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CV : Cardiovasculaire 

- E - 

ECG : Électrocardiogramme 

ECST-2 : European Carotid Surgery Trial 2 

EPO : Érythropoïétine  
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-- F - 

FC max : Fréquence cardiaque maximale 

FMD : Vasodilatation dépendante du flux sanguin 

- G - 

GSH : Glutathion réduit 

GSSG : Glutathion oxydé 

GR : Globule rouge 

- H - 

HAS : Haute Autorité de Santé 

Hct : Hématocrite 

HDL : Lipoprotéines de haute densité 

HDL-C : Lipoprotéines de haute densité - cholestérol 

HIF-1α : Facteur induit par l’hypoxie 

HTA : Hypertension artérielle 

- I - 

ICAM : Molécule d’adhérence intercellulaire 

IFN-γ : Interféron gamma 

IL-1 : Interleukine 1 

IM : Infarctus du myocarde 

IMC : Indice de masse corporelle 

iNOS : Monoxyde d’azote synthase inductible 

IPH : Hémorragie intraplaque 

IRM : Imagerie par Résonnance Magnétique 

- L - 

LB : Lymphocyte B 

LDL : Lipoprotéine de basse densité 

LDL-C : Lipoprotéine de basse densité – cholestérol 

LDLox : Lipoprotéine de basse densité oxydée 

LEE : Limitante (ou lamina) élastique externe 

LEI : Limitante (ou lamina) élastique interne 

LPS : Lipopolysaccharide  
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LR/NC : Cœur nécrotique riche en lipides 

LT : Lymphocyte T  

-- M - 

MCP-1 : Monocyte chemotactic protein-1 

M-CSF : Monocyte-colony stimulating factor 

MDA : Malondialdéhyde 

MEC : Matrice extracellulaire 

MET : Équivalent métabolique 

MMP : Métalloprotéases 

MPO : Myéloperoxydases 

- N - 

NADPH oxydase : Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate réduite oxydase 

NK : Natural killer 

NO : Monoxyde d’azote 

NOS : Monoxyde d’azote synthase 

- O - 

O2 : Oxygène moléculaire 

OMS : Organisation Mondiale de la Santé 

- P - 

PA : Pression artérielle 

PAD : Pression artérielle diastolique  

PAS : Pression artérielle systolique 

PDGF : Facteur de croissance dérivé des plaquettes 

- R - 

RL : Radicaux libres 

ROS : Radicaux libres dérivés de l’oxygène 

- S - 

SCVE : Société de la Chirurgie Vasculaire et Endovasculaire de Langue Française 

SOD : Superoxyde dismutase 

- T - 

TDM : Tomodensitométrie 
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TG : Triglycéride 

TGF-β : Facteur de croissance transformant bêta 

TIMP : Inhibiteur de métalloprotéase 

TNF-α : Tumor Necrosis Factor α  

-- V - 

VCAM : Molécule d’adhérence cellulaire vasculaire 

VEGF : Facteur de croissance de l’endothélium vasculaire 

- X - 

XO : Xanthine oxydase 
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Les maladies cardiovasculaires représentent à l’heure actuelle la première cause de mortalité 

dans le monde, représentant 17,5 millions de décès soit 31% de la mortalité mondiale totale, 

selon l’Organisation Mondiale de la Santé. Une majorité des maladies cardiovasculaires 

(cardiopathies coronariennes, maladies cérébro-vasculaires, artériopathies périphériques, etc) 

est causée par la présence de plaques d’athérosclérose. Ces plaques d’athérosclérose sont 

composées majoritairement de lipides et de molécules inflammatoires, et affectent la paroi 

interne de nos vaisseaux, plus particulièrement de nos artères. L’athérosclérose se développe 

spécifiquement au niveau des bifurcations du système artériel, où le flux sanguin est perturbé, 

impliquant donc potentiellement les paramètres d’écoulement sanguin. Lorsque qu’une plaque 

se forme au niveau de la bifurcation carotidienne, sa progression et possible rupture peut 

entrainer de potentiels évènements ischémiques cérébraux majeurs tels que l’accident vasculaire 

cérébral, en faisant ainsi un problème majeur de Santé Publique. L’aspect brusque et fulgurant 

de l’évènement ischémique rend la prévention primaire très complexe. Par conséquent, il n’existe 

pas à l’heure actuelle, de biomarqueurs de rupture de plaque carotidienne suffisamment efficaces 

pour prédire avec précision un futur évenement ischémique. 

Néanmoins, d’un point de vue mécanistique, il est maintenant bien admis que l’instabilité de la 

plaque d’athérosclérose est favorisée par trois principaux facteurs de risque : l’hémorragie 

intraplaque, la néovascularisation et l’accumulation de macrophages, ainsi que des 

caractéristiques anatomiques telles que la présence d’un cœur nécrotique riche en lipides large 

et une chape fibreuse amincie. Plusieurs études ont rapporté que la néovascularisation et 

l’hémorragie intraplaque étaient induite par l’hypoxie, et par un environnement pro-inflammatoire 

et pro-oxydant dans la plaque (Fayad and Fuster 2001; Dunmore et al. 2007 ; Sluimer et al. 2008 

; Pelisek et al. 2012 ; Chistiakov et al. 2015). De manière intéressante, l’hémorragie intraplaque 

induit une production d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) et attire des leucocytes par 

l’intermédiaire de la libération d’hémoglobine libre et de fer, générant ainsi un cercle vicieux entre 

hémorragie intraplaque, néovascularisation, inflammation et stress oxydant. 
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A l’inverse, il est aujourd’hui clairement reconnu que l’activité physique réduit l’incidence des 

maladies cardiovasculaires (Stein et al. 2015) et des évènements ischémiques cardiaques (Sofi 

et al. 2008). En effet, la littérature a montré que l’activité physique avait des effets bénéfiques sur 

les facteurs de risque cardiovasculaires (hypertension artérielle, diabète, obésité, tabagisme, 

etc), sur des biomarqueurs de l’athérosclérose précoces (rigidité artérielle, épaississement de 

l’intima-media carotidienne, volume de plaque, calcification de l’artère coronaire), sur des 

facteurs favorisant l’athérogénèse (accumulation de lipides, dysfonction endothéliale, stress 

oxydant, recrutement leucocytaire, adhérence), ainsi que sur des paramètres hémodynamiques 

pouvant favoriser la rupture de plaque (viscosité sanguine, déformabilité et agrégation des 

globules rouges). De plus, il a été montré que la sédentarité était inversement associée à des 

marqueurs de la santé cardiométabolique (indice de masse corporelle, pression artérielle, 

triglycérides, lipoprotéines de haute et basse densité) (Prince et al. 2016) et pouvait prédire la 

survenue de l’athérosclérose (Haapanen-Niemi et al. 2000). 

A partir de l’ensemble de ces informations, les principaux objectifs de ce travail de thèse sont 

dans un premier temps de déterminer les effets de l’activité physique et de la sédentarité sur les 

facteurs d’instabilité histologiques de la plaque d’athérosclérose carotidienne, et dans un second 

temps sur les facteurs systémiques associés tels que le stress oxydant, l’inflammation et les 

paramètres hémorhéologiques. Pour cela, l’ensemble des travaux présentés dans ce manuscrit 

ont été réalisé sur une cohorte de patients (symptomatiques et asymptomatiques) ayant subi une 

chirurgie d’endartériectomie. Des analyses histologiques, biochimiques, protéomiques, 

immunophénotypiques et hémorhéologiques ont été mises en relation avec les niveaux d’activité 

physique et de sédentarité des patients. Ainsi, la première étude de ce travail s’intéresse aux 

relations entre les niveaux d’activité physique et de sédentarité, et l’occurrence des facteurs de 

risque histologiques de plaques de patients asymptomatiques. Les études 2 et 3 sont des études 

mécanistiques s’intéressant spécifiquement à l’implication de l’inflammation et l’immunité innée 

dans le processus de déstabilisation de la plaque, indépendamment de l’activité physique dans 
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un premier temps (étude 2) puis associée à l’activité physique par la suite (étude 3). Enfin, la 

dernière étude de ce travail consiste en l’évaluation de la relation entre l’activité physique et le 

profil hémorhéologique des patients souffrant d’athérosclérose carotidienne.  
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CCHAPITRE 1 : L’ATHEROSCLEROSE, MALADIE CARDIOVASCULAIRE 

