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2 ATHEROSCLEROSE ET MALADIES CARDIOVASCULAIRES 

2.1 Généralités 

2.1.1 Epidémiologie 

L’ensemble des maladies cardiovasculaires (dont l’infarctus du myocarde et les 

accidents vasculaires cérébraux) représentaient environ 17 millions de décès dans le 

monde en 2013, soit la première cause de mortalité et de morbidité dans le monde, 

devant les cancers[1, 2]. De plus, selon les estimations, ces pathologies resteront la 

première cause de mortalité dans le monde en 2030 responsable de près de 23 

millions de décès. En France, 29% de la mortalité totale est imputée aux maladies 

cardiovasculaires avec 170 000 décès chaque année, derrière les cancers qui 

représentent 30% de la mortalité totale. D’autre part, les maladies cardiovasculaires 

engendrent également des séquelles importantes chez les malades dont les 

conséquences sont considérables. En effet, les accidents vasculaires cérébraux 

représentent, par exemple, la première cause de handicap. Ainsi, les dépenses 

annuelles de santé remboursées liées aux maladies cardiovasculaires représentent 

environ 20% des dépenses totales, avec plus de 30 milliards d’euros, soit deux fois 

plus que les cancers. 

 

L’athérosclérose est la principale cause sous-jacente aux maladies cardiovasculaires, 

et les conséquences socio-économiques qui en découlent font de cette pathologie un 

problème majeur de santé publique. 

2.1.2 Facteurs de risque 

 

L’athérosclérose est une pathologie multifactorielle et l’observation de population a 

permis de mettre en évidence l’existence de facteurs de risque pouvant prédisposer à 

l’apparition et le développement de l’athérosclérose. On distingue des facteurs 

modifiables et des facteurs non-modifiables. 
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Parmi les facteurs non-modifiables on retrouve l’âge, le sexe et l’hérédité. Le risque 

d’accident cardiovasculaire est d’autant plus important avec l’âge. Les hommes sont 

plus susceptibles aux accidents cardiovasculaires que les femmes avant la 

ménopause, la prévalence tend à s’équilibrer après 75 ans[3-6]. 

 

Les facteurs modifiables concernent tous les facteurs pouvant faire l’objet d’une 

prévention primaire ou secondaire. Parmi ceux-ci on retrouve l’hypertension 

artérielle, les dyslipidémies et l’hypercholestérolémie. Cette dernière représente le 

facteur le plus important dans le développement de l’athérosclérose. Le diabète, 

l’obésité, la sédentarité, la consommation excessive d’alcool et le tabagisme 

contribuent également aux complications liées à l’athérosclérose[7, 8]. 

 

La prévention des facteurs de risque modifiables représente donc un enjeu important 

afin de limiter le développement de l’athérosclérose. 

2.1.3 Définition - Historique de l’athérosclérose 

 

L’athérosclérose est une maladie inflammatoire chronique clairement associée à un 

mode vie de type occidental, qui est notamment caractérisé par la sédentarité et une 

alimentation riche en matières grasses. Pourtant, il ne s’agit pas d’une maladie 

nouvelle. En effet, les études de Ruffer en 1911 et de Randall Thompson en 2013, 

ont permis de mettre en évidence la présence de lésions d’athérosclérose sur des 

momies égyptiennes, dont les plus anciennes datent de plus de 3 000 ans[9]. Pour 

décrire les lésions, le terme « athérome » qui vient du grec ancien « athara » et qui 

signifie « bouillie de farine ou gruau » a été introduit par Haller en 1755. Le 

caractère inflammatoire de la maladie a été souligné en 1856 par Virchow. Ce n’est 

qu’en 1904 que les premières descriptions précises de la maladie ont été faites, par 

Felix Marchand, qui invente par ailleurs le terme « atherosklerose » issu du grecs « 

athara » (« bouillie de farine ou gruau ») et « skleros » (« dur »). Ce nom permet 

ainsi de mettre en évidence les deux composants essentiels, athéromateuse et 

scléreuse, de la maladie. Enfin, l’athérosclérose a été définie pour la première fois en 
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1954 par l’OMS (Organisation Mondiale de la Santé), comme 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 tissus fibreux et de dépôts calcaires ; le tout s’accompagnant 

de modifications de la média ». 

2.1.4 Développement anatomo-pathologique de l’athérosclérose 

 

Afin de comprendre et d’expliquer les mécanismes aboutissant à la formation de la 

plaque d’athérosclérose et des accidents cliniques qui en découlent, il est important 

de connaître les différents stades d’évolution de la maladie. La première classification 

anatomo-pathologique détaillée des stades successifs de l’évolution de 

l’athérosclérose a été proposée par Stary en 1992 dans le cadre du « Committee on 

vascular lesions of the council on atherosclerosis » (Figure 1). Celle-ci a été adoptée 

par l’AHA (American Heart Association) en 1994[10, 11]. Cette classification repose 

sur l’observation d’un grand nombre d’artères d’enfants et de jeunes adultes et 

comporte six stades. On distingue les lésions précoces correspondant aux stades de 

type I à III et qui évoluent de manières silencieuses. Aux lésions avancées, qui 

correspondent aux stades IV à VI, l’épaississement de l’intima entraine une 

diminution de la lumière artérielle. On peut également y observer des phénomènes 

de complications, tels que l’ulcération, l’hémorragie intra-plaque ou la formation d’un 

thrombus, pouvant accélérer l’évolution de la maladie. 

 

Lésions de type I ou macrophages spumeux isolés. Il s’agit du stade initial, les 

lésions sont de petites tailles et ne sont pas visibles à l’œil nu. Ce stade est 

caractérisé par un épaississement de l’intima et la présence de macrophages 

spumeux isolés. 

 

Lésions de type II ou strie lipidique. Il s’agit des premières lésions observables à l’œil 

nu, et apparaissent dès l’âge de 10-15 ans. Les macrophages spumeux qui forment 

la strie lipidique se regroupent en amas dans le sous-endothélium de l’intima. On 
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n’observe pas encore de lipides extracellulaires. Les lésions sont jaunâtres de formes 

allongées et planes, et sont disposées parallèlement au flux sanguin. 

 

Lésions de type III ou pré-athérome. Ces lésions sont similaires aux lésions de type 

II, mais avec l’apparition de dépôts aléatoires de lipides extracellulaires, près des 

macrophages spumeux. Le noyau lipidique n’étant pas encore formé. 

 

Lésions de type IV ou athérome. L’accumulation de lipides extracellulaires est 

beaucoup plus importante et forme un noyau lipidique, également riche en cristaux 

de cholestérol mais pauvre en cellules. Ce noyau est dépourvu d’une réelle chape 

fibreuse. 

 

Lésions de type V ou plaque d’athérosclérose. Ces lésions se développent avec l’âge 

et apparaissent vers 40 ans. Ce stade est également appelé plaque fibrolipidique ou 

plaque fibroathéromateuse. Il est caractérisé par la formation de la chape fibreuse 

riche en collagènes, protéines de structure et cellules vasculaires (en particulier les 

cellules musculaires lisses). Cette chape fibreuse entoure un centre/noyau lipidique 

constitué de cellules spumeuses, de débris cellulaires, de lipides extracellulaires et de 

cristaux de cholestérol. La plaque d’athérosclérose, de couleur jaunâtre, peut se 

prolonger dans la lumière artérielle. 

 

Lésions de type VI ou lésions compliquées. Ces lésions surviennent généralement 

après 40 ans. Il s’agit de l’évolution des stades IV ou V vers une complication. La 

taille de la plaque n’est pas forcément corrélée à l’apparition de complications. Ainsi, 

une complication qui survient sur une plaque peu sténosante peut être lourde de 

conséquences car difficilement détectable préalablement par des examens classiques 

de cardiologie. L’évaluation des lésions se faisant généralement à partir de la taille 

des plaques et rarement de leur structure. 
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Les lésions compliquées peuvent évoluer vers des symptômes et également être à 

l’origine d’accidents aigus comme l’infarctus du myocarde. L’AHA distingue différents 

types de lésions compliquées : 

• La lésion VIa (l’ulcération) correspond à une rupture de plaque avec perte de 

l’endothélium vasculaire et donc exposition du sous-endothélium (ulcération). 

La profondeur de l’ulcération est variable, elle peut être superficielle et se 

limiter à la chape fibreuse ou être plus profonde et atteindre le noyau 

lipidique. 

• La lésion VIb (hématome ou hémorragie intra-plaque) survient plus 

fréquemment et peut être responsable de symptômes cliniques. Elle peut être 

associée à l’ulcération qui entraine l’arrivée de sang de la lumière vers la 

plaque ou peut être induite suite à la rupture de vaisseaux intra-plaque sous 

l’effet de contraintes hémodynamiques. 

• La lésion VIc (Thrombose) est la complication majeure de l’athérosclérose. La 

thrombose peut intervenir indépendamment de la taille de la plaque, suite à 

une ulcération superficielle ou profonde. Elle peut être occlusive ou non, ce 

facteur détermine le degré de gravité des symptômes cliniques. 

La lésion VIabc possède les caractéristiques des trois précédentes lésions. 

 

Figure 1 : Schéma de la classification histologique des différents stades des lésions d’athérosclérose 

(Stary et al. 1995) 

 

Cette classification repose sur le fait que les lésions évoluent linéairement vers le 

stade dont le degré de gravité est le plus important. Cependant celle-ci a récemment 

été remise en cause. En effet, il a été montré que les lésions pouvaient évoluer par 

poussée sans forcément passer par toutes les étapes décrites précédemment. Ainsi, 

en 2000 Virmani et Schwart proposent une nouvelle classification faite à partir de 

l’observation de plaques de patients décédés subitement de maladies coronariennes 

(Figure 2). Cette nouvelle classification, descriptive, repose sur l’analyse du contenu 

lipidique, de la formation de la chape fibreuse et du centre nécrotique mais aussi en 

se basant sur l’évolution dynamique de l’épaisseur de la chape fibreuse, de la taille 
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du centre nécrotique et de la thrombose. Elle diffère de la précédente sur plusieurs 

points. Tout d’abord, les premiers stades ne sont pas considérés comme 

pathologiques. Le stade « lésions intimales » de la classification de Stary a été 

remplacé par « Xanthome intimal ». Les lésions peuvent se compliquer sans 

forcément passer par tous les stades de la maladie.  

 

 

 

Figure 2 : Schéma des différents stades des lésions d’athérosclérose (Virmani et al. 2000) 

 

2.2 Modèles d’étude 

2.2.1 La souris ApoE-/- 

 

L’ApoE (Apolipoprotéine E) est une molécule synthétisée dans différents tissus 

comme le cerveau, le foie ou la rate. Elle est présente au niveau de la plupart des 

lipoprotéines comme les ILDLs (Intermediate Density Lipoprotein ou lipoprotéines de 

densité intermédiaire) dont elle permet leur transport et leur récupération au niveau 

du foie[12]. L’invalidation de l’ApoE chez des souris (souris ApoE-/-) modifie 

considérablement leur profil lipidique. On observe une augmentation importante des 

taux de VLDLs (Very Low Density Lipoprotein ou lipoprotéines de très faible densité), 

ILDLs et de LDLs (Low Density Lipoprotein ou lipoprotéines de faible densité) ainsi 

qu’une diminution des taux de HDLs (High Density Lipoprotein ou lipoprotéine de 

haute densité)[13]. Au niveau des lésions, les souris ApoE-/- (Apolipoprotéine E 

knockout) développent spontanément des plaques d’athérosclérose au niveau de 

l’aorte ainsi qu’aux bifurcations aortiques, il s’agit d’une distribution qui est similaire 

aux lésions observées chez l’homme. Entre 6 et 10 semaines, les souris développent 

des lésions équivalentes au stade « strie lipidique » contenant des cellules 

spumeuses et des CMLs (Cellules Musculaires Lisses). Aux stades avancés, ces souris 

peuvent développer la formation d’un centre lipidique entouré d’une chape 
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fibreuse[14]. Par ailleurs, le développement et la progression des lésions peuvent 

être accélérés par un régime hyper-lipidique. 

Néanmoins, ce modèle possède certaines limites. En effet, les taux très élevés en 

cholestérol plasmatique ainsi que les propriétés anti-inflammatoires de l’ApoE restent 

critiquables[15]. 

2.2.2 La souris LDLr-/- 

 

Le deuxième modèle le plus utilisé est le modèle de souris déficientes pour le 

récepteur aux LDLs, la souris LDLr-/- (Low Density Lipoprotein receptor). 

Contrairement aux souris ApoE-/-, les souris LDLr-/- ne développent pas spontanément 

des plaques avec un régime normal et présentent une hypercholestérolémie 

modérée[16]. Sous régime hyper-lipidique, ces souris sont caractérisées par des taux 

plasmatiques élevés de LDLs, proche de l’hypercholestérolémie familiale que nous 

retrouvons chez l’homme. Par ailleurs, elles développent rapidement des 

plaques[17]. 

2.3 Physiopathologie de l’athérosclérose 

2.3.1 Structure de la paroi vasculaire saine 

 

La paroi des vaisseaux est constituée de 3 couches distinctes, de la couche la plus 

interne à la plus externe : l’intima, la média et l’adventice (Figure 3).  Chacune de 

ces tuniques est séparée l’une de l’autre par des membranes élastiques : la limitante 

élastique interne, sépare l’intima de la média, et la limitante élastique externe, plus 

faible, sépare la média de l’adventice. 

L’intima, qui est la tunique la plus interne est directement en contact avec le flux 

sanguin. Cette couche est tapissée de cellules endothéliales formant l’endothélium. 

Ce dernier est impliqué dans différentes fonctions tels que la régulation de 

l’hémostase et l’inflammation. 

La média est la tunique moyenne, la plus épaisse. Elle est limitée de part et d'autre 

par les membranes limitantes élastiques interne et externe. Elle est composée de 
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cellules musculaires lisses et d'un réseau de collagène, d’élastine, et de 

mucopolysaccharides. Suivant la prédominance de fibres élastiques ou de cellules 

musculaires. Nous distinguons les artères élastiques, qui sont de gros vaisseaux 

proximaux, opposées aux artères musculaires, qui sont les petites artères 

périphériques particulièrement douées de vasomotricité. 

L'adventice est la tunique externe formée de tissu conjonctif peu organisé. Elle 

contient également des fibres élastiques épaisses et des fibroblastes. 

 

Figure 3 : Structure de la paroi vasculaire saine 

2.3.2 Genèse de la plaque d’athérome 

2.3.2.1 Localisation 

 

Les plaques d’athérosclérose se développent principalement dans les vaisseaux de 

moyen et gros calibre, et plus particulièrement au niveau des bifurcations et des 

zones de courbure, comme au niveau de la crosse aortique (Figure 4). Ces zones, 

pro-athérogènes, sont caractérisées par un flux sanguin oscillatoire ou turbulent où 

les contraintes de cisaillement sont faibles. Les cellules endothéliales possèdent une 

grande variété de récepteurs, comprenant entre autres des mécano-senseurs, 

capables de capter un signal mécanique (flux sanguin) susceptibles d’engendrer des 
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modifications fonctionnelles et phénotypiques au niveau de l’endothélium vasculaire. 

En effet, il a été montré, que les régions pro-athérogènes, caractérisées par un flux 

sanguin non laminaire, sont associées à une dysfonction endothéliale, à une 

augmentation de la perméabilité, de la prolifération cellulaire mais aussi des 

fonctions adhésives et coagulantes[18]. Au niveau des zones antiathérogènes, le flux 

sanguin est laminaire, les contraintes de cisaillement sont plus importantes, la 

fonction endothéliale n’est pas affectée c’est-à-dire que l’endothélium est 

imperméable aux cellules circulantes et les fonctions procoagulantes et prolifératives 

sont régulées[19] (Figure 5). 

 

 

Figure 4 : Site de formation des lésions d’athérosclérose (Dr S. Lehoux, Inserm U689) 

 

 

 

Figure 5 : Rôle du flux sanguin dans la formation des lésions (d’après Malek et al. d’après JAMA 

1999) 

 

2.3.2.2 Formation de la plaque d’athérome 

 

Les lésions d’athéroscléroses se développent au niveau de l’intima de la paroi 

vasculaire. Initialement, les cellules endothéliales de l’intima ne permettent pas aux 
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leucocytes circulant d’adhérer à la paroi des vaisseaux. Le premier stade de la 

physiopathologie est caractérisé par une dysfonction endothéliale. Cette phase est 

également appelée « Strie lipidique ». Elle est divisée en différentes étapes : 

infiltration de LDLs, activation endothéliale et recrutement des leucocytes 

circulants[20](Figure 7). 

2.3.2.3 Accumulation de LDL au niveau de l’intima 

 

En situation non pathologique, il existe un équilibre entre les concentrations de LDLs 

plasmatiques et intracellulaires de la paroi artérielle. 

Les LDLs sont des lipoprotéines constituées entre autres de l’Apolipoprotéine B-100, 

de phospholipides, de triglycérides et de molécules liposolubles antioxydantes et dont 

la fonction principale et de transporter le cholestérol. Les LDLs peuvent se fixer au 

sous-endothélium et plus particulièrement à la matrice extracellulaire (MEC) via 

l’interaction avec les protéoglycanes[21]. 

 

Sous l’influence des facteurs de risque précédemment décrits, plus la concentration 

plasmatique de LDLs augmente et plus la concentration de LDLs retenus dans le 

sous-endothélium est importante. 

 

La liaison des LDLs aux protéoglycanes de la MEC entraine des modifications 

lipidiques et structurelles des LDLs les rendant susceptibles à l’oxydation. Les OxLDLs 

(Oxidized Low-Density Lipoprotein) induisent une augmentation de la production de 

protéoglycanes par les CMLs entrainant davantage leur rétention au niveau de la 

MEC. 

2.3.2.4 Activation de l’endothélium et infiltration cellulaire au niveau de l’intima 

 

L’une des étapes clés de la phase précoce du développement de l’athérosclérose est 

l’activation de l’endothélium vasculaire qui va conduire à une accumulation de 
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cellules circulantes au niveau de l’intima. Cette infiltration cellulaire se fait en 

plusieurs étapes(Figure 6). 

2.3.2.5 Adhésion et Rolling 

 

Cette première étape de l’infiltration leucocytaire intimale met en jeu différentes 

molécules dont les sélectines P-selectines, E-selectines[22] qui sont exprimées par 

les cellules endothéliales (la P-selectine est également exprimée par les plaquettes 

activées) et la L-selectine, exprimée par les leucocytes. De plus, Il a été montré que 

les cytokines pro-inflammatoires, telles que le TNF� (Tumor Necrosis Factor �) ou 

l’IL1-b (Interleukin 1 beta), les OxLDL[23] et la perturbation du flux sanguin[24] 

peuvent induire l’expression de la P-selectine et la E-selectine. Ces sélectines sont 

des molécules transmembranaires et calcium-dépendantes. C’est l’interaction des 

sélectines avec leurs ligands glycosylés qui permet le rolling des cellules. En effet, la 

P- et E-selectine peuvent interagir avec le PGSL-1 (P-Selectine Glycoprotein Ligand 

1), ligand exprimé de façon constitutive par les leucocytes. La E-sélectine peut 

également interagir avec le ESL-1 (E-Selectine Ligand 1). Le rolling fait également 

intervenir des forces d’interactions entre les sélectines et leurs ligands qui sont 

rapidement réversibles. 

 

Le rôle important des sélectines dans le développement de l’athérosclérose a été 

démontré à partir de modèles murins ou la déficience en P et E-selectine chez des 

souris LDLr-/- et ApoE-/- entraine une augmentation de la taille des lésions[25, 26]. 

Les sélectines ne sont pas les seules molécules impliquées dans l’adhésion et le 

rolling des leucocytes au niveau de l’endothélium. Les intégrines et les molécules de 

la famille des CAMs (Cell Adhesion Molecule) sont également engagées. VCAM-1 

(Vascular Cell Adhesion Molecule 1) est exprimé par l’endothélium vasculaire 

seulement après leur activation (par les cytokines pro-inflammatoires ou 

OxLDLs)[27]. ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule 1) est exprimée de façon 

constitutive par les cellules endothéliales. VCAM-1 interagit avec son ligand VLA-4 

(Very Late Antigen-4 α4β1 integrin) et CD44 (Cluster of Differenciation 44) pour jouer 



  
Sujet de thèse : 

Rôle de Clec9a dans l’athérosclérose 
 

 

 

13/10/2017 - V1.0 Thèse De Sciences réalisée par Yacine Haddad Page 23 sur 163 

 

un rôle important dans l’adhésion des monocytes avec l’endothélium. La forte 

adhésion des monocytes à l’endothélium est aussi régulée par les chimiokines telles 

que CCL2 (C-C Motif Chemokine Ligand 2) et l’IL-8. Alors que ICAM-1 et 2 

interagissent avec LFA-1 (Lymphocyte Fonction-associated Antigen-1) et Mac-1 

(Macrophage-1-antigen) pour réguler le déplacement des monocytes sur 

l’endothélium vasculaire. 

 

Des études ont montré que l’invalidation de ICAM-1 chez des souris ApoE-/- entraine 

une diminution de la taille des lésions[28]. L’invalidation de VCAM-1 étant létale, des 

études, visant à réduire de façon importante son expression, ont mis en évidence un 

rôle pro-athérogène de VCAM-1 chez la souris LDLr-/-[29]. 

