processus 

de lyse de la fibrine. 

 

- des MMP (MMP-9) et autres enzymes protéolytiques (élastase) dégradant la MEC 

et responsables de l’instabilité des plaques athéroscléreuses [34]. 
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Figure 14 : Répertoire membranaire et sécrétoire du macrophage dans l’athérosclérose 

 

 

  

II.4. Hétérogénéité phénotypique et fonctionnelle des macrophages 
 

De récentes publications rendent compte de la diversité phénotypique et fonctionnelle 

de la population macrophagique en réponse à des signaux du microenvironnement 

(figure 15) [35, 36]. 

 

Les macrophages dit « classiques » ou M1 sont induits par des cytokines de type 

Th1, telles que l’interféron-gamma (IFN-γ) seul ou en association avec le LPS et l’IL-1β. Ces 

macrophages sont des cellules effectrices de lutte contre les microorganismes et produisent 

principalement des cytokines pro-inflammatoires telles que le TNFα, l’IL-6 et l’IL-12... [37]. 

 

Une seconde population de macrophages (dits macrophages « alternatifs ») a été 

décrite pour la première fois il y a une vingtaine d’années par l’induction par l’IL-4 du 

récepteur au mannose (MR, CD206 ou MRC1) à la surface des macrophages [38]. 

Aujourd’hui, ces macrophages sont désignés sous le terme de macrophages M2 et l’IL-13 a 

été décrite comme un autre inducteur des macrophages M2. Actuellement, il existe plusieurs 

sous-types de M2 (M2a, M2b et M2c) en fonction des signaux inducteurs, que nous ne 

décrirons pas ici. Ces macrophages M2 présentent des propriétés anti-inflammatoires et 

produisent des facteurs tels que l’IL-10 et l’antagoniste du récepteur à l’IL-1β (IL-1RA). 
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Divers marqueurs de M2 ont été décrits : forte expression membranaire du récepteur 

au Mannose, du CD163, et d’autres récepteurs « scavenger », sécrétion d’IL-1RA et d’IL-10, 

production de chimiokines dont AMAC-1 [39].  

Des études ont également montré que les macrophages « alternatifs » ou M2 

produisent divers composés impliqués dans la synthèse de la MEC, dont la fibronectine, 

suggérant leur rôle dans le remodelage et la réparation tissulaire [40]. Ces macrophages 

seraient également impliqués dans l’angiogenèse. Enfin, quelques études montrent qu’ils 

seraient associés à un effet athéroprotecteur : la libération de TGF-β par les macrophages 

M2 inhiberait le recrutement des cellules inflammatoires au sein de la plaque 

d’athérosclérose [41]. De plus, le TGF-β joue un rôle important dans le contenu en collagène 

de la plaque et donc dans sa stabilité [42]. 

Très récemment, le phénotype M4 a été décrit. Ces macrophages sont induits par le 

PF-4 (platelet factor 4 ou CXCL4). Ils présentent un transcriptome unique, distinct de celui 

des M1 ou des M2, et sont impliqués dans la réponse immune et le métabolisme lipidique 

[43]. 

Par ailleurs, la plasticité des macrophages a été décrite pour la première fois en 

2005 : ces cellules peuvent passer d’un phénotype M1 vers un phénotype M2 et vice versa, 

en fonction de signaux spécifiques [44]. Ce concept de plasticité a été étudié plus 

récemment dans un modèle d’athérosclérose expérimentale chez la souris [45]. 

L’existence et la fonction des différents sous-types de macrophages dans 

l’athérosclérose humaine sont peu connues. 

 

Figure 15 : Diversité fonctionnelle et phénotypique des macrophages 
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Récemment, il a été découvert que les sous-populations M1 et M2 coexistent dans la 

plaque athéroscléreuse humaine [46]. Les macrophages M2, identifiés par la présence du 

récepteur MR, sont localisés dans une zone distincte du core lipidique de la plaque. Cette 

information laisse supposer que l’athérosclérose est non seulement la conséquence d’une 

inflammation locale mais aussi celle d’une défaillance des mécanismes anti-inflammatoires 

de défense. 

 

 

A notre connaissance, il existe peu de données dans la littérature concernant le 

phénotype des sous-populations macrophagiques M1/M2 en termes de médiateurs 

impliqués dans le développement et le devenir de la plaque d’athérosclérose. 
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III. FACTEURS DE RISQUE CARDIOVASCULAIRE 
 

III.1. Définition 
 

Un facteur de risque cardiovasculaire peut être défini comme « un état clinique ou 

biologique qui augmente le risque ou la probabilité de survenue d’un événement 

cardiovasculaire donné » selon l’Agence Nationale d'Accréditation et d'Evaluation en Santé 

(ANAES, 2004). 

 

 

III.2. Principaux facteurs de risque cardiovasculaire 
 

Les facteurs de risque de l’athérosclérose ont été déterminés à partir de l’observation 

de populations au cours d’enquêtes prospectives. Parmi celles-ci, l’étude internationale 

MONICA (Multinational MONItoring of trends and determinants in CArdiovascular disease), 

coordonnée par l’OMS, a permis une meilleure réflexion sur la prévention cardiovasculaire. 

De même, en France, 2 enquêtes de population ont été réalisées à 10 ans d’intervalle (de 

1985 à 1987 et de 1995 à 1997) pour mesurer les facteurs de risque CV en Haute-Garonne, 

dans le Bas-Rhin et dans la région Lilloise. Ces enquêtes ont permis d’établir des 

corrélations entre l’évolution de l’incidence et de la mortalité des maladies CV et l’évolution 

des facteurs de risque CV et de mettre ainsi en évidence des éléments prédictifs de la 

survenue de complications liées à l’athérosclérose. 

 

L’athérosclérose est une maladie multifactorielle, favorisée par différentes situations 

physiologiques (âge), génétiques (sexe, hérédité), pathologiques (HTA, diabète, 

dyslipidémie), environnementales ou comportementales (habitudes de vie : alimentation 

riche en graisses, tabagisme, sédentarité, stress…).  

Ces différents facteurs de risque participent à la modulation de l’âge de survenue des 

lésions. De plus, la progression des lésions athéroscléreuses vers des formes compliquées 

dépend également de ces facteurs de risque CV. Par exemple, il a été montré une 

augmentation du contenu lipidique de l’athérome et de l’infitration macrophagique dans le 

tissu coronaire issu de patients diabétiques, suggérant une vulnérabilité plus importante des 

plaques athéroscléreuses chez ces patients [47]. 
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Certains facteurs peuvent être modifiables, ce qui les rend accessibles à des 

mesures de prévention. D’autres, comme l’âge, le sexe et les antécédents familiaux, ne sont 

pas modifiables. 

 

 les facteurs non modifiables 

III.2.1. Le sexe et l’âge 

Il est clairement établi que l’homme est nettement plus exposé que la femme (en 

période d’activité génitale) aux accidents CV et que le risque CV augmente avec l’âge. Les 

recommandations de l’HAS de 2005 proposent de considérer l’âge comme un facteur de 

risque à partir de 45/50 ans chez l’homme et de 55/60 ans chez la femme. L’incidence est 

similaire pour les deux sexes à partir de 65 ans. 

 

III.2.2. Les antécédents familiaux et personnels 

Seuls les antécédents de maladie coronaire précoce sont à prendre en compte, c’est 

à dire les infarctus du myocarde ou mort subite, avant 55 ans chez le père, ou chez un 

parent du premier degré de sexe masculin ou avant 65 ans chez la mère, ou chez un parent 

du premier degré de sexe féminin. 

 

 Les facteurs modifiables 

III.2.3. Le diabète   

Les diabètes insulino- (type 1) et non insulino-dépendants (type 2) constituent des 

facteurs de risque majeurs de l’athérosclérose. Le diabète de type 2 est le plus concerné 

puisqu’il est plus fréquent et touche des sujets en âge avancé pour lesquels d’autres facteurs 

de risque coexistent. En effet les patients avec un diabète de type 2 présentent le plus 

souvent d’autres perturbations (dyslipidémie, HTA…) entrant dans le cadre du syndrome 

métabolique associé à un excès de tissu adipeux abdominal. 

Le diabète est défini par une glycémie à jeun supérieure à 1,26g/L, vérifiée à 2 

reprises. L’hyperglycémie persistante du diabétique accélère la formation de produits de 

glycation avancés (AGE) responsables d’une inflammation artérielle favorisant ainsi le 

développement de l’athérosclérose [48]. Cette glucotoxicité se traduit également par 

l’induction du stress oxydatif impliqué dans l’oxydation des LDLs devenant ainsi plus 

athérogènes et par une production accrue de cytokines pro-inflammatoires [16]. 
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Plusieurs études ont montré que les patients diabétiques présentent un risque plus 

élevé de complications CV que les sujets non diabétiques (figure 16) [49, 50]. 
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Figure 16 : Incidence de diverses manifestations cliniques de l’athérosclérose : infarctus du 
myocarde (IDM) et accident vasculaire cérébral (AVC) et de la mortalité d’origine CV à 7 ans 
chez des patients diabétiques (n=1059) versus non diabétiques (n=1373), d’après [49] 

 

 

III.2.4. Les dyslipidémies 

Les lipides, en particulier le cholestérol, sont transportés dans la circulation sanguine, 

par différentes lipoprotéines classées selon leur densité, les VLDL et LDL (Very Low et Low 

Density Lipoprotein) et les HDL (High Density Lipoprotein). Ce sont les LDL, à forte teneur 

en cholestérol, qui sont pro-athérogènes ; elles sont responsables, sous leur forme oxydée, 

de l’initiation de l’inflammation lors de l’athérosclérose. En effet, elles s’accumulent dans 

l’intima et subissent une dégradation oxydative expliquant leur toxicité directe sur 

l’endothélium. On comprend alors pourquoi l’hypercholestérolémie est un facteur de risque 

majeur de l’athérosclérose et principalement le LDL-cholestérol (LDL-C).   

L’hypercholestérolémie est définie chez l’adulte par un taux de cholestérol sanguin supérieur 

à 1,4 g/L et un taux de LDL-C dont les objectifs à atteindre sont fonction des autres facteurs 

de risque associés. La compréhension des mécanismes moléculaires qui régulent la 

synthèse du cholestérol a permis le développement d’une classe de médicaments 

hypocholestérolémiants, les statines. Elles réduisent efficacement le taux de cholestérol 

plasmatique et significativement les risques de mortalité liés aux pathologies CV. 

 

 

* 

 

** 

 

** 

 
*  : p<0,01 
** : p<0,001 
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III.2.5. L’hypertension artérielle 

L’HTA est un autre facteur de risque principal de l’athérosclérose et est un problème majeur 

de santé publique. Sa prévalence a été estimée à 31% de la population francaise [51]. Elle 

est définie par une tension artérielle supérieure aux seuils de 140/90 mm Hg 

(systole/diastole).  

Les effets de la pression artérielle sur la paroi vasculaire sont complexes ; un des 

mécanismes proathérogènes peut être expliqué par l’angiotensine II (Ang II). En plus de ses 

propriétés vasoconstrictrices, l’Ang II augmente l’expression de cytokines proinflammatoires 

telles qu’IL-6 dans les CMLV ainsi que de la molécule d’adhésion VCAM-1 sur les cellules 

endothéliales [9]. 

  

 

III.2.6. Le tabagisme 

Le mécanisme d’action du tabac dans l’athérogenèse est complexe (figure 17). Les 

divers composés de la fumée de cigarette (monoxyde d’azote, nicotine…) ont un effet 

toxique direct sur l’endothélium artériel. Ils induisent un stress oxydatif important qui entraîne 

une peroxydation lipidique (modification oxydative des LDL) et un dysfonctionnement 

endothélial [52]. Par ailleurs, le tabac est un puissant facteur pro-thrombogène favorisant 

l’activation et l’agrégabilité plaquettaire et la libération du thromboxane A2.  

  

 

III.2.7. L’obésité viscérale 

Historiquement, la surcharge pondérale, caractérisée par l’accumulation de tissu 

adipeux, est définie par des catégories d’indice de masse corporelle (IMC = poids/taille2) : 

- IMC de 20 à 25 kg/m2 : poids normal 

- IMC de 25 à 30 kg/m2 : surcharge pondérale 

- IMC > 30 kg/m2 : obésité 

- IMC > 40 kg/m2 : obésité morbide 

Actuellement, l’obésité viscérale est appréciée par la mesure du tour de taille 

(>102cm chez l’homme et > 88cm chez la femme). Ce critère du syndrome métabolique, 
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plus spécifique, présente aujourd’hui un impact plus important sur le risque CV que la 

surcharge pondérale seule.   

L’obésité prédispose non seulement à la résistance à l’insuline et donc au diabète 

mais aussi à la dyslipidémie. Elle est associée à un risque accru de développement de 

pathologies CV d’origine athéroscléreuse. Le tissu adipeux est capable de sécréter de 

nombreuses adipokines dont la leptine et l’adiponectine ainsi que des cytokines pro-

inflammatoires telles que le TNFα et l’IL-6 (figure 17) [53]. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 17 : Implication de l’obésité (flèches noires) et du tabagisme (flèches rouges) dans le 
développement des maladies CV [53] 

 

 

III.2.8. La sédentarité et le manque d’exercice physique 

Nombreuses sont les études démontrant que la pratique d’activité physique est 

inversement proportionnelle à l’incidence des maladies CV.   

 

 

III.2.9. Autres 

D’autres facteurs de risque CV sont étudiés, notamment l’hyperhomocystéinémie et le taux 

de CRP plasmatique : 

- l’hyperhomocystéinémie : le taux d’homocystéinémie sérique est plus élevé chez les 

sujets porteurs d’artériopathie ou de coronaropathie que chez les sujets sains, 

- la CRP et autres molécules de l’inflammation (IL-6). 
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Dans ce travail, nous avons choisi de nous intéresser aux facteurs de risque CV 

principaux, utilisés dans plusieurs outils de calcul permettant d’évaluer le risque de décès 

des patients d’une pathologie CV dans les 10 ans [54]. 

 

 

 

III.3. Prévention des facteurs de risque cardiovasculaire 
 

Les mesures de prévention sont destinées à diminuer l’incidence de survenue 

ultérieure d’accident CV. On distingue la prévention primaire, qui concerne les individus 

indemnes de toute pathologie cardiaque ou vasculaire, cliniquement décelable, de la 

prévention secondaire. Cette dernière s’adresse aux patients ayant déjà présenté un 

accident CV et a pour objectif d’éviter la récidive d’accident chez le patient mais aussi de 

dépister les autres localisations de la maladie athéroscléreuse. 

 

Les actions de prévention sont nombreuses : sevrage tabagique ; traitement et 

contrôle de l’HTA, du diabète, des dyslipidémies ; maîtrise du poids ; reprise d’une activité 

physique régulière…  
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IV. LA RECHERCHE BIOMEDICALE EN FRANCE 
 

Ce travail de thèse s’inscrit dans le cadre d’un protocole clinico-biologique. 

 

La recherche biomédicale est devenue indispensable pour l’amélioration des 

connaissances en matière de santé humaine. Longtemps cantonnée au domaine 

thérapeutique de façon à permettre la mise sur le marché de nouvelles molécules, elle a été 

étendue à d’autres objectifs : cognitif, diagnostique et épidémiologique ; elle permet en effet 

une meilleure compréhension de la physiopathologie des maladies humaines et sert à 

développer la prévention, le diagnostic et le traitement de ces maladies.  