COMPLEXE ET PROBLEME MAJEUR DE SANTE PUBLIQUE 

A. GÉNÉRALITÉS 

1. Historique de la pathologie 

Les premières traces de lésions d’athérosclérose ont été montrées en 1911 par le médecin 

bactériologiste britannique Ruffer sur des momies égyptiennes datant de 1500 av. JC, 

démontrant l’aspect ancien et complexe de la pathologie. En 1804, le chirurgien et anatomiste 

italien Antonio Scarpa fut le premier à décrire une maladie de la couche interne des grosses 

artères grâce à son travail sur l’anévrisme artériel. Il y expliqua que l’anévrisme de l’aorte résulte 

« d’une dégénérescence de la couche interne de l’artère, lente, à ulcération pathologique 

stéatomateuse, fongueuse et squameuse ». C’est ensuite le chirurgien britannique John 

Hodgson qui fut le premier à faire le lien entre l’inflammation et les lésions athéroscléreuses, 

résultats qu’il publia dans une monographie en 1815. Cette théorie d’une implication de 

l’inflammation fut reprise par le pathologiste Virchow en 1856 qui parle alors « d’endartérite 

déformante ». Dans sa théorie, Virchow introduisit la notion d’irritation chronique de la paroi 

artérielle par l’infiltration de composants sanguins. Il expliqua également l’épaississement de la 

paroi par l’inflammation et la prolifération de tissu conjonctif artériel aboutissant à la 

dégénérescence graisseuse et à la calcification. Quelques années plus tard (1852), le 

pathologiste autrichien Rokitansky proposa sa théorie thrombogénique « de l’incrustation » 

suggérant que l’épaississement de la plaque était dû à une accumulation de produits dérivés du 

sang, principalement de la fibrine, et de fibroblastes provoquant une accumulation secondaire de 

lipides. Enfin, les pathologistes Ross et Barken proposèrent leur théorie de la multiplication des 

myocytes qui leur valut le prix Nobel de médecine en 1976. Dans cette théorie, ils expliquent que 

le développement de la plaque commence par une prolifération de myocytes à partir de myocytes 
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intimaux, une production de tissu conjonctif et une accumulation de lipides. Ces myocytes 

seraient à l’origine d’une production de collagène responsable de l’apparition de fibrose. 

L’ensemble de ces théories démontrent bien la complexité de la pathologie et son aspect 

multifactoriel.  C’est finalement le pathologiste allemand Felix Jacob Marchand qui fut le premier 

(1904) à utiliser le terme actuel « athérosclérose » associant les notions de sclérose et 

d’athérome (athéré = « bouillie » en grec).  

2. Données épidémiologiques 

L’athérosclérose est à l’origine de nombreuses maladies cardiovasculaires, ainsi l’incidence de 

l’athérosclérose conditionne la mortalité cardiovasculaire. En France, et dans les pays 

industrialisés, les maladies cardiovasculaires liées à l’athérothrombose, principalement l’infarctus 

du myocarde (IM), l’accident vasculaire cérébral (AVC), l’artériopathie oblitérante des membres 

inférieurs (AOMI) ou encore l’ischémie rénale, représentent la première cause de mortalité, soit 

environ 31% de la mortalité mondiale totale, ce qui en fait un problème majeur de Santé Publique. 

 

Figure 1. Importance des maladies cardiovasculaires en France 
d’après l’Organisation Mondiale de la Santé 

 

Bien que l’incidence de l’athérosclérose soit très variable d’un pays à un autre, voire même d’une 

région à une autre, il apparait clairement un gradient Nord-Sud (mondial, européen ainsi que 

national) où les populations du Nord sont plus exposées que les populations du Sud, comme l’a 
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confirmé l’étude de l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) MONICA (Multinational 

mONItoring of trends and determinants of CArdiovascular diseases(Böthig 1989). En effet, 

l’incidence de l’athérosclérose est plus élevée en Amérique et Europe du Nord alors qu’elle est 

plus faible en Europe du Sud et dans les pays asiatiques, confirmant que le niveau 

d’industrialisation du pays et les habitudes de vie (notamment alimentaires) jouent surement un 

rôle capital dans l’incidence de l’athérosclérose. L’étude épidémiologique MONICA de la maladie 

coronaire a démontré que le taux de survenue d’infarctus du myocarde était 10 fois plus élevée 

en Finlande et en Écosse qu’en Espagne et en Chine. Elle a également permis d’affirmer que la 

mortalité par infarctus du myocarde a baissé d’environ 20% en 10 ans (Tunstall-Pedoe et al. 

1999) par, à la fois une diminution de la fréquence de la maladie et une amélioration de la survie 

post-évènement. Côté Européen, l’étude EUROASPIRE (EUROpean Action through Secondary 

Prevention by Intervention to Reduce Events 1997) a été mise en place en 1995 avec l’objectif 

de déterminer le niveau de prise en charge des facteurs de risque de maladies cardio-vasculaires 

chez les sujets ayant développé un événement coronaire (infarctus du myocarde, ischémie 

coronaire, angioplastie ou pontage). Les résultats de cette étude résident dans le constat que la 

prise en charge et le traitement des facteurs de risque tels que l’hyperlipidémie, 

l’hypercholestérolémie, le tabagisme ou l’hypertension artérielle, est insuffisante (Amouyel and 

Montaye 1998). Ces différents facteurs de risque jouent également un rôle très important comme 

l’a montré l’étude « Ni Hon San » (Takeya et al. 1984) qui a étudié l’incidence de la maladie 

coronaire dans trois groupes d’individus issus d’une campagne japonaise, un vivant dans son 

environnement natal de manière traditionnelle, un s’étant émigré à Hawaii et vivant de manière 

occidentale et un autre s’étant émigré en Californie et s’alimentant suivant un régime très riche 

en graisses saturées. Les résultats de cette étude ont montré que l’incidence de la maladie était 

trois fois supérieure dans le groupe Californien par rapport au groupe vivant au Japon dont 

l’incidence était très faible. Le mode de vie dans les pays industrialisés est généralement néfaste 
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pour la santé, associant alimentation riche en graisses, sédentarité et tabagisme, et contribue 

fortement au risque de développement d’une maladie cardiovasculaire. 

3. Définition de l’athérosclérose 

a. Définition brève  

L’athérosclérose est « une association variable de remaniements de l'intima des artères de gros 

et moyen calibre consistant en une accumulation locale de lipides, de glucides complexes, de 

sang et de produits sanguins, de tissu fibreux et de dépôt calcaires ; le tout s'accompagnant de 

modifications de la media », ainsi définie par l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) en 1958. 

Bien que les premières manifestations cliniques surviennent à un âge adulte généralement 

avancé, l’athérogénèse débute dès l’enfance. Les plaques ont tendance à se développer au 

niveau des bifurcations artérielles (aortique, carotidienne ou encore coronarienne), en raison du 

flux sanguin normalement perturbé induisant un épaississement de l’intima. 

b. Composition de la paroi vasculaire 

La pathologie consiste en la formation de plaques d’athérome le long des parois d’artères de 

moyen et gros calibre. La paroi artérielle est composée de trois couches bien distinctes, aussi 

appelées tuniques : l’intima, la couche la plus interne ; la media, la couche intermédiaire et 

l’adventice, la couche la plus externe. Chacune de ces couches est séparée par une couche 

concentrique d’élastine appelée limitante élastique (ou lamina élastique), interne (LEI) entre 

l’intima et la media et externe (LEE) entre la media et l’adventice.  
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Figure 2. Structure de la paroi artérielle 
d’après Kahle et al. 1990 [Anatomie. Tome 2, viscères. 2 éd. Paris : Flammarion Médecine-

Sciences] 

La plaque d’athérome se forme au niveau de l’intima. L’intima est constituée d’une couche de 

cellules endothéliales reliées entre elles par des complexes de jonction ainsi que d’une couche 

de tissu conjonctif fibro-élastique. C’est plus particulièrement au niveau de la couche de tissu 

conjonctif que se développe la plaque d’athérome. Cette sous-couche endothéliale est composée 

de fibres de collagène, de fibres musculaires lisses et fibroblastes, de glycogène, d’élastine et de 

laminine, ainsi qu’une quantité importante de cellules immunitaires (Munsch et al. 1995). 