2.3.2.6 Transmigration endothéliale 

 

Suite à l’adhésion et au rolling sur l’endothélium, les leucocytes vont transmigrer 

dans le sous endothélium. La transmigration fait intervenir des molécules 

appartenant à la superfamille des immunoglobulines telles que les PECAM1 (Platelet 

Endothelial Cell Adhesion Molecule 1) qui sont localisées au niveau des jonctions 

intercellulaires de l’endothélium mais aussi au niveau des leucocytes et des 

plaquettes. Les molécules ICAMs, et les JAMs (junctional adhesion molecule) ainsi 

que des molécules non-immunoglobulines comme CD99 sont exprimées par les 

leucocytes. Au cours de ce mécanisme, les leucocytes traversent l’endothélium via les 

jonctions entre cellules endothéliales (diapédèse). 
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Figure 6 : schéma du recrutement et de la diapédèse leucocytaire. 

2.3.3 Evolution de la plaque 

 

La plaque évolue vers une plaque caractérisée par la formation d’un centre 

nécrotique et d’une chape fibreuse. Les CMLs et la MEC jouent un rôle important 

dans la stabilité de la plaque. En effet, l’évolution de la plaque est conditionnée par 

la MEC, les MMPs (Métalloprotéinases) et la composition en CMLs. Les CMLs migrent 

de la média vers l’intima et acquièrent un phénotype sécrétoire où elles synthétisent 

du collagène et forment la chape fibreuse. L’épaisseur de cette chape est un facteur 

critique. Les plaques instables sont caractérisées par un amincissement de la chape 

fibreuse, dû aux cytokines pro-inflammatoires (particulièrement l’IFNγ (Interferon 

Gamma))[30] et à la dégradation de la MEC par les MMPs[31, 32]. 
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Figure 7 : Rôle de l’inflammation dans le développement de l’athérosclérose 

2.3.4 Rôle de l’immunité 

2.3.4.1 Immunité innée 

2.3.4.1.1 Rôle des monocytes dans l’athérosclérose 

  

Chez la souris, il existe deux populations de monocytes caractérisées par l’expression 

de marqueurs spécifiques et de récepteurs aux chimiokines. Les monocytes Ly6Chi ou 

« monocytes classiques » caractérisés par l’expression CCR2 et les monocytes non 

classiques Ly6Clo caractérisés par l’expression de CX3CR1[33]. Le rôle des monocytes 

dans l’athérosclérose a été mis en évidence à travers l’expression des chimiokines et 

de leurs récepteurs qui détermine leur recrutement au niveau des lésions (Figure 8). 

La présence de monocytes au niveau des lésions chez l’homme et chez la souris 

suggère un rôle potentiel dans le développement de l’athérosclérose[34]. 

Les souris ApoE-/- sous régime gras sont caractérisées principalement par une 

augmentation de monocytes classiques Ly6Chi[35, 36]. 

L’injection d’un anticorps neutralisant anti-CCR5 à des souris ApoE-/- entraine un 

défaut d’infiltration de monocytes non classiques au niveau des lésions[35]. Ce qui 
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montre que le CCR5 est important pour le recrutement des monocytes non classiques 

au niveau des lésions. 

L’invalidation de CCL2, qui est le ligand du CCR2 ou de CX3CR1 dans un modèle de 

souris ApoE-/- entraine une diminution de la taille des lésions par rapport aux souris 

contrôles ApoE-/-[37]. Les auteurs montrent également un rôle additif des deux 

populations monocytaires dans l’évolution des lésions. En effet, des souris ApoE-/-

CCL2-/-CX3CR1-/- développent moins de plaques par rapport aux souris ApoE-/-CCL2-/- 

ou par rapport aux souris ApoE-/-CX3CR1-/- après 25 semaines de régime normal. De 

plus, L’injection d’un anticorps neutralisant anti-CCR5 à des souris ApoE-/-CCL2-/-

CX3CR1-/-, réduit davantage le taux de monocytes circulants et diminue la taille des 

lésions. Ces résultats suggèrent donc un rôle pro-athérogène des deux populations 

de monocytes[37]. 

Chez l’homme, trois populations de monocytes ont été identifiées : 

• Les monocytes classiques CD16-CD14++ caractérisés par : 

o L’expression du CCR2 ; 

o La production de cytokines pro-inflammatoires comme le TNF�, l’IL-

1� ou l’IL-6[38] 

• Les monocytes non classiques CD14-CD16+ caractérisés par : 

o L’expression du récepteur CX3CR1 ; 

o Une faible capacité de phagocytose[39] 

• Les monocytes intermédiaires CD16intCD14++ caractérisés par : 

o L’expression des molécules du CMH-II, suggérant un rôle dans la 

présentation d’antigènes, et qui pourraient être les précurseurs de 

macrophages ou de cellules dendritiques[40]. 

Par ailleurs, l’expression de CCR2 et de CX3CR1 qui sont présents sur les monocytes 

humains suggère un rôle important des monocytes. Par exemple, nous retrouvons 

chez les patients atteints de coronaropathie, une augmentation de monocytes 

CD14+CD16+ par rapport aux sujets sains. 
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Figure 8 : Rôle des monocytes dans l’athérosclérose 

 

2.3.4.1.2 Rôle des macrophages dans les lésions 

 

Les macrophages constituent une population hétérogène de cellules myéloïdes. Ils 

sont essentiels pour maintenir l'homéostasie tissulaire et représentent la première 

ligne de   défense de l'hôte contre les agents pathogènes. Les macrophages sont 

également impliqués dans le remodelage tissulaire après une lésion ou lors du 

développement des organes. Par ailleurs, ces macrophages possèdent également 

une grande plasticité et des caractéristiques fonctionnelles très diverses selon le tissu 

et le contexte inflammatoire. 

Le rôle majeur des macrophages dans l’athérosclérose a été mis en évidence à partir 

de modèles murins déficients en M-CSF (Macrophage Colony-Stimulating Factor), les 
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souris op/op. La déficience en M-CSF entraine une diminution du nombre de 

macrophages tissulaires et de monocytes circulants. Il a été montré que la déficience 

en M-CSF chez des souris ApoE-/- ou LDLr-/- entraine une diminution importante de la 

taille des lésions. 

Les macrophages représentent la proportion cellulaire la plus importante au sein des 

lésions. Ils interviennent à tous les stades du développement de l’athérosclérose et 

sont impliqués tant dans la modulation de l’inflammation qu’au niveau du 

métabolisme des lipides et à la formation des cellules spumeuses (Figure 10).  

L’origine des macrophages au sein des lésions est multiple, ils peuvent être issus de 

la différenciation de monocytes circulants, soit de la différenciation de progéniteurs 

cellulaires résidents déjà présents dans la paroi vasculaire. 

2.3.4.1.2.1 Origine des macrophages dans les lésions 

 

L’accumulation des macrophages au sein des lésions a été mise en évidence tant au 

niveau des lésions chez l’homme que chez la souris[41, 42]. . Seulement l’origine de 

leur accumulation n’est pas encore clairement établie et plusieurs hypothèses ont été 

émises (Figure 9). 

 

Chez la souris, de nombreuses études montrent que la majorité des macrophages au 

niveau des lésions provient en grande partie de la différentiation des monocytes 

circulants[36, 43, 44]. Récemment l’émergence d’une nouvelle hypothèse a été 

émise selon laquelle les macrophages pourraient proliférer localement. Robbins CS et 

al. suggèrent que l’origine monocytaire des macrophages représente une proportion 

très importante aux stades précoces alors qu’aux stades avancés, près de 90% des 

macrophages proviendraient plutôt d’une prolifération locale[45]. Parallèlement à ces 

résultats, Ensan S et al. révèlent l’existence de précurseurs embryonnaires CX3CR1+ 

qui peuvent potentiellement participer à la prolifération locale des macrophages au 

niveau des artères[46]. Cependant, Childs et al. ont mis en évidence qu’il existe une 

proportion importante de macrophages sénescents aux stades avancés[47]. Ces 

macrophages ne peuvent donc plus proliférer, et leur déplétion entraine une 
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diminution significative de l’infiltrat macrophagique aux stades avancés[47]. Dans 

une autre étude, les auteurs montrent une prolifération locale des macrophages, 

indépendamment des monocytes, plus importante aux stades précoces qu’aux stades 

tardifs[48]. Ces résultats peuvent s’expliquer par l’utilisation de marqueurs présents 

aussi bien dans les macrophages qu’au niveau des CMLs. Les résultats d’une étude 

récente montrent que près de 50% des marqueurs exprimés par les macrophages 

spumeux humains, sont également présents au niveau des CMLs, in vitro et in 

situ[49]. Tout comme les macrophages, les CMLs possèdent des capacités 

prolifératives importantes et une grande plasticité, pouvant même acquérir un 

phénotype proche de celui des macrophages. En effet, certaines études proposent 

que, dans des conditions particulières, les CMLs peuvent se différencier en 

macrophages appelés « macrophages-like »[50-54]. 

 

 

 

Figure 9 : Origine des macrophages dans les lésions 
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L’étude de l’origine des macrophages représente donc une étape importante dans la 

compréhension des mécanismes impliqués dans leur accumulation au sein des 

lésions. 

2.3.4.1.2.2 Métabolisme lipidique et formation de cellules spumeuses 

 

L’accumulation de LDLs modifiées dans le sous-endothélium est l’élément 

déclencheur de l’athérosclérose. Une fois dans l’endosome tardif ou le 

phagolysosome, la fraction des esters de cholestérol des LDLs sera hydrolysée en FC 

(Free Cholesterol)[55]. L’excès d’esters de cholestérol sera stocké dans le cytoplasme 

au niveau de gouttelettes lipidiques. Le métabolisme lipidique résulte d’un équilibre 

entre l’internalisation de lipide intracellulaire et l’efflux de cholestérol. L’expulsion 

hors de la cellule du cholestérol en excès est donc une étape importante. Ce 

phénomène est pris en charge par les deux transporteurs ABCA1 (ATP (Adénosine 

Triphosphate) -binding cassette, sub-family A, member 1) et ABCG1 (ATP-binding 

cassette, sub-family G, member 1) qui jouent un rôle important dans la régulation de 

l’accumulation de lipides intracellulaire. En effet, l’invalidation de ABCA1 et ABCG1 

augmente l’inflammation, l’accumulation des cellules spumeuses et la taille des 

plaques[56, 57]. 

Les macrophages possèdent une multitude de récepteurs, dont les « Récepteurs 

Scavengers » (SR) qui participent à l’internalisation des LDL modifiés. Il existe 8 

classes de Récepteurs Scavengers , potentiellement impliqués dans le 

développement de l’athérosclérose[58]. 

Il a été montré que la déficience en CD36 (totale ou spécifiquement dans les 

macrophages), qui est un récepteur scavenger, diminue la taille des lésions[59-61]. 

Cependant une autre étude a montré que la délétion du CD36 dans un modèle de 

souris ApoE-/- n’influe pas sur l’accumulation de cellules spumeuses malgré une 

diminution du cholestérol dans les macrophages péritonéaux[62]. 

 Ces résultats suggèrent alors qu’un autre mécanisme peut être activé pour 

compenser l’absence du CD36. 
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2.3.4.1.2.3 Macrophages et inflammation 

 

Les macrophages lésionnels participent au développement de l’inflammation dans 

l’athérosclérose via la production de différents facteurs. Parmi ces facteurs on 

retrouve notamment des cytokines pro-inflammatoires (IL-12, IL-6, IL-18, TNFα)[63-

66] ou des chimiokines ayant des propriétés pro-athérogènes comme CCL2 connue 

comme étant la première à être impliquée dans l’initiation de l’athérosclérose. 

Les macrophages possèdent une activité protéolytique importante qui est notamment 

impliquée dans la stabilité des lésions (voir chapitre « complication et évolution des 

lésions »). 

Il a été mis en évidence que l’internalisation de cristaux de cholestérol par les 

macrophages murins ou humains, dès les stades précoces, entraine une dysfonction 

lysosomale induisant la libération de protéases et de ROS dans le cytosol ce qui a 

pour conséquence l’activation de l’inflammasome NLRP3 (NLR Family Pyrin Domain 

Containing 3) et la production d’IL-1β et d’IL-18. La transplantation de souris LDLr-/-  

avec de la moelle osseuse de souris déficiente en IL-1β diminue la taille des plaques. 

Des résultats similaires sont observés chez des souris ou de composant de 

l’inflammasome chez des souris ou ApoE-/- déficientes en NLRP3. 

D’autres études ont mis en évidence un rôle majeur de CD36 dans l’activation de 

l’inflammasome. En effet des macrophages déficients en CD36 et traités avec des 

OxLDL ne voient pas leur activité lysosomale affectée mais ne peuvent plus produire 

de l’IL-1β et l’inflammasome n’est pas activé. 
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Figure 10 : Rôle des macrophages dans la formation des lésions 

2.3.4.1.2.4 Plasticité des macrophages dans l’athérosclérose 

 

La plasticité macrophagique a été mise en évidence in vitro au cours d’études 

expérimentales[67]. Ces études montrent que les macrophages peuvent s’adapter au 

milieu dans lequel ils se trouvent en adoptant un phénotype fonctionnel différent 

(Figure 11). A partir de la différenciation de monocytes, on distingue ainsi : 

• les macrophages M1 pour « classically activated macrophages »[68]. Ces 

macrophages sont induits par le LPS ou l’association LPS+IFN�. ils sont 

caractérisés par un phénotype pro-inflammatoire et ils sont capables de sécréter 

des facteurs pro-inflammatoires comme le TNF�, l’IL-1�, l’IL-6, l’IL-12 et l’iNOS. 

Il a également été décrit que ces macrophages peuvent être induits par une 

stimulation avec des LDLs ou des OxLDLs. 

• les macrophages M2 ou alternatifs[69]. Ces macrophages sont divisés en trois 

sous-populations : M2a, M2b et M2c. les M2a et M2c ont un profil anti-

inflammatoire car ils produisent de l’IL-10 et du TGF�. Ils sont impliqués dans les 

phénomènes de réparation tissulaire, de phagocytose de débris cellulaires 

apoptoses. Les M2b sont particuliers car ils produisent des cytokines pro-

inflammatoires comme IL-1�, IL-6, and TNF�[70]. 
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Ces études in vitro témoignent donc de la grande plasticité des macrophages qui est 

contrôlée par leur environnement local. 

 

 

Figure 11 : Principaux sous-types de macrophages, et leur voies de différenciation, chez l’homme et la souris 

(De Chinetti-Gbaguidi et al. Nat Rev Cardiol 2015). 

 

Le microenvironnement étant beaucoup plus complexe au sein des lésions. Les 

études faites in vitro ne reflètent donc pas forcément le comportement des 

macrophages in vivo (Figure 12).  

Les macrophages pro-inflammatoires M1 peuvent être induits directement par les 

OxLDLs, ou les cytokines pro-inflammatoires. 

Les M2 qu’on retrouve au niveau des zones de néo-vascularisation, sont impliqués 

dans la stabilité des lésions et réduisent la formation des cellules spumeuses. 

On retrouve 3 sous-types de macrophages anti-inflammatoires : 

• Les M(hb) qui sont induits par l’hémoglobine ou l’haptoglobine et qui se 

situent au niveau des plaques hémorragiques[71] ; 

• Les Mhem qui sont caractérisés par : 

o L’expression de l’heam-oxygenase-1 (HO-1) ; 

o La limitation de l’accumulation des lipides et le niveau de stress 

oxydatif[72] ; 

• Les Mox qui sont un sous-type de macrophages activés par les phospholipides 

oxydés. Ils sont caractérisés par : 

o Des capacités de chimiotactisme et de phagocytose réduites et peuvent 

produire des cytokines pro-inflammatoires ; 

o Chez la souris ils représentent 30% des macrophages totaux[73]. 

• Au sein des lésions, il existe un équilibre dynamique entre macrophages pro- 

et anti-inflammatoires, selon le stade et la localisation au niveau de la plaque 

d’athérosclérose. Une étude a montré qu’au niveau des lésions de stades 

précoces, les macrophages sont de phénotype M2 alors qu’aux stades 

avancés, les macrophages switch vers un phénotype M1. Cependant, la 

différenciation vers un phénotype M4, sous l’effet de la chimiokine CCL4, 



  
Sujet de thèse : 

Rôle de Clec9a dans l’athérosclérose 
 

 

 

13/10/2017 - V1.0 Thèse De Sciences réalisée par Yacine Haddad Page 34 sur 163 

 

semble irréversible[74]. 

 

 

Figure 12 : Principaux phénotypes des macrophages dans les plaques humaines en fonction de leurs 

facteurs de différenciations (adapté de De Chinetti-Gbaguidi et al. Nat Rev Cardiol 2015) 

2.3.4.1.3 Les cellules dendritiques 

 

Les DCs (cellules dendritiques) ont été découvertes par Ralph Steinman et Zanvil 

Cohn dans les années 1970. Les DCs se situent à l’interface entre l’immunité innée et 

adaptative. Ces cellules agissent comme des sentinelles au niveau des interfaces de 

l’organisme où elles interviennent dans l’immunosurveillance. Les DCs sont des APC 

(Antigen-Presenting Cells ou cellules présentatrices d’antigènes professionnelles), 

elles sont capables de capter un antigène en périphérie (antigène du soi, d’origine 

microbiennes, ou dérivé de cellules mortes), de migrer jusqu’aux organes lymphoïdes 

secondaires où elles présentent cet antigène aux LT (lymphocytes T). Les DCs jouent 

ainsi un rôle important dans l’initiation et la modulation de la réponse immune. 

2.3.4.1.3.1 Le développement des DCs 

Les DCs représentent une population cellulaire hétérogène dérivant toutes de HSC 

(Hematopoietic Stem Cells ou cellules souches hématopoïétiques) présentes dans la 

moelle osseuse[75] (Figure 13). 

 

Schématiquement, chez la souris les DCs dérivent d’un précurseur commun, le MDP 

(macrophage and DC precursor) au niveau de la moelle osseuse. Le MDP se 

différencie en CDPs (common DC precursors), responsable de la production de pDCs 

et de cDCs. La différenciation des pDCs se termine au niveau de la moelle osseuse 

où ils pourront ensuite migrer à travers le sang pour atteindre les différents tissus. 

Les cDCs vont se différencier au niveau de la moelle osseuse en pré-DCs qui vont 

migrer vers les différents organes lymphoïdes et non-lymphoïdes pour se différencier 

et donner les sous populations CD8�+/CD103+ and CD11b+. 
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De manière analogue aux CDPs, les MDPs peuvent se différencier en cMOP (common 

monocyte progenitor) pour donner les monocytes[75]. 

Le FLT3L est indispensable au développement des pDCs et des cDCs alors que le 

GM-CSF permet la différenciation des DCs à partir de monocytes[76, 77]. 

Le développement des DCs dépend également de facteurs de transcriptions. Les DC-

CD8�+ dans les organes lymphoïdes et les DC-CD103+ dans les organes non-

lymphoïdes, dépendent des facteurs IRF8, Id2 and Batf3, alors que les DC-CD11b+ 

dépendent de RbpJ and IRF4[75]. 

 

 

 

 

Figure 13 : Ontogenèse des cellules dendritiques 

2.3.4.1.3.2 Fonctions des cellules dendritiques 
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Les DCs sont impliquées dans la reconnaissance, la capture et la dégradation des 

antigènes puis à la présentation de ces derniers aux LTs après avoir migrés vers les 

organes lymphoïdes secondaires (Figure 14). 

2.3.4.1.3.2.1 Reconnaissance des Ag (Antigènes) 

 

On distingue deux grands types d’Ag, les PAMPs (Pathogen Associated Molecular 

Patterns), issus de pathogènes comme les bactéries et les virus, et les DAMPs 

(Damage-Associated Molecular Patterns) qui sont relargués par des cellules mortes. 

La reconnaissance de ces Ag par les DCs se fait par l’intermédiaire de récepteurs 

appelés PRR (Pattern Recognition Receptor), comme les TLRs par exemple (voir 

chapitre TLR)[78]. Après avoir reconnu l’Ag, celui-ci va être internalisé par la DC. 

Ceci va conduire à la maturation et à l’activation de la DC qui se traduit par des 

modifications phénotypiques et morphologique. En effet, la maturation entraine une 

réorganisation du cytosquelette et une diminution de sa fonction de 

phagocytose[79]. Une DC mature est caractérisée par la surexpression de molécules 

de co-stimulation (CD80/CD86) et d’adhérence, des molécules CMH-I (Complexe 

Majeur d'Histocompatibilité de classe I) et CMH-II (Complexe Majeur 

d'Histocompatibilité de classe II), de chimiokines et de récepteurs de chimiokines 

comme le CCR7. CCR7 est un récepteur aux chimiokines CCL19 et CCL21 produites 

dans les zones T des organes lymphoïdes secondaires[79]. 

2.3.4.1.3.2.2 Présentation des Ag et activation des LT  

 

Les antigènes internalisés par les DCs vont être présentés soit aux LT CD4+ via le 

CMH-II, soit aux LT CD8+ via le CMH-I (On parle de cross-présentation ou 

présentation croisée). 

L’activation des LT nécessite trois signaux délivrés par les DCs. Le premier signal est 

la présentation de l’Ag via le CMH au récepteur TCR (T Cell Receptor) du LT, cette 

liaison est renforcée par les co-récepteurs CD4 ou CD8[80, 81]. Le deuxième signal 

est l’interaction entre les DCs et les LTs via les molécules de co-stimulation CD80/86 

(présentes sur les DCs) et le CD28 (présent sur les LTs)[82]. Le troisième signal est 
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la production de cytokines par les DCs et qui joue un rôle majeur dans l’orientation 

des cellules T effectrices[83]. 

2.3.4.1.3.2.3 Tolérance 

 

Les DCs jouent également un rôle important dans l’induction de tolérance. On 

distingue deux types de tolérance, centrale et périphérique. La tolérance centrale, 

qui a lieu dans le thymus, entraine l’élimination des LT auto-réactifs, reconnaissant 

des peptides du soi présentés via le CMH par les DCs[84-86]. La tolérance 

périphérique a lieu dans les tissus où les DCs immatures captent des peptides du soi 

et les présentent aux LT via le CMH. Les DCs sont alors caractérisées par la faible 

expression de molécules de co-stimulation, dûe à leur phénotype immature et à 

l’absence de stimulation de leurs PRR, et sécrètent des cytokines anti-inflammatoires. 