 

 

IV.1. Cadre légal et réglementaire 
 

Les dispositions légales et réglementaires encadrant la recherche biomédicale sur la 

personne humaine trouvent leur fondement dans la loi n°88-1138 du 20 décembre 1988, dite 

loi Huriet-Sérusclat (du nom des co-rapporteurs de la loi au Sénat). 

La loi Huriet-Sérusclat, relative à la protection des personnes qui se prêtent à des 

recherches biomédicales, fut la première loi de bioéthique en matière de recherche et a 

constitué un tournant majeur dans l’encadrement des recherches biomédicales en France. 

Cette loi a proclamé la primauté de la protection des personnes et a affirmé l’obligation d’un 

consentement libre et éclairé. Elle a par ailleurs défini le statut des 2 acteurs principaux de 

cette recherche biomédicale : le promoteur et l’investigateur et a institué les Comités 

Consultatifs de Protection des Personnes dans la Recherche Biomédicale (CCPPRB), 

depuis remplacés par les Comités de Protection des Personnes (CPP). 

La modification majeure apportée à cette loi résulte de la loi n°2004-806 du 9 août 

2004 relative à la politique de santé publique et publiée au Journal Officiel le 11 août 2004. 

Elle rappelle que l’intérêt des personnes qui se prêtent à la recherche biomédicale doit 

prévaloir sur les intérêts de la science et de la société. Elle renforce les rôles des autorités 

compétentes. 

 

La recherche biomédicale est définie par le Code français de la Santé Publique 

(CSP) comme « une recherche organisée et pratiquée sur l’être humain en vue du 

développement des connaissances biologiques ou médicales ». Elle est autorisée en 

France, sous réserve du respect des dispositions des articles L.1121-1 et suivants du CSP. 
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 Conditions d’expérimentation 

 

Une recherche ne peut être envisagée sur l’être humain que si certaines conditions 

sont réunies : 

 

- la recherche doit se fonder sur le dernier état des connaissances scientifiques et sur 

une expérimentation préclinique suffisante, 

 

- le risque prévisible encouru par les personnes qui se prêtent à la recherche doit être 

hors de proportion avec le bénéfice escompté pour ces personnes ou l’intérêt de 

cette recherche, 

 

- la recherche doit viser à étendre la connaissance scientifique de l’être humain et les 

moyens susceptibles d’améliorer sa condition, 

 

- la recherche doit avoir été conçue de telle façon que soient réduits au minimum la 

douleur, les désagréments ou tout autre inconvénient prévisible lié à la maladie ou à 

la recherche,  

 

- le promoteur du protocole clinico-biologique doit recevoir un avis favorable du CPP et 

l’autorisation de l’Agence française de sécurité sanitaire des produits de santé 

(AFSSAPS), 

 

- la personne qui se prête à la recherche doit donner son consentement écrit après 

avoir reçu l’information sur cette étude. Cette information doit être adaptée à sa 

capacité de compréhension. Elle doit concerner l’objectif, la méthodologie, la durée 

de l’étude, les bénéfices attendus et les contraintes ; le droit de refuser de participer à 

cette recherche ou de retirer à tout moment son consentement, l’interdiction de 

participer simultanément à une autre étude et la période d’exclusion de participation 

(article L.1122-1 du CSP). Ces informations communiquées doivent être reprises 

dans un document écrit remis à la personne dont le consentement est sollicité. 
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IV.2. Acteurs principaux de la recherche biomédicale 
 

 La personne qui se prête à la recherche est la personne qui accepte de participer à 

l’étude. 

 

 Le promoteur est la personne physique ou morale (établissement public) qui prend 

l’initiative d’une recherche biomédicale sur l’être humain, qui en assure la gestion et 

qui vérifie que son financement est prévu. 

 

 L’investigateur est la personne physique qui dirige et surveille la réalisation de la 

recherche. Celle-ci peut être confiée à plusieurs investigateurs. 

 

 Les comités de protection des personnes (CPP) 

Les CPP, qui remplacent désormais les CPPRB, sont des acteurs majeurs du 

nouveau dispositif d’encadrement de la recherche biomédicale. La loi du 9 août 2004 leur 

confie, en effet, un rôle de co-décideur dans l’autorisation des recherches biomédicales.  

L’article L.1123-6 du code de la santé publique informe ainsi qu’ « avant de réaliser une 

recherche biomédicale sur l’être humain, le promoteur est tenu d’en soumettre le projet à 

l’avis du CPP compétent pour le lieu où l’investigateur exerce son activité ». Ainsi, toute 

recherche ne peut être mise en œuvre qu’après l’avis favorable des autorités compétentes 

(CPP et AFSSAPS). 

Ces comités, agréés par le ministre de la santé au niveau régional, rendent leur avis 

« sur les conditions de validité de la recherche, notamment au regard de la protection des 

personnes, l’exhaustivité et l’intelligibilité des informations écrites à fournir ainsi que la 

procédure à suivre pour obtenir le consentement éclairé, la pertinence de la recherche, 

l’adéquation entre les objectifs poursuivis et les moyens mis en œuvre »… (article L.1123-7 

du code de la santé publique). 

Ils sont composés de manière « à garantir leur indépendance et la diversité des 

compétences dans le domaine biomédical et à l’égard des questions éthiques, sociales, 

psychologiques et juridiques », comme le précise l’article L.1123-2 du CSP. 

Les comités sont également sollicités en cas de constitution d’une collection d’échantillons 

biologiques humains. 

 

 L’Agence française de sécurité sanitaire des produits de santé (AFSSAPS) 

Il s’agit de l’autorité compétente qui délivre l’autorisation de débuter une recherche 

biomédicale. C’est à cette autorité que doit être déclarée toute collection d’échantillons 

biologiques humains (article L.1123-8 et L.1123-12 du CSP). 
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IV.3. Constitution du dossier de protocole de recherche clinique 
 

Le dossier, soumis aux autorités compétentes précédemment citées, doit contenir 

différentes informations : 

- titre complet de la recherche 

- identité et coordonnées du promoteur 

- liste du ou des investigateurs (Curriculum vitae mentionnant le n° d’inscription à 

l’ordre des médecins, qualifications…) 

- justification et rationnel de l’étude 

- hypothèse principale de l’étude et objectifs 

- description de l’étude :  

 méthodologie 

 lieux et durée de l’étude 

 modalités de recrutement des personnes (critères d’inclusion et d’exclusion) 

et procédure mise en œuvre afin d’informer et de recueillir le consentement 

de ces personnes ou de leurs représentants légaux 

 nombre prévu de personnes à inclure dans la recherche 

 procédures d’investigation menées  

 bénéfices escomptés et risques prévisibles liés aux procédures d’investigation 

de la recherche 

- responsabilités légales : le promoteur doit souscrire un contrat d’assurance 

garantissant sa responsabilité civile et celle de tout intervenant à l’étude, 

conformément à l’article L.1121-10 du CSP  

- moyens financiers prévus pour la recherche. 
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CHAPITRE II : OBJECTIFS 
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Même si différentes théories ont émergé pour expliquer la physiopathologie de 

l’athérosclérose, il est maintenant clairement établi que les monocytes/macrophages jouent 

un rôle clé dans l’apparition des lésions athéroscléreuses et leur devenir. Cependant, les 

mécanismes moléculaires complexes impliqués dans ce processus pathologique restent à 

être précisés.  

Récemment, les sous-populations de macrophages M1 et M2 ont été décrites dans 

les plaques d’athérosclérose humaines mais leurs fonctions respectives ne sont pas encore 

bien définies. Notre hypothèse est que ces sous-populations de macrophages infiltrés 

exercent, selon leur polarisation, des propriétés pro- et/ou anti-athérogènes, qui affectent 

l’évolution de la pathologie et la survenue d’événements CV. 

Bien que de nombreuses études aient permis une meilleure caractérisation de ces 2 

sous-populations, peu de données sont disponibles sur les profils d’expression des 

macrophages M1/M2 pour des acteurs et médiateurs prépondérants de l’athérosclérose. 

Par ailleurs, l’athérosclérose est une pathologie chronique évolutive, dont la 

progression vers des lésions instables plus sévères dépend largement des facteurs de 

risque CV du patient. A notre connaissance, il existe peu de données dans la littérature 

concernant l’impact des différents facteurs de risque CV sur le phénotype des 

sous-populations macrophagiques M1/M2 dans le cadre de l’athérosclérose. 

Dans un tel contexte, les objectifs de ce travail sont : 

 d’analyser le niveau d’expression et/ou de sécrétion de différents médiateurs 

impliqués dans la physiopathologie de l’athérosclérose : cytokines inflammatoires (IL-

1β) et anti-inflammatoires (IL-10), acteurs de la coagulation (FT et ses inhibiteurs 

TFPI et TFPI-2, PAI-1), médiateurs pro-angiogéniques (VEGF) et protéases 

(MMP-9), au sein des 2 sous-populations macrophagiques M1 et M2 afin de mieux 

les caractériser. Les macrophages sont différenciés in vitro et dérivent des 

monocytes isolés de prélèvements sanguins issus de 2 populations distinctes de 

sujets (sujets sains vs patients athéroscléreux).  

 d’étudier l’influence des principaux facteurs de risque CV sur ces profils d’expression 

des macrophages M1/M2 dans l’athérosclérose. 

 

La réalisation de ce travail devrait nous permettre de mieux comprendre 

l’hétérogénéité fonctionnelle des macrophages dans l’athérosclérose et de déterminer 

l’impact du phénotype cardiométabolique des patients athéroscléreux sur ces 

sous-populations macrophagiques M1/M2. 



 

42 

 

CHAPITRE III : 
MATERIEL ET METHODES 
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I. Protocole OPAL-2 
 

Ce travail de thèse s’inscrit dans le cadre du protocole clinico-biologique OPAL-2 

(OPtimized management of Atherosclerosis in various Localizations), approuvé par le Comité 

de Protection des Personnes (CPP11-15 n°2010-A01401-38) et dont le promoteur et 

l’investigateur principal sont respectivement, le CHRU de Lille et le Professeur B. Jude. 

Cette étude pilote monocentrique, réalisée dans les services de Chirurgie Vasculaire 

et de Chirurgie Cardiaque du CHRU de Lille, permet l’inclusion de patients majeurs 

volontaires devant bénéficier respectivement d’une endartériectomie carotidienne (groupe 

plaque carotidienne, C) et/ou d’un pontage aorto-coronaire (groupe artère mammaire, M). 

L’étape d’inclusion, débutée en 2011, est prévue sur 3 ans.  

 Inclusion des patients 

Elle est réalisée par les chirurgiens vasculaires et cardiaques de l’Hôpital 

Cardiologique du CHRU de Lille. Lors de la consultation chirurgicale préopératoire (visite 

d’inclusion), les patients reçoivent les informations nécessaires portant sur l’étude et leur 

consentement écrit est recueilli. Les critères de non inclusion à cette étude sont les 

suivants : patient mineur, objectifs et contraintes de l’étude non expliqués au patient, refus 

de signer le consentement éclairé de participation à l’étude, patient participant déjà à une 

recherche biomédicale, femmes enceintes, allaitantes ou parturientes, personnes privées de 

liberté par une décision judiciaire ou administrative, personnes hospitalisées sans 

consentement et enfin personnes majeures faisant l’objet d’une mesure de protection légale 

ou incapable d’exprimer leur consentement. 

Un cahier d’observation anonymisé est rempli par le chirurgien qui réalise le geste et 

par l’investigateur. Ce cahier recueille les principales données clinico-biologiques d’intérêt 

pour notre étude, décrites ultérieurement (exemplaire du cahier de recueil individuel en 

annexe 1). 

 Prélèvement et traitement des échantillons biologiques 

Prélèvements sanguins 

Les échantillons sanguins sont prélevés après le consentement du patient, le jour du 

geste opératoire, avant anesthésie et à jeun. Divers dosages biologiques sont 

réalisés (figure 18). La numération formule sanguine, le dosage du fibrinogène, le bilan 

lipidique ainsi que la glycémie sont réalisés le jour même dans divers laboratoires du Centre 
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de Biologie Pathologie (CBP) du CHRU de Lille. Le reste des prélèvements sanguins est 

aliquoté et conservé à -80°C pour analyse ultérieure par séries. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 18 : Nature des prélèvements sanguins du protocole OPAL-2 et dosages biologiques 
réalisés 

 

 

 

Pièces opératoires 

Les pièces d’endartériectomie carotidienne et/ou les résidus d’artères mammaires 

utilisés pour le pontage sont répartis dans des tubes spécifiques (figure 19) : 

- congélation dans l’azote liquide pour l’isolement ultérieur des macrophages et des 

CMLV par microdissection laser (en collaboration avec l’UMR 1011, B. Staels) et 

l’extraction des ARN, 

- incubation dans du sérum physiologique pour la mise en culture puis conservation 

des CMLV. 
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Figure 19 : Nature des prélèvements opératoires et techniques prévues 

 

 

II. Cohorte de patients 
 

Notre étude a concerné une majorité de patients athéroscléreux pris en charge par 

les services de chirurgie cardiovasculaire du CHRU de Lille et inclus dans le protocole 

OPAL-2 au cours de la première année. Une deuxième cohorte de sujets adultes a été 

étudiée en parallèle : il s’agit de volontaires sains ne prenant pas de traitement 

médicamenteux et ayant donné leur consentement éclairé autorisant la réalisation de 

prélèvements sanguins à des fins de recherche. 

 

III. Echantillons 
 

Echantillons sanguins 

Les échantillons sanguins prélevés sur tubes héparinés, dédiés à la culture cellulaire, 

(environ 15ml) sont obtenus des patients athéroscléreux inclus dans le protocole OPAL-2. Le 

prélèvement sanguin a lieu avant la chirurgie à jeun. Concernant notre population témoin 

(volontaires sains), le prélèvement a également été réalisé à jeun. 
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Echantillons d’endartériectomie 

Les pièces opératoires sont rapidement (dans les 15 minutes après 

l’endartériectomie), congelées dans l’azote liquide et conservées à -80°C.  

 

IV. Méthode 
 

IV.1. Isolement des monocytes sanguins  
 

La technique de préparation des monocytes est dérivée de celle de Boyum [55]. Les 

PBMC (Peripheral blood mononuclear cell) ou cellules lympho-monocytaires sont isolées à 

partir de 15ml de sang périphérique dilué au demi dans du PBS 1X (Gibco,BRL)/EDTA 0,1% 

(Sigma), par centrifugation sur Ficoll (d=1,077, Eurobio), selon un gradient de densité (figure 

20). 

 

 

 

                                                   

Figure 20 : Etape d’isolement des PBMC par centrifugation sur Ficoll 

 

Après récupération de l’anneau de PBMC et deux lavages successifs en 

PBS 1X/EDTA 0,1% et en PBS 1X à 370g, 10 minutes, à 20°C, le culot de cellules 

mononucléées est mis en suspension dans du milieu RPMI 1640 (Gibco) dit de base [avec 

du tampon Hepes 25 mM (Gibco), supplémenté en L-Glutamine 2mM (Gibco, BRL), 

pénicilline 20U/ml (Gibco, BRL), streptomycine 20μg/ml (Gibco, BRL) et pyruvate de sodium 

1mM (Gibco, BRL)].  