L’endothélium joue un rôle primordial dans la bonne santé des vaisseaux sanguins. Il permet de 

maintenir l’homéostasie vasculaire en agissant sur la perméabilité et le tonus vasculaire, la 

coagulation et l’angiogenèse. Il va également permettre de réguler la vasomotricité par sécrétion 

de molécules vasoconstrictrices (e.g. endothéline) et de molécules vasodilatatrices (e.g. 

monoxyde d’azote NO). Le NO est, en effet, un puissant vasodilatateur, mais aussi un inhibiteur 

de l’agrégation plaquettaire, un stimulateur de la prolifération des cellules endothéliales, et un 

puissant antioxydant (Rush et al. 2005).  
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La media est la tunique moyenne principalement composée de cellules musculaires lisses (CML) 

contenues dans de la matrice extracellulaire (MEC), délimitées en unités lamellaires (CML + 

MEC). Cette tunique donne la propriété de vasomotricité au vaisseau, ce sont les CML qui font 

varier le diamètre du vaisseau selon la situation physiologique de celui-ci. Enfin, l’adventice est 

la tunique externe composée de tissu conjonctif (collagène, fibres élastiques et fibroblastes), de 

vasa vasorum assurant l’irrigation de l’adventice et d’une partie de la media, et d’une enveloppe 

permettant la fixation de l’artère aux différentes structures limitrophes. 

4. Facteurs de risque modifiables et non-modifiables 

De multiples facteurs de risque ont été montrés pour aggraver l’athérosclérose. Parmi ces 

différents facteurs de risque, nous pouvons en distinguer deux types : les non-modifiables et les 

modifiables.  

a. Facteurs de risque non-modifiables 

Le principal facteur de risque non-modifiable associé à l’athérosclérose est l’âge. En effet, 

les premières manifestations cliniques apparaissent à un âge adulte souvent avancé, bien que 

l’athérogénèse débute dès l’enfance. Chronologiquement, les lésions d’athérosclérose se 

développent en premier lieu au niveau aortique, puis au niveau coronarien et en dernier lieu au 

niveau carotidien.  L’âge est considéré comme facteur de risque par le fait qu’il traduit le temps 

où un individu est confronté aux autres facteurs de risque. Le risque de rupture de plaque 

augmente significativement après 50 ans chez les hommes et après 60 ans chez les femmes 

(Figure 3) (Piepoli et al. 2016).  
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Figure 3. Diagramme estimant le risque d’un premier évènement atherosclérotique 
fatal sur 10 ans 

d’après the SCORE project - Conroy et al. 2003  
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Ainsi, le second facteur de risque non-modifiable associé à l’athérosclérose est le sexe. 

Il apparait clairement que les hommes sont plus touchés par l’athérosclérose que les femmes 

(20 infarctus chez la femme pour 100 infarctus totaux). Cette observation s’explique par le rôle 

protecteur des œstrogènes sur le profil lipidique, la sensibilité à l’insuline ainsi que sur 

l’hypertension artérielle (Kalin and Zumoff 1990). Néanmoins, cette protection naturelle cesse 

entre 10 et 15 ans après la ménopause, ce qui explique que l’incidence dans les deux sexes 

s’égalise après 65 ans (Benjamin et al. 2017) et la mortalité après 75 ans (Figure 4). 

  
Figure 4. Mortalité cardiovasculaire en fonction de l’âge et du sexe 

Nombre de décès causés par infarctus du myocarde ou maladie de l’artère coronaire fatale 
exprimée pour 1000 personnes, d’après Mozaffarian et al. 2015 

Enfin, le dernier facteur de risque non-modifiable associé à l’athérosclérose est l’hérédité. Le 

risque de développer une maladie cardiovasculaire est plus important si un (ou plusieurs) parent 

au premier degré a subi un évènement cardiovasculaire. Si l’évènement est survenu avant 55 

ans pour le père ou avant 65 ans pour la mère, le risque de développer l’athérosclérose augmente 

d’autant plus (Piepoli et al. 2016). Les antécédents familiaux reflètent à la fois la prédisposition 
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génétique mais également les habitudes de vie, en particulier les habitudes alimentaires. De 

nombreux gènes sont impliqués ainsi que de nombreuses interactions gène-gène. En particulier, 

il a été montré qu’un polymorphisme des gènes ApoB (Chiodini et al. 2003), ApoC III (Olivieri et 

al. 2002), l’enzyme lipoprotéine lipase (Li et al. 2014b), le fibrinogène (Papageorgiou et al. 2013), 

l’enzyme de conversion de l’angiotensine (ACE) (Scheer et al. 2005) et l’angiotensine II (Zhu and 

Meng 2006) sont associés avec l’athérosclérose. 

b. Facteurs de risque modifiables 

Les facteurs de risque modifiables aggravant l’athérosclérose sont multiples et agissent de 

manière synergique. En effet, l’association de plusieurs facteurs de risque induit une 

augmentation exponentielle du risque et pas une simple addition, comme ont pu le démontré les 

études de cohorte de Framingham (Wilson et al. 1998), l’étude du registre REACH, Redution of 

Atherothrombosis for Continued Health (Bhatt et al. 2006) ou encore l’étude INTERHEART 

(Yusuf et al. 2004).  

 

Figure 5. Effets de l’ensemble des facteurs de risque et des facteurs protecteurs de 
l’athérosclérose 

d’après Yusuf et al. INTERHEART Study. Lancet 2004 
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Tout d’abord, le tabagisme, qu’il soit actif ou passif, est un facteur favorisant la synthèse 

et le développement de la plaque d’athérome. Le monoxyde de carbone contenu dans le tabac 

provoque une hypoxie chronique alors que les différentes substances toxiques induisent une 

augmentation de l’oxydation des lipoprotéines de basse densité (LDL), du fibrinogène, du niveau 

d’adrénaline et d’une vaso-activité exacerbée. La détermination du risque se mesure en nombre 

de paquets/années (nombre de paquets consommés par jour multiplié par le nombre d’années 

de consommation), et le risque augmente proportionnellement avec l’augmentation du nombre 

de paquets/années. Ainsi, en moyenne le tabagisme augmente par 3,6 fois la mortalité coronaire 

pour les hommes et par 4,7 pour les femmes (Piepoli et al. 2016). 

Le second facteur de risque modifiable est l’hypertension artérielle (HTA) qui reflète 

l’augmentation des valeurs de pression artérielle systolique (PAS) et/ou diastolique (PAD) et est 

liée à la rigidité des artères élastiques. Il a été montré que lorsque PAS > 115mmHg, le risque 

cardiovasculaire augmente (Lewington et al. 2002). Différents marqueurs de risque ont été 

identifiés pour mesurer HTA : des valeurs élevées de PAS, une microalbuminurie qui correspond 

à la présence d’albumine dans les urines et qui reflète une dysfonction endothéliale, accentuant 

le risque d’AVC, une hypertrophie ventriculaire gauche, une augmentation de l’épaisseur 

intima/media carotidienne, une augmentation de la concentration en LDL-Cholestérol, et le 

développement de diabète. 
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Tableau 1. Stratification du risque pour quantifier le pronostic d’un patient atteint 
d’une hypertension artérielle 

adapté de WHO-ISH 1999 

Le diabète est également un des principaux facteurs aggravant le risque 

d’athérosclérose. Cette pathologie concerne environ 3% de la population et représente les 

premières causes de cécité, d’amputation et de dialyse, et double le risque d’incidence d’AVC, 

de coronaropathie et de mortalité cardiovasculaire. Le diabète est défini par une glycémie à jeun 

> 1,26 g/L (ou > 7,0 mmol/L) à deux reprises. Les diabètes de type I et II participent à 

l’augmentation du risque cardiovasculaire, à partir de 30 ans pour le diabète de type I et à partir 

de 40 ans pour un diabète de type II. Des complications vasculaires sont observées dans 60% 

des cas de diabètes (micro et macro angiopathie). Il a été montré qu’en moyenne le diabète 

multiplie par 3 le risque de maladie coronarienne (Piepoli et al. 2016). 

Ensuite, les dyslipidémies jouent un rôle essentiel dans l’athérogénèse, notamment 

l’augmentation de LDL-C, la diminution de lipoprotéines de haute densité (HDL) – Cholestérol et 

l’augmentation du taux de triglycérides (TG). Le risque de développer une maladie 

cardiovasculaire est proportionnellement lié au taux de cholestérol total et de LDL-C, plus ces 

taux sont élevés, plus le risque est important (Figure 6). Ainsi, une diminution de 10% du taux de 

cholestérol total entraîne une réduction de 25% du risque cardiovasculaire à 5 ans, et une 
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diminution d’1mmol/L de LDL-C entraîne une réduction de 20% du risque à 5 ans (Cholesterol 

Treatment Trialists’ (CTT) Collaborators et al. 2012). A l’inverse, les HDL-C jouent un rôle 

protecteur vis-à-vis de l’athérosclérose, en assurant l’excrétion de la paroi artérielle des autres 

types de lipoprotéines. Le taux de HDL est naturellement plus élevé chez la femme non-

ménopausée que chez l’homme au même âge, même si la consommation d’œstroprogestatifs 

en diminue la concentration (Guinchard-Foulon et al. 2003). En revanche, une consommation 

d’alcool modérée permettrait de stimuler la synthèse de HDL-C (Rimm et al. 1999). 