Ces DCs entrainent l’anergie (inactivation) des LT naïfs auto-réactifs ou leur 

différenciation en Treg qui participent également à l’anergie des LT auto-réactifs.[87-

89]. 

 

 

 

Figure 14 : Fonctions physiologiques des cellules dendritiques 
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2.3.4.1.3.3 Rôle des DCs dans l’athérosclérose 

 

La présence de DCs dans l’aorte a été mise en évidence chez l’homme et chez la 

souris[90, 91]. Elles sont particulièrement présentes au niveau des régions où se 

développent les plaques d’athérosclérose comme au niveau des courbures de l’aorte. 

Différentes études ont permis de mettre en évidence le rôle des DCs dans le 

développement de l’athérosclérose (Figure 15). 

2.3.4.1.3.3.1 DC et métabolisme lipidique 

 

Comme les macrophages, les DCs peuvent également se différencier en cellules 

spumeuses. Cependant, les mécanismes conduisant à la formation de cellules 

spumeuses à partir des DCs ne sont pas encore connus. De manière intéressante, la 

déplétion de DCs vasculaires suite à l’injection de DT (toxine diphtérique) chez des 

souris CD11c-DTR (Diphtheria Toxin Receptor), conduit à l’accumulation de lipides au 

niveau des lésions aux stades précoces, et une augmentation de cholestérol 

plasmatique dans des modèles de souris LDLr-/- et ApoE-/-. A l’inverse, la survie des 

cellules CD11c+, induite par la surexpression de Bcl2 (qui est un facteur anti-

apoptotique) spécifiquement dans ces cellules, montre des effets opposés, on 

observe une diminution des concentrations en VLDL et en LDL[92]. Ces résultats 

suggèrent donc un rôle des DCs dans l’homéostasie du cholestérol. 

2.3.4.1.3.3.2 DC et activation des LT 

 

Les LTs jouent un rôle important dans l’athérosclérose, or les DCs sont 

indispensables à l’activation des LTs. Il semble donc évident que les DCs participent 

au développement des lésions. Il a été montré, à partir de coupes histologiques, la 

présence de DCs au sein des lésions, dont le nombre augmente aux stades avancés. 

Au niveau des lésions tardives, les DCs sont caractérisées par un phénotype plus 

activé (surexpression de CD80/86 et de CMH-II), et sont co-localisées avec les LTs, 

avec qui elles interagissent. A l’inverse, l’invalidation des molécules de co-stimulation 

CD80/CD86, importantes pour la maturation des DCs, ou la délétion de CD74 
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(molécule associée au CMH-II et importante pour la présentation des antigènes aux 

LTs) entraine une diminution de la taille des lésions[93, 94]. Ces résultats suggèrent 

que la maturation des DCs et l’activation spécifique des LTs orientent la réponse vers 

un phénotype pro-athérogène. 

2.3.4.1.3.4 Rôle des différentes sous-populations de DCs 

 

On distingue différents sous-types de DCs au niveau de l’aorte. 

Les DC-CD11b+ représente la majorité des DCs observées au niveau de l’aorte et 

sont localisées dans l’intima[95]. Elles expriment les marqueurs macrophagiques 

F4/80 et CX3CR1 et sont capables d’activer efficacement les LT-CD4+[96, 97]. 

Les pDCs dépendent également du FLT3-L et expriment les marqueurs PDCA-1 

(plasmacytoid DC antigen-1) et Siglec-H (sialic acid-binding immunoglobulin-like 

lectin H) et plus faiblement le CD11c et le CMH-II. Les pDCs sont principalement 

localisées au niveau de l’adventice mais peuvent aussi être au niveau des lésions[91, 

98, 99]. 

Les DC-CCL17+ ne sont pas présentent au niveau de l’aorte en conditions non 

pathologiques mais s’accumulent au niveau de l’intima et de l’adventice au cours du 

développement de l’athérosclérose[100]. Elles expriment les marqueurs CD11c 

CD11b et CMH-II mais n’expriment pas le CD115 et le F4/80, les différenciant ainsi 

des DC-CD11b+ et sont caractérisées par une forte expression de marqueurs 

d’activation comme le CMH-II, le CD40, le CD80 et le CD86[100]. 

Les DCs-CD103+, également localisées au niveau de l’intima et sont 

dépourvues des marqueurs CD11b et CX3CR1 et dépendent du facteurs FLT3-L, qui 

est indispensables à leur différenciation, leur prolifération et à leur survie[95, 101]. 

2.3.4.1.3.4.1 Rôle des pDC 

 

Le rôle des pDCs dans l’athérosclérose a également été étudié, cependant leur rôle 

demeure controversé. 
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Deux études chez l’homme ont mis en évidence une diminution des pDCs circulants 

chez des patients[102, 103], alors que d’autres études montrent que le niveau de 

pDCs n’est pas modifié ou tend à augmenter avec la progression de la maladie[102, 

104-106]. 

Des études à partir de modèles murins ont également été réalisées. Ces études 

visent à dépléter, de différentes manières, les pDCs afin d’évaluer leur rôle dans 

l’athérosclérose. Un premier modèle, visant à dépléter les pDCs chez la souris LDL-/- à 

l’aide d’un anticorps déplétant, protège contre l’athérosclérose[104] alors que 

d’autres études faites chez la souris ApoE-/- montrent des effets opposés[105, 107]. 

Ces différents modèles d’études présentent toutefois certaines limites pouvant 

expliquer les résultats observés. L’anticorps déplétant utilisé permettant la déplétion 

des pDCs est un anticorps anti-PDCA-1 (Plasmacitoid Dendritic Cells Antigen-1), 

celui-ci n’est pas totalement spécifique et entraine aussi une légère déplétion (non 

significatif) des macrophages aortiques[108]. De plus, PDCA-1 est également 

exprimé par les cellules endothéliales[109]. 

Des modèles d’invalidation génétiques ont également été élaborés. Ainsi, la délétion 

spécifique, chez des souris LDLr-/-, de Tcf4/E2-2 (helix-loop-helix Transcription factor 

(E protein)), indispensable au développement des pDCs, dans les CD11c diminue la 

taille des lésions soulignant un rôle athérogène des pDCs[110]. A l’inverse, un autre 

protocole visant à dépléter les pDCs via l’injection de DT à des souris chimères LDLr-/-

BDCA2-DTR (Blood Dendritic Cell Antigen 2) montre un effet protecteur des 

pDCs[111]. Cependant, la même étude faite chez la souris ApoE-/- ne montre aucun 

effet sur la taille des lésions[112]. 

Ces observations contradictoires peuvent s’expliquer par différents éléments. Dans le 

modèle ApoE-/-BDCA2-DTR, les auteurs montrent une déplétion des pDCs seulement 

après une semaine, alors qu’après quatre semaines les pDCs n’expriment plus le 

récepteur à la DT et ne peuvent donc plus être déplétées. Dans le modèle LDLr-/-

BDCA2-DTR, les souris ont été soumises à un régime hyperlipidique de 12 semaines. 

La déplétion des pDCs n’est pas totale et ne représente que 60%. De plus, une étude 

a montré que l’expression de BDCA2 diminue lorsque les pDCs sont activées via les 
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TLR7/9[113], suggérant qu’après 12 semaines de régime hyperlipidique l’état 

d’activation des pDCs ne permette plus leur déplétion. 

2.3.4.1.3.4.2 Rôle des DC-CCL17 

 

Une étude a montré que les DC-CCL17+ au niveau des lésions sont co-localisées 

avec les LT-CD4+[100]. Dans cette même étude, les auteurs montrent que des 

souris ApoE-/- déficientes en CCL17 développent moins de plaques par rapport à des 

souris contrôles ApoE-/- avec une diminution de l’accumulation de LTs au niveau des 

lésions[100] Les auteurs ont montré que les DCs CCL17+ sont important pour la 

régulation de l’accumulation des Tregs en favorisant leur apoptose. De plus, le CCL17 

interagit avec le CCR4 présent sur les LTs naïfs et inhibe leur différenciation 

Treg[100]. 

2.3.4.1.3.4.3 Rôle des DC-CD8�+/DC-CD103+ 

 

Choi et al. ont étudié le rôle des DC-CD103+ en utilisant un modèle de souris Flt3-/-

LDLr-/-. Dans cette étude, il a été montré que les souris Flt3-/-LDLr-/- développent plus 

de lésions par rapport aux souris contrôles LDLr-/- associées à une augmentation de 

l’expression de cytokines pro-inflammatoires (IFN� et TNF�) et à une diminution du 

nombre de Treg au niveau de l’aorte[95]. Les auteurs suggèrent que les DC-CD103+ 

limitent le développement des lésions en favorisant une réponse Treg. Cependant, le 

FLT3 est exprimé dans d’autres types cellulaires comme les lymphocytes natural killer 

(NK)[114, 115]. Il a également été montré que la déficience en FLT3 entraine une 

diminution importante de DC-CD11b+[116]. De plus, différentes études ont montré 

que la déplétion des DC-CD103+/DC-CD8�+ ne modifie pas le maintien des 

Tregs[117-119]. 

Récemment, différentes études ont évalué le rôle des DC-CD8�+/DC-CD103+ en 

utilisant un modèle de souris BATF3-/- [117-119]. BATF3 est un facteur de 

transcription indispensable au développement des DC-CD8�+ et des DC-CD103+. 

Deux études ont montré qu’il n’y a pas de différences de taille des lésions entre des 

souris LDLr-/-BATF3-/- et les contrôles LDLr-/- [117, 118]. Ces résultats suggèrent donc 
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que les DC-CD8�+/DC-CD103+ n’interviennent pas dans le développement de 

l’athérosclérose. Cependant, Li et al. ont récemment montré que des souris ApoE-/-

BATF3-/- nourries pendant 12 semaines avec un régime gras, développent moins de 

plaques que des souris contrôles ApoE-/- associées à une diminution du nombre de 

Th1 dans la rate sans modification du nombre de Tregs ou de Th17[119]. Dans cette 

étude, les auteurs suggèrent un rôle important des DC-CD8�+,via la production d’IL-

12, dans la stimulation de la production d’IFN� par les LT-CD4+[119]. Il a été 

également montré que cette augmentation de production d’IFN� entraine une 

augmentation de la production de CCL5 par les macrophages au niveau des lésions, 

qui est une chimiokine proathérogène impliquées dans le recrutement de leucocytes 

au niveau des lésions[119-121]. 

Figure 16Les résultats contradictoires observés dans ces dernières études peuvent 

être expliqués par l’utilisation des différents modèles LDLr-/- et ApoE-/-. 

 

Figure 15 : Rôle des cellules dendritiques dans le développement de l'Athérosclérose 
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2.3.4.2 Immunité adaptative 

2.3.4.2.1 Les LT-CD4+ 

 

Il existe plusieurs sous types de LTs, caractérisés selon l’expression de leurs 

protéines de surface et facteurs de transcription, de la signalisation intracellulaire 

qu’ils induisent, des cytokines qu’ils produisent ou des cellules qu’ils activent. Les LTs 

les plus largement décrits sont les T-CD4+ et les T-CD8+. 

La présence d’une grande proportion de T-CD3+ dans les plaques humaines et 

murines montrent que ces lymphocytes peuvent jouer un rôle important dans la 

modulation du développement de l’athérosclérose. Bien que les T-CD8+ ont 

également été observés dans les plaques, la majorité des LTs, dans les plaques 

murines, sont les T-CD4+. 

Suivant les facteurs présents dans le microenvironnement on distingue plusieurs 

types de sous-population de LT CD4+ différencié à partir des lymphocytes naïfs Th0 

(T helper) : Th1, Th2, Th17 et Tregs. De nombreuses d’études ont mis en évidence 

un rôle différent de ces sous-populations dans l’athérosclérose (). 

2.3.4.2.1.1 Th1 

 

Les Th1 produisent de l’IFNγ, TNFα et IL-2 et sont caractérisés par l’expression du 

facteur de transcription T-bet (T-box transcription factor). La différenciation en Th1 

est principalement stimulée par la sécrétion d’IL-12, produite entre autres par les 

cellules dendritiques, et essentielle pour l’induction de T-bet. Cette sous-population 

représente la proportion de LT-CD4+ la plus importante. Elle a été essentiellement 

décrite dans la lutte anti-bactérienne ainsi que dans plusieurs maladies auto-

immunes et inflammatoires. 

 

Le rôle de ces lymphocytes dans l’athérosclérose a été largement décrit. Il s’agit de 

la sous-population de LTs la plus importante au sein des lésions[122]. L’injection 

d’IL-12 entraine une augmentation de la production d’IFNγ, cytokine Th1 majeure, au 
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niveau de l’aorte et une augmentation de la taille des plaques[65]. D’autre part, chez 

des souris ApoE-/- la déficience d’IL-12 diminue la taille des plaques[123]. 

 

L’induction de T-bet est stimulée par l’IL-12 et l’IL-18. Des études ont montré que 

l’invalidation de l’IL-18 chez des souris ApoE-/- entraine une diminution de l’activation 

des Th1 associée à une diminution de la taille des lésions[124]. 

 

L’injection d’IFNγ à des souris stimule le développement des lésions[125]. De plus, 

des modèles murins d’invalidation d’IFNγ ou de son récepteur sont caractérisés par 

une diminution significative de la taille des lésions[30]. 

2.3.4.2.1.2  Th2 

 

Contrairement aux Th1, le rôle des Th2 dans l’athérosclérose est moins évident. 

Cette sous-population est caractérisée par l’expression du facteur de transcription 

GATA-3 qui stimule la production d’IL-4 et d’IL-5 et inhibe la production d’IFNγ. Les 

Th2 produisent également de l’IL-13, l’IL-33 et de l’IL-10. 

 

Les différentes données de la littérature sur le rôle des Th2 sont contradictoires. 

L’IL-4 diminue la production de NO par les cellules endothéliales et stimule la 

production de radicaux libres avec une expression plus importante de VCAM1[126] et 

MCP-1 (Monocyte Chimoattractant Protein-1)[127] qui sont des facteurs pro-

athérogènes. De plus, cette cytokine favorise l’oxydation des LDLs ainsi que leur 

phagocytose par les macrophages qui est l’une des étapes clés de l’initiation de 

l’athérosclérose[128]. D’autre part l’invalidation de l’IL-4 chez des souris ApoE-/- ou 

des souris chimères LDLr-/- favorise le développement des lésions[129]. 

 

Cependant, une autre cytokine Th2, l’IL-5 semble avoir un effet antiathérogène. 

L’invalidation de l’IL-5 chez des souris LDLr-/- favorise le développement des lésions, 

suggérant un rôle antiathérogène des Th2. De plus, l’utilisation d’anticorps 

neutralisant anti-IL-5 augmente la taille des plaques chez des souris ApoE-/-. Ce rôle 
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protecteur de l’IL-5 peut être dû à son effet stimulateur sur les LB1 (Lymphocytes 

B1) pour produire des IgM (Immunoglobulines M),  protecteurs[130]. 

 

L’invalidation de l’IL-13 chez des souris chimères entraine une diminution de la 

production de l’IL-4 et de l’IL-10, une augmentation des d’anticorps IgG induite par 

Th1 mais sans modification des taux d’IL-5 et d’IFNγ, ceci favorisant 

l’athérosclérose[131]. 

 

L’une des difficultés sur l’étude du rôle des Th2 dans l’athérosclérose réside dans le 

fait qu’il existe d’autre types cellulaires pouvant exprimer des caractéristiques 

communes. En effet, GATA-3 est aussi exprimé par les ILC2 et ILC3 (Innate 

Lymphoid Cells) où il joue un rôle important dans leur différenciation. Tout comme 

les Th2, les ILC2 peuvent également produire de l’IL-13 et de l’IL-5 mais aussi de 

l’IL-10, cytokine antiathérogène qui est produite par les macrophages et cellules 

dendritiques. De plus, certaines études montrent que les ILC semblent jouer un rôle 

dans l’athérosclérose[132, 133]. 

2.3.4.2.1.3 Th17 

 

Chez la souris, les LTs naïfs se différencient en LTh17, sous l’influence du TGFβ et de 

l’IL-6[134-136]. La différenciation des Th17 nécessite également l’expression du 

facteur de transcription RORγt  (Retinoid-related Orphan Receptor γt) chez la souris, 

de ROR-C chez l’homme et la coopération de ROR-α, ainsi que STAT-3 (Signal 

Transducer and Activator of Transcription 3)[137]. L’IL-6 stimule l’activation de 

STAT-3, qui est un facteur important pour la régulation de RORγt [138]. Les Th17 

produisent différentes cytokines: IL-17A (isoforme majeure) ainsi que l’IL-17F, l’IL-

21, l’IL-22 et l’IL-23[139]. Les Th17 jouent un rôle important dans la réponse 

antibactérienne et antifongique notamment en activant les neutrophiles mais leur 

augmentation peut être impliquée dans d’autres pathologies comme les maladies 

auto-immunes ou inflammatoires[140]. 
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Dans l’athérosclérose, des études ont mis en évidence une infiltration de Th17 et 

l’expression de l’IL-17 dans les plaques humaines[141-143] et murines[141, 144], 

témoignant d’un rôle potentiel des Th17 dans l’athérosclérose. Cependant, 

l’implication des Th17 dans le développement de l’athérosclérose est encore très 

controversée et les différentes études présentent des résultats contradictoires. 

 

Des études rapportent que la déplétion ou l’invalidation de l’IL-17 (ou de son 

récepteur) aboutit à un phénotype athéroprotecteur[145-149]. Paradoxalement, 

d’autres travaux ont mis en évidence que l’IL-17 pouvait ralentir la formation des 

plaques[141, 149]. Il a été montré que l’IL-17 pouvait présenter des propriétés 

profibrotiques, en augmentant la production de collagène et en stimulant la 

formation de la chape fibreuse chez des souris LDLr-/-[143]. Chez l’homme, on 

observe au niveau des lésions une augmentation de l’IL-17 associée à une diminution 

des macrophages et à une augmentation des CMLs contribuant à un phénotype 

profibrotique[150]. Ainsi, les Th17 pourraient promouvoir la stabilité des plaques. 

2.3.4.2.1.4 Tregs 

 

On distingue deux sous-types de Tregs : les nTreg (natural Treg) et les iTreg 

(induced Treg). 

 

Les nTreg se développent dans le thymus et sont caractérisés par l’expression des 

marqueurs CD4 et CD25 et du facteur de transcription FOXP3 (Forkhead box P3). Les 

nTreg sont importants pour le maintien de l’homéostasie immunitaire. 

 

Les iTreg sont induits en périphérie après stimulation de LTs naïfs par le TGFβ et l’IL-

10. Les iTreg sont subdivisés en deux sous population : les Tr1 qui produisent 

principalement de l’IL-10 et les Th3 qui produisent majoritairement du TGFβ. 

L’homéostasie des Treg est régulée par le TGFβ, l’IL-2, les molécules de co-

stimulation CTLA4 et le CD28 présents sur les LTs qui peuvent interagir avec 

CD80/CD86 sur les APC [151]. 
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Le rôle protecteur des Treg dans l’athérosclérose a été clairement établi à travers 

différentes études. Les plaques humaines sont caractérisées par une diminution de 

Treg (1%–5% des T cells) contrairement à ce que l’on peut observer dans d’autres 

pathologies inflammatoires chroniques (≤25% des T Cells)[152]. De plus, on observe 

chez les patients atteints de maladies coronariennes, une diminution du nombre de 

Treg ainsi qu’une fonction suppressive altérée[153]. Des observations similaires ont 

été faites chez la souris ApoE-/-[154]. De nombreux modèles murins visant à dépléter 

les Treg ont été mis au point dans le but d’étudier leur rôle dans l’athérosclérose. 

L’injection d’anticorps déplétant anti-CD25 entraine une augmentation importante de 

la taille des plaques. La transplantation de moelle osseuse déficiente pour le CD28 ou 

CD80/86 à des souris LDLr-/- entraine une augmentation de la taille et de l’instabilité 

des plaques. Une étude développée au sein du laboratoire a permis de confirmer le 

rôle protecteur des Treg dans l’athérosclérose. L’injection de splénocytes de souris 

CD28-/- (déficientes en Treg) à des souris ApoE-/-Rag2-/- (Recombination-activating 

genes 2 knock out) entraine le développement de plaques par rapport aux souris 

ayant reçu les des splénocytes de souris CD28+/+ [155]. 

 

Récemment, une nouvelle catégorie de Treg a été décrite dans le contexte de 

l’athérosclérose, les Treg CD8+. Cette population semble réguler les interactions 

entre les Th folliculaires et les cellules B du centre germinal, ce qui orienterait vers 

un phénotype athéro-protecteur[156]. 
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Figure 16 : Rôle des lymphocytes dans l’athérosclérose 

2.3.4.2.2 Les lymphocytes LT-CD8+ 

 

Les LT-CD8+ sont impliqués dans la lutte anti-infectieuse en détruisant les cellules 

infectées. La fonction effectrice des LT-CD8+ est caractérisée par 3 voies 

distinctes[157-163].  

• Les LT-CD8+ peuvent induire l’apoptose des cellules cibles en activant les 

récepteurs de mort qu’elles possèdent à leur surface. 

• La deuxième voie fait intervenir des protéines cytotoxiques contenues dans 

des granules. La dégranulation des LT-CD8+ entraîne la libération de 

protéines cytotoxiques, en particulier les perforines et les granzymes (dont le 

granzyme B). Les perforines facilitent l'entrée du granzyme B, qui va induire la 

mort de la cellule par apoptose. 