La numération des monocytes est réalisée par coloration Giemsa et la viabilité des 

cellules est évaluée sur cellule de Malassez par la méthode d’exclusion au bleu Trypan 

(Invitrogen). La pureté cellulaire est vérifiée après dépôt de la suspension de PBMC sur lame 

de verre par cytocentrifugation (250tr/min, 3min). Les lames sont ensuite colorées au May-

Grünwald-Giemsa (MGG) et lues au grossissement x500 et les différentes populations 
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cellulaires (polynucléaires neutrophiles, éosinophiles, basophiles, lymphocytes et 

monocytes) sont identifiées sur critères morphologiques. 

Les PBMC sont ensuite ensemencées à raison de 500 000 monocytes par puits dans 

1ml de milieu RPMI de base sur un support plastique traité Primaria® (plaques 24 puits, 

Invitrogen) qui favorise l’adhérence des monocytes. Les cellules sont laissées en contact 

avec le support pendant 1h30, à 37°C, sous une atmosphère humide à 5% de CO2, temps 

nécessaire à l’adhésion des monocytes. Après l’incubation d’1h30, les cellules non 

adhérentes sont éliminées par deux lavages en PBS 1X. 

 

IV.2. Différenciation in vitro des monocytes sanguins en 
macrophages. 

 

La différenciation des monocytes sanguins en macrophages est induite 

immédiatement après isolement par divers milieux de culture (figure 21). Les conditions 

étudiées sont réalisées en duplicate. Les différenciations M1 et M2 sont induites 

respectivement par l’IL-1β (Peprotech) et l’IL-4 (Peprotech) à la concentration finale dans le 

puits de 10ng/ml dans du RPMI+10% sérum humain AB.  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 21 : Conditions de culture et de différenciation des monocytes en macrophages 

 

Après 7 jours de culture, les cellules sont réincubées avec 1ml de RPMI de base 

(sans sérum) pendant 24 heures.  
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A J8, les surnageants sont récupérés, ultracentrifugés à 12 000g pendant 12 minutes, 

aliquotés puis congelés à -80°C. Un puits de chaque duplicate est mis en présence de 1ml 

de RPMI de base, condition « état basal », l’autre puits est mis en présence de LPS (Sigma) 

à la concentration finale dans le puits de 100ng/ml, condition « activation ». Après 1h30 

d’activation, les surnageants sont récupérés, ultracentrifugés, aliquotés puis congelés à 

-80°C (figure 22). Les cellules sont ensuite traitées avec 1ml de TRIZOL® (Invitrogen) puis 

congelées à -80°C pour l’extraction d’ARN.  

 

 

 

 

Figure 22 : Schéma de plaque 

 

IV.3. Mesure de l’expression des gènes par réaction de 
polymérisation en chaine (PCR) quantitative de type TaqMan® 

 

IV.3.1. Extraction des ARN totaux 

Après lyse des macrophages avec 1ml de Trizol® (Invitrogen) et ajout de 0,2ml de 

chloroforme, le mélange est soigneusement vortexé puis centrifugé à 12 000g à 4°C pendant 

15 minutes. Les ARN totaux, recueillis dans la phase aqueuse supérieure, sont précipités 

par ajout de 0,5 ml d’isopropanol. Après incubation à -20°C pendant au moins 2 heures et 

centrifugation à 12 000g à 4°C pendant 30 minutes, les culots d’ARN sont lavés dans 1ml 

d’éthanol à 75% froid, centrifugés à 7500g à 4°C pendant 5 minutes, séchés à l’air libre puis 

dissous dans 12,5μl d’eau traitée par RNAse inhibitor. Les ARN sont ensuite utilisés pour la 

transcription inverse ou conservés à -80°C.  

IV.3.2. Transcription inverse des ARN totaux en ADNc 

L’ADN complémentaire (ADNc) est obtenu à partir de 4µl d’extrait d’ARN totaux par 

reverse transcription (coffret High Capacity cDNA, Applied Biosystems).  

Pour chaque échantillon, un mélange est préparé à base de tampon RT 10X (4µl), de 

dNTP (désoxyribonucléotides) à 100mM (1,6µl), d’amorces aléatoires 10X (4µl), de 

transcriptase inverse à 50U/µl (2µl) et d’eau dans un volume final de 40µl. Quatre microlitres 

d’ARN totaux sont ajoutés au 20µl du mélange et incubés à 25°C pendant 10 minutes puis à 

MDM 
Témoin 

M1 

(IL-1β) 

M2 

(IL-4) 

Basal 

Activation par LPS 1h30 à J8 

RPMI 
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Q

3’

5’ 3’

5’

R

R
Q

3’

3’ 5’

5’

R
Q

37°C pendant 2 heures. Les ADNc sont ensuite dilués au 1/2,5 dans de l’eau stérile et 

utilisés immédiatement pour la PCR quantitative ou conservés à -20°C.  

IV.3.3. PCR TaqMan® quantitative  

La PCR quantitative est basée sur la mesure en temps réel de l’émission de 

fluorescence proportionnelle à la quantité d’amplicons générés au cours de la PCR, reflet de 

la quantité d’ARN présente initialement dans l’échantillon. Le signal de fluorescence devient 

significativement supérieur à celui du bruit de fond à partir d’un nombre de cycles 

d’amplification qui définit un seuil ou Ct (Critical Threshold ou seuil critique), et suffisamment 

bas pour que les courbes d’amplification soient en phase exponentielle. Le Ct est 

inversement proportionnel à la quantité d’ADNc spécifique du gène d’intérêt et permet 

d’évaluer le taux d’expression du gène. 

Cette technique est réalisée par un automate TaqMan® (7900HT Fast Real-Time 

PCR System, Applied Biosystems). 

Principe : il repose sur l’utilisation d’une sonde spécifique oligonucléotidique couplée 

en 5’ à un fluorophore émetteur (reporter) et en 3’ à un suppresseur (quencher) qui inhibe 

l’émission du reporter lorsqu’ils sont proches dans l’espace : c’est une sonde TaqMan® 

initialement non fluorescente. Ces sondes doublement marquées ainsi que les amorces 

spécifiques utilisées s’hybrident à une séquence cible. Le couplage des amorces sens et 

anti-sens ainsi que l’action de la Taq polymérase vont permettre d’amplifier l’ADNc par 

formation d’ADN double brin. La Taq polymérase, de par son activité 5’->3’ exonucléasique, 

hydrolyse la sonde hybridée à sa cible spécifique lors de l’étape d’élongation des amorces. 

Ce clivage libère le fluorophore, qui émet un signal de fluorescence à chaque cycle 

d’amplification (figure 23). 

 

 

 

 

 

 

Figure 23 : Principe de la PCR quantitative par la méthode TaqMan® (R: reporter, Q: 

quencher) 
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Les oligonucléotides constituant les sondes de nos gènes d’intérêt ont été choisis en 

tenant compte du fait que la sonde s’hybride sur deux exons successifs empêchant 

l’amplification d’ADN génomique (tableau 2).  

Méthodologie : Quatre microlitres de produit de RT sont déposés dans chaque puits 

d’une plaque de 96 puits en présence de 16µl d’un mélange composé de 10µl de Master Mix 

contenant la Taq polymérase, le MgCl2 et les dNTP (Applied Biosystems), de 1µl de mélange 

commercial (Applied Biosystems) contenant les amorces sens et anti-sens et la sonde 

TaqMan®, spécifiques du gène d’intérêt et de 5µl d’eau. 

L’amplification est réalisée selon le protocole suivant :  

- 50°C, 2 minutes  

- 95°C, 10 minutes 

- 50 cycles comprenant une étape de dénaturation (95°C, 15 secondes) puis une étape 

combinant hybridation et élongation réalisée à une température identique (60°C, 

1 minute), la sonde ne pouvant être clivée lors de l’extension des amorces que 

lorsqu’elle est hybridée à son brin complémentaire. 

Les réactions de PCR sont réalisées en duplicate et une moyenne des Ct est calculée pour 

chaque échantillon. 

Tableau 2 : liste des amorces et sondes TaqMan® utilisées 

Gène 

testé 

Référence ou séquence amorces + sonde (5’ – 3’) Fournisseur 

TNFα Hs00174128_m1 

Applied 

Biosystems 

IL-6 Hs00985639_m1 

IL-1RA Hs00893625_m1 

MR Hs00267207_m1 

IL-1β Hs01555410_m1 

IL-10 Hs00961622_m1 

MMP-9 Hs00234579_m1 

FT Hs00175225_m1 

PAI-1 Hs01126604_m1 

TIMP-1 Hs00171558_m1 

TFPI Amorce sens : GACTCCGCAATCAACCAAGGT 
Amorce anti-sens : CTGTCTGCTGGAGTGAGACACC 

Sonde : FAM-CAGCCTTTTTGAATTTCACGGTCCCTCA-MBG 

TFPI-2 Amorce sens : GCAACGCCAACAATTTCTACAC 
Amorce anti-sens : CGGCAAACTTTGGGAACTTTT 

Sonde : FAM-TTGCGACGATGCTTGCTGGAGG-TAMRA 

VEGF Amorce sens : TTGGGTGCATTGGAGCCT 
Amorce anti-sens : GCTGCGCTGATAGACATCCAT 

Sonde : FAM-CCATGCCAAGTGGTCCCACGCT-TAMRA 

Abelson Amorce sens : TGGAGATAACACTCTAAGCATAACTAAAGGT 
Amorce anti-sens : GATGTAGTTGCTTGGGACCCA 

Sonde : FAM-CCATTTTTGGTTTGGGCTTCACACCATT-TAMRA 
Eurogentec 
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Normalisation de l’expression des résultats : la quantification de l’expression des 

gènes est calculée par la méthode comparative des Ct. Elle permet de comparer, à la fois 

pour le gène de référence, gène constitutif (Abelson) et pour le gène d’intérêt, les valeurs de 

Ct des échantillons patients versus les Ct du calibrateur, correspondant ici à un échantillon 

patient qui est repris à chaque série pour se prémunir de toute variabilité inter-séries et 

permettant de comparer les échantillons entre eux. 

Les résultats sont exprimés sous la forme : 2-ΔΔCt où ΔΔCt = ΔCt (échantillon) – ΔCt (calibrateur) 

ΔCt (échantillon) correspond à une valeur de Ct pour chaque échantillon rapportée au gène de 

référence et le ΔCt (calibrateur) correspond à la valeur de Ct du calibrateur rapportée au gène de 

référence. 

 

 

IV.4. Dosages ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) dans 
les surnageants de macrophages 

 

Ces dosages immunoenzymatiques sont basés sur les interactions spécifiques 

antigène – anticorps, en utilisant 2 anticorps dirigés contre des épitopes différents de la 

protéine à doser. Les surnageants de macrophages sont incubés avec l’anticorps primaire 

coaté sur les parois d’une microplaque de 96 puits. Après élimination du surnageant et 

plusieurs lavages, l’anticorps secondaire polyclonal couplé à la peroxydase est ajouté. 

L’activité de la peroxydase est révélée par le substrat chromogène TMB 

(tétraméthylbenzidine). La réaction est stoppée par l’ajout d’une solution d’acide sulfurique 

1M et l’intensité de coloration est évaluée par mesure de l’absorbance à 450nm à l’aide d’un 

spectrophotomètre (figure 24). La concentration de la protéine d’intérêt est déterminée à 

partir d’une courbe d’étalonnage réalisée à partir de dilution d’un standard de concentration 

connue en protéine. 

Les concentrations de TFPI et de PAI-1 dans les surnageants de culture des 

macrophages M1 et M2 ont été déterminées à l’aide de trousses commerciales Quantikine® 

(R&D Systems Inc.) suivant les instructions du fournisseur. Les produits de la réaction ont 

été lus avec un spectrophotomètre lecteur de microplaques (ELx808, BioTek). Les kits 

utilisés ont un seuil de détection de 2,2 pg/ml et de 0,06 ng/ml pour respectivement le TFPI 

et le PAI-1. 
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Figure 24 : Principe du dosage ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay), selon R&D 

Systems Inc. 

 

Concernant le dosage de la MMP-9 active, nous avons utilisé la trousse commerciale 

Fluorokine® (R&D Systems Inc.), basée sur la protéolyse d’un substrat spécifique par 

l’enzyme active, à doser. Ce clivage libère du quencher, le fluorophore qui émet un signal de 

fluorescence mesuré par un fluorimètre (MFX, Dynex technologies, Inc.) (figure 25). Ce kit a 

un seuil de détection moyen de 0,005 ng/ml (0,002 - 0,01). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 25 : Principe de la technologie Fluorokine®, selon R&D Systems Inc. 
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IV.5. Dosages biologiques des marqueurs circulants 
 

IV.5.1. Exploration glycémique (glycémie, HbA1c et insulinémie) 

La glycémie à jeun a été déterminée le jour du prélèvement par la technique 

enzymatique de référence (hexokinase) avec détection spectrophotométrique sur Modular 

(Roche Diagnostic) dans le service de Biochimie automatisée du CBP du CHRU de Lille.  

L’hémoglobine A1 glyquée (HbA1c) a été dosée, à partir de sang EDTA total, par la 

technique CLHP (Chromatographie Liquide Haute Performance) en échange d’ions 

(VARIANTTM II TURBO, Biorad) dans le laboratoire de Biochimie, secteur des protéines du 

CBP. Elle constitue le reflet de la glycémie moyenne des 2 à 3 mois précédant le 

prélèvement, il s’agit donc du paramètre le plus objectif du contrôle glycémique à moyen 

terme. 

L’insulinémie est dosée dans le sérum par technique ELISA à l’aide d’une trousse 

commerciale Quantikine® (R&D Systems Inc.). 

 

IV.5.2. Bilan inflammatoire (CRPus et IL-6) 

La CRPus (ultra-sensible) sérique est dosée par technique néphélémétrique sur 

automate (BNTM II, Siemens) dans le secteur des protéines du laboratoire de Biochimie. Le 

dosage de la CRP dans les valeurs basses au cours de l’inflammation chronique à bas bruit, 

générée notamment par les phénomènes d’athérogenèse, trouve son intérêt dans le 

dépistage et l’évaluation du risque CV en prévention primaire. Un taux de CRPus < 1 mg/ml 

est associé à un risque faible, un taux compris entre 1 et 3 mg/ml à un risque modéré et un 

taux > 3 mg/ml est associé à un risque élevé. Par ailleurs, l’association de ce dosage à 

d’autres facteurs de risque (bilan lipidique) augmente sa valeur prédictive. En revanche, sa 

valeur pronostique dans le suivi de patients ayant subi un accident CV, donc en prévention 

secondaire, comme c’est le cas dans notre étude (patient athéroscléreux) est en cours 

d’évaluation. 

Les taux circulants d’IL-6 sont déterminés par technique ELISA à l’aide d’une trousse 

commerciale Quantikine® (R&D Systems Inc.). 
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IV.5.3. Exploration lipidique  

Les concentrations sériques des triglycérides (TG), du cholestérol total et du HDL-cholestérol 

(HDL-C) ont été déterminées par méthode enzymatique colorimétrique en point final à la 

lipase pour les TG et à la cholestérol estérase pour le cholestérol. Ces analyses ont été 

réalisées sur automate Architect® (Abbott) dans le secteur des lipides du laboratoire de 

Biochimie. Le taux sérique de LDL-C a été calculé à partir des valeurs des 3 paramètres 

précédents selon la formule de Friedwald. 