 

Figure 6. Effet du taux de cholestérol total sur l’incidence de la maladie 
coronarienne 

d’après Castelli WP, the Framingham study, Am J Med 1984 

L’obésité a également une importance dans l’incidence de l’athérosclérose. Elle est 

déterminée par l’indice de masse corporelle (IMC) calculé grâce à la formule = poids (kg) / taille² 

(m). Entre 27 et 30, l’individu est considéré en surpoids alors qu’au-delà de 30, on parle d’obésité, 

et d’obésité morbide au-delà de 40. Il est néanmoins important de différencier l’obésité gynoïde 

(fesses et cuisses) et androïde (abdominaux). C’est l’obésité abdominale qui intervient dans 

l’incidence de l’athérosclérose, en induisant une résistance à l’insuline, réduisant le taux de HDL-

C, augmentant le taux de TG, induisant une dysfonction endothéliale, une HTA et stimulant des 

phénomènes inflammatoires (Piepoli et al. 2016). Il est possible de la mesurer par la 

circonférence abdominale (< 102cm pour les hommes et < 88cm pour les femmes). 
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Enfin, la sédentarité est un facteur de risque dont l’importance croit depuis quelques 

décennies. Ainsi, la plupart des études épidémiologiques associent le risque de mortalité 

cardiovasculaire au manque d’activité physique régulière (Biswas et al. 2015). Une activité 

physique de type aérobie modifie plusieurs facteurs de risque tels que le maintien d’un poids 

normal (Thivel et al. 2013), la diminution de la consommation de tabac (Ussher et al. 2001), la 

diminution du taux de LDL-C et l’augmentation du taux de HDL-C (Kraus et al. 2002), la 

diminution de la pression artérielle (PA) (Higashi and Yoshizumi 2004), la diminution de 

l’agrégabilité plaquettaire et l’augmentation de la fibrinolyse (Kumar et al. 2011), la tolérance au 

glucose (Mercier et al. 1999), la diminution du stress oxydant et de l’inflammation (Ford 2002; 

Pialoux et al. 2009a) et également des effets positifs psychologiques (Edwards et al. 2018). Ainsi, 

la sédentarité augmenterait par deux fois le risque d’infarctus du myocarde (Owen et al. 2010a). 

B. PHYSIOPATHOLOGIE DE L’ATHÉROSCLÉROSE 

1. Développement de la pathologie : l’athérogénèse 

 Le processus d’athérogénèse débute par l’accumulation de LDL-C dans l’intima due notamment 

à la dysfonction endothéliale, qui est reconnue comme étant un marqueur précoce du risque 

athérogène (Ross 1999). L’athérogénèse se produit spécifiquement au niveau des bifurcations 

artérielles, où l’endothélium est soumis à des forces de cisaillement perturbées, faibles ou 

négatives (Gimbrone 1999). Ainsi, cette activation endothéliale se caractérise par une 

perméabilité accrue facilitant l’infiltration les lipoprotéines dans la paroi vasculaire (Nordestgaard 

and Nielsen 1994; Williams and Tabas 1995). La présence d’une quantité élevée de LDL 

circulants est un élément déterminant de l’athérogénèse. L’endothélium a pour rôle de maintenir 

l’homéostasie endothéliale et vasculaire, via notamment la régulation de la vasomotricité par 

l’intermédiaire du NO. En cas de dysfonction endothéliale, une diminution de la biodisponibilité 

du NO est observée, ayant comme conséquence la diminution de ses effets protecteurs 

(vasodilatateur, antiagrégant, anti-adhérent, antioxydant) mais également une augmentation du 
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stress oxydant qui provoque alors l’oxydation des LDL (LDLox) par les radicaux libres dérivés de 

l’oxygène (ROS) en réponse à l’activation de la NADPH oxydase endothéliale (Griendling et al. 

2000). Suite à l’infiltration et l’oxydation des LDL dans l’intima, l’endothélium va exprimer à sa 

surface différentes molécules d’adhérence, telles que P- et E-sélectine, VCAM-1 (vascular cell 

adhesion molecule) ou ICAM-1 (intercellular adhesion molecule) qui peuvent se lier à des ligands 

de type intégrine, présents sur la membrane des leucocytes. Ainsi, des monocytes circulants vont 

adhérer à la surface de l’endothélium et s’infiltrer à l’intérieur de la paroi vasculaire par diapédèse 

sous l’influence de la chimiokine MCP-1 (monocyte chemotactic protein-1).  

 

Figure 7. Phénomène de diapédèse leucocytaire faisant intervenir les phases de 
capture, d’adhérence labile et de roulement, d’adhérence forte et de 

transmigration. 
TNF, tumor necrosis factor ; IL-1, interleukin 1 ; ICAM-1, intercellular adhesion molecule 

1 ; PECAM-1, platelet endothelial cell adhesion molecule 1 

Une fois à l’intérieur de l’intima, les monocytes se différencient en macrophages sous l’influence 

du facteur de croissance hématopoïétique M-CSF (monocyte-colony stimulating factor) 

synthétisé par les cellules endothéliales et les CML. Par la suite, les macrophages vont 

internaliser les LDLox via des récepteurs « scavengers » et ainsi se transformer en cellules 

spumeuses (ou foam cells) (de Winther et al. 2000). L’infiltration de macrophages dans la paroi 
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vasculaire va alors favoriser le phénomène d’inflammation chronique par la sécrétion de 

nombreuses cytokines pro-inflammatoires telles que TNF-α (Tumor Necrosis Factor α) ou IL-1 

(interleukine 1) qui elles-mêmes vont entretenir l’activation endothéliale permettant la diapédèse 

leucocytaire (Jonasson et al. 1986). On parle alors de phénomène d’auto-entretien ou auto-

amplification. De plus, les cytokines pro-inflammatoires peuvent induire la synthèse de 

métalloprotéases (MMP-1, MMP-9) qui ont une activité de dégradation de la matrice 

extracellulaire, et qui jouent un rôle essentiel dans l’instabilité de la plaque. Les macrophages 

vont également produire des cytokines anti-inflammatoires (IL-10) et des inhibiteurs de 

métalloprotéases (TIMP-1, TIMP-2). 

Dans un second temps, les cellules spumeuses vont s’accumuler dans l’intima et se regrouper 

de façon à former des amas. Des lipides devenus extracellulaires vont ainsi s’associer aux amas 

de cellules spumeuses pour former des stries lipidiques. La strie lipidique est le premier stade de 

l’athérosclérose, il s’agit d’une structure réversible. Le regroupement de stries lipidiques forme 

alors le cœur lipidique de la plaque. Les cellules spumeuses à l’intérieur des stries lipidiques 

sécrètent alors des facteurs de croissance tels que PDGF (platelet derived growth factor) qui 

favorisent la migration des CML de la media vers l’intima à travers la limitante élastique interne 

et leur prolifération. Une fois migrées dans l’intima, les CML subissent un changement de 

phénotype : d’un phénotype différencié « contractile » à un phénotype dédifférencié 

« sécrétoire ». Ces CML dédifférenciées vont alors sécréter des facteurs de croissance et des 

protéines de la matrice extracellulaire (collagène, élastine, protéoglycanes) formant ainsi la 

chape fibreuse (ou fibro-musculaire) qui isole le cœur lipidique de la lumière artérielle.  La chape 

fibreuse est donc un facteur de stabilité de la plaque d’athérome, et son intégrité sera 

particulièrement importante par la suite. 

 En 1995, Stary établit une classification histopathologique des lésions athérosclérotiques. Cette 

étude a permis de discriminer 6 types de lésions, correspondants aux différents stades 

d’évolution vus précédemment. Pour chaque type de lésion, Stary décrit les composants 
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histologiques de la plaque et les mécanismes mis en jeu. L’utilité de cette classification, 

principalement en clinique, réside notamment dans le fait de la rapidité d’analyse de la sévérité 

de la lésion.  