• La dernière voie est la production des cytokines pro-inflammatoires TNF� et 

IFN� qui peuvent avoir une action cytotoxique sur les cellules cibles. 
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Outre ces fonctions effectrices, il existe une sous population de LT-CD8+ aux 

fonctions immunosuppressives chez l’homme et la souris, les LT-CD8+CD25+ 

régulateurs[164-168]. 

L’activation de la réponse des LT-CD8+ est stimulée par les DCs capables de 

présenter, via leur CMH-I, des antigènes au récepteur des LT-CD8+ (TCR)[169, 170]. 

Ce mécanisme est appelé « présentation croisée » ou cross presentation (Figure 17). 

2.3.4.2.3 Cross-presentation 

 

Contrairement aux molécules de CMH-II qui sont surexprimées en condition 

inflammatoire, le CMH-I est présent de façon ubiquitaire à la surface de la cellule. Ce 

mode de présentation fait intervenir deux voies distinctes, une voie cytosolique et 

une voie endosomale. La voie cytosolique fait intervenir le protéasome qui permet la 

dégradation des antigènes. Les peptides ainsi formés sont transportés au niveau du 

RE par les protéines de la famille TAP (Transporter associated with Antigen 

Processing), ils seront ensuite pris en charge par le CMH-I en vue d’être présentés 

aux LT-CD8+[171]. La voie endosomale ne fait pas intervenir le protéasome, les 

antigènes sont internalisés par endocytose, dégradés puis pris en charge par le CMH-

I directement dans les endosomes[172-174]. L’activité protéolytique et le pH des 

endosomes apparaissent comme des facteurs importants et déterminants de la 

présentation des antigènes aux LTs. En effet, il a été montré qu’une faible 

dégradation des antigènes par les endosomes, dûe à une faible activité protéolytique 

induit par un pH neutre, est corrélé à une présentation croisée efficace[175]. A 

l’inverse, la stimulation de la protéolyse dans l’endosome, activée par un pH acide 

entraine une plus forte dégradation des antigènes et favorise une présentation des 

antigènes aux LT-CD4+ via le CMH-II[176]. Le pH de l’endosome régulé par 

différents facteurs comme NOX2 (NADPH Oxydase 2)[177]. Dans les DCs, NOX2 est 

présent dans les lysosomes qui peuvent fusionner avec les endosomes sous le 

contrôle de Rab27, l’invalidation de Rab27 dans les DCs diminue le pH de 

l’endolysosome, ce qui stimule la protéolyse et diminue l’efficacité de la présentation 

croisée[178]. 
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Figure 17 : Représentation schématique de la cross-presentation (d’après Joffre et al. Nature Rev 

Immunology 2012) 

2.3.4.2.3.1 Rôle des T-CD8+ dans l’athérosclérose 

 

La présence de LT–CD8+ a été mise en évidence au niveau des lésions chez l’homme 

et chez la souris. 

 

Une étude chez la souris ApoE-/- nourrie pendant 4 semaines avec un régime gras 

montre une activation des LT–CD8+ plus importante que les LT–CD4+ dans la rate 

et que ces LT–CD8+ produisent d’importante quantité d’IFNγ et d’IL-10. Ces résultats 

suggèrent donc que les LT–CD8+ peuvent induire une réponse pro- et anti-

inflammatoire. 

Des études visant à moduler l’activation des T-CD8+ de façon indirecte ont révélé un 

rôle pro-athérogène des T-CD8+. 

Des souris ApoE-/- traitées avec un agoniste du CD137, (présent au niveau des 

lésions humaines) ayant des propriétés de co-stimulation des LT–CD8+, présentent 

une augmentation de l’infiltration en LT-CD8+ au niveau des lésions et une 

augmentation de la taille des lésions par rapport aux souris contrôles[179] 

L’inhibition de PD-1 (Programmed Cell Death-1), qui est un corécepteur impliqué 

dans l’inhibition de l’activation des T-CD8+, entraine une augmentation de 

l’infiltration de T-CD8 activés et l’augmentation de la taille des lésions dans un 

modèle de souris LDLr-/- [180]. 

D’autres études visant à évaluer de façon directe le rôle des T - CD8+ dans 

l’athérosclérose ont également été réalisées mais révèlent des résultats 

contradictoires avec les résultats précédents. 

TAP1 (Transporter associated with Antigen Processing 1) est une protéine impliquée 

dans la présentation d’antigènes par le CMH-I aux LT-CD8+ et joue un rôle important 

dans le développement des T-CD8+. L’invalidation de TAP1 dans un modèle de 

souris ApoE-/- entraine une diminution considérable du nombre de T-CD8+ dans la 
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rate et les ganglions lymphatiques. Cependant les souris ApoE-/-TAP1-/- et les souris 

ApoE-/- ne présentent aucune différence de taille de plaque après 8 et 20 semaines 

de régime gras. Il n’y a également aucune différence d’infiltration de LTs au sein des 

lésions entre les 2 groupes de souris. Cependant, les souris ApoE-/-TAP1-/- sont 

caractérisées par une augmentation du nombre de LT-CD4+ dans la rate et les 

ganglions lymphatiques et le sang. Ces résultats suggèrent donc un effet de 

compensation de la diminution du nombre de LT-CD8+ par une augmentation du 

nombre de LT-CD4+, qui pourrait expliquer le phénotype observé. 

Elhage et al. ont montré qu’il n’y avait aucune différence de taille des lésions entre 

des souris ApoE-/-CD8-/- et ApoE-/- après 18 semaines et 1 an de régime normal. 

Cependant les temps d’étude sont trop extrêmes et pourraient masquer un éventuel 

effet des LT-CD8+[181]. 

 

Les LT-CD8+ peuvent adopter un phénotype pro-inflammatoire pouvant contribuer 

au développement de l’athéroclérose. Les LT-CD8+ peuvent produire des cytokines 

pro-inflammatoires, comme l’IFN�, et des médiateurs cytotoxiques comme les 

perforines et le granzyme B (Figure 18).  

Kyaw et al. ont montré que la déplétion de LT-CD8+ avec un anticorps déplétant 

anti-CD8 entraine une diminution de la taille du centre nécrotique et une diminution 

de la taille des lésions dans un modèle de souris ApoE-/- après 8 semaines de régime 

gras[182]. Le transfert adoptif de LT-CD8+ entraine une augmentation de 

l’apoptose, de la taille du centre nécrotique et de la taille des lésions par rapport aux 

souris contrôles. De manière intéressante, les auteurs montrent que le rôle pro-

athérogène des LT-CD8+ est médié par la production des facteurs cytotoxiques 

perforines et granzyme B mais aussi par la production de TNF�. 

Cochain et al. montrent également que la déplétion des T-CD8+ dans un modèle de 

souris LDLr-/- traitées avec un anticorps déplétant anti-CD8 entraine une diminution 

de la taille des lésions[183]. De manière intéressante, les auteurs de cette étude 

montrent également que la déplétion des LT-CD8+ est associée à une diminution du 

taux de monocytes Ly6Chi dans le sang et une diminution de l’expression de MCP-

1/CCL2, une chimiokine connue pour être responsable de l’infiltration de monocytes 
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au niveau des lésions[35]. Les auteurs montrent également que la production 

d’IFN� par les LT-CD8+ est impliquée dans la production de l’IL-6 par les cellules 

stromales de la moelle osseuse, qui augmente la myélopeïèse. La neutralisation 

l’IFN� avec un anticorps neutralisant anti-IFNγ induit la rétention des monocytes au 

niveau de la moelle osseuse[183]. Ces résultats suggèrent donc que les LT-CD8+ via 

la production d’IFNγ sont impliqués dans la mobilisation des monocytes et 

secondairement de l’accumulation des macrophages au niveau des lésions. 

 

Figure 18 : Rôle pro-athérogène des lymphocytes TCD8 

 

De manière intéressante, différentes études montrent l’existence de population de 

LT-CD8 dites « régulatrices » ayant des propriétés antiathérogènes (Figure 19) : 

Des méthodes d’immunisations visant à injecter le peptide ApoB-100 p210 à des 

souris ApoE-/- entraine une diminution de la taille des lésions associée à une 

augmentation d’une population de LT-CD8+ (et possédant les marqueurs CD25+IL-

10+) et une diminution des DCs. Le transfert adoptif de LT-CD8+ issus de souris 

immunisées avec le peptide ApoB-100 p210 à des souris ApoE-/- non immunisées, 

entraine une diminution de la taille des lésions médiée par la population LT-

CD8+CD25+[184]. 

Zhou et al. ont montré que le transfert de LT-CD8+CD25+ isolées à partir de souris 

donneuses non immunisées ApoE-/-, à des souris receveuses, entraine une diminution 
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de la prolifération des LT CD4+ et de la taille des lésions par rapport à des souris 

receveuses ayant reçu des LT-CD8+CD25-. Les auteurs de cette étude ont 

également caractérisé cette population cellulaire. Ces LT-CD8+CD25+ possèdent le 

marqueur FOXP3 et peuvent induire la lyse de DCs dérivées de moelle osseuse in 

vitro[185]. Ces résultats suggèrent alors l’existence d’une population de LT-

CD8+CD25+ aux propriétés antiathérogènes. Cependant, des études 

complémentaires doivent être effectuées afin de déterminer les mécanismes 

impliqués dans le phénotype antiathérogène observé. 

Clement et al. ont mis en évidence le rôle d’une autre population de LT-CD8+ 

régulateurs dans le développement des plaques d’athérosclérose. Ces LT-CD8+ 

régulateurs interagissent via leur CMH-Ib avec la molécule Qa-1 présente sur les 

cellules cibles[156]. Récemment, il a été montré que la liaison du CMH-Ib des LT-

CD8+ régulateurs avec le Qa-1 présents sur les Tfh (LT-folliculaires) entraine 

l’inhibition des Tfh[186]. Dans un modèle de souris D227K, qui présente une 

mutation au niveau de la molécule Qa-1 empêchant sa liaison au CMH-Ib présent sur 

les Tregs-CD8+[186], il a été montré que la fonction des Tregs-CD8+ est dérégulée. 

Dans leur étude Clement et al. ont montré que des souris âgées ApoE-/- ont un taux 

de LT-CD8+ régulateurs restreint au Qa-1 (Tregs-CD8+/Qa-1) qui est diminué par 

rapport à des jeunes souris ApoE-/-. Les auteurs ont ensuite évalué le rôle des Tregs-

CD8+/Qa-1 dans le développement de l’athérosclérose en croisant des souris ApoE-/- 

âgées avec des souris D227K pour obtenir les souris ApoE-/-Qa-1-D227K. L’analyse 

des lésions des souris ApoE-/-Qa-1-D227K révèle une augmentation de l’inflammation 

associée à une augmentation du taux de Tfh et de LB, et une augmentation de la 

taille des lésions avec une augmentation d’IgG au niveau des lésions. Afin de limiter 

la prolifération des Tfh, les auteurs ont traité les souris ApoE-/-Qa-1-D227K avec un 

anticorps neutralisant anti-ICOS pour bloquer le corécepteur ICOS (inductible T cell 

costimulator), qui est impliqué dans le développement des Tfh. Il en résulte que les 

souris ApoE-/-Qa-1-D227K traitées développent moins d’inflammation et moins de 

lésions avec une diminution d’IgG au niveau des lésions[156]. Ces résultats 

suggèrent alors un rôle antiathérogène des Tregs-CD8+/Qa-1 via l’inhibition de 

l’activation des LB par les Tfh. 
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Figure 19 : Rôle antiathérogène des LT-CD8+ 

2.3.4.2.4 Les lymphocytes B 

 

Les lymphocytes B représentent une population hétérogène. On distingue les 

lymphocytes B1 (B1) et les lymphocytes B2 (B2). Les B1 sont caractérisé par la 

production d’anticorps IgM sans aucune activation préalable par les lymphocytes 

T[187]. Les B2 produisent des anticorps IgG, après leur activation via la coopération 

avec les LTs[188]. 

Au niveau des lésions la présence de LB est faible. Le rôle des LB dans 

l’athérosclérose est reflété par la présence importante d’anticorps anti-OxLDL IgM et 

IgG au niveau des plaques[189]. Ces anticorps forment avec les OxLDLs des 

complexes immuns.  

Il a été montré que la formation de complexes immuns IgM-OxLDL inhibe 

l’internalisation des OxLDLs par les récepteurs scavengers au niveau des 

macrophages[190]. De plus, l’invalidation de l’IgM dans un modèle de souris LDLr-/- 

augmente la taille des lésions, du taux de cristaux de cholestérol et de l’apoptose au 

niveau des plaques[191]. Chez l’homme, le taux d’anticorps IgM, aussi appelés 

« anticorps naturel », est associé à une progression moins rapide des lésions[192, 

193]. 
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Contrairement aux IgM, les IgG semblent être associés à une progression de la 

maladie. En effet, la formation de complexes immuns IgG-OxLDL, qui se lient aux 

Fc�R des monocytes/macrophages, sont associés à une réponse pro-

athérogène[194, 195]. 

Le rôle spécifique des différentes populations de LB a également été étudié. 

Les LB sont majoritairement présents au niveau de la rate, et la splénectomie dans 

un modèle murin diminue considérablement le taux de LB1 et favorise le 

développement des lésions avec une augmentation de la taille du noyau nécrotique. 

Le phénotype de ces souris est inversé par le transfert de LB1, où l’on observe une 

diminution de la taille du cœur nécrotique et des plaques[196]. 

Ait-Oufella et al. montrent à l’inverse, que la déplétion des LB2 avec un anticorps 

déplétant anti-CD20, réduit le développement des lésions et est associée à une 

diminution d’activation des LT-CD4+, du nombre de Th1 et une polarisation de type 

Th17[197]. Dans cette étude, les auteurs montrent que la population de LB1 au 

niveau du péritoine est faiblement affectée par la déplétion, et pourrait être 

responsable du phénotype athéroprotecteur observé. De plus, la déficience en BAFF-

R (B-cell activating factor receptor) dans un modèle de souris LDLr-/- ou ApoE-/-, 

caractérisée par une diminution de la population B2, sans affecter les B1, semble 

être protecteur en limitant l’inflammation et le développement des lésions[198, 199]. 

 

Les LB-IRA (Lymphocytes B-Innate Response Activator), une nouvelle sous 

population de LB découvert récemment, semblent également jouer un rôle dans le 

développement de l’athérosclérose[200]. Les LB-IRA qui dérivent des L-B1a 

produisent du GM-CSF et expriment également le récepteur de BAFF (BAFF-R)[201]. 

Une étude récente a montré que dans un modèle de souris LDLr-/- la délétion 

spécifique du GM-CSF dans les LB-IRA, après 10 semaines de régime gras, entraine 

une diminution de la taille des lésions associées à une diminution de l’infiltration en 

LT-CD4+ et en macrophages[200]. De plus, les auteurs ont également montré une 

diminution de DCs, une diminution de production d’IFN� par les Th1 ainsi qu’une 

diminution d’anticorps IgG2c anti-OxLDL[200]. 
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Comme les LB-IRA sont également affectés par la délétion ou la neutralisation de 

BAFF-R [201], ils pourraient donc participer au phénotype athéroprotecteur observé 

en l’absence de BAFF-R dans les modèles cités précédemment. 

 

Figure 20 : Rôle des lymphocytes B dans l'athérosclérose 
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3 MORT CELLULAIRE ET ATHEROSCLEROSE 

 

On distingue trois types majeurs de mort cellulaire : l’autophagie l’apoptose, et la 

nécrose. 

3.1 Autophagie 

 

L’autophagie est le processus par lequel les organites et les autres constituants 

cellulaires sont séquestrés et dégradés par les lysosomes. Le cytoplasme est 

activement détruit bien avant que des changements soient observables dans le 

noyau. Morphologiquement elle se caractérise par la formation de vacuoles au niveau 

du cytoplasme et la formation de vésicules autophagiques. C’est un mode de 

résistance au stress, permettant à la fois la survie au cours de carences 

nutritionnelles et la mort des cellules endommagées ou carencées en facteurs de 

survie. 

3.2 Apoptose 

 

La cellule en apoptose est caractérisée par un rétrécissement cellulaire et une 

condensation de la chromatine. Le noyau et le cytoplasme se condensent et se 

fragmentent formant les corps apoptotiques. Les membranes sont conservées, 

cependant leur structure est réorganisée, elles expriment sur la partie extracellulaire 

la phosphatidylsérine qui permettra la fixation des phagosomes et l’élimination des 

corps apoptotiques. L’apoptose, à l’inverse de la nécrose, est une mort cellulaire 

programmée génétiquement et hautement régulée. Il existe deux voies de 

régulation, la voie intrinsèque et la voie extrinsèque (Figure 21) [202]. L’apoptose 

peut également évoluer secondairement vers une nécrose. 

 

La voie extrinsèque fait intervenir l’action des récepteurs de mort. Ces récepteurs 

possèdent un « domaine de mort » dans leur partie intracellulaire, permettant la 

transmission du signal spécifique. L’activation de ces récepteurs par leur ligand 
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entraine le recrutement de protéines adaptatrices, telles que FADD (Fas-Associated 

protein with Death Domain), au niveau de la membrane. La FADD est une protéine 

cytoplasmique ubiquitaire contenant également un domaine de mort mais aussi un 

domaine effecteur de mort (DED) qui va permettre le recrutement de la pro-caspase 

8. L’association, au niveau membranaire, du récepteur de mort avec FADD et la pro-

caspase 8 forme un complexe multiprotéique appelé DISC (death-inducing signal 

complex), qui induit un signal d’induction de mort cellulaire [203]. Le complexe DISC 

active ensuite la pro-caspase 8 en caspase 8 effectrice qui à son tour entraine une 

cascade d’activation de pro-caspases en caspases effectrices (caspase 3, 6 et 7) 

aboutissant à l’apoptose de la cellule [204]. DISC peut également activer la caspase 

8 de façon indirecte via la protéine Bid (BH3-Interacting-domain Death 

agonist)[205]. 

 

La voie intrinsèque intervient au niveau de la mitochondrie. La dérégulation de 

certains signaux, comme ceux contrôlant la prolifération cellulaire, conduit à la 

perméabilisation de la membrane mitochondriale. La famille de protéines Bcl2 régule 

cette perméabilisation et entraine la libération des protéines pro-apoptotiques, telles 

que le cytochrome C, de l’espace inter-membranaire vers le cytosol [206, 207]. Le 

cytochrome C se fixe ensuite sur le facteur APAF-1 (Apoptotic Peptidase Activating 

Factor 1) pour former un complexe appelé apoptosome qui va activer les pro-

caspases en caspases effectrices (9, 3 et 7) et induire l’apoptose[208]. 

 

 

Figure 21 : représentation des voies majeures de l’apoptose (d’après Hengartner, M. O. et al. Nature 

2000) 

3.3 Rôle de l’apoptose dans le développement de l’athérosclérose 

 

Il est maintenant établi que la mort cellulaire joue un rôle essentiel dans le 

développement de l’athérosclérose. En effet des études histologiques ont permis de 

mettre en évidence la présence de corps apoptotiques dès les premiers stades de 

l’athérosclérose[209]. Les lésions précoces possèdent une faible accumulation en 
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corps apoptotiques alors que les lésions avancées présentent une accumulation plus 

importante avec un centre nécrotique. D’autre part, les plaques d’athérosclérose sont 

caractérisées par la présence de nombreux facteurs susceptibles de stimuler 

l’apoptose comme l’IFNγ ou le TNFα, et aussi de molécules impliquées dans le stress 

oxydatif comme les ROS ou le NO (monoxyde d’azote)[210]. Les conséquences de 

l’apoptose sur le développement des lésions sont différentes selon les cellules 

touchées. L’apoptose touche tous les types cellulaires dans les plaques, les CMLs, les 

lymphocytes T, les cellules endothéliales[210]. Cependant, près de la moitié des 

cellules apoptotiques de la plaque sont des macrophages[210]. 

 

L’apoptose des cellules endothéliales joue un rôle important dans le développement 

des lésions, et plus précisément dans l’érosion des plaques et dans 

l’athérothrombose. Aux stades précoces, l’apoptose des cellules endothéliales 

entraine une augmentation de la perméabilité aux LDLs, facteur limitant de la 

formation de la plaque d’athérosclérose[211]. L’apoptose des cellules endothéliales 

est particulièrement localisée au niveau des zones où le flux sanguin et les forces de 

cisaillement sont les plus faibles [212], celle-ci entraine une réorganisation de leurs 

membranes avec l’exposition de phosphatidylsérines dans la partie externe. Le 

facteur tissulaire, facteur responsable de la coagulation et de la formation du 

thrombus, est stimulé par la phosphatidylsérine. De plus, les lésions instables 

contiennent plus de facteurs tissulaires que les plaques stables[213]. 