 

IV.5.4. Marqueurs du syndrome métabolique 

L’adiponectine et la leptine, 2 adipokines, ont été dosées, respectivement, à partir de sérums 

et de plasmas citratés par technique ELISA sur plaque à l’aide d’une trousse commerciale 

Quantikine® (R&D Systems Inc.). 

 

 

IV.6. Constitution d’une base de données clinico-biologiques des 
patients 

 

Pour chacun des patients inclus dans le protocole OPAL-2, diverses données 

biologiques sont accessibles concernant les bilans inflammatoire, glycémique et lipidique. 

Ces données ont été extraites du logiciel informatique Molis V4 des laboratoires du Centre 

de Biologie Pathologie du CHRU de Lille. 

Concernant les données d’intérêt pour notre étude, à savoir les données 

démographiques (sexe, âge), cliniques (symptomatologie artérielle ischémique AVC, 

coronopathie, artériopathie des membres inférieurs), les facteurs de risque CV (antécédents 

CV familiaux et personnels du patient, tabagisme, diabète, dyslipidémie, HTA…) et les 

informations sur le traitement médicamenteux suivi par le patient, elles sont recueillies lors 

de l’inclusion, la veille du geste chirurgical, par le chirurgien dans un cahier d’observation 

anonymisé. Toutes ces informations issues des cahiers d’observation ont été vérifiées et 

complétées par la consultation des dossiers cliniques des patients, puis récoltées pour 

constituer la base de données clinico-biologiques de ce protocole. Une partie de ces 

données a été exploitée dans le cadre de ce travail. 
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IV.7. Exploitation statistique des données 
 

Les résultats sont présentés sous la forme de moyenne (écart-type) ou de nombre 

(pourcentage) selon le type de variables. L’étude statistique des résultats est réalisée à l’aide 

de tests statistiques non paramétriques, le test de Wilcoxon pour les échantillons appariés, 

de Mann-Whitney pour les variables quantitatives et de Kruskal-Wallis pour la comparaison 

de plusieurs groupes entre eux (plus de 2 groupes). Les corrélations entre les différentes 

variables continues sont évaluées à l’aide du coefficient de corrélation de Spearman. Les 

analyses statistiques sont réalisées à l’aide du logiciel Statview (version 4.5). Les tests sont 

considérés comme statistiquement significatifs lorsque p<0,05. Les graphiques sont réalisés 

avec le logiciel GraphPad Prism 5.02 ou Excel 2007. 
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CHAPITRE IV : RESULTATS 
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I. DESCRIPTION DE POPULATION 
 

Notre cohorte de patients athéroscléreux, décrite ci-dessous, est constituée de 35 

patients inclus dans le protocole OPAL-2. Nous avons analysé, en parallèle, 10 échantillons 

sanguins de sujets sains qui constituent dans cette étude le groupe contrôle. 

 

I.1. Données démographiques 
 

 Age lors de l’inclusion 

La moyenne d’âge des patients lors de leur inclusion est de 64 ± 9 ans. Le sujet 

inclus le plus jeune est âgé de 47 ans et le plus âgé de 84 ans. Comme nous pouvons 

l’observer sur la figure 26, près de 60% des patients inclus ont moins de 65 ans. 

 

 

Figure 26 : Répartition de l’âge des patients lors de l’inclusion dans le protocole OPAL-2 
 

 Sexe 

Les femmes ne représentent que 20% des sujets inclus ce qui est en accord avec les 

données de la littérature qui soulignent que les hommes sont plus fréquemment touchés que 

les femmes par la maladie athéroscléreuse.  

 

I.2. Données cliniques 
 

 Répartition par service 

Parmi ces patients inclus, hospitalisés dans des services de chirurgie cardiaque ou 

vasculaire, 24 sujets (69%) ont bénéficié d’un pontage aorto-coronarien et 13 (37%) sujets 
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ont bénéficié d’une endartériectomie carotidienne ; parmi ces patients, 2 ont subi une double 

intervention et ont séjourné dans le service de chirurgie cardiaque (figure 27). 

 

 

Figure 27 : Répartition des sujets inclus dans le protocole OPAL-2 par type de chirurgie 

 

 

 Groupe « carotide » : patients bénéficiant d’une endartériectomie carotidienne (n=13) 

Dans ce groupe, seulement 2 patients ont présenté une symptomatologie liée à la 

présence de lésions athéroscléreuses carotidiennes (AVC). Les plaques étaient 

asymptomatiques pour les autres patients inclus dans ce groupe.  

Concernant la carotide ayant fait l’objet de l’endartériectomie carotidienne, il s’agit dans 8 

cas sur 13 de la carotide droite. L’imagerie (échographie ou IRM des troncs supraaortiques) 

a permis de déterminer le pourcentage de sténose, évaluée en moyenne à 78% et 

d’apprécier l’aspect morphologique des lésions carotidiennes : thrombus, calcification ou 

resténose. Ces dernières données ne sont pas disponibles pour tous les patients. Il sera 

possible lors de l’étude macroscopique et immunohistochimique ultérieure des plaques de 

préciser les caractéristiques des lésions.   

 

Quatre patients (soit 31%) ont déjà été opérés de la carotide controlatérale qui présentait 

souvent les mêmes caractéristiques morphologiques. 

Dans la moitié des cas environ (6/13, 46%), ces patients ont des antécédents coronariens. 

Parmi ces patients, un tiers sont suivis pour infarctus du myocarde (IDM), un patient a 

bénéficié d’un pontage coronaire et 3 d’une angioplastie. 

Enfin, près de la moitié (6 patients) souffrent d’artériopathies oblitérantes des membres 

inférieurs (AOMI). 
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 Groupe « Mammaire » : patients bénéficiant d’un pontage aorto-coronarien (n=24) 

Certains des patients inclus dans ce groupe ont des antécédents d’IDM (9 cas), déjà 

traités par angioplastie (dans 56% des cas).  

Le pontage aorto-coronarien est programmé pour tous les patients inclus. Il est 

indiqué dans plusieurs situations pathologiques : ischémie silencieuse (46%), angor stable 

(38%) ou instable (16%). 

La coronarographie a permis de mettre en évidence le nombre de vaisseaux 

sténosés et leur localisation avant le geste chirurgical. Les patients de ce groupe ont été 

regroupés en fonction de la sévérité de leur maladie athéroscléreuse, notamment en fonction 

du nombre de vaisseaux sténosés (tableaux 3 A et B). Sept patients soit 30% des patients 

ont une fraction d’éjection du ventricule gauche réduite (≤ 50%).  

 

Tableau 3 : Répartition des patients selon les données coronarographiques                   
A : nombre de vaisseaux sténosés,  
B : nature des vaisseaux sténosés (IVA : artère intraventriculaire antérieure, Cx : artère 
circonflexe, Dte : artère coronaire droite, TC : tronc commun) 
 

Sévérité de 

l’athérosclérose 

Nombre de 

vaisseaux sténosés 

Nombre de 

patients (%) 

modérée 

1 5 (21) 

2 5 (21) 

sévère 

3 12 (50) 

4 2 (8) 

 

Nature des vaisseaux 

sténosés 

Nombre de 

patients (%) 

IVA 23 (96) 

Cx 16 (67) 

Dte 13 (54) 

TC Gauche 4 (17) 

A 

B 
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I.3. Principaux facteurs de risque cardiovasculaire 
 

Les principaux facteurs de risque d’athérosclérose ont été recherchés chez les 

patients inclus. Leur fréquence est rapportée dans le tableau 4. En général, les patients 

cumulent plusieurs facteurs de risque. 

 

Tableau 4 : Fréquence des principaux facteurs de risque CV chez les 35 patients inclus 
dans le protocole OPAL-2 
 

Facteurs de risque cardiovasculaire n (% de patients) 

Diabète 15 (43) 

HTA 27 (77) 

Tabagisme (actif ou sevré) 26 (74) 

Dyslipidémie 29 (83) 

Obésité  

           IMC > 30 kg/m2  

           Tour de taille > 102cm (n=21) 

 

11 (31) 

10 (55) 

Syndrome métabolique                               18 (51) 

 

Tous les patients diabétiques inclus sont de type 2.  

Les patients sont divisés en 2 groupes selon la présence ou non d’un syndrome 

métabolique (Smet) dans chacun des groupes (Mammaire ou Carotide) : groupes M1 et C1 

présentant un SMet et groupes M2 et C2 ne présentant pas de SMet. Les patients définis 

comme SMet+ doivent présenter au moins 3 des 5 critères suivants : un tour de taille >102 

cm (hommes)/>88 cm (femmes), une glycémie à jeun ≥1,1 g/l ou un diabète traité, un taux 

de triglycérides ≥1,5 g/l, un taux d’HDL-cholestérol <0,4 g/l (hommes)/<0,5 g/l (femmes) ou 

une dyslipidémie traitée, une pression artérielle ≥130/85 mmHg ou une HTA traitée (selon le 

NCEP-ATP III). 

 

 

I.4. Données biologiques et traitements au moment de l’inclusion 
 

 Marqueurs de l’équilibre glycémique  

Nous retrouvons bien des taux d’HbA1c plus importants chez les patients diabétiques 

(figure 28), suggérant un traitement peu équilibré. Les recommandations de l’HAS, en 

vigueur dans la stratégie thérapeutique des patients diabétiques, ont retenu un objectif 

d’HbA1c ≤ 6,5%. Ces patients sont pour la majorité d’entre eux traités par voie orale par 
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biguanide seul ou en association avec un sulfamide hypoglycémiant ou une glitazone. Une 

minorité (13%) est traitée par insuline injectable.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 28 : Taux d’HbA1C selon la présence ou non d’un diabète.                                            
L’objectif d’HbA1c recommandé par l’HAS figure sous la forme d’un trait vert 

Nous observons des taux de glucose sanguin et d’hémoglobine glyquée plus élevés 

chez les patients présentant un syndrome métabolique (groupes M1 et C1) (figure 29). 

Rappelons que l’hyperglycémie à jeun (≥1,1g/L) est un des critères du Smet.  

 

 

      

 

 

 

 

 

 

 

Figure 29 : Marqueurs de l’équilibre glycémique selon les groupes de patients,   
  M : Mammaire, C : Carotide, 1 : SMet+, 2 : SMet-                

Le seuil de 1,1g/L de glycémie est représenté par un trait orange 

 

 Marqueurs de dyslipidémie 

Nous n’observons pas de différence significative pour les taux sanguins de 

triglycérides et d’HDL-C entre les différents groupes de patients (figure 30).  

Parmi les thérapeutiques hypolipémiantes disponibles, les statines sont les plus 

souvent prescrites en monothérapie ; de rares associations avec les fibrates (agonistes des 

récepteurs nucléaires PPARα, action principalement hypotriglycéridémiante) et l’Ezetrol  

(inhibiteur de l’absorption intestinale du cholestérol) ont été observées dans notre cohorte de 

patients athéroscléreux. Dans certains cas, les statines sont utilisées en prévention primaire. 
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Figure 30 : Marqueurs lipidiques selon les groupes de patients, M : Mammaire, C : Carotide, 
1 : SMet+, 2 : SMet-, test de Kruskal-Wallis, p= 0,64 (TG), p=0,48 (HDL-C) 

 

 Marqueurs du syndrome métabolique 

Les taux des 2 principales adipocytokines, l’adiponectine et la leptine sont 

semblables entre les différents groupes de patients (respectivement, p = 0,73 et p= 0,48, test 

de Kruskal-Wallis) (figure 31). 

M
1

M
2

C
1

C
2

0

5000

10000

15000

Groupes de patients

A
d

ip
o

n
e
c
ti

n
e
 (

n
g

/m
L

)

   

leptine

M
1

M
2

C
1

C
2

0

50000

100000

Groupes de patients

le
p

ti
n

e
 (

p
g

/m
L

)

 

Figure 31 : Marqueurs du syndrome métabolique selon les groupes de patients,                          
M : Mammaire, C : Carotide, 1 : SMet+, 2 : SMet-, 

 

 Hypertension artérielle  

Chez les patients souffrant d’HTA, différentes thérapeutiques sont utilisées : les 

inhibiteurs de l’enzyme de conversion (IEC) chez 69% d’entre eux, les bétabloquants (85%), 

les Sartans, antagonistes des récepteurs de l’angiotensine II (27%), les inhibiteurs calciques 

(23%) et/ou diurétiques (27%). Dans la majorité des cas (60%), le traitement consiste en une 

bithérapie dont la plus utilisée est l’association d’un IEC avec un bétabloquant. 
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II. VALIDATION DES ISOLEMENTS ET CULTURES 

CELLULAIRES 
 

II.1. Isolement des PBMC 
 

Concernant l’isolement des PBMC, la technique, mise en place au cours de mon 

Master 2, nous permet d’obtenir une viabilité supérieure à 94%, une pureté cellulaire 

supérieure à 90% et un rendement de plus de 58%, ce qui est satisfaisant.     

 

 

II.2. Validation de la culture des macrophages dérivés des 
monocytes (MDM) 

 

Selon les données de la littérature, différents stimuli peuvent induire in vitro la 

différenciation M1/M2 des macrophages. Nous avons choisi les plus couramment utilisés, 

soit l’IL-1β et l’IL-4, pour induire respectivement les phénotypes M1 et M2.  

 

Pour l’IL-4, nous avons choisi une concentration de 10ng/ml correspondant à la 

concentration la plus utilisée dans la littérature. Pour l’IL-1β nous avons testé différentes 

concentrations et avons choisi une concentration de 10ng/ml. C’est à cette concentration que 

nous avons obtenu à J8 le ratio (expression du TNFα, marqueur M1/ expression de l’IL1-RA, 

marqueur M2) le plus élevé (figure 32). 

                           

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 32 : Ratio de l’expression des marqueurs M1 (TNFα) et M2 (IL-1RA) dans les 

cultures de macrophages dérivés des monocytes différenciés par différentes concentrations 

d’IL-1β, n=2 à 4 
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Nous réalisons systématiquement à la fin des cultures de MDM un contrôle 

morphologique et phénotypique de nos cellules. 

 

 

- Contrôle morphologique des MDM 

A J7, nous observons des morphologies compatibles avec les descriptions de la littérature à 

savoir pour les macrophages M1 des cellules allongées alors que pour les M2 nous 

observons des cellules plus rondes, granuleuses et présentant des spicules (figure 33). 

 

 

                                       

 

 

 

 

 

 

Figure 33 : Photos prises au microscope à contraste de phase (Gx200) des MDM après 
incubation de 7j dans du milieu additionné d’IL-1β [10ng/ml] (A) ou d’IL-4 [10ng/ml] (B) 

 

 

- Contrôle phénotypique des MDM : 

L’étude d’expression des marqueurs de caractérisation M1/M2 en biologie 

moléculaire nous a permis de valider les profils M1/M2 (figure 34). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 34: Expression relative à J8 des marqueurs M1 (TNFα) (A) et M2 (MR (B) et IL-1RA 

(C)) par les MDM différenciés par l’IL-1β [10ng/ml] ou l’IL-4 [10ng/ml], n=8, * : p<0,05. 
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III. PROFIL D’EXPRESSION DES MACROPHAGES M1/M2 
 

III.1. MDM de patients athéroscléreux 
 

 L’expression de différents médiateurs impliqués dans la physiopathologie de 

l’athérosclérose a été étudiée au sein des 2 sous-populations macrophagiques M1 et M2, 

différenciées in vitro à partir des monocytes sanguins de patients athéroscléreux inclus dans 

le protocole OPAL-2 (tableau 5).  