 

Figure 8. Classification histopathologique des lésions athérosclérotiques 
d’après Stary, 1995 

 

2. Progression et évolution de la lésion compliquée  

L’évolution de la plaque d’athérosclérose se déroule durant de nombreuses années avec une 

progression simultanée du cœur lipidique et de la chape fibreuse. Le cœur lipidique progresse à 

cause de l’infiltration lipidique et de l’accumulation de cellules spumeuses tandis que la chape 

fibreuse progresse à cause de la prolifération de CML avec synthèse de matrice extracellulaire. 

L’augmentation du volume de la plaque n’a pas d’incidence sur le diamètre de la lumière artérielle 

jusqu’à un stade assez avancé de la pathologie. En effet, des phénomènes de remodelage 
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vasculaire permettent de compenser l’augmentation de volume de la plaque et ainsi retarder 

l’apparition de sténose artérielle. Les artères élastiques ont la capacité de se dilater pour 

compenser la protrusion de la plaque. Néanmoins, ce phénomène de remodelage est limité, et 

une fois les limites atteintes, toute augmentation du volume de la plaque retentit sur la lumière 

artérielle. 

 

Figure 9. Remodelage vasculaire compensateur 

Ainsi, les plaques restent silencieuses/asymptomatiques pendant des années mais peuvent se 

compliquer brutalement conduisant à la déstabilisation de la plaque. La complication des plaques 

d’athérosclérose peut être de différentes natures : rupture/érosion, hémorragie ou thrombose. 

Les phénomènes de rupture ou d’érosion de la plaque résultent principalement de 

l’amincissement de la chape fibreuse. La conséquence de ces phénomènes, bien que dans la 

majorité des cas, ce ne soit que de l’érosion et non une réelle rupture, est une mise en contact 

du sang et des éléments thrombogènes du cœur lipidique. Ainsi, un phénomène de thrombose 

se met en place, déclenchant l’activation des plaquettes (par les LDLox) et de la cascade de 
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coagulation (par la présence du facteur tissulaire relargué lors de l’apoptose des macrophages 

du cœur lipidique). En cas de simple érosion, le sang rentre en contact avec l’espace sous-

endothélial, ce qui entraine les mêmes conséquences thrombotiques. Dans une majorité des cas, 

le thrombus formé rétrécit significativement la lumière artérielle, mais ne l’occlut pas 

complètement. Ainsi, il s’incorpore lentement à la plaque d’athérosclérose, n’entrainant pas de 

manifestations cliniques directes (i.e. ischémiques) mais augmentant significativement le volume 

de plaque. A l’inverse, il est possible que le thrombus formé obstrue totalement le vaisseau (ou 

l’artère) ou alors qu’il aboutisse à la formation d’une embolie, menant potentiellement à une 

ischémie aigue d’un territoire vasculaire en aval et entrainant de lourdes conséquences cliniques. 
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Figure 10. Formation de la plaque d’athérosclérose : vue générale et détail des 
étapes. 

D’après Jérôme LÉONI. "Physiopathologie de l'athérosclérose - Mécanismes et prévention 
de l'athérothrombose." Thèse d'exercice pour l'obtention du Diplôme d'État de Docteur en 
Pharmacie (février 2001) - sous la direction du Professeur Edwige DAUBROSSE 
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3. Complications cliniques 

La plaque d’athérosclérose se développe dans différents territoires du système vasculaire. Bien 

que la nature de la complication (rupture/érosion, thrombose, etc.) ne soit pas dépendante du 

territoire concerné, la manifestation clinique quant à elle diffère selon la localisation de 

l’athérome. On pourra noter 3 localisations préférentielles entrainant des manifestations cliniques 

importantes : les artères coronaires, les artères iliaques et/ou fémorales et les artères carotides. 

Au niveau du myocarde, une plaque localisée dans une artère coronaire peut avoir différentes 

conséquences cliniques. En cas de sténose modérée et de survenue progressive, le patient peut 

ressentir au repos ou à l’effort, une douleur dans la poitrine appelée angor ou angine de poitrine. 

L’angine de poitrine correspond à un déséquilibre entre l’apport et la demande en oxygène au 

niveau du myocarde (aussi appelée ischémie myocardique). En revanche, si la sténose 

s’aggrave brutalement (rupture de plaque) conduisant à une occlusion complète, le patient 

souffrira d’un syndrome coronarien aigu ou infarctus du myocarde (IM). 

Au niveau des membres inférieurs, une plaque localisée dans une artère iliaque ou fémorale peut 

également avoir différentes conséquences cliniques. De la même manière que la coronaire, en 

cas d’occlusion progressive (partielle ou complète), le patient peut ressentir une douleur à l’effort 

due à une ischémie à l’effort, que l’on appelle claudication intermittente. Néanmoins, au repos, 

aucune douleur n’est ressentie. Il est important de noter que si l’occlusion, même complète, 

intervient progressivement, elle ne causera pas forcément de conséquences cliniques majeures, 

grâce au développement d’une circulation collatérale (Faber et al. 2014) permettant ainsi de 

garantir l’apport de sang oxygéné au reste du membre inférieur. A l’inverse, en cas d’occlusion 

brutale et complète, le patient peut souffrir d’ischémie aiguë de membre, avec mise en jeu du 

pronostic du membre inférieur. 
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Figure 11. Manifestations cliniques de l'athérosclérose en fonction du territoire 
vasculaire touché 

Enfin, une plaque localisée dans une artère carotide peut également avoir différentes 

conséquences cliniques au niveau cérébral, selon le caractère vulnérable à risque embolique de 

la plaque. Dans le cas d’une occlusion progressive, comme expliqué précédemment, il est 

parfaitement possible que le patient ne subisse aucune conséquence clinique. A l’inverse, en cas 

d’occlusion brutale et complète, le patient peut subir un accident vasculaire cérébral pouvant 

causer la perte de vision d’un œil, ou un déficit moteur selon la localisation cérébrale de 

l’ischémie. 

4. Risque de l’Activité Physique aigue   

Il est aujourd’hui bien admis que l’activité physique est bénéfique pour la Santé. Il est néanmoins 

important de préciser que le type d’activité physique pratiqué n’engendre pas les mêmes 

réponses physiologiques, chez le sujet sain ou chez le patient cardiovasculaire. En effet, alors 

que l’activité physique régulière (ou chronique) entraine des adaptations physiologiques 
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favorables à une bonne Santé, comme nous le détaillerons par la suite, il apparait que les effets 

d’activité physique aigue sont plus controversés.  

L’activité physique aigue est définie, par l’OMS, comme tout mouvement produit par les muscles 

squelettiques, responsable d’une augmentation de la dépense énergétique (par rapport à celle 

de repos), et ayant une durée limitée dans le temps. L’activité physique aigue entraine des 

changements métaboliques transitoires pour restaurer l’homéostasie. Les conséquences d’une 

telle activité ont été bien étudiées chez le patient atteint de maladie cardiovasculaire. L’ensemble 

de ces études s’accordent à dire que l’activité physique aigue et intense pourrait augmenter le 

risque de rupture de plaque d’athérosclérose et ainsi le risque d’évènements ischémiques 

majeurs tels que la mort subite d’origine cardiaque, en particulier chez des sujets déconditionnés 

(Burke et al. 1999; Albert et al. 2000).  

Plusieurs études, dont certaines de très grande ampleur (Burke et al. 1999 ; Albert et al. 2000 ; 

Whang et al. 2006 ; Tanaka et al. 2008), se sont penchées sur les effets d’un exercice appelé 

vigoureux, ayant été défini comme un effort nécessitant une dépense énergétique supérieure à 

5 et 4 équivalents métaboliques (MET) (respectivement Whang et al. 2006 ; Tanaka et al. 2008). 

L’ensemble de ces études s’accordent sur plusieurs points : la fréquence de survenue de rupture 

de plaque et mort subite d’origine cardiaque induite par un effort aigu et intense est très faible 

(<1% dans les études de grande ampleur, respectivement 122 morts sur 21481 sujets pour Albert 

et al.  et 288 morts sur 84888 sujets pour Whang et al.), et ces évènements sont plus fréquents 

chez des sujets sédentaires ou déconditionnés (84% des sujets décédés subitement étaient 

déconditionnés pour Burke et al. (1999).  

Concernant les mécanismes pouvant expliquer la survenue de rupture de plaque et de mort 

subite d’origine cardiaque par l’exercice aigu et intense, plusieurs paramètres sont mis en avant. 