 

En périphérie du centre nécrotique, les macrophages produisent différents facteurs 

inflammatoires comme le TNFα et l’IFNγ favorisant l’apoptose des CMLs. Comme 

pour les macrophages, l’effet de l’apoptose des CMLs dépend du stade d’évolution 

des lésions. Des modèles animaux ont permis de mettre en évidence que l’apoptose 

des CMLs aux stades précoces diminue la formation de la néo-intima. Aux stades 

avancés, les CMLs participent à la formation de la chape fibreuse et sont donc 

importantes pour la stabilité de la plaque. Ainsi, des études ont montré que 

l’apoptose des CMLs aux stades tardifs, contribue à une diminution de l’épaisseur de 

la chape fibreuse, et donc à l’instabilité des lésions[214]. 
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L’étude du rôle de l’apoptose des macrophages à partir de modèles murins met en 

évidence des résultats qui peuvent sembler contradictoires. Par exemple, des souris 

G2a-/-ApoE-/- (déficientes pour le récepteur aux lysophospholipides G2a) caractérisées 

par une diminution de l’apoptose des macrophages et d’une importante infiltration 

macrophagique, présentent une diminution de la taille des lésions[215]. A l’inverse, 

l’invalidation de Bcl-2 (B cell lymphoma-2), spécifiquement dans les macrophages, 

augmente l’apoptose des macrophages ainsi que la taille des lésions[216]. Suivant le 

stade des lésions, les conséquences de l’apoptose des macrophages différentes. Des 

études montrent que l’apoptose des macrophages aux stades précoces diminue la 

taille des lésions alors qu’aux stades avancés, l’apoptose des macrophages augmente 

la taille des lésions[217-219]. Ces résultats contradictoires peuvent s’expliquer par 

les différents rôles des macrophages dans l’évolution des lésions. Aux stades 

précoces, les macrophages infiltrent massivement les lésions, leur apoptose 

contribuerait donc à réduire leur nombre macrophage et la réponse 

inflammatoire[220]. Aux stades tardifs, l’apoptose des macrophages contribue à 

l’instabilité et au processus thrombotique. 

Au cours du développement de l’athérosclérose, les lésions sont caractérisées par 
une accumulation importante de corps apoptotiques et nécrotiques dû à un défaut 
d’efférocytose (ou clairance des corps apoptotiques). 

3.4 Nécrose & Nécroptose 

 

La nécrose a longtemps été considérée comme un mécanisme de mort accidentelle 

morphologiquement différent de l’apoptose et de l’autophagie. Elle est caractérisée 

par l’augmentation du volume cellulaire conduisant à la rupture précoce de la 

membrane plasmique. Ce processus est accompagné par la dilatation et le 

démantèlement des organites, en particulier de la mitochondrie. La nécrose est 

souvent la conséquence de stress physiologiques et de lésions aigues. Néanmoins, il 

existe un mécanisme de nécrose programmée appelé nécroptose dépendant de la 

protéine RIPK1 (Receptor Interacting serine-threonine Protein Kinase 1)[221]. L’une 

des méthodes permettant de caractériser la nécroptose consiste à inhiber la protéine 
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kinase RIPK1, protéine centrale de ce mécanisme de mort, à l’aide de la 

nécrostatine-1[222]. 

Différents mécanismes comme les dommages de l’ADN (Acide Désoxyribonucléique) 

et les récepteurs de mort peuvent induire la necroptose. De plus, l’inhibition des 

caspases, par des méthodes pharmacologiques, ou génétiques peut bloquer 

l’induction d’une mort par apoptose et favoriser celle induite par autophagie ou par 

nécroptose. Ainsi, un même signal peut produire différents types de mort cellulaire 

en fonction de l’activation ou de l’inhibition d’enzymes cataboliques dans la cellule, 

soulignant la relation étroite qui existe entre les différents types de mort cellulaire. 

C’est le cas par exemple du signal médié par le TNFα qui induit de la nécroptose 

quand les caspases sont bloquées expérimentalement[223]. Le TNFα se lie à son 

récepteur et entraîne la formation d’un complexe au sein duquel RIPK1 est 

polyubiquitinilé par cIAP (cellular Inhibitor of Apoptosis Proteins) afin de fournir un 

site de recrutement pour TAK1 (Transforming Growth Factor-β-Activated Kinase 1), 

TAB2 et TAB3 5 (TAK-Binding protein 1) qui délivrent toutes les deux des signaux de 

survie cellulaire. Dans le cas où les caspases sont inhibées, Cyld (cylindromatosis) 

désubiquitinile RIPK1 qui va ainsi se dissocier du complexe et interagir avec son 

homologue RIPK3 pour former le nécrosome. Ce nouveau complexe active la 

nécroptose via le recrutement et l’activation par phosphorylation de MLKL (Mixed 

Lineage Kinase domain-Like protein)[224]. Il existe une autre voie de nécrose 

régulée liée à des dommages de l’ADN qui induisent l’activation de la molécule 

PARP1 (Poly(ADP-Ribose) Polymérase 1). Cette dernière interagit avec le complexe 

RIPK1 et RIPK3 afin d’activer la nécroptose. A la différence des cellules apoptotiques, 

qui sont phagocytées intégralement, les cellules nécrotiques/nécroptotiques sont 

internalisées par macropinocytose ce qui signifie que seule une partie de ces cellules 

est récupérée par les phagocytes. De même, contrairement à l’apoptose, la nécrose 

est fortement immunogène à cause du relargage de médiateurs pro-inflammatoires 

tels que l’IL-8 et le TNFα. 

3.5 Rôle de la nécroptose dans le développement de l’athérosclérose 
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Le rôle de la nécroptose dans l’athérosclérose n’a été étudié que récemment[225] 

(Figure 22). L’activité nécroptotique a été observée sur des plaques avancées de 

carotides humaines à partir de l’analyse des marqueurs RIP3 et MLKL. Les auteurs 

montrent que ces marqueurs sont surexprimés au niveau des plaques de stade 

avancé, et que l’expression de RIP3 et MLKL est plus importante au niveau des 

plaques instables par rapport aux plaques stables[225]. L’activation de la nécroptose 

a été mise en évidence par l’analyse de pMLKL (phosphorylation de MLKL). Les 

résultats montrent que pMLKL n’est pas présent au niveau des lésions précoces alors 

qu’il est surexprimé au niveau des lésions avancées, et qu’il est particulièrement 

présent près du centre nécrotique. Ces résultats suggèrent alors un rôle de la 

nécroptose dans la stabilité de la plaque[225]. 

Les mécanismes impliqués dans l’induction de la nécroptose ont aussi été étudiés. 

Les auteurs mettent en évidence un rôle majeur des OxLDLs dans l’induction de la 

nécroptose dans les macrophages mais pas dans les CMLs[225]. Ceci peut être dû 

aux différents mécanismes mis en jeu dans l’internalisation des OxLDLs. En effet, les 

OxLDLs peuvent directement stimuler l’expression de RIP3 et MLKL mais aussi la 

phosphorylation de RIP3, qui reflète l’activation de la nécroptose. Les souris RIP3-/- 

développent moins de lésions que les souris RIP3+/+. Ces résultats montrent donc 

que la seule activation de RIP3 est suffisante pour stimuler la nécroptose et le 

développement de l’athérosclérose. Les auteurs montrent également que la 

production de DAMPs et de ROS par les OxLDLs est aussi impliquée dans l’activation 

de la nécroptose et que ce mécanisme conduit à l’inhibition de l’efférocytose[225]. 



  
Sujet de thèse : 

Rôle de Clec9a dans l’athérosclérose 
 

 

 

13/10/2017 - V1.0 Thèse De Sciences réalisée par Yacine Haddad Page 63 sur 163 

 

 

Figure 22 : Signalisation de la nécroptose et rôle dans l’athérosclérose 

3.6 Clairance des corps apoptotiques 

 

En situation non pathologique, la présence de corps apoptotique est rarement 

détectée, dû à leur élimination rapide par phagocytose. La phagocytose ou clairance 

des corps apoptotiques est appelée efférocytose. Au niveau des lésions 

d’athérosclérose, les phagocytes ou efférocytes peuvent être d’origine immunitaire 

comme les macrophages ou les DCs, ou non immunitaire comme les cellules 

endothéliales, les CMLs ou les fibroblastes. Différents mécanismes sont mis en jeu 

lors de l’efférocytose : le recrutement des phagocytes, la reconnaissance et 

l’internalisation des corps apoptotiques, et enfin la réponse induite suite à leur 

internalisation. Au cours du processus apoptotique, les cellules vont exprimer des 

signaux « find me » qui vont être reconnus par les phagocytes et permettre leur 

recrutement. Parmi ces signaux on retrouve notamment la fractaline CX3CL1 et l’ATP 

(Adénosine Triphosphate) par exemple[226]. En plus de ces signaux, les corps 

apoptotiques vont exprimer des signaux « eat me » qui vont réguler l’interaction 

entre le phagocyte et le corps apoptotique en vue de leur internalisation. Le 
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processus de phagocytose fait intervenir différentes molécules présentes sur les 

corps apoptotiques et les phagocytes. La phosphatidylsérine des corps apoptotiques 

peut directement être reconnue par des récepteurs présents sur le phagocyte. 

D’autres molécules peuvent stabiliser les interactions phagocytes/corps apoptotiques. 

Ces interactions peuvent également faire intervenir les SR des phagocytes (CD36, 

SR-A, CD68, LOX) qui vont se lier avec les OxLDLs présents sur la membrane des 

corps apoptotiques[227]. 

L’internalisation des corps apoptotiques par endocytose va entrainer leur dégradation 

après fusion de l’endosome avec un lysosome, et l’activation d’une réponse immune 

adaptative par les efférocytes (macrophages ou DCs). 

3.7 Rôle de l’efférocytose dans le développement de l’athérosclérose 

 

L’efférocytose est un mécanisme tellement rapide et puissant qu’il est quasiment 

impossible de détecter des corps apoptotiques au niveau de tissu sains, et les rares 

exceptions où il est possible d’observer des corps apoptotiques au niveau de tissus 

sains, ces derniers sont souvent proches de phagocytes. Ce qui suggère que ces 

corps apoptotiques sont reconnus par les phagocytes et que le processus 

d’efférocytose est déjà déclenché[228], Schrijvers et al. ont mis en évidence une 

diminution de l’activité de l’efférocytose au niveau des plaques d’athérosclérose (en 

quantifiant le nombre de corps apoptotiques seuls contre le nombre de corps 

apoptotiques associés à un phagocytes, macrophages ou autres)[229]. 

 

L’origine de ce défaut de clairance des corps apoptotiques n’est pas encore identifié. 

Différentes hypothèses ont été émises par Thorp et Tabas expliquant ce défaut 

d’efférocytose : l’apoptose au sein des lésions est trop importante, les capacités 

d’efférocytose des macrophages des plaques sont diminuées ou encore dû à la 

diminution des signaux présents sur les cellules apoptotiques stimulant leur 

phagocytoses[230]. 

 



  
Sujet de thèse : 

Rôle de Clec9a dans l’athérosclérose 
 

 

 

13/10/2017 - V1.0 Thèse De Sciences réalisée par Yacine Haddad Page 65 sur 163 

 

Différents facteurs impliqués dans l’efférocytose et dans le développement de 

l’athérosclérose ont été découvert (Figure 23). Parmi ces facteurs, on retrouve par 

exemple MFGE8 (Milk Fat Globule-EGF factor 8, ou Lactaderin), Mertk (Mertyrosine 

kinase), Calr/LRP1 (Calreticulin/Low Density Lipoprotein Receptor-Related Protein 1) 

et CD47. 

 

MFGE8 est une glycoprotéine sécrétée qui agit comme un pont en fixant la 

phosphatidylsérine présente sur le corps apoptotiques et l’intégrine αvβ3 au niveau 

du phagocyte[231]. Au laboratoire, il a été montré que MFGE8 est exprimé au niveau 

de plaques humaines mais que son expression est diminuée au niveau de plaques 

avancées. De plus, des souris LDLr-/- transplantées avec de la moelle osseuse MFGE8-

/- présentent une inflammation plus importante que les souris contrôles, ainsi qu’une 

augmentation de la taille des plaques et un centre nécrotique plus important[232]. 

Mertk est un récepteur présent à la surface du phagocyte et permet la phagocytose 

des corps apoptotiques par l’intermédiaire de Gas6 (Growth arrest specific 6)[233]. 

Une étude au laboratoire a mis en évidence l’expression de Mertk au niveau des 

macrophages et non au niveau des CMLs pour des plaques humaines. Des souris 

LDLr-/- transplantées avec de la moelle osseuse déficiente en Mertk développent plus 

de plaques avec un centre nécrotique plus important, une diminution de 

l’efférocytose et une augmentation de l’inflammation par rapport aux souris 

contrôles[234]. 

 

Calr/LRP1, qui sont des médiateurs importants de l’efférocytose, et CD47 agissent 

comme deux axes antagonistes. Calr est présent au niveau des corps apoptotiques et 

transactive LRP1 qui est présent sur les phagocytes[235-237]. La délétion spécifique 

de LRP1 dans les macrophages ou dans les CMLs entraine une augmentation 

importante des plaques d’athérosclérose et de l’inflammation, ainsi qu’un défaut 

d’efférocytose et une augmentation de la taille du centre nécrotique[238-240]. 

 

CD47 est un facteur anti-efférocytique et son expression est rapidement diminuée au 

cours de l’apoptose. De manière paradoxale CD47 est surexprimé au niveau des 
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lésions d’athérosclérose[241]. Récemment une étude a mis en évidence un rôle 

antiathérogène de CD47. La neutralisation de CD47 par un anticorps neutralisant 

anti-CD47, dans des modèles murins, diminue la progression des lésions et 

augmente la stabilité des plaques en réduisant la régression du centre 

nécrotique.[241] 

 

Figure 23 : Efférocytose et athérosclérose 
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4 LES RECEPTEURS DE « SIGNAUX DANGERS » 

 

La réponse immunitaire innée est la première barrière de défense. Elle nécessite 

donc de pouvoir reconnaître et agir rapidement contre les « signaux dangers ». Ceci 

est permis grâce à la présence de récepteurs, appelés PRRs, capables de reconnaître 

une multitude de motifs présents sur les signaux, de types PAMPs ou DAMPs. 

On distingue plusieurs catégories de PRRs : les TLRs, les RLRs (RIG-I Like 

Receptors), les NLRs (NOD Like Receptor), les CLRs (C-type Lectin Receptor). 

L’ensemble de ces récepteurs permet ainsi la protection des compartiments aussi 

bien intracellulaire qu’extracellulaire. 

4.1 Les récepteurs de type Tolls (TLRs) 

 

Le gène Toll a été découvert pour la première fois chez la drosophile dont le rôle est 

essentiel au développement embryonnaire mais aussi dans la lutte antifongique. Ces 

travaux ont permis par la suite, la découverte de récepteurs aux propriétés similaires 

chez les mammifères et la compréhension des éléments déclencheurs de l’immunité 

innée. Les TLRs sont majoritairement exprimés par les cellules de l’immunité innée, 

plus particulièrement les APCs comme les DCs et macrophages, mais aussi par les 

cellules de l’immunité adaptatives comme les LBs, ou encore par des cellules non-

immunitaire comme les fibroblastes et cellules épithéliales. Les TLRs sont conservés 

au sein de l’évolution et leur nombre varie d’une espèce à l’autre. Il existe 10 TLRs 

chez l’humain et 13 chez la souris (le TLR10 correspond à un pseudo-gène chez la 

souris)[242]. 

4.1.1 Généralité 

 

Les TLRs appartiennent à la famille des glycoprotéines transmembranaires de type 1. 

Ils sont composés d’une partie extracellulaire C-terminale qui permet de se lier à son 

ligand. Ce domaine de liaison possède une séquence qui est riche en LRR (Leucine 

Rich Repeat), et qui serait potentiellement impliqué dans la reconnaissance de motifs 
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microbiens (PAMPS) par exemple. Les TLRs possèdent également un segment 

transmembranaire ainsi qu’un domaine intracellulaire qui est impliqué dans la 

signalisation induite après la liaison du TLR à son ligand. Ce domaine est caractérisé 

par la présence d’une séquence appelée Toll /interleukine-l receptor (TIR) qui est 

conservée et homologue à la région intracellulaire du récepteur de l’IL-1 et de l'IL-

18[243]. 

 

 Chaque TLR reconnaît un motif spécifique via son domaine extracellulaire. Chez la 

souris, on distingue deux types de TLRs : 

• Les TLRs extracellulaires : TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6, présents à la 

surface de la membrane plasmique et jouant un rôle dans la surveillance du 

compartiment extracellulaire. 

• Les TLRs intracellulaires : TLR4, TLR7, TLR8, TLR9, exprimés au niveau des 

membranes d’endosomes, et jouant un rôle dans la surveillance du 

compartiment intracellulaire[243]. 

Les TLRs sont impliqués dans différents stades de la réponse immune et dans 

différentes pathologies telles que les pathologies auto-immunes, les maladies dues à 

des infections virales et bactériennes[242]. 

4.1.2 Signalisations induites par les TLRs 

 

La liaison du TLR à son ligand entraine la formation de dimères, ainsi que l’activation 

d’une cascade de signalisation via le domaine intracytoplasmique. Cette signalisation 

fait intervenir les molécules adaptatrices MYD88 (Myeloid Differentiation primary 

response gene 88) et TRIF (TIR (Toll /Interleukine-l Receptor) domain-containing 

adaptor protein inducing interferon-β)[244, 245]. A l’exception du TLR3, l’activation 

des autres TLRs entraine le recrutement de la protéine adaptatrice MYD88 (Figure 

24). 

4.1.2.1 Signalisation via MYD88 
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L’activation du TLR par la liaison de son ligand entraine le recrutement et la liaison 

de MYD88 au niveau de sa partie cytoplasmique (Figure 24). Ceci entrainant à son 

tour le recrutement et la liaison de IRAK (Interleukin-1 Receptor-Associated Kinase 

1) et TRAF6 (TNFα receptor associated factor 6). TRAF6 s’ubiquitinyle et permet 

l’ubiquitinylation de la protéine NEMO (NF-κB (Nuclear Factor-kappa B) Essential 

Modulator). Ce complexe TRAF6/NEMO, une fois ubiquitinylé, conduit au recrutement 

et la formation d’un complexe constitué par la famille de protéines TAK1 et de 

protéines TAB. Ce complexe TAK1/TAB peut activer deux voies distinctes qui sont la 

voie des MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) aboutissant à la stimulation du 

facteur de transcription AP-1 et à la production de cytokines inflammatoires, ainsi 

que la voie NF-κB qui régule l’expression de gènes important pour les fonctions de 

l’immunité et de la prolifération cellulaire par exemple[246]. 

4.1.2.2 Signalisation via TRIF 

 

Cette signalisation est principalement induite par l’activation du TLR3 mais est 

également stimulée par l’activation de TLR4 (Figure 24). 

 

L’activation du TLR3 ou du TLR4, entraine le recrutement de la protéine TRIF (TIR 

domain-containing adaptor protein inducing interferon-β) au niveau de la région 

intracytoplasmique du TLR. Comme pour MYD88, TRIF va recruter et lier TRAF6 qui 

va à son tour recruter et fixer TAK1. Cette liaison peut aboutir à la stimulation de la 

voie NF-κB mais aussi à la stimulation des facteurs de transcription IRF3 et IRF7 et 

notamment la production d’interféron de type I[247]. 
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Figure 24 : Signalisation des TLRs 

4.1.3 TLRs et athérosclérose 

 

Au sein des plaques d’athérosclérose, les TLRs sont exprimés par différents types 

cellulaires. Des études ont montré que l’expression des TLR2 et 4 est augmentée au 

sein des lésions chez l’homme, ainsi que chez les souris LDL-/- et ApoE-/-. 

Les TLRs peuvent intervenir à différents niveaux dans le développement de 

l’athérosclérose. 

 

Les TLRs peuvent intervenir dans le recrutement et la réponse inflammatoire au sein 

des lésions. En effet, l’invalidation de MYD88 chez des souris ApoE-/- entraine une 

diminution de la taille des lésions associée à une diminution de l’infiltration 

macrophagique et à une diminution des taux sériques de chimiokines[248, 249]. Des 

résultats similaires sont observés chez des souris ApoE-/- déficientes en TLR2 et 
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TLR4[250]. Chez l’Homme, TLR2 et MYD88 interviennent dans l’activation de NFκB et 

la production de cytokines pro-inflammatoires et de MMPs[251]. 

 

Les TLRs peuvent jouer un rôle dans le métabolisme des lipides et la formation de 

cellules spumeuses. La stimulation des TLR2, 4 et 9 augmente l’expression des SRA 

et LOX-1 et la formation de cellules spumeuses. Alors que les TLR3 et 4 régulent 

négativement l’efflux de cholestérol. 

 

Le TLR2 est exprimé sur les cellules immunitaires (comme les macrophages ou les 

DCs), les cellules épithéliales et les cellules endothéliales[252]. Au niveau des 

plaques humaines d’athérosclérose, le TLR2 est surexprimé au niveau des cellules 

endothéliales[253]. De plus, il a été montré, in vitro, que son expression et son 

activation sont augmentées sous l’effet d’un flux turbulent alors qu’un flux laminaire 

réduit l’expression et l’activation du TLR2[254]. Des études chez la souris ont montré 

un rôle pro-athérogène du TLR2. Mullick et al. ont montré que des souris TLR2-/- 

croisées avec des souris LDLr-/- développent moins de plaques que les souris 

contrôles après 10 et 14 semaines de régime hyper lipidique, alors qu’il n’y a pas de 

différence de taille de plaques entre des souris chimères LDLr-/- transplantées avec 

de la moelle osseuse de souris TLR2-/- et leurs souris chimères contrôles[255]. Une 

autre étude réalisée par Higashimori et al. montrent une diminution de 

l’accumulation de cellules spumeuses au niveau des courbures de l’aorte des souris 

ApoE-/-TLR2-/-[256]. Ces résultats soulignent donc un rôle pro-athérogène du TLR2 

exprimé par des cellules qui ne dérivent pas de la moelle osseuse et que l’on peut 

retrouver au niveau des zones de courbure de l’aorte, comme les cellules 

endothéliales. Le TLR2 peut également interagir avec le TLR1 pour former le 

complexe TLR1/2[257]. Les auteurs ont également montré que l’injection de 

Pam3CSK4 (N-palmitoyl-S-dipalmitoylglyceryl Cys-Ser-(Lys)4), qui est un ligand 

synthétique du complexe TLR1/2, à des souris LDLr-/- augmente de façon significative 

la taille des lésions. Ce phénotype n’est pas observé après l’injection de Pam3CSK4 

en l’absence de TLR2[255, 258]. Le TLR2 est également impliqué dans l’apoptose 

des macrophages. Le CD36, qui est un récepteur scavengers, limite le 



  
Sujet de thèse : 

Rôle de Clec9a dans l’athérosclérose 
 

 

 

13/10/2017 - V1.0 Thèse De Sciences réalisée par Yacine Haddad Page 72 sur 163 

 

développement du cœur nécrotique observé aux lésions de stades avancés[259]. Le 

traitement de macrophages péritonéaux avec des OxLDLs entraine leur apoptose via 

l’activation du CD36 et du stress du RE. Cependant, l’apoptose n’est plus observée 

avec des macrophages TLR2-/-[250]. Le TLR2 peut donc aussi être impliqué dans 

l’apoptose des macrophages, qui est un facteur important intervenant dans la 

stabilité des lésions. 