 

 

Tableau 5 : Expression relative de différents médiateurs de l’athérosclérose dans les 
macrophages M1 et M2, induits in vitro, à partir des monocytes sanguins de patients 
athéroscléreux, n=35 
 

Marqueurs / types de macrophages M1 M2 p 

Marqueurs de caractérisation  

M1 TNFα 4,1 (4,8) 3,2 (5,1) 0,002 

M2 
MR 8,9 (5,9) 14 (11) 0,0002 

IL-1RA 40 (44) 86 (45) <0,0001 

Médiateurs de l’athérosclérose  

Equilibre 

inflammatoire 

IL-1β 2,7 (4,0) 1,6 (4,8) <0,0001 

IL-10 0,38 (0,33) 1,3 (1,1) <0,0001 

Acteurs de 

l’hémostase 

FT basal 4,0 (7,0) 2,4 (2,1) 0,04 

FT (+LPS) 19 (34) 8,4 (11,4) 0,001 

TFPI 2,6 (1,3) 3,2 (1,9) 0,003 

FT/TFPI 2,2 (2,9) 1,1 (1,3) 0,001 

PAI-1 10 (11) 4,4 (5,3) <0,0001 

Angiogenèse 

VEGF 0,52 (0,24) 0,78 (0,37) 0,0001 

TFPI-2 0,04 (0,08) 0,01 (0,01) 0,003 

VEGF/TFPI-2 61 (101) 345 (307) 0,0009 

FT/TFPI-2 240 (260) 2190 (4350) <0,0001 

Protéolyse 

MEC 

MMP-9 460 (370) 29 (55) <0,0001 

TIMP-1 58 (30) 29 (21) <0,0001 

MMP-9/TIMP-1 12 (11) 1,66 (2,77) <0,0001 

MMP-9/TFPI-2 38800 (38800) 11800 (16500) 0,003 

MMP-9/PAI-1 74 (76) 13 (27) <0,0001 
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Nous observons que parmi les médiateurs étudiés, ceux significativement plus 

fortement exprimés dans les macrophages M1 sont l’IL-1β, le facteur tissulaire (avant et 

après activation par le LPS), le PAI-1, le TFPI-2, la MMP-9 et le TIMP-1, son principal 

inhibiteur ainsi que les ratios de la MMP-9 rapportée à ses divers inhibiteurs physiologiques 

MMP-9/TIMP-1, MMP-9/TFPI-2 et MMP-9/PAI-1.  

En ce qui concerne les macrophages M2, l’IL-10, le TFPI et le VEGF sont 

significativement plus fortement exprimés dans ce sous-type de macrophages et les ratios 

VEGF/TFPI-2 et FT/TFPI-2 y sont augmentés. 

 

 

Pour comprendre ces différences d’expression retrouvées dans ces 2 types de 

macrophages et savoir si ces profils d’expression sont spécifiques de la maladie 

athéroscléreuse, nous avons étudié l’expression de ces mêmes médiateurs dans les 

macrophages M1 et M2, dérivés de monocytes sanguins de sujets sains. 

 

 

 

III.2. MDM de sujets sains    
 

 Nous avons donc analysé de la même manière les MDM de sujets sains (tableau 6). 

Les macrophages M1 des sujets sains, expriment les mêmes marqueurs que ceux 

retrouvés dans les M1 des patients athéroscléreux (IL1β, PAI-1, TFPI-2, MMP-9 et ses 

différents ratios) hormis la voie du facteur tissulaire à l’état basal (FT et ratio FT/TFPI). En 

effet, après activation par le LPS, les M1 des sujets sains expriment significativement plus de 

facteur tissulaire que les M2.  

 

De la même façon, les macrophages M2 des sujets sains expriment plus fortement le 

VEGF (et augmentation des ratios VEGF/TFPI-2 et FT/TFPI-2) par rapport aux macrophages 

M1, tout comme ceux des patients athéroscléreux. Cependant, chez ces sujets sains, nous 

ne notons pas de différence significative d’expression de l’IL-10 et du TFPI entre les 

macrophages M1 et M2, à la différence des patients athéroscléreux. 
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Tableau 6 : Comparaison de l’expression relative de différents médiateurs de 
l’athérosclérose dans les macrophages M1 vs M2, induits in vitro, à partir de monocytes 
sanguins issus de sujets sains, n=10 
 

Marqueurs  p (M1 vs M2) Expression 

préférentielle 

Marqueurs de caractérisation   

M1 TNFα 0,04 M1 

M2 
MR 0,005 M2 

IL-1RA <0,005 M2 

Médiateurs de l’athérosclérose   

Equilibre 

inflammatoire 

IL-1β 0,005 M1 

IL-10 0,14  

Acteurs de 

l’hémostase 

FT 0,58  

FT (après activation par LPS) 0,04 M1 

TFPI 0,88  

FT/TFPI 0,33  

PAI-1 0,04 M1 

Angiogenèse 

VEGF 0,005 M2 

TFPI-2 0,008 M1 

VEGF/TFPI-2 0,008 M2 

FT/TFPI-2 0,01 M2 

Protéolyse MEC 

MMP-9 0,005 M1 

TIMP-1 0,05 M1 

MMP-9/TIMP-1 0,005 M1 

MMP-9/TFPI-2 0,02 M1 

MMP-9/PAI-1 0,005 M1 

 

 

 

III.3. Profil de sécrétion des macrophages M1 et M2 
 

Afin de confirmer les résultats obtenus en ARN, nous avons réalisé, dans les 

surnageants de culture des 2 sous-types de MDM de patients athéroscléreux, les dosages 

protéiques de certains médiateurs, notamment ceux impliqués dans l’hémostase (PAI-1 et 

TFPI) et le remodelage extracellulaire (MMP-9). 

 

 



 

68 

 

Nous observons une sécrétion de PAI-1 et de MMP-9 plus importante par les M1 vs 

M2 à J8, soit après 24h en présence de milieu de culture sans sérum après 7 jours de 

culture (p= 0,0001, pour les 2). Le TFPI, quant à lui, est significativement plus fortement 

sécrété par les M2 à J8 (p=0,02) (figure 35). 
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Figure 35 : Production et libération du PAI-1, MMP-9 et TFPI dans les surnageants de 

culture des macrophages différenciés à partir des monocytes sanguins, n=22, test de 

Wilcoxon,  * : p<0,05 ; *** : p<0,001  

*** 

*** 
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IV. INFLUENCE DES PRINCIPAUX FACTEURS DE RISQUE 

CARDIOVASCULAIRE sur l’expression des médiateurs de 

l’athérosclérose dans les M1/M2 

 

Nous avons choisi de nous intéresser aux 6 principaux facteurs de risque CV : 

diabète, dyslipidémie, HTA, tabagisme, sexe et âge [54] ainsi qu’au Smet regroupant 

plusieurs de ces facteurs de risque. 

 

 

 

IV.1.  Diabète 
 

Tous les médiateurs étudiés dans les M1 et M2 de patients athéroscléreux ont été 

comparés entre les sujets diabétiques et les sujets non diabétiques. Parmi ces médiateurs, 

seuls ceux, dont l’expression est modulée par le diabète, figurent dans le tableau 7.  

 

Nous observons que les macrophages M2 des patients diabétiques expriment plus 

faiblement l’IL-1RA, marqueur de caractérisation de cette sous-population. Chez les sujets 

diabétiques, le TFPI-2 est significativement plus faiblement exprimé dans les M1 par rapport 

aux sujets non diabétiques. De plus, les ratios VEGF/TFPI-2 et MMP-9/TFPI-2 sont plus 

élevés dans les M1 des diabétiques par rapport aux M1 de sujets non diabétiques.  

 

Tableau 7 : Association entre le diabète et l’expression relative de certains médiateurs de 
l’athérosclérose dans les 2 sous-populations macrophagiques M1 et M2, n=35 
 

Marqueur 
Sous-

population 

DIABETE 

- + p 

IL-1RA M2 100 (47) 68 (36) 0.05 

TFPI-2 M1 0.060 (0.010) 0.012 (0.009) 0.02 

VEGF/TFPI-2 M1 26 (21) 120 (150) 0.01 

MMP-9/TFPI-2 M1 35100 (46400) 44600 (22600) 0.03 

 

 

Nous avons voulu connaître si les différences entre les M1 et M2 observées chez les sujets 

diabétiques étaient reliées aux marqueurs biologiques de ce facteur de risque. 
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Corrélation entre l’expression des médiateurs significatifs dans le diabète et les marqueurs 

biologiques de l’équilibre glycémique 

 

Nous observons une corrélation positive entre le ratio MMP-9/TFPI-2 dans les M1 et 

l’hémoglobine glyquée (figure 36). 
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Figure 36 : Corrélation entre le ratio MMP-9/TFPI-2 dans les macrophages M1 et 

l’hémoglobine glyquée, selon le test de Spearman, n=35, rho=0,411 et p=0,024 

De plus, nous observons une tendance concernant une corrélation positive entre 

l’insulinémie et l’expression du TFPI-2 dans les M1 (rho=0,311, p=0,0847). 

Nous ne retrouvons pas, par ailleurs, de lien entre l’expression des divers médiateurs au 

sein des M1 et M2 et la glycémie à jeun des patients. 

 

 

 

IV.2. HTA et tabagisme 
 

Nous ne mettons pas en évidence de relation entre ces 2 facteurs de risque CV et les 

profils d’expression des M1 et M2. 

 

 

 

IV.3. Dyslipidémie 
 

La dyslipidémie, définie dans notre étude, regroupe diverses anomalies quantitatives 

du profil lipidique (hypoHDL, hyperLDL et /ou hyperTG). Lorsque l’on distingue les patients 

athéroscléreux selon la dyslipidémie telle que définie précédemment, nous n’observons pas 

de différence significative d’expression des divers médiateurs étudiés au sein des M1 et M2, 

entre les patients non dyslipidémiques et les patients présentant une dyslipidémie. 
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Cependant, nous montrons plusieurs corrélations entre l’expression de certains 

médiateurs et certains paramètres biologiques de l’équilibre lipidique dont 

l’hypercholestérolémie de type LDL et l’hypertriglycéridémie (tableau 8). 

 

Tableau 8 : Corrélation entre l’expression des médiateurs de l’athérosclérose et les 
marqueurs biologiques de l’équilibre lipidique, selon le test de Spearman, n=35 
 

Marqueur 
Sous-

population 

HyperLDL 

rho p 

TNFα M2 0,420 0,02 

TFPI-2 M2 -0,389 0,05 

FT/TFPI-2 M2 0,424 0,04 

 

Marqueur 
Sous-

population 

HyperTG 

rho p 

TFPI 
M1 0,502 0,004 

M2 0,437 0,01 

TIMP-1 
M1 0,334 0,05 

M2 0,417 0,02 

 

 

IV.4. Syndrome métabolique  
 

Les médiateurs étudiés ont été comparés en fonction de la présence ou non d’un 

Smet. Seuls les médiateurs dont l’expression est significativement différente entre les 2 

sous-groupes de patients figurent dans le tableau 9. 

Tableau 9 : Association entre le syndrome métabolique et l’expression relative de certains 
médiateurs de l’athérosclérose dans les 2 sous-populations macrophagiques M1 et M2, n=35 
 

Marqueur 
Sous-

population 

Syndrome métabolique 

- + p 

TFPI-2 M1 0,065 (0,104) 0,013 (0,010) 0,02 

FT/TFPI-2 M1 180 (220) 310 (280) 0,04 

VEGF/TFPI-2 M1 26 (21) 100 (140) 0,02 

MMP-9/TFPI-2 M1 30800 (42900) 48500 (31800) 0,01 

IL-10 M2 1,6 (1,4) 0,94 (0,68) 0,03 

IL-1RA M2 100 (49) 69 (34) 0,03 

MR M2 18 (13) 11 (5,7) 0,06 
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Le SMet est donc associé à des modifications d’expression des divers acteurs de 

l’athérosclérose. Nous observons, chez les patients présentant un Smet, une expression 

significativement plus importante dans les macrophages M1, des acteurs de l’angiogenèse 

(ratios FT/TFPI-2 et VEGF/TFPI-2 plus élevés) et protéolytiques (MMP-9/TFPI-2) alors que 

leurs macrophages M2 expriment moins d’IL-1RA et d’IL-10. 

 

 

Outre le diabète, la dyslipidémie et l’HTA (facteurs de risque déjà étudiés 

séparément), l’obésité viscérale (notamment un tour de taille augmenté) est un des critères 

du syndrome métabolique.   

Le poids des patients, leur tour de taille ainsi que l’IMC sont très bien corrélés entre 

eux (tableau 10). 

 

Tableau 10 : Corrélation entre les différents paramètres cliniques de l’obésité 

 Poids IMC 

Tour de taille Rho=0,85, p=0,0002 Rho=0,75, p=0,0008 

IMC Rho=0,86, p<0,0001  

Poids   

 

Le poids des patients est corrélé à l’expression de cytokines pro-inflammatoires telles 

que le TNFα dans les M1 (rho=0,356, p=0,04) et inversement corrélé à l’expression de l’IL-

10, cytokine anti-inflammatoire, dans les M2 (rho=-0,337, p=0,05). De même, nous 

retrouvons une corrélation positive entre l’expression du TNFα dans les M1 et l’IMC 

(rho=0,406, p=0,02) ainsi qu’une corrélation négative entre l’expression de cytokines 

anti-inflammatoires (IL-10) dans les M2 et le tour de taille (rho=-0,480, p=0,03). Ainsi le 

surpoids modifie le phénotype inflammatoire des macrophages.  

 

Concernant les adipokines, cytokines sécrétées par le tissu adipeux, nous montrons 

que le taux circulant de leptine est corrélé à l’expression du TNFα dans les M1 et les M2 

(respectivement, rho=0,376, p=0,03 et rho=0,399, p=0,02). Aucune relation entre le taux 

circulant d’adiponectine et les profils d’expression des M1/M2 n’a été mise en évidence dans 

notre étude.  
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IV.5. Sexe 
 

Seule l’expression de l’IL-10 dans les macrophages M2 diffère selon le sexe des 

patients. En effet, les macrophages M2 des femmes expriment significativement plus de 

cytokines anti-inflammatoires (IL-10) par rapport aux M2 des patients masculins (2,14 +/- 

2,10 vs 1,03 +/-0,59 ; p=0,05). 