Tout d’abord, la composition anatomique de la plaque semble avoir son importance. En effet, 

Burke et al. (1999) rapportent que les sujets étant décédés pendant une activité physique aigue 
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présentaient un ratio « cholestérol total/HDL-C » plus élevé que ceux étant décédés au repos. 

De la même manière, la présence d’hémorragie intraplaque (IPH) était plus fréquente chez ce 

groupe de sujets, ainsi qu’une chape fibreuse (CF) fine et un vasa vasorum étendu.  Des 

paramètres de coagulation du sang peuvent également avoir un rôle dans la rupture. En effet, 

une augmentation de l’activation plaquettaire pouvait survenir à l’effort intense ainsi qu’une 

diminution de l’activité fibrinolytique simultanée (Willich et al. 1993), à l’origine de l’infarctus du 

myocarde notamment.  

Dans un second temps, il a été montré à plusieurs reprises qu’une augmentation accrue de 

l’intensité de l’exercice induisait une augmentation du stress cardiaque, à la fois due à un plus 

haut pourcentage de la fréquence cardiaque maximale (FC max) sollicitée et la production d’une 

quantité plus importante de catécholamines dans la circulation sanguine (Eijsvogels et al. 2016). 

Les catécholamines sont une famille d’hormones synthétisées par le système nerveux 

orthosympathique, dont le taux est augmenté en cas de stress (adrénaline, noradrénaline, 

dopamine) qui induisent une augmentation de la FC, de la pression artérielle, et de la glycémie. 

Elles sont donc reconnues pour être arythmogènes (capables de générer un trouble du rythme 

cardiaque).  

Enfin, des facteurs mécaniques semblent être le plus impliqués dans la rupture de plaque. Bien 

qu’il n’y ait pas de consensus quant à la position précise de la rupture de la chape fibreuse (milieu 

de CF pour Burke et al. 1999 ; et à l’épaulement pour Tanaka et al. 2008), chacun d’entre eux 

implique la force des contraintes de cisaillement dans l’explication de la rupture de la chape 

fibreuse, et en particulier l’augmentation du shear stress induit par l’activité physique aigue et 

intense.   
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C. L’ACCIDENT VASCULAIRE CÉRÉBRAL 

1. Définition  

L’accident Vasculaire Cérébral (AVC) est un déficit soudain de la fonction cérébrale et résulte de 

l’interruption de la circulation sanguine dans le cerveau, en général quand un vaisseau éclate ou 

est bloqué par un caillot, selon l’OMS. L’apport en oxygène et en nutriments est stoppé, ce qui 

endommage les tissus cérébraux. Il existe plusieurs types d’AVC, classés selon leur gravité (AIT 

et AIC) et selon leur origine (AVC ischémique et AVC hémorragique).  

L’accident ischémique transitoire (ou AIT) est défini par la résolution spontanée des signes 

cliniques dans les 24 heures suivant leur survenue. L’accident ischémique constitué est défini 

par la persistance des symptômes au-delà des 24 heures avec parfois des séquelles sévères et 

irréversible. Parmi ceux-ci, 80% des accidents sont dus à une ischémie provoquant un infarctus 

cérébral par obstruction d’un vaisseau sanguin. L’occlusion totale d’une artère cérébrale est à 

l’origine de l’AVC ischémique, provoquant une privation d’oxygène et de glucose du territoire 

cérébral initialement irrigué par l’artère en question et ainsi un infarctus cérébral.  L’occlusion du 

vaisseau est induite soit par un caillot (ou embolie) formé localement ou résultant de la rupture 

d’une plaque d’athérome carotidien, soit par une plaque obstructive. Dans une moindre mesure, 

l’occlusion peut être due à la déchirure de la paroi artérielle (dissection artérielle) ou encore à la 

compression par une tumeur. Les 20% restants représentent des AVC hémorragiques, 

provoquant la rupture d’un vaisseau et ainsi un saignement dans le cerveau. La rupture du 

vaisseau, ou alors d’un anévrisme artériel (i.e. gonflement d’une artère cérébrale) est 

principalement due à une pression sanguine excessive (par exemple, en cas d’hypertension 

artérielle). Un hématome se forme alors induisant des symptômes neurologiques d’apparition 

brutale en fonction de la localisation cérébrale de la lésion. Un œdème peut alors se former 

autour de l’hématome, qui aggrave alors la compression du cerveau dans la boîte crânienne. 
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Figure 12. Classification des différents types d'AVC 
D’après Fondation des maladies du cœurs et de l’AVC du Canada 

 

Les symptômes en lien avec l’occlusion artérielle peuvent être multiples : déficit moteur, déficit 

sensitif, troubles phasiques, troubles de l’équilibre, troubles de la vision. Une céphalée (maux de 

tête) aigue ou inhabituelle peut aussi être présente.  

Dans le monde, plus particulièrement dans les pays développés, l’AVC représente la seconde 

cause de mortalité, et la sixième cause de handicap à long-terme. L’OMS qualifie l’AVC de 

pandémie à cause de la projection suivante : incidence de l’AVC augmentée de 16 millions en 

2005 à 23 millions en 2030, et mortalité augmentée de 5,7 millions à 12 millions pour la même 

période. Ces prévisions d’augmentation sont notamment dues au mode de vie de plus en plus 

sédentaire dans les pays industrialisés (ainsi que malnutrition et stress). Néanmoins, en France, 

l’AVC représente la troisième cause de mortalité, devancé par l’infarctus du myocarde et les 

cancers. Il touche principalement les personnes âgées (environ 70 ans en moyenne), mais l’AVC 

peut se produire à tout âge.  
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2. Examens diagnostics et traitements actuels 

a. Examens diagnostics 

Avant la survenue d’évènements graves tels que l’AVC, l’AOMI ou l’infarctus du myocarde, le 

développement de plaques athéromateuses est un processus silencieux et qui ne présente pas 

ou peu de signes précurseurs. Ceci rend donc le diagnostic et la prévention primaire relativement 

compliqués. Néanmoins, il existe une large panoplie d’examens diagnostics permettant de 

confirmer la présence d’athérosclérose.  

En cas de surplus de poids et d’hérédité cardiovasculaire, la première indication du médecin 

traitant est un examen biologique annuel par une prise de sang. Cet examen permet de mesurer 

et contrôler la concentration des lipides (dosages de LDL-C, triglycérides, cholestérol total, HDL-

C) et des glucides (dosage du glucose). Des niveaux en dehors des normes peuvent être le signe 

de facteurs de risque (dyslipidémies) de l’athérosclérose, entrainant la prescription d’examens 

complémentaires. Ainsi, dans le cas où le patient présente plusieurs facteurs de risque 

cardiovasculaires (Tableau 1) et d’antécédents familiaux (infarctus du myocarde, mort subite ou 

AVC chez un parent proche masculin avant 55 ans ou chez un parent proche féminin avant 65 

ans) le médecin traitant va prescrire des examens afin de rechercher la présence de plaques 

d’athérosclérose dans l’ensemble du territoire vasculaire, notamment par l’intermédiaire d’un 

échodoppler. 

FACTEURS DE RISQUE CV CARACTERISTIQUES 

AGE Hommes > 50 ans ; Femmes > 60 ans 
DIABETE Glucose à jeun > 1,1 g/L 
HYPERTENSION ARTERIELLE > 130/85 mm Hg 
TABAGISME Quotidien ou sevrage <3 ans 
OBESITE IMC > 30 kg/cm² 
DYSLIPIDEMIES LDL-C > 1,60 g/L et HDL-C < 0,40 g/L 
SEDENTARITE Comportement sédentaire > 8h/jour 

Tableau 2. Définition des principaux facteurs de risque cardiovasculaires 
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L’échodoppler est un examen permettant l’exploration du réseau vasculaire. Il associe 

l’échographie qui permet de visualiser les vaisseaux d’intérêt, et la fonction « doppler » qui 

permet d’observer l’écoulement du sang ainsi que son caractère (homogène ou turbulent). C’est 

un examen de base de la fonction cardio-vasculaire qui est simple, non-invasif et indolore. 

Actuellement, en France, il est recommandé aux patients atteints de diabète de type 2 d’effectuer 

un échodoppler tous les ans. Néanmoins, en cas de présence d’un seul facteur de risque 

cardiovasculaire, la pratique de l’échodoppler n’est pas systématique.   