 

Le TLR4 est un récepteur présent au niveau de la membrane plasmique mais aussi 

dans le compartiment intracellulaire au niveau des membranes endosomales. Il peut 

aussi bien activer la voie MYD88 que la voie TRIF. Au niveau des lésions humaines, le 

TLR4 est exprimé par différents types cellulaires à l’image du TLR2, comme les 

cellules immunitaires (comme les macrophages ou les DCs), ou les cellules non-

immunitaires (les cellules épithéliales et les cellules endothéliales)[253]. L’expression 

du TLR4 est augmentée par les OxLDLs et l’activation du TLR4 est importante pour 

l’accumulation et l’internalisation de lipides modifiés comme les mmLDLs (minimally 

oxidized Low-Density Lipoprotein) par les macrophages[260] et leur différenciation 

en cellules spumeuses[261]. L’efflux de cholestérol médié par les transporteurs 

ABCA1 et ABGA1, est un mécanisme important impliqué dans la formation de cellules 

spumeuses. La délétion de ABCA1 et de ABGA1 stimule une réponse pro-

inflammatoire via l’augmentation de l’expression du TLR4[57]. Alors que l’activation 

du TLR4 avec le LPS, inhibe leur expression[262]. Au niveau des CMLs, il a été 

montré que la production de facteurs pro-inflammatoires induite par les OxLDLs est 

médiée par le TLR4[263]. Le remodelage de la MEC est également un mécanisme qui 

peut dépendre du TLR4. En effet, l’activation de la MMP9 (Matrix Metalloprotease-9) 

est médiée par le TLR4, et entraine la dégradation de la MEC[264]. La fibronectine 

qui est un composant de la MEC chez l’homme et chez la souris[265, 266], est connu 

comme un facteur pro-athérogène[267, 268]. Différentes études ont suggéré que le 

rôle pro-athérogène de la fibronectine peut être médié par le TLR4[269-271]. Le 

TLR4 peut donc jouer un rôle important dans la stabilité de la plaque, à travers la 

modulation de la MEC. L’invalidation du TLR4 dans un modèle de souris ApoE-/- 
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diminue l’expression de l’IL-12 et du MCP-1, ceci entrainant une diminution de 

l’infiltration en macrophages et de la taille des lésions[249].  

 

 

 

Figure 25 : Rôle du TLR4 dans l'athérosclérose 

 

Les TLR3, TLR7 sont présents au niveau des endosomes et leur implication dans 

l’athérosclérose a également été étudiée. 

 

L’invalidation de TLR3 dans les modèles ApoE-/- et LDLr-/- entraine une augmentation 

de la taille des lésions ce qui montre un rôle anti-athérogène du TLR3[272, 273]. La 

transplantation de moelle osseuse de souris TLR3-/- à des souris LDLr-/- irradiées 

augmente également la taille des lésions[274] suggérant un rôle important des 

cellules issues de la moelle osseuse dans le phénotype observé. 
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Un rôle protecteur du TLR7 a également été démontré. L’invalidation du TLR7 dans 

un modèle de souris ApoE-/- entraine une augmentation de la taille des lésions 

associé à une augmentation de l’infiltration et monocytes Ly6Chi et en macrophage. 

De plus les souris ApoE-/-TLR7-/- sont caractérisées par une augmentation de la 

production de facteurs pro-inflammatoires comme l’IL-12, le MCP-1 ou l’IL-6 en 

comparaison aux souris ApoE-/-[275]. Dans cette étude, les auteurs montrent aussi 

que l’invalidation du TLR7 diminue la composition en CML et en collagène mais 

également l’épaisseur de la chape fibreuse suggérant une instabilité des plaques plus 

importante en l’absence de TLR7. 

4.2 Les récepteurs de type lectine C 

4.2.1 Généralité 

 

Les CLRs font eux aussi parti de la grande famille des PRRs. Les CLRs peuvent être 

impliqués dans la reconnaissance de dérivés microbiens, de débris cellulaires, de 

lipides oxydés mais aussi de « signaux dangers » du soi. 

 

Les CLRs représentent une superfamille de récepteurs capables de fixer les sucres 

(ou hydrates de carbone). Ils sont caractérisés par la présence d’un motif conservé 

appelé CTLD (C-Type Lectin Domain). L’une des caractéristiques communes aux 

CLRs, est que la fixation de ces récepteurs aux glucides est dépendante du calcium 

(Ca2+)[276, 277]. 

 

La superfamille des CLRs est divisée en deux types: les CLRs de type I possédant 

plusieurs CRD (Carbohydrate Recognition Domain) et les CLRs de type II qui n’en 

possèdent qu’un. Les CLRs sont également subdivisés en 17 sous-populations 

classées selon leur organisation et leur phylogénie. Ils sont présents aussi sous 

forme soluble ou ancré à la membrane cytoplasmique de différents types cellulaires. 
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Les CLRs jouent un rôle important dans différents mécanismes cellulaires comme 

dans l’adhésion, la signalisation cellulaire et la modulation des réponses immunitaires 

innées et adaptatives. Ils peuvent également interagir avec d’autres récepteurs afin 

d’améliorer la réponse à une infection par exemple. 

Dans le cadre de ma thèse je me focaliserai sur les CLRs présents au niveau des 

cellules myéloïdes (Figure 26).  

4.2.2 Signalisations induites par les CLRs 

 

Les classes de CLRs dépendent du récepteur, de la signalisation utilisée ainsi que la 

composition de la partie intra-cytoplasmique du récepteur. 

 

Une partie des CLRs est dite « CLR couplé à la protéine SYK ». Les récepteurs 

pouvant lier SYK (Spleen tyrosine Kinase) directement possèdent dans leur partie 

cytoplasmique soit des motifs ITAMs (Immunoreceptor Tyrosine-based Activation 

Motif) soit des motifs hemITAMs. Les ITAMs sont caractérisés par la présence de 

deux séquences YxxI/L (où Y est une tyrosine, x un acide aminé, I une isoleucine et 

L une leucine) entourant une dizaine d’acides aminés. Les motifs hemITAMs ne 

possèdent qu’une seule séquence YxxI/L. 

 

Les récepteurs pouvant lier indirectement SYK possèdent une région cytoplasmique 

couplée à un adaptateur qui est soit DAP12 (DNAX Activating Protein of 12KDa) soit 

la chaine γ commune aux récepteurs des Ig (FcRγ)[278]. 

 

D’autres CLRs possèdent dans leur partie cytoplasmique un motif ITIM 

(Immunoreceptor Tyosine-based Inhibitory Motif) caractérisé par une séquence 

V/LxxYxI/V (où Y est une tyrosine, x un acide aminé, I une isoleucine et L une 

leucine, V une valine). L’activation du récepteur entraine la phosphorylation de ce 

motif qui induit le recrutement de phosphatase permettant ainsi d’inhiber l’activation 

des cellules myéloïdes notamment après la stimulation d’un CLR couplé à la protéine 

SYK ou à la stimulation d’un TLR[278]. 
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Il existe également des CLRs qui sont dépourvus de motifs ITAMs ou ITIMs. Ces 

derniers sont impliqués dans l’endocytose et la présentation aux lymphocytes T[279].  

Cependant, la liaison de ces CLRs avec leur ligand n’entraine pas l’activation des 

cellules qui les expriment. Leur signalisation n’est pas complètement identifiée[280]. 

 

Figure 26 : Famille des récepteurs de type lectine C (adapté de Sousa et al. Annu Rev Immunol. 

2012) 

4.2.3 Rôle des CLRs dans l’athérosclérose 

 

Le rôle des CLRs a également été étudié dans le cadre de l’athérosclérose. 

Cependant les travaux ne se limitent qu’à certains récepteurs, Clec4e (C-type lectin 

domain family 4 member E), également appelé MINCLE (Macrophage Inducible C-

type Lectin), Dectin-1 et LOX-1. 

4.2.3.1 Dectin-1 

 

Chez la souris, dectin-1 est exprimé par les cellules d’origine myéloïde comme les 

DCs, les monocytes/macrophages, neutrophiles mais aussi par les lymphocytes T γδ. 

Chez l’homme, dectin-1 est exprimé par les mêmes types cellulaires mais aussi par 

les éosinophiles, les mastocytes et les lymphocytes B[281-284]. 

 

Dectin-1, comme Clec9a (C-type lectin domain family 9 member A), est un récepteur 

transmembranaire qui possède un domaine hemITAMs dans sa partie cytoplasmique, 

pouvant recruter directement la protéine SYK[285]. 

 

Initialement, il a été montré que le dectin-1 est important pour la défense anti-

bactérienne et anti-fongique. Il est notamment activé, indépendamment du Ca2+, par 

un ligand présent sur certaines bactéries et certains champignons, le β-glucan[286, 

287]. Un autre ligand du dectin-1 a été découvert, il s’agit de la vimentine, qui est 
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une protéine produite par les macrophages associée au cytosquelette et impliquée 

dans le maintien de l’intégrité de la cellule[288]. 

 

L’implication du dectin-1 dans l’athérosclérose n’a été étudiée que récemment[289]. 

Il a été montré que l’activation de macrophages dans des conditions inflammatoires 

pouvait produire la vimentine[290] et stimuler la production de ROS connue comme 

étant un facteur pro-athérogène[288]. De plus, des analyses histologiques ont 

permis de mettre en évidence la présence de vimentine au niveau des plaques 

d’athérosclérose humaines et localisée proche du dectin-1[288]. Ces résultats 

pourraient suggérer alors un rôle pro-athérogène du dectin-1 dans le développement 

des lésions. Cependant une étude plus récente a montré que dans un modèle de 

souris chimères, la transplantation de souris LDLr-/- avec de la moelle osseuse de 

souris Dectin-1-/- n’entraine pas de modifications de la taille des lésions. ce dernier 

résultats suggèrerait que le dectin-1 pas dans la modulation de l’athérosclérose[289] 

4.2.3.2 LOX-1 

 

LOX-1, qui est aussi un récepteur scavenger, est l’un des récepteurs de type lectine C 

le plus étudié. Il est exprimé par les cellules endothéliales, les macrophages et les 

CMLs[291]. Son expression est stimulée en conditions pro-inflammatoires par 

différents facteurs comme le TNFα, l’IFNγ mais aussi par des facteurs 

vasoconstricteurs comme l’angiotensine II et l’endothéline-1[291]. 

 

Différentes études suggèrent que LOX-1 intervient de manière importante dans le 

développement des lésions d’athérosclérose. Chez l’homme, l’expression de LOX-1 

est plus importante dans les plaques aux stades avancés[292]. Au niveau de ces 

lésions, l’expression de LOX-1 est observée dans différents types cellulaires comme 

dans les macrophages et les CMLs de l’intima[293]. 

L’invalidation génétique de LOX-1 dans un modèle de souris chimère LDLr-/- diminue 

la taille des lésions, à l’inverse la surexpression de LOX-1 accélère le développement 

des lésions[294, 295]. 
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Le rôle pro-athérogénique de LOX-1 a été étudié plus en détail au niveau des cellules 

ayant un impact majeur dans l’athérosclérose, les cellules endothéliales (CE), les 

macrophages, les DCs et les CMLs (Figure 27). 

4.2.3.2.1 Rôle de LOX-1 sur les cellules endothéliales 

 

Les CEs sont situées à l’interface entre le sang circulant et la paroi vasculaire, de ce 

fait elles jouent un rôle primordial dans le maintien de l’homéostasie et dans la 

tonicité vasculaire. 

LOX-1 est majoritairement exprimé par les cellules endothéliales (CEs). Il est 

également le principal récepteur des OxLDLs sur les CEs. Son rôle proathérogène 

intervient à différents niveaux notamment sur : 

• La dysfonction endothéliale ; 

• L’apoptose des CEs ; 

• L’activation des CEs ; 

• La stimulation de l’inflammation par des CEs. 

Il a été montré que les OxLDLs sont impliquées dans la dysfonction endothéliale via 

la production de ROS[296]. En effet, l’invalidation génétique, ou la neutralisation 

avec un anticorps spécifique de LOX-1, rétabli la production de NO et diminue la 

production de ROS. Ces résultats suggèrent donc une implication de LOX-1 dans la 

dysfonction endothéliale induite par les OxLDLs[297]. 

Par ailleurs, l’activation de LOX-1 par les OxLDLs stimule l’apoptose des CEs, 

entrainant une augmentation de la perméabilité vasculaire qui est l’une des 

premières étapes du développement de l’athérosclérose[298, 299]. D’autre part, la 

stimulation de l’inflammation dans les CEs par les OxLDLs est également médiée par 

LOX-1. En effet, l’inhibition de LOX-1, par des ARNs anti-sens, diminue l’expression 

de chimiokines, telles que le MCP-1, par les CEs qui jouent également un rôle 

important dans les étapes précoces de l’athérosclérose [300, 301]. 

4.2.3.2.2 Rôle de LOX-1 sur les macrophages et les cellules dendritiques 
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De par la grande diversité des SRs exprimés au niveau des macrophages comme le 

CD36 ou SR-AI, évaluer l’impact spécifique de LOX-1 dans ces cellules est très 

complexe (Figure 27). A l’état basal, la contribution de LOX-1 dans l’internalisation 

des OxLDLs est faible et ne représente que 5-10% alors qu’elle peut atteindre 

jusqu’à 40% en condition pro-inflammatoire après stimulation des macrophages par 

des cytokines pro-inflammatoires comme le TNFα par exemple[302]. De plus, 

l’activation de LOX-1 par les facteurs inflammatoires diminue l’expression des autres 

SRs[303]. En conséquence, LOX-1 joue un rôle majeur dans la formation des cellules 

spumeuses. 

 

Les DCs jouent un rôle important dans la stimulation de la réponse inflammatoire 

dans l’athérosclérose en activant les LTs. Or, il a été montré que les OxLDLs peuvent 

stimuler la différenciation des monocytes en DCs et leur maturation[304]. De plus, 

LOX-1, qui est aussi exprimé par les DCs en condition inflammatoire, favorise 

l’internalisation des OxLDLs par les DCs[305]. Ces résultats suggèrent que LOX-1 

pourrait être impliqué dans l’activation des LTs par les DCs dans l’athérosclérose. 

4.2.3.2.3 Rôle de LOX-1 sur les cellules musculaires lisses 

 

Les CMLs jouent un rôle majeur dans la stabilité des lésions. Il a été montré, in vitro, 

différents stimuli, comme l’angiotensine II ou les OxLDLs, peuvent induire 

l’expression de LOX-1 par les CMLs, dans des conditions inflammatoires[306, 307]. 

De plus, l’invalidation génétique de LOX-1 dans des modèles murins diminue la 

prolifération et la migration des CMLs, qui jouent un rôle important dans la stabilité 

des plaques[294, 308]. 

 

Des analyses immunohistochimiques ont permis de mettre en évidence une 

colocalisation de LOX-1 avec le facteur pro-apoptotique Bax (Bcl-2-associated X) au 

niveau des lésions humaines, particulièrement au niveau des zones de rupture. De 

plus, les OxLDLs augmentent l’expression du facteur pro-apoptotique Bax et 

diminuent le facteur anti-apoptotique Bcl-2. La modulation de ces facteurs par les 
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OxLDLs est inhibée lorsque les CMLs sont traitées avec un anticorps anti-LOX-1, 

suggérant l’implication de LOX-1 dans l’apoptose induite par les OxLDL[309]. 

 

LOX-1 est également impliqué dans la transformation des CMLs en cellules 

spumeuses. En effet, l’expression de LOX-1 est augmentée dans des CMLs traitées 

avec de la LPC (Lysophosphatidylcholine) (qui est un composant des OxLDLs) ce qui 

entraine une augmentation de l’internalisation des OxLDLs par les CMLs conduisant à 

la formation de cellules spumeuses[310]. 

 

Figure 27 : Rôle de LOX-1 dans l’athérosclérose 

4.2.3.3 MINCLE 

 

MINCLE est faiblement exprimé par les macrophages et les neutrophiles mais son 

expression augmente fortement dans les macrophages après stimulation des TLRs ou 

par des cytokines. Il s’agit d’un récepteur transmembranaire couplé dans sa partie 

cytoplasmique avec la chaine FcRγ[311]. 

 

Il existe différents types de ligands capables d’activer MINCLE. Ces ligands peuvent 

être d’origine bactérienne [312-314] ou associés aux corps nécrotiques[311]. Chez 
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l’homme MINCLE est capable de fixer les cristaux de cholestérol[315]. L’activation de 

MINCLE stimule par ailleurs la voie SYK/CARD9 (Spleen Tyrosine Kinase/Caspase 

recruitment domain-containing protein 9) entrainant une réponse pro-

inflammatoire[311, 316, 317]. Outre son rôle important dans la lutte anti-

microbienne, il a été montré récemment que ce récepteur est aussi impliqué dans le 

développement de l’athérosclérose. MINCLE est exprimé au niveau des lésions chez 

la souris[318]. Dans un modèle de souris chimères, la déficience en MINCLE dans les 

cellules myéloïdes diminue la taille des lésions athéromateuses par rapport aux souris 

contrôles[318]. Dans cette étude, les auteurs mettent en évidence un rôle important 

de MINCLE dans l’activation de la réponse au stress du RE, ou réponse UPR 

(Unfolded Protein Response). En effet, l’activation de MINCLE par le TDB (Trehalose-

6, 6’-Dibehenate) stimule l’expression des marqueurs de la réponse UPR comme 

Chop (CCAAT/enhancer-binding protein homologous protein), Ire1α (Inositol-

requiring protein 1 α) et Xbp1 (X-box binding protein 1)[318]. Le rôle de MINCLE 

dans la régulation de la réponse UPR dans l’athérosclérose intervient à plusieurs 

niveaux. MINCLE stimule une réponse pro-inflammatoire par les macrophages via la 

réponse UPR, à l’inverse, la production de facteurs pro-inflammatoires (TNFα et 

CCL2) après la stimulation de MINCLE par le TDB est inhibée ou réduite lorsque ces 

macrophages sont invalidés pour Chop ou Ire1α (sans diminution de l’expression de 

MINCLE)[318]. D’autre part, les souris chimères déficientes en MINCLE sont 

caractérisées par une diminution de prolifération des macrophages[318]. En effet, le 

traitement de macrophages avec le TDB diminue l’expression du facteur p21, qui est 

un inhibiteur du cycle cellulaire, mais stimule l’expression de CSF-1 (Colony 

stimulating factor 1), qui est un facteur de survie cellulaire ayant des fonctions pro-

athérogènes[319]. L’expression de CSF-1 étant dépendante de Ire1α et Chop. Les 

lésions des souris chimères déficientes en MINCLE semblent également présenter 

une accumulation en lipides moins importante par rapport aux souris contrôles, 

suggérant un rôle inhibiteur de MINCLE dans l’efflux du cholestérol par les 

macrophages[318]. L’expression de ABCA-1, qui joue un rôle majeur dans l’efflux du 

cholestérol[56], dans les macrophages contrôles est diminuée après traitement avec 

le TDB dans les macrophages exprimant MINCLE mais pas en l’absence de la 
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protéine[318]. De plus, in vitro, le TDB inhibe l’élimination du cholestérol dans les 

cellules spumeuses contrôles mais pas dans les cellules déficientes en MINCLE[318]. 

 

Chez l’homme, contrairement au modèle murin, MINCLE peut fixer les cristaux de 

cholestérol. La liaison de MINCLE à ces cristaux de cholestérol entraine la production 

de facteurs pro-inflammatoires comme le TNFα ou l’IL-1β[315]. 

4.3 Le récepteur Clec9a 

 

 

 

Figure 28 : Structure et signalisation du récepteur clec9a 

4.3.1 Généralité 

 

Clec9a, également appelé DNGR-1 (DC, NK-lectin Group Receptor-1) est un 

récepteur de type lectine C exprimé par les cellules de la lignée myéloïde. Clec9a est 

un récepteur transmembranaire avec un domaine extracellulaire, un domaine 
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transmembranaire et une partie intracytoplasmique (Figure 28). Chez la souris, il est 

majoritairement présent au niveau de la rate sur une sous-population de cellules 

dendritiques les DC-CD8α+, plus précisément les DC-CD8α+CD205+ et les DC-

CD8α+CD205- (aussi appelées « DC plasmacytoid-like ») ainsi que sur les pré-DCs 

[320]. Clec9a est exprimé plus faiblement par les pDCs[321]. Au niveau de la moelle 

osseuse, on trouve une expression de Clec9a sur les CDP[320]. Au niveau des tissus 

non lymphoïdes, Clec9a est présent sur les cellules dendritiques DC-CD103+CD11b- 

qui sont équivalentes aux DC-CD8α+ de la rate[322]. Chez l’Homme, Clec9a est 

exprimé par les cellules BDCA3 (Blood Dendritic Cell Antigen 3) du sang, l’équivalent 

chez l’homme des DC-CD8α+, et par une sous-population de monocytes CD14+CD16-

[323]. 