 

 

 

IV.6. Age 
 

Concernant l’âge des patients lors de l’inclusion, seule l’expression du TFPI dans les 

macrophages M1 est inversement corrélée à cette variable (figure 37). Aucune corrélation 

n’a été retrouvée entre les autres médiateurs de l’athérosclérose étudiés et l’âge des 

patients. 
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Figure 37 : Corrélation entre l’âge des patients et l’expression du TFPI dans les M1, n=35 
 

 

 

IV.7. Marqueurs biologiques de l’inflammation 
 

Nous avons comparé l’expression relative des différents médiateurs impliqués dans 

la physiopathologie de l’athérosclérose au sein des macrophages M1 et M2, en fonction de 

l’état inflammatoire (IL-6 sérique et fibrinogène) et du risque cardiovasculaire (CRPus) des 

patients. Ces marqueurs inflammatoires semblent corrélés à l’expression de certains 

médiateurs d’athérosclérose (tableau 11). 

rho=-0,345 ; p=0,04 
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Tableau 11 : Corrélation entre l’expression des médiateurs de l’athérosclérose et les 
marqueurs biologiques de l’inflammation, selon le test de Spearman, n=35 
 

Marqueur 
Sous-

population 

CRPus IL-6 sérique fibrinogène 

Rho p rho p rho p 

FT M2  ns -0,363 0,037  ns 

TFPI M1 0,329 0,05  ns 0,380 0,026 

VEGF M2  ns  ns 0,354 0,038 

MMP-9 M2  ns -0,449 0,01  ns 

MMP-9/PAI-1 M2  ns -0,362 0,037  ns 

 

 

Plus l’IL-6 circulante est importante, moins les M2 expriment de FT et de 

métalloprotéases telles que la MMP-9.  

L’expression de TFPI dans les M1 est corrélée aux taux de CRPus et de fibrinogène. 

Concernant le VEGF dans les M2, il est plus fortement exprimé chez les patients 

présentant un fibrinogène plus élevé. 

 

 

 

IV.8. Sévérité de la maladie coronarienne et/ou carotidienne 
 

 Les patients ont été regroupés en fonction de la sévérité de leur maladie 

athéroscléreuse, notamment en fonction du nombre de vaisseaux sténosés pour le groupe 

« Mammaire » (n=24). L’expression de chaque médiateur dans les M1/M2 a été comparée 

au sein de chaque groupe de patients.  

 

Nous ne retrouvons pas de lien entre l’expression des divers médiateurs de 

l’athérosclérose au sein des M1/M2 et la sévérité de la maladie coronarienne des patients.  

De la même façon, nous n’avons pas mis en évidence de lien entre les profils 

d’expression des M1/M2 et le pourcentage de sténose dans le groupe « Carotide ».  
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    CHAPITRE V : DISCUSSION 
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Les macrophages sont des cellules centrales dans le développement de 

l’athérosclérose car ils infiltrent la paroi artérielle et peuvent contribuer à un environnement 

favorable à la progression de la lésion via l’expression et la sécrétion de divers cytokines et 

médiateurs. Nos objectifs étaient donc d’étudier, dans une population de patients 

athéroscléreux, le profil d’expression et de sécrétion de médiateurs de l’athérosclérose dans 

les macrophages M1/M2 et leur modulation par les facteurs de risque CV. 

 

Des étapes d’optimisation des isolements cellulaires et de validation des 

différenciations cellulaires ont été nécessaires pour la mise en place de ce protocole. Ces 

étapes ont été réalisées au cours de mon Master 2 Recherche, et ont permis d’obtenir des 

puretés et viabilités des suspensions cellulaires (PBMC) très satisfaisantes au minimum, 

respectivement, de 90% et 94%. Nous avons également testé différentes concentrations 

d’interleukines pour induire les phénotypes macrophagiques d’intérêt puis réalisé différents 

contrôles morphologiques d’une part et phénotypiques d’autre part pour valider les 

marqueurs de caractérisation de nos sous-populations macrophagiques par biologie 

moléculaire. Les marqueurs retenus sont pour les macrophages M1, le TNFα et pour les 

macrophages M2, le MR et l’IL1-RA. Il s’agit de marqueurs très couramment utilisés dans la 

littérature pour caractériser le phénotype des macrophages M1 et M2.  

 

 

 

Population étudiée 

 La cohorte étudiée, constituée de 35 patients, est représentative d’une population de 

patients athéroscléreux puisque les caractéristiques de notre population sont semblables à 

celles retrouvées dans la littérature en ce qui concerne l’âge moyen des patients, le sex ratio 

en faveur d’une prédominance masculine et la prévalence de sujets diabétiques [56].  

 

Les patients inclus, sont hospitalisés dans les services de chirurgie cardiaque ou 

vasculaire, pour subir un pontage aorto-coronarien ou une endartériectomie carotidienne. 

Notons que le nombre d’inclusions dans le groupe « Mammaire » (chirurgie cardiaque) est 

plus important que dans le groupe « Carotide » (n=24 vs n=11).  
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Concernant ce dernier groupe, la majorité des plaques sont asymptomatiques malgré 

des lésions avancées (sténose, thrombus, calcification) pour certaines, pouvant s’expliquer 

par une lumière vasculaire suffisante pour permettre une circulation sanguine satisfaisante. 

Dans la moitié des cas, les patients présentent d’autres manifestations cliniques de 

l’athérosclérose notamment des IDM et AOMI. Ceci est en accord avec le fait que 

l’athérosclérose est une pathologie chronique qui peut toucher divers territoires artériels. 

 

Dans le groupe « Mammaire », nous retrouvons une sévérité de la maladie 

coronarienne avec, pour près de 60% des cas, une athérosclérose qui touche 3 ou 4 artères 

coronaires.  

Notons que dans notre étude, la majorité des patients présente un ou plusieurs 

facteurs de risque CV. Les plus représentés sont l’HTA, le tabagisme et la dyslipidémie. Pour 

cette dernière regroupant diverses anomalies quantitatives du profil lipidique, nous 

n’observons pas de différence significative dans les taux sanguins de triglycérides et 

d’HDL-C entre les différents sous-groupes de patients. Ceci montre que les troubles 

lipidiques sont communément retrouvés dans la population athéroscléreuse. 

La présence d’un syndrome métabolique permet de distinguer, au sein des 2 groupes 

(M et C), 2 sous-groupes (M1 et C1, Smet+ / M2 et C2, Smet-). Les patients avec ou sans 

Smet représentent des effectifs similaires, ce qui permettra dans la suite de ce travail de 

comparer l’influence du Smet sur les profils d’expression des M1/M2. 

 

 

 

 Profil d’expression des macrophages M1/M2 

 Ce travail précise que les monocytes humains peuvent être différenciés en 

macrophages selon des phénotypes distincts avec des fonctions alternatives potentielles 

dans l’athérosclérose humaine, en lien avec notamment des expressions variables de 

médiateurs relatifs à l’inflammation, à la coagulation et au remodelage vasculaire. 

  

Dans ce travail, nous confirmons que les macrophages M1 sont plutôt 

pro-inflammatoires avec l’expression de taux significativement plus élevés de TNFα et d’IL-

1β, cytokines pro-inflammatoires, alors que les macrophages M2 expriment significativement 

plus de cytokines anti-inflammatoires telles que l’IL-10.  
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Nous nous sommes intéressés à l’expression de divers médiateurs impliqués dans la 

physiopathologie de l’athérosclérose, au sein de ces 2 sous-populations macrophagiques :  

 

- Acteurs de la coagulation :  

 

Nous observons une expression plus importante du FT, principal initiateur de la 

coagulation, et du PAI-1, inhibiteur de la fibrinolyse, dans les macrophages M1 par rapport 

aux macrophages M2, ce qui peut suggérer une activité pro-coagulante et anti-fibrinolytique 

des M1. Il est clairement établi que le FT est fortement exprimé dans les plaques 

athéroscléreuses et que les monocytes/macrophages représentent une source principale de 

FT qui conduit à la formation de thrombus après la rupture de la plaque [57]. Il a été évoqué 

le rôle agoniste des cytokines de type Th1 sur l’expression du FT dans les monocytes [58]. 

Concernant le PAI-1, une étude de 2010 montre que l’expression génique du PAI-1 est 

significativement plus faible dans les M1 vs M2. Cette différence avec nos résultats peut 

s’expliquer par le fait que les auteurs ont analysé des macrophages extraits de tissu adipeux 

sous cutané abdominal de sujets obèses ou non, sans traitement et sans antécédent CV 

[59]. A l’inverse, une étude corrobore nos résultats et montre que la thrombospondine qui 

joue un rôle important dans l’activation M1 des macrophages associés aux tumeurs induit 

l’expression de PAI-1 par les monocytes/macrophages [60]. Le PAI-1, en favorisant la 

stabilité du thrombus, augmenterait le risque CV. 

 

Parallèlement, nous observons que le TFPI, inhibiteur principal de la voie extrinsèque 

de la coagulation, est plus fortement exprimé dans les M2. Ainsi, le TFPI, présent dans la 

lésion athéroscléreuse, pourrait inhiber l’activité pro-coagulante du FT qui s’y trouve, 

permettant de réduire la thrombogénicité des plaques rompues [61]. Il a déjà été montré que 

l’IL-4 stimule la production par les monocytes humains du t-PA, impliqué dans l’activation de 

la fibrinolyse suggérant là aussi le rôle potentiel des macrophages M2 dans le contrôle des 

dépôts de fibrine au niveau des plaques d’athérosclérose [62].  

 

- Acteurs de l’équilibre protéolytique :  

 

Nous mettons en évidence des taux significativement plus élevés de MMP-9 et de 

son inhibiteur principal, TIMP-1 dans les macrophages M1 vs les M2 ainsi que des ratios 

MMP-9/TIMP-1, MMP-9/TFPI-2 et MMP-9/PAI-1 nettement supérieurs. Il a déjà été montré 

que les cytokines inflammatoires telles que TNFα et l’IL-1β, inductrices du phénotype M1, 
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entraînent une augmentation de l’expression de MMP-9 dans les MDM [63]. Dans cette 

même étude, l’expression de TIMP-1 est induite uniquement avec le LPS et non avec les 

cytokines précédentes. Par ailleurs, l’IL-4, conduisant au phénotype M2, inhibe la 

biosynthèse des MMP et de TIMP-1 dans les macrophages alvéolaires humains [64]. A 

contrario, une étude plus récente a montré une sécrétion plus importante de MMP-9 dans les 

macrophages M2 mais notons que dans ce modèle de M2 induit par IL-4 [10ng/ml], il n’y a 

pas d’expression d’IL-10 et les auteurs observent une plus forte expression de MCP-1 

(marqueur classiquement décrit des M1) dans les M2 [65]. 

Parallèlement au TIMP-1, le PAI-1 et le TFPI-2 jouent un rôle inhibiteur de la MMP-9. 

En effet le TFPI-2, présent dans la plaque d’athérosclérose, régule la dégradation de la 

MEC, en particulier du collagène, via son activité inhibitrice des gélatinases dont la MMP-9 et 

des protéases de la coagulation telles que la plasmine. Il semble donc avoir un effet 

stabilisant de la plaque en évitant une activation excessive de la MMP-9 dans les sites 

inflammatoires [66]. Ainsi les ratios de la MMP-9 rapportée à ses différents inhibiteurs sont 

un reflet plus fidèle que la MMP-9 seule de la stabilité de la plaque. De plus, la surexpression 

du TFPI-2 dans les M1 pourrait représenter un mécanisme de régulation négative, en 

réponse à la surexpression de métalloprotéases par ces macrophages, limitant ainsi la 

fragilisation de la plaque. 

 

- Acteurs de l’équilibre pro-angiogénique :  

Nous observons dans notre étude une expression significativement plus importante 

du VEGF dans les macrophages M2, ce qui est souvent montré dans des modèles de cancer 

mais pas encore, à notre connaissance, dans un modèle d’athérosclérose. Les macrophages 

associés aux tumeurs se caractérisent préférentiellement par un phénotype M2 avec une 

augmentation de l’expression de VEGF qui stimule l’angiogenèse et favorise la progression 

tumorale [67]. Cependant l’étude de Lolmede et coll. qui montrait déjà des divergences pour 

l’expression de MMP-9, met en évidence une expression de VEGF plus importante dans les 

M1 [65]. 

A l’inverse le TFPI-2, par inhibition de la plasmine, inhibe la migration cellulaire et 

l’angiogenèse et joue donc un rôle régulateur important dans ce processus d’angiogenèse 

[68]. L’expression du TFPI-2 principalement par les CMLV et les macrophages est 

significativement plus importante dans les lésions athéroscléreuses humaines par rapport 

aux artères normales [69]. Nous montrons que cette molécule anti-angiogénique est 
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significativement plus fortement exprimée dans les macrophages M1. Le ratio VEGF/TFPI-2, 

plus élevé dans les M2, traduit mieux la balance angiogénique.  

Par ailleurs, rappelons qu’outre son activité pro-coagulante, le FT est un puissant 

inducteur des phénomènes de prolifération cellulaire et d’angiogenèse, très présents au sein 

des lésions athéroscléreuses. Ainsi, nous observons un ratio FT/TFPI-2 plus important dans 

les M2.   

 

Le phénomène d’angiogenèse dans l’athérosclérose est maintenant bien établi. 

Cependant, cette néovascularisation semble avoir des effets contradictoires. En effet, le 

VEGF, induit notamment par l’hypoxie, permet le maintien de l’intégrité endothéliale et une 

meilleure oxygénation des tissus. Néanmoins, le VEGF est associé à la progression de la 

plaque d’athérosclérose : il augmente la perméabilité vasculaire et potentialise donc le 

recrutement, l’infiltration et l’accumulation des leucocytes inflammatoires dans la plaque [70]. 

Cette néovascularisation de l’intima et de la plaque est plus importante dans les plaques 

symptomatiques [71], les néovaisseaux formés sont souvent immatures, minces et plus 

facilement rompus expliquant les hémorragies intraplaques et contribuent donc à l’instabilité 

de la plaque [72]. 

  

Afin de comprendre ces différences d’expression observées au sein des 2 sous-types 

de macrophages et de savoir si ces profils d’expression sont spécifiques de ce contexte 

pathologique qu’est l’athérosclérose, nous avons étudié l’expression de ces mêmes 

médiateurs dans les macrophages M1 et M2, dérivés de monocytes sanguins issus de sujets 

sains. 

 Nous retrouvons les mêmes profils d’expression entre les MDM de patients 

athéroscléreux et les MDM de sujets sains, hormis certains médiateurs dont ceux de la voie 

du FT et de l’inflammation.  

En effet, chez les sujets sains, l’expression basale de FT ne diffère pas entre les M1 

et M2 et nous ne mettons en évidence une différence d’expression significative qu’après 

activation des macrophages (par le LPS pendant 1h30 à J8) alors que nous observons chez 

les patients athéroscléreux, une expression significativement plus importante, dans les 

macrophages M1, du FT à l’état basal (et après activation). Ceci suggère que les MDM de 

patients athéroscléreux seraient déjà dans un état activé via notamment les marqueurs 

inflammatoires circulants bien décrits dans cette population. Par ailleurs, nous n’observons 

pas de différence d’expression significative du TFPI entre les M1 et M2, chez les sujets 

sains. 
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De même, l’absence de différence d’expression significative de l’IL-10 entre les M1 et 

M2, chez les sujets sains, contrairement aux patients athéroscléreux peut faire évoquer un 

mécanisme anti-inflammatoire réparateur mis en place chez ces patients en réponse au 

microenvironnement différent.  