Les examens servant au diagnostic diffèrent en cas de suspicion d’athérosclérose coronarienne 

ou carotidienne. En effet, en cas d’athérosclérose coronarienne, et ainsi de risque d’infarctus du 

myocarde ou mort subite, le médecin pourra faire pratiquer un ECG, ou alors un test d’effort. Ces 

trois examens vont permettre au praticien d’évaluer le rythme cardiaque du patient au repos et à 

l’effort, et ainsi facilement détecter une potentielle anomalie sinusale. Au contraire, en cas 

d’atteinte carotidienne, le médecin pourra faire pratiquer un échodoppler (comme vu 

précédemment) des artères carotidiennes et des artères du cou et du cerveau accessibles à 

l’échographie, ainsi qu’un ECG afin de détecter une anomalie sinusale à l’origine d’une potentielle 

embolie. 

Ainsi, si l’échodoppler (présence de sténose > 70%) et les différents examens diagnostics sont 

positifs, le patient est adressé au chirurgien vasculaire. Celui-ci va alors pratiquer des examens 

complémentaires afin de déterminer l’importance de la lésion, sa localisation précise et son 

caractère instable dans le but de préparer au mieux la chirurgie (type de chirurgie, abord, 

technique utilisée, que nous détaillerons dans la section suivante). Pour ceci, plusieurs examens 

sont à la disposition du chirurgien : le scanner, l’angioscanner ou encore l’Imagerie par 

Résonnance Magnétique (IRM). 

Le scanner, ou tomodensitométrie (TDM) est une technique d’imagerie médicale qui utilise les 

rayons X afin de réaliser des images en coupe de tissus ou d’organes reconstruites par traitement 
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informatique. Pour améliorer la qualité des images, un produit de contraste iodé peut être injecté 

au patient en amont du scanner. L’angioscanner correspond à un scanner des vaisseaux 

sanguins (veines ou artères). C’est l’examen majeur dans la prise en charge de maladie des 

artères, avant la chirurgie.  

 

Figure 13. Exemple d'images d'échodoppler (A), d'angioscanner (B) et d'angio-IRM (C) 
carotidiens  

d’après Dr N. Paraskevas, <http://www.dr-paraskevas.fr/category/fr/318/quels-sont-les-
examens-necessaires-pour-le-diagnostic-et-pour-guider-le-traitement.html> 

Néanmoins, l’IRM (et l’angio-IRM) devient de plus en plus fréquente dans le diagnostic et la prise 

de décision chirurgicale. L’IRM est une autre technique d’imagerie médicale impliquant 

l’interaction entre un champ magnétique et les atomes d’hydrogène de l’organisme du patient. 

Brièvement, l’IRM est composée d’un aimant très puissant qui en envoyant des ondes, fait vibrer 

les noyaux atomiques d’hydrogène des différents tissus de l’organisme du patient. En revenant 

à leur état de stabilité (ou d’équilibre), les noyaux d’hydrogène vont envoyer un signal dans une 

antenne réceptrice de l’IRM et ainsi créer les images de l’organisme. De même que l’échodoppler 

et le scanner, l’IRM est un examen non-invasif et indolore, et ne présente pas de risque pour la 

santé du patient. Dans le cas du diagnostic de l’athérosclérose, l’IRM va permettre de définir, 

plus précisément que l’angioscanner, la localisation de la plaque, sa composition et son état de 

stabilité. En effet, à l’heure actuelle, l’IRM apparait comme étant la technique d’imagerie la plus 

efficace pour détecter les facteurs d’instabilité de la plaque d’athérosclérose, et préciser la 

décision chirurgicale. 
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b. Traitement chirurgical  

A l’heure actuelle, en France et dans le monde entier, le principal traitement de l’athérosclérose 

carotidienne, qu’elle soit symptomatique ou asymptomatique, est le traitement chirurgical, en 

particulier la chirurgie d’endartériectomie. Cette technique chirurgicale vise à l’ablation de la 

plaque d’athérome. Néanmoins, il existe d’autres pratiques chirurgicales ayant pour but de 

restaurer le diamètre de la lumière artérielle : l’angioplastie avec ou sans pose de stent (ou 

endoprothèse) (Figure 14) et le pontage à l’aide d’une prothèse (Figure 15G).  

L’angioplastie est une procédure chirurgicale réalisée pour dilater une artère obstruée 

partiellement par une plaque d’athérome à l’aide d’un ballonnet gonflé dans l’artère. Le gonflage 

du ballon au niveau de la lésion permet d’écraser la plaque responsable de la sténose, et ainsi 

restaurer la lumière artérielle. Cependant, cette procédure est assez controversée car elle induit 

un important taux de resténose carotidienne (i.e. de récidive de la sténose) (Brott et al. 2011). 

Ainsi, une alternative est généralement proposée : la pose de stent. Le stent est un petit dispositif 

métallique tubulaire qui permet de maintenir l’ouverture de l’artère. Ainsi, lors de l’angioplastie, 

le stent est placé autour du ballonnet, et lors du gonflage de celui-ci, le stent se dilate et se colle 

à la paroi artérielle. Ensuite, lorsque le ballon est dégonflé, le stent reste en place, empêchant le 

retour élastique de la sténose. 
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Figure 14. Procédure chirurgicale d'angioplastie avec pose de stent 
A, insertion du ballonnet dégonflé avec le stent autour du ballonnet dans l’artère au 
niveau de la plaque d’athérosclérose ; B, gonflage du ballonnet et dilatation du stent, 

écrasant la plaque ; C, dégonflage et retrait du ballonnet, le stent reste en place 
d’après <http://www.qldcardiology.com.au/coronary-angioplasty.html> 

En France, l’angioplastie avec pose de stent sur sténose carotidienne asymptomatique est une 

procédure rare (et réservée aux patients présentant un cou hostile à la chirurgie (cicatrice, 

radiothérapie) ou une resténose après endartériectomie). 

Le traitement majeur, à l’heure actuelle dans le monde, est la chirurgie d’endartériectomie. Il 

s’agit de la procédure la plus utilisée et la plus efficace qui correspond à l’ablation de la plaque 

d’athérome. Pour ceci, deux techniques différentes sont possibles : l’endartériectomie 

traditionnelle (Figure 15A, 15B, 15C) avec fermeture par patch (afin d’élargir l’artère) ou alors par 

la technique d’éversion (Figure 15D, 15E, 15F). Dans certains cas de figure, il peut être utile de 

réaliser un pontage (Figure 15G). La chirurgie peut se dérouler sous anesthésie locorégionale, 
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ainsi le patient reste éveillé pendant la totalité de la chirurgie. Ceci permet à l’équipe chirurgicale, 

en particulier l’infirmier anesthésiste, de vérifier qu’aucun problème cérébral, d’ordre 

neurologique ou ischémique n’intervient durant l’opération, en particulier lors de l’étape du 

clampage carotidien. De plus, le patient est monitoré pendant la chirurgie (prise de pression 

artérielle) afin de surveiller de potentiels problèmes de bradycardie et d’hypotension opération-

dépendante. La procédure dure en moyenne entre 1h et 2h, et le suivi post-opératoire peut varier 

entre 3 et 6 jours, selon les suites post-opératoires des patients. 

 

Figure 15. Etapes de la chirurgie d'endartériectomie, selon les deux approches 
majeures  

A, ouverture de la carotide ; B, ablation de la plaque ; C, suture par patch carotidien         
D, ouverture de la carotide ; E, retrait de la plaque par éversion ; F, suture directe ;  

G, pontage à l’aide d’une prothèse, 
d’après la Société de la Chirurgie Vasculaire et Endovasculaire de Langue Française 

(SCVE) <http://www.vasculaire.com/fr/Maladies/Stenose-Carotidienne/Quels-sont-les-
principaux-traitements-Quels-sont-les-risques-de-ces-traitements> 
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La décision de pratiquer ou non la chirurgie d’endartériectomie est basée sur le pourcentage de 

sténose. Il a été montré que le bénéfice de la chirurgie croit avec le pourcentage de sténose 

(Rothwell et al. 2003). Néanmoins, il a été constaté que certaines chirurgies semblent être 

inadéquates au regard du ratio bénéfice/risque de l’endartériectomie, chez certaines catégories 

de patients même avec un pourcentage de sténose élevé (Barnett et al. 2002). Dans leur revue, 

Barnett et al confirment que la chirurgie est effectivement appropriée pour les patients présentant 

une sténose sévère (>70%) et modérée (50% à 69%), mais uniquement dans le cas de patients 

symptomatiques. La question est plus controversée dans le cas de patients asymptomatiques. 