 

A ce jour, aucun ligand d’origine microbienne n’a été identifié. Clec9a est capable de 

reconnaître spécifiquement un ligand présent sur les corps nécrotiques mais pas sur 

les corps apoptotiques. Ce qui suggère que ce ligand n’est exposé seulement après la 

destruction des membranes. Deux études ont permis d’identifier l’actine F comme le 

ligand spécifique de Clec9a[324, 325]. L’actine est un élément indispensable à la 

stabilisation du cytosquelette, et qui existe sous deux formes : une forme globulaire, 

l’actine G et une forme filamenteuse l’actine F. La polymérisation de l’actine est un 

processus hautement régulé et fait intervenir des protéines nucléaires qui catalysent 

la polymérisation alors que les protéines de liaisons stabilisent la structure du 

complexe. 

 

Dans un premier temps, Zhang et al. et Ahrens et al. ont montré que Clec9a peut 

fixer directement l’actine F mais pas l’actine G[324, 325]. La polymérisation de 

l’actine permet l’exposition du ligand de Clec9a[324]. 

 

Zhang et al. ont permis de mettre en évidence que la formation d’un complexe 

constitué d’actine et de protéines de liaison, comme la spectrine et la α-actinine, 

pourrait permettre de maintenir la conformation de l’actine sous sa forme 
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filamenteuse (actine F). Ce complexe favorise ainsi la stabilité de la liaison entre 

Clec9a et l’actine F[325].  

4.3.2 Signalisation 

 

La signalisation stimulée par Clec9a est encore mal connue. Le domaine 

intracytoplasmique de ce récepteur a la particularité d’être constitué de motifs 

hemITAMs. La liaison de Clec9a à son ligand va induire l’autophosphorylation des 

motifs hemITAMs, ce qui va déclencher le recrutement de la protéine SYK[321]. Les 

mécanismes moléculaires impliqués en aval ne sont pas encore identifiés (Figure 28). 

4.3.3 Fonction 

 

La fonction principale de Clec9a est de réguler la présentation croisée d’antigènes 

issus de corps nécrotiques[321]. En effet, Sancho et al. montrent que Clec9a, après 

la liaison de son ligand, est localisé au niveau de la fraction non-lysosomale. De plus, 

il a été montré par Zelenay et al. que Clec9a entraine préférentiellement 

l’internalisation des corps nécrotiques au niveau d’endosomes précoces caractérisés 

par l‘expression des protéines EEA1 (Early Endosomal Antigen 1), Rab5a et Rab11 

(Ras-related protein 5a et 11)[326]. Les endosomes précoces sont caractérisés par 

un pH élevé, limitant ainsi l’activité protéolytique. Ce qui favorise la prise en charge 

des antigènes par le CMH-I. D’autre part, l’invalidation de Clec9a diminue 

considérablement la présentation croisée des corps nécrotiques[326-328]. 

Cependant, Clec9a ne modifie pas la tolérance induite par les corps 

apoptotiques. Ceci est dû au fait que les corps apoptotiques conservent l’intégrité de 

leurs membranes, de ce fait le ligand reconnu par Clec9a n’est pas exposé. Il a été 

également rapporté que la déficience en Clec9a, dans un modèle murin d’infection, 

inhibe la cross présentation d’antigènes viraux[326, 327]. Ce qui montre que la cross 

présentation est bien régulée par Clec9a et non pas par l’activation d’autres 

récepteurs, comme les récepteurs aux PAMPs tels que les TLRs. 
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4.3.4 Intérêts thérapeutiques de Clec9a 

 

La vaccination visant à délivrer des antigènes via des anticorps spécifiques est un 

nouveau mode de vaccination pouvant être exploité pour des applications cliniques. 

Coupler un antigène à un anticorps spécifique peut être ainsi délivré à une 

population de DCs en ciblant un de ces récepteurs de surface. Idéalement, un bon 

candidat doit être exprimé de façon spécifique à la surface d’une sous population de 

DCs par exemple. L’internalisation, via un mécanisme d’endocytose, conduirait à 

l’activation de la réponse immune. Plusieurs critères permettent de définir Clec9a 

comme une cible potentielle. Clec9a est principalement exprimé au niveau des DC-

CD8α+ et plus faiblement, et régule spécifiquement la présentation d’antigènes via le 

CMH-I aux LT-CD8+. De plus, l’activation de Clec9a entraine son endocytose. 

 

Différentes études de vaccinations ont permis d’analyser la réponse induite après 

avoir délivré des antigènes en ciblant de manière spécifique Clec9a. 

 

Des injections in vivo d’anticorps anti-Clec9a couplés au peptide OVA induit, à l’état 

basal, une prolifération des réponses T CD4+ et TCD8+ spécifiques, mettant en 

évidence une présentation du peptide OVA par les molécules du CMH-I et CMH-

II[329]. Cibler Clec9a permet donc d’activer des réponses TCD4+ et TCD8+. 

 

Des études de vaccination ont permis de mettre en évidence que Clec9a pouvait 

induire différentes réponses T-CD4+. En effet, suivant l’adjuvant utilisé, l’injection de 

souris avec un anticorps anti-Clec9a couplé à un peptide OVA liant spécifiquement la 

molécule CMH-II stimule une réponse Th1 (lorsque l’adjuvant et le PolyIC, 

communément connu comme agoniste du TLR3), ou une réponse Th17 (lorsque 

l’adjuvant utilisé est le curdlane, un polysaccharide d’origine bactérienne et agoniste 

du CLR Dectin-1)[330]. Au cours de cette même étude, lorsque l’anticorps n’est pas 

associé à un adjuvant, les auteurs mettent en évidence une réponse T-

CD4+FOXP3+, pouvant suggérer l’induction de tolérance immunitaire. Ces résultats 

peuvent s’expliquer par deux raisons : les DC-CD8�+ représentent une population 



  
Sujet de thèse : 

Rôle de Clec9a dans l’athérosclérose 
 

 

 

13/10/2017 - V1.0 Thèse De Sciences réalisée par Yacine Haddad Page 86 sur 163 

 

de cellules dendritiques contenant une sous-population, les DC-CD8�+CD205+, 

capable de produire de grandes quantités de TGF-� et d’induire la différenciation 

des LT-CD4+ en LT-CD4+FOXP3+[331]. La deuxième raison concerne 

l’environnement, en effet, en condition non-inflammatoire (sans adjuvant), les faibles 

doses d’anticorps utilisées peuvent induire la différenciation des LT-CD4+ en LT-

CD4+FOXP3+ comme cela a été montré dans une autre étude[332]. 

Cependant, d’autres études viennent contredire ces dernières observations. D’autres 

chercheurs ont montré que l’injection de souris avec un anticorps IgG2A-anti-Clec9a 

produit chez le rat et couplé au peptide OVA, stimule une réponse humorale anti-IgG 

importante et prolongée[333]. Dans cette étude, les auteurs mettent en évidence 

une prolifération importante de LT-CD4+ dont la majorité d’entre eux co-expriment 

CXCR5 et PD1 (Programmed cell death 1) qui sont les marqueurs caractéristiques des 

LTfh (LT-CD4+ folliculaires). Les LTfh étant important pour la réponse humorale 

induite par les LBs. Résultats également retrouvés avec des études chez les primates 

non humains[334]. Directement en accord avec ces précédents résultats, il a été 

montré que cette réponse B était stimulée via l’activation des LTfh.  

Ces résultats contradictoires sont principalement dû à l’anticorps anti-Clec9a utilisé. 

Dans cette étude l’isotype utilisé, l’IgG2A anti-Clec9a, semble être sensiblement plus 

immunogène que l’isotype IgG1 anti-Clec9a. L’isotype IgG1 doit également être 

associé au peptide OVA pour pouvoir fixer sa cible. Les deux isotypes ne semblent 

donc pas cibler le même épitope. Les autres critères pouvant également expliquer 

ces différences sont l’affinité et la persistance dans le sérum, ceux-ci sont également 

plus important avec l’anticorps IgG2A-anti-Clec9a. 

 

Une étude a montré que l’utilisation d’un anticorps anti-Clec9a couplé à un adjuvant 

(anti-CD40, qui est une molécule de co-stimulation, ou le PolyIC, agoniste du TLR3) 

stimule de manière importante la différenciation de lymphocytes T naïfs en LTc 

(lymphocytes T cytotoxiques) produisant de l’IFNγ[322]. En effet, dans un modèle 

murin de tumeurs où les tumeurs sont modifiées pour exprimer le peptide OVA. 

L’injection d’un anticorps anti-Clec9a couplé au peptide OVA et associé à un adjuvant 

(anti-CD40), même un mois avant l’injection de tumeur (prophylaxie), entraine 
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réponse anti-tumorale par l’intermédiaire de LTc spécifiques, la même réponse est 

observée lorsque la tumeur est injectée avant la vaccination (immunothérapie). 
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5 RESULTATS 

5.1 Rôle de Clec9a dans le développement des lésions d’athérosclérose 

 

Dans un premier temps, nous avons évalué l’effet d’une délétion totale du récepteur 

Clec9a sur le développement de l’athérosclérose. Pour cela, nous avons croisé des 

souris ApoE-/- avec des souris Clec9a-/- pour obtenir des souris double déficiente 

ApoE-/-Clec9a-/-. Ces souris, et leurs contrôles ApoE-/-, ont été nourries avec un 

régime normal (Chow Diet, CD) puis sacrifiées à l’âge de 20 semaines. Nous avons 

observé que la déficience totale de Clec9a entraine une diminution de 60% de la 

taille des lésions par rapport aux souris contrôles ApoE-/-. Le poids des souris et la 

cholestérolémie n’ont pas été modifiés par l’absence de Clec9a. Dans une autre 

expérience, les souris ApoE-/- et les souris ApoE-/-Clec9a-/- ont été nourries durant 6 

semaines avec un régime gras (15% de gras, 1,25% de cholestérol et 0% de 

cholate). De manière surprenante, nous n’avons pas observé de différence de taille 

de plaques entre les 2 groupes de souris ayant un taux de cholestérol plasmatique 

élevé. 

 

Nous avons ensuite évalué l’impact de la déficience de Clec9a dans les cellules de la 

moelle osseuse en utilisant un modèle de souris chimères. Nous avons irradié des 

souris LDLr-/- puis 24h après, nous les avons transplantés avec de la moelle osseuse 

de souris contrôles ou déficiente en Clec9a. Après un mois, les souris ont ensuite été 

soumises à un régime gras pendant différentes périodes afin d’analyser l’effet de 

l’absence de Clec9a aux stades précoces (5 et 7 semaines de régime) et aux stades 

tardifs (13 semaines). Le poids et la cholestérolémie ne sont pas modifiés par 

l’absence de Clec9a. Nous avons observé une diminution significative de la taille des 

lésions en l’absence de Clec9a (LDLr-/-àClec9a-/-) par rapport aux souris contrôles 

(LDLr-/-àClec9a+/+), au niveau du sinus aortique des souris, après 5 et 7 semaines 

de régime. Cependant, après 13 semaines de régime, nous n’avons pas observé de 

différence de taille de plaques entre les 2 groupes de souris. 
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Les résultats obtenus à partir des modèles ApoE-/- sous régime gras et LDLr-/- sous 

régime gras pendant 13 semaines, nous ont conduit à émettre l’hypothèse que le 

taux élevé de cholestérol pourrait être à l’origine de l’absence d’effet de Clec9a dans 

ces conditions. 

 

L’expression de Clec9a dans la rate des souris a donc été analysée. Il n’y a pas 

d’expression de Clec9a dans la rate des souris chimères déficientes en Clec9a. 

Cependant, nous avons observé une diminution significative de l’expression de 

Clec9a dans la rate des souris après 13 semaines de régime par rapport à des souris 

LDLr-/- sous régime normal et après 7 semaine de régime gras, nous avons donc 

émis l’hypothèse que l’hypercholestérolémie pourrait diminuer l’expression de Clec9a. 

Nous avons testé cette hypothèse in vitro, le traitement de splénocytes de souris 

Clec9agfp/gfp (où l’expression de Clec9a est remplacée par l’expression de la GFP) avec 

du cholestérol diminue l’expression de la GFP. 

 

Nous avons ensuite voulu analyser l’effet de Clec9a dans un modèle de souris 

développant des lésions de stades avancés mais avec une augmentation modérée du 

cholestérol plasmatique. Pour ce faire, nous avons généré le modèle Clec9a-/-Mfge8-/- 

en croisant des souris Clec9a-/- avec des souris Mfge8-/- (qui présente un défaut 

d’efférocytose, et donc une augmentation des plaques)[232]. Nous avons ensuite 

évalué le développement des lésions d’athérosclérose dans un modèle de souris 

chimère LDLr-/- après 7 semaine de régime gras. Les souris Mfge8-/-à LDLr-/- 

présentent une augmentation d’apoptose ainsi qu’une augmentation de la taille des 

plaques, en accord avec des données déjà publiées[232]. Nous avons observé que 

les souris Clec9a-/-Mfge8-/-à LDLr-/-  dans ce modèle présentent une diminution 

significative de la taille des lésions par rapport aux souris Mfge8-/-à LDLr-/-. De plus, 

les souris Mfge8-/-à LDLr-/- développent des lésions de taille équivalente aux souris 

Clec9a-/-à LDLr-/-après 13 semaines de régimes gras, ce qui montre que le taux de 

cholestérol, et non pas la taille des lésions, conditionne les effets de Clec9a. 
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5.2 Composition cellulaire des lésions 

 

Nous avons évalué l’infiltration lymphocytaire et macrophagique des lésions des 

souris Clec9a+/+àLDLr-/-et Clec9a-/-àLDLr-/- après 5, 7, et 13 semaines de régime 

gras. 

 

On a observé une diminution significative de l’infiltration en macrophage au niveau 

des lésions des souris Clec9a-/-àLDLr-/- par rapport aux souris contrôles après 5, 7 et 

13 semaines de régime gras. 

 

L’accumulation de lymphocyte T dans les lésions des souris Clec9a-/-àLDLr-/- est 

moins importante après 7 semaines de régime, cependant cette différence n’est plus 

observée après 13 semaines de régime. 

 

Ces résultats suggèrent que les lymphocytes T, et non pas les macrophages, 

pourraient être impliqués dans le phénotype observé. 

5.3 Rôle de Clec9a dans l’inflammation 

 

Nous avons ensuite évalué le rôle de Clec9a sur le profil inflammatoire des souris en 

analysant, par qPCR, l’expression de différents facteurs pro-athérogènes (IL-6, IFNγ, 

et IL-1β) et anti-athérogènes (IL-10 et TGF-β) dans la rate des souris Clec9a-/-à 

LDLr-/-  par rapport aux souris contrôles après 5, 7 et 13 semaine de régime gras. De 

manière intéressante, on observe une augmentation significative de l’expression de 

l’IL-10 et du TGF-β, qui sont des cytokines anti-inflammatoires et anti-

athérogènes[335, 336], après 5 et 7 semaines de régime, mais pas après 13 

semaines de régime. Ces résultats montrent donc un rôle anti-inflammatoire et anti-

athérogène de l’absence de Clec9a. De plus, in vitro, des splénocytes stimulés avec 

du LPS produisent plus d’IL-10 en l’absence de Clec9a, suggérant un effet anti-

athérogène médié par la production de l’IL-10 en l’absence de Clec9a. 
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Nous avons ensuite voulu évaluer le rôle de cette augmentation de l’IL-10 sur le 

phénotype observé en l’absence de Clec9a. Nous avons croisé des souris Clec9a-/- 

avec des souris Il-10-/- afin de générer des souris Clec9a-/-Il-10-/-. A partir du modèle 

de souris chimère, nous avons évalué la taille des lésions après 7 semaines de 

régime gras et nous n’avons observé aucune différence de taille des lésions entre les 

souris LDLr-/- à Clec9a-/- et les souris LDLr-/- à Clec9a-/-Il-10-/-. Ce qui montre bien 

que la modulation de la production de l’IL-10 par Clec9a joue un rôle important dans 

le développement des lésions. 

5.4 Rôle de Clec9a dans les DC-CD8α+ 

 

Le récepteur Clec9a est majoritairement exprimé par les DC-CD8α+ [321]. Pour 

évaluer le rôle de Clec9a de manière spécifique dans les DC-CD8α+, nous avons 

développé un modèle où Clec9a est spécifiquement délété dans les DC-CD8α+.  Nous 

avons irradié et transplanté des souris LDLr-/- avec de la moelle osseuse constituée 

de 80% de moelle osseuse de souris déplétée en DC-CD8α+ (CD11cre+IRF8flox/flox) 

CD45.2 et 20% de moelle osseuse de souris Clec9a+/+ CD45.1 (groupe DC-Cont) ou 

Clec9a-/- (groupe DC-Clec9a-/-) (Figure 29). Cette reconstitution permettant de 

dépléter les DC-CD8α+ et de reconstituer ces dernières avec de la moelle osseuse de 

souris Clec9a+/+ ou Clec9a-/-. 

 

Figure 29 : Protocole de délétion spécifique de Clec9a dans les DC-CD8α+ 
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Le chimérisme a été analysé par cytométrie en flux. Comme attendu, environ 80% 

des cellules du groupe DC-Cont sont CD45.2, hormis les DC-CD8α+, et proviennent 

donc de la moelle osseuse de souris CD11cre+IRF8flox/flox CD45.2. En revanche, 20% 

des cellules correspondent aux 20% CD45.1. La reconstitution de la population de 

DC-CD8α+ est similaire entre les groupes DC-Cont et groupe DC- Clec9a-/-. Par qPCR, 

nous avons observé que Clec9a est très faiblement exprimé dans les DC-CD8α+ du 

groupe DC-Clec9a-/- et dans les DC-CD8α- des 2 groupes alors qu’il est fortement 

exprimé dans les DC-CD8α+ du groupe DC-Cont. 

 

L’absence spécifique de Clec9a dans les DC-CD8α+ diminue l’infiltration des 

lymphocytes T, sans modification du cholestérol plasmatique total. 

De manière intéressante, l’absence de Clec9a dans les DC-CD8α+ entraine une 

augmentation significative de l’expression de l’Il-10 au niveau de ces cellules, dans la 

rate des souris mais aussi au niveau de l’aorte, suggérant un effet local. Cependant, 

la production d’IL-10 par les DC-CD8α+ est très faible, suggérant l’implication 

d’autres types cellulaires. En particulier, il a été montré que la production d’IL-10 DC- 

CD8α+ peut entrainer la production d’IL-10 par les T régulateurs Tr1. Ainsi, nous 

avons montré, in vitro, une production d’IL-10 est plus faible lorsque des LT-CD4+ 

de souris contrôles sont mis en culture avec des DC-CD8α+ isolées de souris Il-10-/- 

par rapport aux DC-CD8α+ isolées de souris Il-10+/+. De plus, la co-culture de LT-

CD3+ contrôles avec des DC-CD8α+ déficientes en Clec9a stimule la production de 

d’IL-10. Ce qui est en accord avec nos résultats in vivo, où l’absence de Clec9a dans 

les DC-CD8α+ est associée à une augmentation de production d’IL-10 par les T-

CD4+.  

 

Pour tester le rôle de cette expression de l’Il-10 dans les DC-CD8α+, en l’absence ou 

en présence de Clec9a, nous avons irradié et transplanté des souris LDLr-/- avec de la 

moelle osseuse constituée de 80% de moelle osseuse de souris IRF8-/- et 20% de 

moelle osseuse de souris Clec9a+/+, Clec9a-/-, Il-10-/- ou Clec9a-/-Il-10-/-. Après un 

mois de reconstitution de moelle, les souris ont ensuite été mises sous régime gras 
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durant 7 semaines. Nos résultats ont montré qu’il n’y a pas de différence de taille de 

plaques en l’absence de Clec9a dans les DC-CD8α+ lorsque l’IL-10 est délété dans ces 

cellules par rapport à une délétion de Clec9a seule. De plus, nous avons montré in 

vitro, que l’augmentation de la production de l’IL-10 par les DC-CD8α+ en l’absence 

de Clec9a pourrait probablement se faire via la stimulation du récepteur de l’IL-10 

(IL-10r) présent sur les T-CD4+. En effet, la co-culture de DC-CD8α+ et de T-CD4+, 

en présence d’un anticorps neutralisant anti-IL-10r (récepteur de l’IL-10), aboli 

l’augmentation de l’IL-10 en l’absence de Clec9a. 

5.1 Article de thèse 

 

Les résultats précédents ont fait l’objet d’une publication ; l’article de thèse est 

disponible en annexe (8.1 - Article de thèse). 

5.2 Rôle de Clec9a dans les macrophages 

 

(Résultats non publiés) 

 

Nous avons également voulu savoir si d’autres types cellulaires pouvaient être 

impliqués dans la modulation de l’athérosclérose par Clec9a. Deux précédentes 

études ont suggéré que Clec9a, pourrait être exprimé par les macrophages[337, 

338]. 

Nous avons montré que Clec9a est exprimé par les macrophages. Cependant son 

expression est relativement faible par rapport au DC-CD8α+. (Figure 30) 
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Figure 30 : Comparaison de l’expression de Clec9a dans les macrophage et DC-CD8α+ 

 

Nous avons également observé par immunofluorescence, que Clec9a est co-localisé 

avec les macrophages CD68+ au niveau des plaques de souris ApoE-/- mais pas de 

souris ApoE-/-Clec9a-/-, nourries avec un régime gras de 20 semaines (Figure 31). 
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Figure 31 : Expression de Clec9a au niveau des lésions 

De manière intéressante, in vitro, les macrophages péritonéaux de souris ApoE-/-

Clec9a-/- produisent plus d’IL-10 que les souris contrôles. 