 

Nous confirmons les résultats obtenus en ARN, par le dosage de certains médiateurs 

dans les surnageants de culture des M1 et M2. En effet, nous retrouvons une sécrétion plus 

importante dans les M1, de PAI-1 et de MMP-9, impliqués dans le remodelage extracellulaire 

et une sécrétion accrue de TFPI dans les M2. 

 

La diversité fonctionnelle des macrophages dans l’athérosclérose attire actuellement 

une attention particulière. Quelques études en relation avec le phénotype des macrophages 

dans l’athérosclérose ont été publiées récemment. 

Une étude de 2011 montre que les MDM de type 1 et 2, induits respectivement par le 

GM-CSF et le M-CSF, ont des profils transcriptionnels différents (analyse par microarrays 

puis validation par RT-PCR), avec l’identification de nouveaux gènes candidats dans 

l’athérosclérose et dont l’expression protéique a été confirmée en immunohistochimie dans 

les lésions athéroscléreuses humaines [73]. Parmi ces gènes différemment exprimés, les 

auteurs retrouvent principalement des gènes codant pour des molécules pro- ou anti-

inflammatoires, dont la PPBP (pro-platelet basic protein, molécule chimioattractante pour les 

neutrophiles) plus fortement exprimée dans leurs macrophages M1 (« GM-MØ ») et la 

stabiline-1 (STAB1), impliquée notamment dans la clairance des cellules apoptotiques, 

retrouvée principalement dans leurs M2 (« G-MØ »). Aucune donnée sur l’expression des 

médiateurs de l’hémostase et de l’angiogenèse n’est mentionnée dans cette étude. 

 De la même manière, Waldo et coll. ont évalué le potentiel athérogène des 2 

sous-populations M1 et M2 ; là encore, des monocytes humains circulants ont été 

différenciés en présence de GM-CSF et de M-CSF (différents des stimuli utilisés dans notre 

étude). Ils mettent en évidence des différences d’expression de molécules inflammatoires et 

impliquées dans l’homéostasie lipidique entre les 2 sous-populations de macrophages. La 

stabiline-1 est de nouveau retrouvée plus fortement exprimée dans les M-MØ (M2). De plus, 

parmi les nombreuses cibles testées par microarrays (plus de 500 gènes), ils trouvent une 

expression plus importante du FT dans les GM-MØ (M1) et du TFPI dans les M-MØ 

(M2) comme dans notre étude ; cependant, nous pouvons critiquer ce modèle puisqu’ils 

retrouvent une expression plus importante de l’IL-1α, cytokine pro-inflammatoire, dans les M-

MØ (M2) et une plus forte expression de l’IL-1RA (marqueur de caractérisation de la 

sous-population M2) dans les GM-MØ (M1). Notons que cette étude a porté sur les 
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monocytes de seulement 3 donneurs sains [74]. Notre étude présente l’avantage d’avoir été 

réalisée sur un plus grand nombre de sujets (n=45, 35 sujets athéroscléreux et 10 sujets 

sains), ce qui renforce nos résultats. 

L’état d’activation et les fonctions des macrophages sont profondément influencés 

par la présence de cytokines dans l’espace environnant. Ainsi, les cytokines de type Th1 (IL-

1β) induisent un état d’activation dit «classique» ou M1 qui contribue au maintien d’un état 

inflammatoire et prothrombotique. En revanche, les cytokines Th2 (IL-4) induisent une 

activation «alternative» ou M2. La figure 38 résume les phénotypes des M1 et M2, étudiés 

dans la première partie de ce travail 

L’intérêt suscité autour des macrophages alternatifs dans l’athérosclérose est 

grandissant. Ces macrophages sont présentés comme de nouvelles cibles thérapeutiques 

de part leurs propriétés anti-inflammatoires. Cette première partie du travail a permis de 

mieux comprendre leur rôle potentiel dans les plaques athéroscléreuses, en effet, nous 

montrons ici que les macrophages M2 promouvraient l’angiogenèse et réduiraient la 

thrombogénicité des plaques rompues. Il est maintenant établi que les sous-types de 

macrophages peuvent basculer d’un phénotype à l’autre en fonction des stimuli du 

microenvironnement [75]. Dans l’athérosclérose, cette balance M1/M2 semble cruciale dans 

le devenir de la plaque. Ce travail devra bien sûr être complété par l’étude des macrophages 

tissulaires isolés des plaques d’athérosclérose issues des patients inclus dans le protocole 

ayant bénéficié d’une endartériectomie carotidienne et pour lesquels nous avons conservé 

les pièces opératoires au laboratoire. La caractérisation de ces sous-populations M1 et M2 

tissulaires, notamment leur potentiel thrombogène nous permettra de comparer les résultats 

obtenus in vitro sur les MDM et in vivo sur les macrophages tissulaires. L’étude in vivo 

permettra une extrapolation plus pertinente des résultats obtenus vis-à-vis du contexte 

pathologique étudié. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 38 : Profils d’expression des M1/M2 
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Influence des principaux facteurs de risque CV 

Il est aujourd’hui clairement établi, grâce à des études de cohortes, qu’il existe des 

facteurs de risque CV favorisant le risque de survenue d’événements cliniques d’origine 

athéroscléreuse. Ce risque est dépendant de la stabilité de la plaque athéroscléreuse, elle-

même sous la dépendance de nombreux médiateurs sécrétés par les macrophages infiltrés 

dans les lésions athéroscléreuses. L’expression de quelques-uns de ces médiateurs vient 

d’être étudiée et discutée dans la première partie de ce travail.  

Il nous a donc semblé intéressant d’analyser l’influence des principaux facteurs de 

risque CV des patients sur l’expression des médiateurs impliqués dans l’athérosclérose au 

sein des 2 phénotypes de macrophages, M1 et M2. 

 

Facteurs de risque modifiables 

Diabète 

De nombreux travaux décrivent, chez les patients diabétiques, des plaques 

vulnérables, avec notamment un large infiltrat macrophagique expliquant une lumière 

vasculaire significativement réduite, ainsi que la présence importante de thrombi et de 

stigmates de rupture de plaque [76]. Peu de données existent sur l’impact du diabète sur le 

phénotype des macrophages. 

 Nous montrons, dans ce travail, que le diabète est significativement associé à des 

profils particuliers d’expression des macrophages M1/M2.  

D’une part, nous observons que les MDM des sujets diabétiques présentent une 

expression altérée des marqueurs M2 (plus faible expression de l’IL-1RA) et donc que leurs 

monocytes ont une moindre capacité à se différencier vers un phénotype alternatif M2. De la 

même manière, l’équipe de G. Chinetti montre une expression altérée des marqueurs de 

caractérisation M2 dans les PBMC des sujets obèses mais aussi une capacité réduite des 

macrophages à se différencier vers un phénotype M2 sans toutefois observer de différence 

significative d’expression de ces marqueurs entre les sujets obèses normoglycémiques et les 

sujets obèses diabétiques [77]. Dans notre étude, le poids et l’IMC ne sont pas corrélés à 

l’expression des marqueurs de caractérisation M2 dans les macrophages alternatifs. Une 

autre étude sur un modèle murin de diabète (souris diabétique db/db) a montré une 

dérégulation du phénotype des monocytes/macrophages avec un défaut de transition du 

phénotype pro-inflammatoire vers un phénotype réparateur (M2) avec des expressions plus 

importantes de cytokines pro-inflammatoires et de métalloprotéases et une diminution 

d’expression des marqueurs M2 (MR), en accord avec nos résultats [78]. 
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D’autre part, l’expression significativement plus faible du TFPI-2 (molécule 

anti-angiogénique) au sein de la sous-population M1 ainsi que le ratio VEGF/TFPI-2 plus 

important, suggèrent que les macrophages M1 des patients diabétiques potentialisent 

l’angiogenèse. Les plaques de patients diabétiques contiennent plus de microvaisseaux et 

de macrophages qui pourraient exacerber leur fragilité [79]. La proportion de macrophages 

M1/M2 dans les plaques de patients diabétiques serait un élément clé pour interpréter ces 

résultats, mais à ce jour elle n’est pas encore connue.  

Par ailleurs, chez ces patients, les macrophages M1 ont des propriétés protéolytiques 

plus importantes (via le ratio MMP-9/TFPI-2).  

Kai et coll. ont mis en évidence une augmentation des taux plasmatiques de MMP-9 

chez des patients atteints de syndrome coronarien aigu par comparaison à des sujets 

présentant un angor stable, lesquels ont des taux comparables à ceux de volontaires sains. 

Les taux de MMP-9 pourraient donc constituer un marqueur d'instabilité de la plaque 

athéroscléreuse [80]. Plusieurs équipes montrent que le diabète est associé à une 

augmentation des taux circulants de MMP-9 [81, 82]. 

Afin de mieux comprendre l’impact du diabète sur ces profils d’expression, nous 

avons étudié les différents marqueurs biologiques de l’équilibre glycémique (glycémie à jeun, 

HbA1c et insulinémie).  

Parmi ces marqueurs biologiques, seul le taux d’HbA1c, qui reflète l’équilibre du 

diabète à plus ou moins long terme, est corrélé avec l’activité protéolytique des M1. Ainsi, un 

diabète peu ou mal équilibré serait associé à la présence de macrophages M1 dont le 

phénotype est plus délétère. Il s’agit de la première description d’un lien entre la présence 

d’un diabète et un phénotype macrophagique protéolytique. Gostiljac et coll. montrent une 

corrélation positive entre l’HbA1c et les taux circulants de MMP-9 totale et active [82]. 

 

Dyslipidémie 

Lorsque l’on distingue les patients athéroscléreux selon la dyslipidémie globale, 

regroupant diverses anomalies quantitatives du profil lipidique (hypoHDL, hyperLDL et /ou 

hyperTG), nous n’observons pas de lien entre ce facteur de risque et l’expression des divers 

médiateurs étudiés au sein des M1 et M2. 

Cependant, nous mettons en évidence plusieurs liens entre l’altération de 

l’expression de certains médiateurs de l’athérosclérose et l’hypercholestérolémie de type 

LDL ou l’hypertriglycéridémie. En effet, l’hypercholestérolémie (hyper-LDL) est corrélée avec 
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un phénotype pro-inflammatoire et proangiogénique des macrophages M2. De la même 

manière, l’hypertriglycéridémie est corrélée avec l’expression du TFPI et du TIMP-1 dans les 

M1 et M2.  

Concernant l’effet de la dyslipidémie, une étude a montré une augmentation de 

l’expression de gènes pro-inflammatoires (IL-1β, TNFα, …) dans les MDM de patients avec 

des taux de HDL-cholestérol bas [83]. 

Une autre étude montre la régression des lésions d’athérosclérose après correction 

de la dyslipidémie dans un modèle murin, avec notamment une diminution de l’infiltrat 

macrophagique (CD68+) et du contenu en lipides ainsi qu’une augmentation du contenu en 

collagène. De plus, la correction de l’hyperlipémie entraîne au niveau des macrophages 

intra-plaques des modifications de leur phénotype à savoir une diminution de l’expression 

des gènes codant pour des molécules pro-inflammatoires et pro-thrombotiques. Les auteurs 

observent également un enrichissement en macrophages M2 dans les lésions en régression 

[84]. 

Récemment, a été décrit, un nouveau phénotype macrophagique, dénommé « Mox », 

en réponse aux constituants de la plaque notamment aux lipides oxydés, phénotype dont le 

profil d’expression est différent des M1 et M2 conventionnels, avec une moindre activité 

phagocytaire et chimiotactique [85]. Ainsi, les lipides oxydés accumulés au sein de la plaque 

affectent le phénotype et les fonctions des macrophages.   

 

 

HTA et tabagisme 

Nous n’avons pas retrouvé d’influence des autres facteurs de risque CV modifiables 

(tabagisme et HTA) sur l’expression des médiateurs étudiés. Notons cependant que les 

effectifs des groupes de patients présentant ou non ces facteurs de risque CV ne sont pas 

homogènes. En effet, dans notre cohorte, nombreux sont les patients hypertendus et 

tabagiques (respectivement, 77% et 74%), ce qui peut expliquer que nous ne retrouvons pas 

d’influence de ces 2 facteurs de risque sur la polarisation des macrophages. Ceci constitue 

donc une des limites de cette étude. 

 

De nombreuses études épidémiologiques ont montré que le tabagisme est une cause 

importante de morbi-mortalité CV. Malgré les nombreux travaux décrivant les effets de la 

fumée de cigarette in vivo et in vitro sur cellules isolées, les mécanismes biologiques ne sont 
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pas complètement connus. La fumée de cigarette modifie le profil inflammatoire des 

monocytes humains [86]. Aucune étude n’a, à ce jour, évoqué l’effet du tabac sur le 

phénotype des macrophages dans l’athérosclérose malgré plusieurs données en pathologie 

pulmonaire. En effet dans ce contexte, le tabagisme altère la polarisation des macrophages 

alvéolaires en diminuant l’expression des gènes associés au phénotype M1 et en 

augmentant ceux associés au phénotype M2 [87]. 

  

Enfin l’impact de l’HTA a été étudié dans un modèle murin d’athérosclérose 

(ApoE-/-) ; l’administration prolongée d’angiotensine II, molécule hypertensive, induit une 

vulnérabilité de la plaque (augmentation des macrophages et du contenu lipidique et 

diminution du collagène et des CMLV) et augmente l’expression dans la paroi vasculaire de 

gènes codant pour des cytokines pro-inflammatoires (TNFα, IL-6) et pour des chimiokines 

telles que MCP-1 [88, 89]. 

 

 

Syndrome métabolique 

Le syndrome métabolique est défini comme étant la résultante d’un ensemble 

d’anomalies métaboliques et vasculaires telles que les dyslipidémies, le diabète, l’obésité 

viscérale et l’HTA, jouant un rôle important dans le développement et l’accélération des 

maladies CV. Nous observons, comme pour le diabète, des profils d’expression différents en 

présence d’un Smet. En effet, nous mettons en évidence une angiogenèse et une activité 

protéolytique plus marquées dans les M1 et une activité anti-inflammatoire plus faible dans 

les M2 des patients présentant un Smet. Nous observons également une altération de 

l’expression des marqueurs de caractérisation des M2 suggérant une capacité de 

différenciation vers un phénotype alternatif moindre. Ces résultats obtenus pour le Smet ne 

sont-ils pas juste le reflet de ce que l’on a déjà décrit avec le diabète ? Pour répondre à cette 

question, ce travail sera complété ultérieurement par une analyse statistique multivariée. 

L’obésité se caractérise par un état inflammatoire chronique de bas niveau avec des 

taux circulants de médiateurs de l’inflammation. En effet le tissu adipeux est une source de 

nombreuses molécules contribuant à l’inflammation vasculaire. Nous montrons ici que le 

poids et le tour de taille des patients sont inversement corrélés à l’expression de cytokines 

anti-inflammatoires dans les M2 tandis que le poids, l’IMC ainsi que le taux circulant de 

leptine sont corrélés à l’expression de cytokines pro-inflammatoires dans les M1. Le surpoids 

est donc associé à une modification du phénotype inflammatoire des macrophages.  
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Concernant les résultats que nous obtenons avec la leptine, ceux-ci sont cohérents 

avec ce qui est décrit dans la littérature. En effet, une étude montre que la leptine régule 

négativement les taux d’ARNm des récepteurs PPARγ dans les MDM humains [90]. Ce 

récepteur PPARγ, exprimé dans les macrophages des lésions athéroscléreuses humaines, 

exerce des fonctions anti-inflammatoires. En effet, dans les macrophages « classiques » M1, 

les agonistes synthétiques de PPARγ, les glitazones, répriment la transcription des gènes 

inflammatoires (tels que MMP-9, IL-6, IL-1α) en interférant négativement avec les voies de 

signalisation pro-inflammatoires [91]. De plus, les PPARγ ont un rôle supplémentaire dans le 

contrôle de la réponse inflammatoire, de par leur capacité à promouvoir la différenciation des 

monocytes humains en macrophages M2 et donc à augmenter le pouvoir anti-inflammatoire 

de ces macrophages [46]. 

 

 

Même si nous ne l’avons pas étudié ici, l’exercice physique pourrait avoir un effet 

anti-inflammatoire en favorisant la polarisation M2 des monocytes-macrophages [92]. 

 

Facteurs de risque non modifiables 

Concernant les facteurs de risque CV non modifiables, nous montrons que les 

macrophages M2 des femmes expriment significativement plus de cytokines anti-

inflammatoires en comparaison aux M2 des sujets de sexe masculin. Chez la femme, ces 

macrophages M2 se révèlent alors plus efficaces dans la réponse anti-inflammatoire. Ceci 

est en accord avec le fait que les plaques carotidiennes, issues de patientes devant subir 

une endartériectomie carotidienne, ont un phénotype plus stable, moins inflammatoire par 

rapport à celles des patients de sexe masculin, indépendamment de la présentation clinique 

et des facteurs de risque CV [93]. 

 

De plus, l’âge est souvent associé à des modifications importantes du système CV 

dont la dysfonction endothéliale, avec une augmentation de la production des ROS et une 

augmentation de l’activité pro-coagulante. Dans notre étude, l’expression du TFPI dans les 

M1 est inversement corrélée à l’âge des patients. Ceci suggère une capacité pro-coagulante 
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augmentant avec l’âge, en accord avec le fait que l’âge prédispose au développement de 

thromboses. 

 

Marqueurs de l’inflammation 

L’athérosclérose est associée à une inflammation chronique intimale mais également 

périphérique avec des taux circulants plus élevés de protéines inflammatoires que chez des 

sujets sains. Ces biomarqueurs sont associés à une modification du profil d’expression des 

M1/M2. L’IL-6 semble être en lien avec une moindre expression de FT et de MMP-9 dans les 

M2. A contrario, le fibrinogène est corrélé à l’expression du VEGF dans les M2 et du TFPI 

dans les M1.  

 

Sévérité de la maladie  

Nous ne retrouvons pas de lien entre le phénotype des M1/M2 et la sévérité de la 

maladie athéroscléreuse, à savoir le nombre de vaisseaux sténosés pour le groupe 

« Mammaire » et le pourcentage de sténose dans le groupe « Carotide ». Par contre, il serait 

intéressant de connaître la proportion de macrophages M1 et M2 au sein des lésions et relier 

ce ratio M1/M2 à la sévérité et à la morphologie des lésions.  
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CHAPITRE VI :         
CONCLUSION & PERSPECTIVES 
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Ce travail a permis une caractérisation du niveau d’expression de différents 

médiateurs impliqués dans la physiopathologie de l’athérosclérose au sein des macrophages 

M1/M2.  

Nous mettons en évidence ici que les macrophages dérivés des monocytes sanguins 

M1 et M2 expriment et sécrètent différemment ces médiateurs. Nous montrons que les 

macrophages pro-inflammatoires M1 sont procoagulants et antifibrinolytiques et exercent 

une activité protéolytique accrue. Les macrophages M2, quant à eux, sont plutôt anti-

inflammatoires, réduisent la thrombogénicité des plaques via le TFPI, et promeuvent 

l’angiogenèse.  

Ce travail a permis une meilleure vision des rôles potentiels respectifs des M1/M2 

dans les plaques d’athérosclérose. Il devra être complété par une étude des macrophages 

isolés de plaques d’athérosclérose humaine.  

 

 

Nous avons secondairement étudié l’impact du phénotype cardiométabolique des 

patients athéroscléreux sur ces sous-populations macrophagiques M1/M2.  

En effet, nous montrons l’influence significative de certains facteurs de risque CV, 

dont principalement le diabète, le sexe et l’âge sur ces profils d’expression. Ainsi, les 

patients diabétiques présentent une activité pro-angiogénique macrophagique plus 

importante dans les M1 à l’origine d’une plus grande vulnérabilité des plaques chez ces 

patients. Nous observons également que certains biomarqueurs circulants de 

l’athérosclérose sont associés à une modification de ces profils d’expression.  

 

L’ensemble de ces données contribuent à une meilleure compréhension des 

processus physiopathologiques complexes impliqués dans l’athérosclérose. Par ailleurs, 

comprendre la modulation des processus de différenciation des monocytes en macrophages 

par les facteurs de risque CV constitue un champ d’investigation original et prometteur dans 

l’espoir de développer des nouvelles stratégies thérapeutiques et préventives. 
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La suite de ce travail constituera à compléter cette étude par l’inclusion de nouveaux 

patients dans le protocole OPAL-2. Il est prévu que cette phase d’inclusion dure 3 ans ce qui 

devrait permettre d’inclure 100 patients bénéficiant d’une endartériectomie carotidienne et 

100 patients bénéficiant d’un pontage aorto-coronaire. Ceci permettra d’obtenir des effectifs 

plus importants dans les différents groupes de patients et de poursuivre l’étude in vitro des 

macrophages issus des prélèvements sanguins de ces patients et notamment les extraits 

protéiques issus des cultures, non disponibles jusqu’ici. 

De plus, nous compléterons le travail déjà réalisé in vitro en caractérisant les 

sous-populations de macrophages M1 et M2 isolées de différentes zones clés de la plaque 

(chape fibreuse, noyau lipidique, zone riche en néovaisseaux) à partir de ces pièces 

opératoires par microdissection laser (LMD 6000 Leica, en collaboration avec l’équipe 

Inserm UMR1011 du Pr Bart Staels, de l’Institut Pasteur de Lille). Cette technique consiste à 

isoler, sous contrôle microscopique, des cellules cibles, permettant ainsi une sélection des 

cellules à analyser. Elle permet, contrairement aux techniques globales qui sont réalisées 

sur un broyat tissulaire et donc sur divers extraits cellulaires, d’obtenir un matériel cellulaire 

très purifié pour les analyses moléculaires. L’étude de l’expression génique de ces 

médiateurs sera réalisée par RT-PCR sur les cellules isolées ou dans des broyats de 

plaques (technique maîtrisée au laboratoire).  

Parallèlement, l’expression protéique de ces médiateurs pourra également être 

étudiée, selon les quantités de matériel récupéré, sur des coupes histologiques par 

immunomarquage. De l’histologie standard (Trichome de Masson, Oil Red O, Von Kaussa) 

et des immunomarquages des macrophages (CD68), des sous-populations M1/M2 

(TNFα/MR), des CMLV (α-actine) et des cellules endothéliales (CD31 et facteur Willebrand) 

seront réalisés et permettront d’apprécier l’architecture globale de la plaque et d’évaluer le 

rapport M1/M2 dans les plaques. Ceci nous permettra peut être de décrire, pour la première 

fois, que ce ratio M1/M2 dans la plaque est corrélé à la sévérité de la maladie 

athéroscléreuse, comme le montre une équipe japonaise dans le tissu adipeux épicardique 

dans lequel le ratio M1/M2 est en lien avec la sévérité de la maladie coronarienne [94]. 

 

Ce projet nous permettra de comparer les résultats obtenus lors de ce travail de 

thèse dans les macrophages issus des prélèvements sanguins à ceux obtenus dans les 

macrophages de la plaque athéroscléreuse. La réalisation de l’ensemble de ce travail devrait 

nous permettre de mieux comprendre les processus physiopathologiques mis en jeu dans 

l’athérosclérose, l’impact des facteurs de risque CV sur ces processus et d’ouvrir de 

nouvelles pistes diagnostiques et thérapeutiques. 
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 Par ailleurs, notre équipe travaille sur une pathologie qui présente des points 

communs avec l'athérosclérose : la sténose aortique (SA). 

 Il existe, dans cette pathologie, une dégénérescence des valves aortiques 

aboutissant à un rétrécissement aortique. Ce processus partage de fortes similitudes avec 

l’athérosclérose vasculaire. En effet, on y retrouve une infiltration de cellules inflammatoires, 

des dépôts lipidiques et une calcification, suggérant un lien entre athérosclérose et SA. Il est 

actuellement accepté que la SA est une pathologie « athérosclerotic-like ».  

 

Comme d’autres équipes, nous avons observé la présence de macrophages dans les 

valves sténosées (par immunomarquage à l’aide d’un anticorps antiCD68), en particulier 

dans les zones calcifiées. L’inflammation est une des premières étapes de la maladie qui 

induit ce recrutement de macrophages dans la valve. 

De plus, nous avons montré la présence de FT au sein des valves pathologiques, 

colocalisé avec les dépôts lipidiques et les calcifications. L’infiltration macrophagique des 

lésions valvulaires est en lien avec l’expression de FT [95]. Comme dans l’athérosclérose, 

les macrophages participeraient donc aux phénomènes inflammatoires et seraient impliqués 

dans la calcification via la thrombine. En effet, notre équipe a montré que l’expression de FT 

est corrélée à celle de la thrombine dans le tissu valvulaire. Cette dernière, dont l’action 

principale dans le processus de coagulation est de transformer le fibrinogène en fibrine, a 

également la capacité de cliver l’ostéopontine (OSP). Suite au clivage de l’OSP par la 

thrombine, un fragment N-terminal est libéré possédant des effets pro-inflammatoires et pro-

calcifiants [96].   

Le TFPI-2 joue également un rôle important dans le remodelage tissulaire, par la 

diminution de l’activation de nombreuses MMP comme on l’a déjà évoqué précédemment. 

Nous avons pu montrer que l’expression protéique du TFPI-2 est plus élevée dans les zones 

moins calcifiées de la valve et inversement corrélée au taux de calcification. 

 

Comme nous avons pu le voir dans ce travail, les macrophages constituent une 

population hétérogène capable de s’adapter aux stimuli du microenvironnement. Alors que 

l’existence des 2 sous-types de macrophages M1 et M2 au sein des plaques 

athéroscléreuses est aujourd’hui bien établie, aucune étude n’a, à ce jour, montré le 

phénotype des macrophages infiltrés dans les lésons valvulaires. Ainsi, notre hypothèse est 

que, en miroir des lésions athéroscléreuses, il existe, au sein des lésions valvulaires 
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sténosées, différentes sous-populations de macrophages modulant le devenir de la lésion et 

dont le rôle dans l’expression de FT et la calcification reste à définir.  

Pour mener à bien ce projet, une analyse histologique et immunohistologique des 

valves aortiques humaines sténosées (protocole ATHERAO) à l’aide d’anticorps spécifiques 

ciblant des marqueurs de caractérisation des M1/M2 (CD11c, marqueur des macrophages 

M1 et CD206, marqueur des M2) permettra de caractériser les macrophages infiltrés dans 

ces lésions et de localiser précisément ces phénotypes. Nous réaliserons, grâce à des 

colorations spécifiques (Von Kaussa), des colocalisations avec les dépôts de calcium. 

L’isolement des macrophages d’intérêt directement à partir des valves, par microdissection 

laser, nous permettra de mesurer les marqueurs de calcification, de la voie du FT et du 

remodelage tissulaire (ARN et protéine) au sein de ces sous-populations. 

 

 La réalisation de ce travail devrait aider à une meilleure compréhension des effets 

des cellules inflammatoires, les macrophages, dans le développement des pathologies 

vasculaires et valvulaires chez l’homme, notamment sur les mécanismes cellulaires et 

moléculaires. De plus, ce travail devrait permettre d’identifier de nouveaux biomarqueurs de 

ces pathologies et ouvrir de nouvelles pistes diagnostiques et pronostiques ainsi que de 

nouvelles cibles thérapeutiques. 
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Annexe 1 :  

Cahier anonymisé de recueil des données clinico-biologiques du protocole OPAL-2 
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Résumé : 
Introduction : L’athérosclérose se caractérise par une inflammation chronique de l’intima 
des artères où s’infiltrent notamment les macrophages. Deux sous-types de 
macrophages coexistent dans la plaque athéroscléreuse humaine, les M1 et les M2. Les 
macrophages sont capables d’exprimer et de libérer divers médiateurs tels que des 
cytokines pro- et anti-inflammatoires, du Facteur Tissulaire (FT), initiateur principal de la 
coagulation et ses inhibiteurs physiologiques, les Tissue Factor Pathway Inhibitor (TFPI 
et TFPI-2), des acteurs pro-angiogéniques (VEGF, Vascular Endothelium Growth Factor) 
et des métalloprotéases (MMP) impliquées dans la vulnérabilité de la plaque. Objectifs : 
Les buts de ce travail étaient de comparer le niveau d’expression et/ou de sécrétion de 
ces médiateurs entre les macrophages M1 et M2 issus de monocytes circulants de 
patients athéroscléreux, puis d’évaluer l’impact des principaux facteurs de risque 
cardiovasculaire sur ces profils d’expression. Matériel et méthodes : Des macrophages 
dérivés des monocytes circulants (MDM) de 35 patients athéroscléreux ont été mis en 
culture pendant 7 jours en présence d’IL-1β (10ng/mL) ou d’IL-4 (10ng/mL) pour induire, 
respectivement, les phénotypes M1 et M2. L’expression des médiateurs de 
l’athérosclérose a été évaluée par RT-PCR quantitative. La sécrétion de certains 
médiateurs a été appréciée par dosage ELISA dans les surnageants de culture des 
MDM. Résultats : Nous confirmons les propriétés pro-inflammatoires des M1 (expression 
accrue du TNFα et d’IL-1β, p<0,0001 pour les 2) et les capacités anti-inflammatoires des 
M2 (expression accrue de l’IL-10, p<0,0001). Nous observons que les M1 sont anti-
fibrinolytiques (expression significativement plus élevée du PAI-1, inhibiteur de la 
fibrinolyse, dans les M1 vs M2, p<0,0001) et expriment davantage de FT (p=0,04) et de 
MMP-9 (p<0,0001). Les M2, quant à eux, expriment significativement plus de VEGF 
(p=0,0001) et de TFPI (p=0,0025), modulant ainsi l’instabilité et la thrombogénicité des 
plaques. De plus, nous montrons que les patients diabétiques présentent, dans les M1, 
une activité pro-angiogénique et protéolytique plus importante, pouvant expliquer une 
fragilité accrue des plaques observée chez ces patients. L’expression du TFPI dans les 
M1 est inversement corrélée à l’âge des patients (p=0,045, r=-0,345), en accord avec le 
fait que l’âge prédispose aux thromboses. Enfin, l’expression de l’IL-10 dans les 
macrophages M2 diffère selon le sexe des patients. Conclusion : Ce travail montre que 
les 2 sous-populations M1 et M2 peuvent moduler différemment les processus 
physiopathologiques impliqués dans l’athérosclérose et que le diabète, la dyslipidémie, 
l’obésité, le sexe et l’âge ont une influence significative sur les profils d’expression des 
M1 et M2. 
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