 

Nous avons également évalué la production de l’IL-10 par les macrophages in vivo. 

Des souris, LDLr-/- irradiées et transplantées avec de la moelle osseuse de souris 

Clec9a+/+ ou Clec9a-/-. Après un mois de reconstitution, ces souris ont été nourries 

pendant 5 semaines avec un régime gras et injectées avec du LPS (2,5mg/kg) 2 fois 

par semaine, pour augmenter la production d’IL-10 in vivo. Nous avons ensuite 

analysé la production d’IL-10 et nous avons observé que les macrophages 

CD11b+F4/80+ produisent plus d’IL-10 en l’absence de Clec9a et ceci est associé à 

une diminution de la taille des lésions (Figure 32). 
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Figure 32 : Evaluation de la production de l’IL-10 par les macrophages et de la taille des lésions in 

vivo 

Les macrophages jouant un rôle majeur dans le développement de l’athérosclérose, 

nous avons voulu évaluer le rôle de Clec9a spécifiquement dans les macrophages. 

Pour cela, nous avons utilisé le modèle ApoE-/-LyMcre/iDTR, où les 

monocytes/macrophages peuvent être déplétés par des injections de DT (Diphtheria 

Toxin). 

Nous avons irradié et transplanté des souris ApoE-/- avec un mix de moelle osseuse 

de souris constitué de 80% de moelle osseuse de souris ApoE-/-LyMcre/iDTR (CD45.2 

et 20% de moelle osseuse de souris ApoE-/-(CD45.1) qui constitue le groupe contrôle 

Mac-cont ou 20% de moelle osseuse de souris ApoE-/-Clec9a-/- qui constitue le 

groupe Mac-Clec9a-/-. Après une semaine de reconstitution, les souris ont été 

injectées avec de la DT, 3 fois par semaine jusqu’au sacrifice. 4 semaines après la 

transplantation, les souris ont été mises sous régime gras durant 3 semaines (Figure 

33).  
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Figure 33 : Protocole de délétion spécifique de Clec9a dans les macrophages 

Le chimérisme a été analysé par cytométrie en flux. Toutes les cellules analysées 

sont CD45.2+ et proviennent donc de la moelle ApoE-/-LyMcre/iDTR, à l’exception 

des macrophages qui proviennent de la moelle osseuse CD45.1 (Figure 34). 

 

 

Figure 34 : Evaluation du chimérisme dans le sang, dans la rate et dans le péritoine 
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L’analyse des lésions au niveau du sinus aortique des souris révèle une diminution 

significative de la taille des lésions en l’absence d’expression de Clec9a dans les 

macrophages, suggérant également l’implication de cette population cellulaire dans 

le phénotype observé (Figure 35). 

 

Figure 35 : Evaluation de la délétion de Clec9a dans les macrophages sur le développement de 

l’athérosclérose 
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6 DISCUSSION 

6.1 Spécificité du récepteur Clec9a 

 

Clec9a appartient au groupe V de la superfamille des CLRs avec Dectin-1 et Clec2 qui 

partagent des caractéristiques communes. En effet, tous ces récepteurs possèdent 

un domaine extracellulaire capable de reconnaitre un ligand spécifique. Le domaine 

transmembranaire de ces récepteurs est caractérisé par un domaine hemITAMs (ou 

ITAMs-like) comportant une tyrosine qui peut être phosphorylée, après l’activation du 

récepteur par son ligand, pour recruter et activer la kinase SYK[280]. Cependant, 

malgré cette structure commune, Clec9a développe des fonctions spécifiques (Figure 

36). En effet, Clec9a est capable de reconnaître les corps nécrotiques contrairement 

à Dectin-1 et Clec2[324]. D’autre part, l’activation de Clec9a n’entraine pas 

l’activation des DCs[321], contrairement à Dectin-1 par exemple, qui une fois activé, 

stimule la voie NFκB et l’activation des DCs[285]. Clec9a est internalisé après son 

activation et régule la maturation endosomale, qui est une étape importante de la 

cross présentation[326]. Un autre CLR, MINCLE aussi appelé Clec4e, est également 

capable de reconnaître les corps nécrotiques mais diffère de Clec9a à plusieurs 

niveaux[311]. MINCLE, peut aussi reconnaître d’autres antigènes fongiques[312, 

314], la structure des domaines de reconnaissance doit donc être différentes de celle 

de Clec9a (antigènes fongiques et nécrotiques). De plus, le domaine intracellulaire 

est associé à un adaptateur qui contient un domaine ITAM (et non hemITAM) et qui 

pourrait donc activer des voies de signalisation différentes de celle de Clec9a. 

 

 

 

Figure 36 : Rôle de la signalisation via SYK dans l’activation des DCs par Clec9a et Dectin-1 (d’après 

Reis E Sousa C EMBO Mol Med. 2017) 

6.2 Diminution de la taille des lésions en l’absence de Clec9a 
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A partir des 2 modèles murins, ApoE-/- et chimères LDLr-/-, nous avons montré que 

l’absence de Clec9a entraine une diminution significative de la taille des lésions 

lorsque l’augmentation du cholestérol plasmatique reste modérée. De manière 

surprenante, cet effet est observé dès les stades précoces, soit après 5 et 7 

semaines de régime hyperlipidique dans le modèle de souris chimères LDLr-/- ou chez 

des souris ApoE-/- âgées de 20 semaines, nourries avec un régime normal. En effet, 

les lésions précoces sont caractérisées par une activité d’efférocytose relativement 

importante et efficace, si bien que la présence de corps apoptotiques et nécrotiques 

est très faible, ce qui nous permet donc de se poser la question de savoir comment 

Clec9a est activé à l’étape précoce du développement des plaques d’athérosclérose. 

Différentes hypothèses sont envisageables afin d’expliquer ces résultats. 

 

Il est possible que la faible présence des corps nécrotiques aux stades précoces soit 

suffisante pour activer Clec9a. D’autre part, l’activation de Clec9a par l’intermédiaire 

d’un autre ligand, qui n’est pas encore identifié, n’est pas non plus à écarter. 

 

La kinase SYK, qui est activée par Clec9a, est également impliquée dans la 

signalisation d’autre type de récepteurs comme les TLRs[339]. Notre hypothèse est 

que Clec9a peut interagir avec d’autre récepteur comme les TLRs. De plus, il a été 

montré récemment qu’au niveau des plaques, les LDLs modifiées (minimally OxLDL) 

pouvait stimuler la voie TLR4/SYK[260]. Clec9a pourrait interagir avec le TLR4. Une 

interaction directe entre les 2 récepteurs est aussi envisageable, et pourrait 

notamment être analysée par co-immunoprécipitation (Figure 37). 
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Figure 37 : Hypothèse sur le mécanisme de Clec9a sur la taille des plaques 

 

6.3 Rôle de l’hypercholestérolémie sur l’expression de Clec9a 

 

Nous avons montré que lorsque le cholestérol est élevé, après un régime gras de 13 

semaines dans le modèle de souris chimères LDLr-/- ou de 6 semaines pour le modèle 

ApoE-/-, il n’y avait plus d’effet de Clec9a sur la taille des lésions. Ceci est dû 

probablement à une diminution de son expression en présence d’une 

hypercholestérolémie sévère. Les résultats de nos études in vitro ont montré que 

l’augmentation de cholestérol pouvait inhiber l’expression de Clec9a. 

 

Nous ne connaissons pas les mécanismes impliqués dans cette diminution de 

l’expression de Clec9a. Le cholestérol est un élément essentiel de la membrane 

plasmique. L’organisation lipidique de la membrane plasmique joue un rôle essentiel 

dans la régulation de l’activation de certains récepteurs comme le Dectin-1[340]. En 

effet, l’activation de Dectin-1 dépend de la structure des micro-domaines appelés 

« lipid raft » ou « radeaux lipidiques ». La déstabilisation de ces radeaux 

lipidiques dérégule l’activation de Dectin-1[340]. A ce jour, aucun rôle de ces 

radeaux lipidiques sur la modulation de Clec9a n’a été rapporté. Cependant Clec9a, 

qui a la même structure que le dectin-1[280], pourrait également dépendre des 

radeaux lipidiques pour exercer sa fonction. 
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Il a été montré que les OxLDLs peuvent entrainer un stress du RE et activer la 

réponse UPR[341]. Récemment, il a été montré que la réponse au stress du RE 

pourrait diminuer l’expression de MINCLE[318]. Nous n’avons pas évalué l’implication 

de cette voie dans notre étude. Cependant, l’expression de Clec9a, qui comme 

MINCLE, peut être activé par la reconnaissance des corps nécrotiques, pourrait 

également être diminuée par la réponse UPR. Il serait donc intéressant d’analyser la 

modulation des différents facteurs impliqués dans cette réponse, comme Chop, Ire1α 

et Xbp1, sur l’expression de Clec9a (Figure 38). 

 

L’activation de Clec9a entraine son internalisation dans des endosomes de recyclages 

EEA1, Rab5a et Rab27a [326]. L’excès de cholestérol pourrait donc induire 

l’internalisation de Clec9a pour réduire son expression à la surface de la membrane 

cellulaire et donc son activationFigure 38. On pourrait vérifier cette hypothèse in 

vitro, en traitant des DC-CD8α+ avec des doses croissantes de cholestérol et évaluer 

la localisation endosomale de Clec9a par immunofluorescence, puis en quantifiant la 

co-localisation de Clec9a avec les marqueurs d’endosomes EEA1, Rab5a et Rab27a. 

 

 

Figure 38 : Hypothèse sur la modulation de l'expression de Clec9a par le cholestérol 
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6.4 Augmentation de la production de l’IL-10 

 

Nos résultats suggèrent un rôle important de la production de l’IL-10 dans le 

phénotype athéroprotecteur observé en l’absence de Clec9a. 

 

L’expression de l’IL-10 est augmentée après 5 et 7 semaines de régime 

hyperlipidique. Cependant après 13 semaines de régime hyperlipidique, quand la 

taille des lésions n’est pas modifiée, l’expression de l’IL-10 n’est pas modifiée. La 

double déficience totale ou spécifique aux DC-CD8α+ de Clec9a et IL-10 abolie la 

différence de taille de plaques observée soulignant le rôle essentiel de la production 

de l'IL-10 dans les effets médiés par Clec9a. 

 

La signalisation stimulée par Clec9a entraine le recrutement et l’activation de la 

kinase SYK, qui pourrait donc intervenir dans la modulation de la production de l’IL-

10. Nous avons donc voulu tester cette hypothèse dans notre modèle. Pour cela, 

nous avons traité des splénocytes avec du LPS, pour augmenter la production d’IL-

10, en présence d’un inhibiteur pharmacologique de SYK et nous avons observé qu’il 

n’y a pas de différence de production d’IL-10 en l’absence de Clec9a.  

 

Il semblerait donc que SYK soit impliqué dans la production d’IL-10 en l’absence de 

Clec9a in vitro. Cependant, nous ne savons pas si SYK agit de manière activatrice ou 

inhibitrice. Les données sur l’implication de SYK dans la production de l’IL-10 

semblent contradictoires. La majorité des études ont montré que SYK pouvait induire 

la production de l’IL-10 en activant la voie Erk dans les DCs[342]. Mais il a été aussi 

montré que SYK pouvait réguler négativement la production de l’IL-10[343]. Un 

mécanisme que l’on peut envisager serait par exemple une interaction entre Clec9a 

et d’autres TLRs via le recrutement de la kinase SYK. En particulier, SYK est 

important pour la production de l’IL-10 via l’activation de TLR4, par les minimally 

oxidized LDLs, qui est impliqué dans la modulation de l’athérosclérose[344]. Il serait 
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donc intéressant d’étudier les mécanismes impliqués dans la modulation de la 

production de l’IL-10 par la kinase SYK.  

 

6.5 Rôle des DC-CD8α+ dans la production d’IL-10 

 

L’athéroprotection observée en l’absence de Clec9a dans les DC-CD8α+ pourrait 

stimuler une réponse T-CD4+. Ce résultat est inattendu car Clec9a est impliqué dans 

la cross présentation et donc dans l’activation d’une réponse T-CD8+. Une étude 

récente suggère un rôle anti-athérogène d’une population de T-CD8+ 

régulatrice[156]. Seulement, nos résultats ne montrent aucune modification du 

nombre ou de l’activation des T-CD8+, ni de différence de production de cytokines 

(IL-17, IFNγ et IL-10) par ces cellules. De manière intéressante, nous avons montré 

que la production de l’IL-10 par les DC-CD8α+ entraine une augmentation de la 

production de l’IL-10 par les T-CD4+. Ces résultats suggèrent probablement un effet 

paracrine de l’IL-10 produit par les DC-CD8α+ sur les LT-CD4+. Conformément à 

cette hypothèse, une étude suggère également que les DC-CD8α+ peuvent moduler 

la réponse T-CD4+ de la rate[331]. La production de l’IL-10 par les macrophages 

peut également participer à l’activation de l’IL-10 par les T-CD4+[345]. Pour 

confirmer cette hypothèse, nous pouvons faire des expériences de co-culture de 

macrophages de la même manière que les co-cultures de DCs issues des 4 groupes 

de souris chimères (DC-Cont, DC-Clec9a-/-, DC- Il-10-/-, DC-Clec9a-/-Il-10-/-), avec des 

T-CD4+ de souris contrôles, et évaluer la production de l’IL-10 par les T-CD4+ 

D’autres expériences complémentaires peuvent également être utilisées afin de 

caractériser d’avantage le rôle des T-CD4+ dans le développement des lésions dans 

notre modèle. En particulier, l’utilisation d’un anticorps déplétant anti-CD4+, dans 

nos modèles, permettrait de savoir si l’athéroprotection observée en l’absence de 

Clec9a est médiée par les LT-CD4+. 
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7 CONCLUSION 

 

A partir de différents modèles murins, nous avons montré que Clec9a joue un rôle 

important dans le développement de l’athérosclérose lorsque l’augmentation du 

cholestérol reste modérée. Nous avons également montré que Clec9a est impliqué 

dans la modulation de la production de l’IL-10, qui est une cytokine antiathérogène 

suggérant que Clec9a pourrait représenter une cible thérapeutique dans le 

développement de l’athérosclérose. 
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8 ANNEXES 

8.1 Article de thèse 
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8.2 Liste des abréviations 

 

Abréviations Définitions 

ABCA1 ATP-Binding Cassette, sub-family A, member 1 

ABCG1 ATP-Binding Cassette, sub-family G, member 1 

ADN Acide Désoxyribonucléique 

Ag Antigènes 

AHA American Heart Association 

APAF-1 Apoptotic Peptidase Activating Factor 1 

APC  Antigen-Presenting Cells (Cellules présentatrices 

d’antigènes professionnelles) 

ApoE-/- Apolipoprotéine E knockout 

ARN Acide Ribonucléique 

ATP Adénosine Triphosphate 

BATF3 Basic leucine zipper ATF-like Transcription Factor 3 

Bax Bcl-2-associated X 

Bcl-2 B cell lymphoma-2 

BDCA2 Blood Dendritic Cell Antigen 2 

BDCA3 Blood Dendritic Cell Antigen 3 

Bid BH3-Interacting-domain Death agonist 

B-regs  B régulateurs 

Calr Calreticulin 

CAM Cell Adhesion Molecule 

CCL C-C Motif Chemokine Ligand  

CD4 Cluster of Differentiation 4 

cDC conventional Dendritic Cells 
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CDP Common-DC Progenitor 

CE Cellule Endothéliale 

Chop CCAAT/enhancer-binding protein homologous protein 

cIAP cellular Inhibitor of Apoptosis Proteins 

Clec4e C-type lectin domain family 4 member E 

Clec9a C-type lectin domain family 9 member A 

CLR C-type Lectin Receptor 

CMH-I Complexe Majeur d'Histocompatibilité de classe I 

CMH-II Complexe Majeur d'Histocompatibilité de classe II 

CML Cellules Musculaires Lisses 

CRD Carbohydrate Recognition Domain 

CSF-1  Colony Stimulating Factor 1 

CTLD C-Type Lectin Domain 

Cyld Cylindromatosis 

DAMPs Damage-Associated Molecular Patterns 

DAP12 DNAX Activating Protein of 12KDa 

DC Cellule Dendritique 

DISC Death-Inducing Signal Complex 

DNGR-1 DC, NK-lectin Group Receptor-1 

DT Diphtheria Toxin 

DTR Diphtheria Toxin Receptor 

EEA1 Early Endosomal Antigen 1 

ESL-1 E-Selectine Ligand 1 

FADD Fas-Associated protein with Death Domain 

FC Free Cholesterol 



  
Sujet de thèse : 

Rôle de Clec9a dans l’athérosclérose 
 

 

 

13/10/2017 - V1.0 Thèse De Sciences réalisée par Yacine Haddad Page 130 sur 163 

 

FcR� Fc Receptor gamma chain 

FLT3-L FMS-Like Tyrosine kinase 3 Ligand 

FOXP3 Forkhead box P3 

Gas6 Growth arrest specific 6 

GM-CSF Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor 

HDL High Density Lipoprotein (lipoprotéine de haute densité) 

HSC  Hematopoietic Stem Cells 

ICAM-1 Intercellular Adhesion Molecule 1 

IFNγ Interferon Gamma 

IgM Immunoglobulines M 

IL1-� Interleukin 1 beta 

ILC Innate Lymphoid Cells 

ILDL Intermediate Density Lipoprotein (lipoprotéines de densité 

intermédiaire) 

IRAK Interleukin-1 Receptor-Associated Kinase 1 

Ire1� Inositol-requiring protein 1 � 

IRF Interferon Regulatory Factor  

ITAM Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif 

ITIM Immunoreceptor Tyosine-based Inhibitory Motif 

iTreg induced Treg 

JAM Junctional Adhesion Molecule 

LB1 Lymphocytes B1 

LB-IRA Lymphocytes B-Innate Response Activator 

LDL Low Density Lipoprotein (lipoprotéines de faible densité) 

LDLr-/- Low Density Lipoprotein receptor 
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LFA-1 Lymphocyte Fonction-Associated Antigen-1 

LOX-1 Lectin-like Oxidized low density lipoprotein receptor-1 

LPC Lysophosphatidylcholine 

LRP1 Low density lipoprotein Receptor-related Protein 1 

LRR Leucine Rich Repeat 

LT Lymphocyte T  

LTc Lymphocytes T cytotoxiques  

LTfh LT-CD4+ folliculaires 

LXR Liver X Receptor 

Mac-1 Macrophage-1-Antigen 

MAPK Mitogen-Activated Protein Kinase 

MCP-1 Monocyte Chimoattractant Protein-1 

M-CSF Macrophage Colony-Stimulating Factor 

MEC Matrice Extracellulaire 

Mertk  Mertyrosine kinase 

MFGE8 Milk Fat Globule-EGF factor 8, ou Lactaderin 

MINCLE Macrophage Inducible C-type Lectin 

MLKL Mixed Lineage Kinase domain-Like protein 

mmLDL minimally oxidized Low-Density Lipoprotein 

MMP Métalloprotéinases 

MMP9 Matrix Metalloprotease-9 

MYD88 Myeloid Differentiation primary response gene 88 

NEMO NF-�B Essential Modulator 

NF-�B  Nuclear Factor-kappa B 

NLR NOD Like Receptor 
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NLRP3 NLR Family Pyrin Domain Containing 3 

NO Monoxyde d'Azote 

NOX2 NADPH Oxydase 2 

nTreg natural Treg 

OLS Organes Lymphoïdes Secondaires 

OMS  Organisation Mondiale de la Santé 

OxLDL Oxidized Low-Density Lipoprotein 

Pam3CSK4 N-palmitoyl-S-dipalmitoylglyceryl Cys-Ser-(Lys)4 

PAMP Pathogen Associated Molecular Pattern 

PARP1 Poly(ADP-Ribose) Polymérase 1 

pDC plasmacytoid Dendritic Cells 

PDCA-1 Plasmacytoid Dendritic Cells Antigen-1 

PECAM1 Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule 1 

PGSL-1 P-Selectine Glycoprotein Ligand 1 

pMLKL Phosphorylation de MLKL 

PRR Pattern Recognition Receptor 

Rab Ras-related protein 

Rag2-/- Recombination-activating genes 2 knock out 

RE  Reticulum Endoplasmique 

RIPK1 Receptor Interacting serine-threonine Protein Kinase 1 

RLR RIG-I Like Receptors 

RORγt Retinoid-related Orphan Receptor γt 

ROS Reactive Oxygen Species 

SRA Scavenger Receptor type A 

SRB Scavenger Receptor type B 
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STAT-3 Signal Transducer and Activator of Transcription 3 

SYK Spleen tyrosine Kinase 

SYK/CARD9 Spleen tyrosine kinase/Caspase Recruitment Domain-

containing protein 9 

TAB TAK-Binding protein 1 

TAK1 TGF-�-Activated Kinase 1 

TAP Transporter associated with Antigen Processing 

T-bet T-box transcription factor 

Tcf4/E2-2 helix-loop-helix Transcription factor (E protein) 

TCR T Cell Receptor 

TDB Trehalose-6, 6’-Dibehenate 

TGF� Transforming Growth Factor beta 

Th  T helper 

TIR Toll /Interleukine-l Receptor 

TLR Toll-Like Receptor 

TNFα Tumor Necrosis Factor alpha 

TRAF6 TNFα receptor associated factor6 

TRIF TIR domain-containing adaptor protein inducing 

interferon-� 

UPR Unfolded Protein Response 

VCAM-1 Vascular Cell Adhesion Molecule 1 

VLA-4 Very Late Antigen-4 a4b1 Integrin 

VLDL Very Low Density Lipoprotein (lipoprotéines de très faible 

densité) 

Xbp1 X-box binding protein 1 
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