En effet, la chirurgie apparaît inadéquate chez des patients asymptomatiques présentant une 

sténose serrée mais dont l’instabilité ne semble pas importante, qui à l’heure actuelle sont des 

patients opérés mais parfois à tort. Au contraire, l’endartériectomie pourrait être intéressante pour 

des patients présentant une sténose moins prononcée mais dont l’instabilité pourrait être 

importante, qui eux ne sont pas forcément opérés, voire pas détectés. Ainsi, il semble très 

probable de voir émerger de plus en plus de patients avec une sténose carotidienne serrée mais 

non-opérés, à qui il est important de pouvoir proposer un traitement adéquat. 

c. Traitement médicamenteux 

Malgré le fait que le traitement majeur de l’athérosclérose carotidienne soit la chirurgie 

d’endartériectomie, on rapporte de plus en plus d’essais cliniques dont le but était de définir le 

meilleur traitement chirurgical possible pour les patients souffrant de sténoses carotidiennes 

symptomatiques (Naylor et al. 2003). De fait, la question émergeant de ces essais réside dans 

la différence entre un traitement chirurgical et un traitement médicamenteux (European Carotid 

Surgery Trial-2, ECST-2). Le but de ces essais est de mieux caractériser et identifier les 

candidats à la chirurgie et les patients pour qui un traitement médicamenteux serait préférable. Il 

est donc intéressant de détailler précisément la prise en charge médicamenteuse des patients 

(Paraskevas et al. 2016). Cette prise en charge repose essentiellement sur le traitement des 

facteurs de risque cardiovasculaires que nous avons évoqué auparavant, et fait intervenir à la 
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fois une médication et une amélioration du style de vie (activité physique et diététique), que nous 

détaillerons dans le paragraphe suivant.  

Le premier facteur de risque cardiovasculaire modifiable que nous avons évoqué est le 

tabagisme. Comme dit précédemment, le tabagisme a une importance considérable dans 

l’augmentation du risque d’AVC (accélère la progression de la plaque par plusieurs facteurs 

biologiques comme la dysfonction endothéliale ou encore la vasoconstriction) (Piepoli et al. 

2016). Ainsi, l’arrêt du tabagisme représente le moyen le plus efficace et le plus économique 

pour diminuer le risque d’AVC (Liapis et al. 2010). En effet, il existe des traitements aidant à 

l’arrêt du tabagisme, qui ne sont pas des médicaments à proprement parler. Ces traitements 

interviennent dans la thérapie de remplacement de la nicotine et sont de différentes natures 

comme des patchs, des gommes à mâcher, des inhalateurs de nicotine, des pastilles ou encore 

des sprays buccaux et sprays nasaux. Néanmoins, il existe également des médicaments qui aide 

au sevrage tels que le bupropion (psychotrope) ou encore le varenicline (agoniste des récepteurs 

nicotiniques du système nerveux central). 

Ensuite, le deuxième facteur de risque cardiovasculaire évoqué est l’hypertension 

artérielle. Le contrôle de la pression artérielle est également très important car il a été montré 

qu’une diminution de la PAS de 2mm Hg pouvait réduire de 25% le risque d’AVC (Sokol et al. 

2006).  Pour ceci, il existe différents types d’agents antihypertenseurs. Il est donc nécessaire de 

bien définir la cause de l’hypertension afin de choisir le traitement adéquat (Paraskevas et al. 

2016). L’examen principalement utilisé pour déterminer la cause de l’HTA est la mesure du taux 

de rénine et d’aldostérone plasmatique. Brièvement, la rénine est sécrétée au niveau du rein 

lorsque la pression dans l’artère rénale diminue, et a pour rôle de cliver l’angiotensinogène en 

angiotensine I (forme inactive de l’angiotensine II). Ensuite, l’enzyme de conversion de 

l’angiotensine (ACE) transforme l’angiotensine I en angiotensine II. L’angiotensine II favorise 

l’hypertension artérielle à la fois par vasoconstriction des artérioles (via la noradrénaline), en 

favorisant la sécrétion d’aldostérone (maintien de la pression artérielle) par le rein, et en stimulant 
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la sensation de soif qui entraine de fait une plus grande absorption d’eau et augmente ainsi le 

volume sanguin et donc la pression artérielle. Ensuite, une fois la cause déterminée, il est plus 

facile de choisir entre les 4 grands types d’agents antihypertenseurs (Velasco et al. 2013) que 

sont les bloqueurs des canaux calciques (CCB), les bloqueurs des récepteurs de l’angiotensine 

II (ARB), les inhibiteurs de l’enzyme de conversion de l’angiotensine (ACEis) et les inhibiteurs de 

la rénine. Alors que les CCB vont intervenir dans la relaxation des CML vasculaires et ainsi limiter 

la vasoconstriction, les 3 autres types d’agents antihypertenseurs vont agir à différents niveaux 

de la cascade de régulation endocrinienne et enzymatique qu’est le système rénine-

angiotensine-aldostérone, défini précédemment.  

Le troisième facteur de risque cardiovasculaire que nous avons évoqué est le diabète. La 

prise en charge du diabète est tout aussi importante que les précédents facteurs de risque CV 

car c’est une comorbidité qui fait augmenter le risque d’AVC par 1,8 à 6 fois (Piepoli et al. 2016). 

Son traitement fait également intervenir la prise en charge des facteurs de risque CV, notamment 

l’obésité et la sédentarité. L’objectif principal du traitement diabétique est le contrôle de l’indice 

glycémique défini par une cible d’hémoglobine glyquée (HbA1c) inférieure à 7% (HAS, 2013). Il 

existe 5 types majeurs d’agents hypoglycémiants oraux selon la Haute Autorité de Santé (HAS) : 

les sulfonylurées (ou sulfamides), les glinides, les   biguanides, les thiazolidinediones et les 

inhibiteurs des alpha glucosidases. Les recommandations de la HAS en janvier 2013 indiquent 

que la première molécule utilisée, et en monothérapie, est la metformine (biguanide). La 

metformine permet de diminuer la production hépatique de glucose via une diminution du 

processus de la néoglucogenèse. Ensuite, la HAS préconise que « l’association metformine + 

sulfonylurée est la bithérapie à privilégier ». Les sulfonylurées agissent sur les cellules β du 

pancréas en augmentant leur libération d’insuline. Enfin, la dernière consigne de la HAS est que 

« l’insuline est le traitement de choix lorsque les traitements oraux et non insuliniques ne 

permettent pas d’atteindre l’objectif glycémique ».  
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Ensuite, le quatrième facteur de risque cardiovasculaire auquel nous nous sommes 

intéressés est la dyslipidémie. L’athérogénèse débutant par une accumulation de lipides dans 

la paroi artérielle, un des objectifs majeurs de la prévention primaire est la réduction du taux de 

lipides circulants afin de limiter au maximum le développement de plaque. Le traitement s’appuie 

essentiellement sur deux agents hypolipidémiants : les statines et les antiagrégants 

plaquettaires. En effet, les statines font partie du traitement basal des patients souffrant de 

maladies cardiovasculaires. Il a été montré que les statines sont associées à la réduction du taux 

d’AVC et de la progression du carotid intima-media thickness (cIMT), un marqueur précoce de 

l’athérosclérose (Paraskevas et al. 2016). Il a également été montré que la réduction de 10% du 

taux de LDL-C entraine une diminution du risque d’AVC de 15,6% (Amarenco et al. 2004). Ces 

observations soulignent bien l’importance des statines dans la prévention primaire et secondaire 

de l’AVC. Ainsi, la prise de statines est essentielle et inévitable, et ne peut être stoppée qu’en 

cas d’effets indésirables (par exemple, rhabdomyolyse), mais son arrêt, même temporaire, est 

néfaste pour le patient (Tziomalos et al. 2008). Néanmoins, les statines peuvent être couplées à 

d’autres agents hypolipidémiants afin d’améliorer plus efficacement le profil lipidique. En effet, 

dans l’essai clinique IMPROVE-IT (Cannon et al. 2015), il a été montré que l’ajout de la molécule 

ézétimibe (autre agent hypolipidémiant) aux statines était plus efficace dans la réduction de 

l’occurrence d’AVC ischémique qu’un traitement par statines seules. Bien que les statines soient 

la molécule hypolipidémiante la plus utilisée, d’autres existent et peuvent être prescrites en cas 

d’intolérance aux statines : l’ézétimibe, des résines fixatrices des acides biliaires et fibrates ou 

encore des cholesterol ester transfer protein inhibitors et protein convertase subtilisin/kexin 9 

inhibitors. L’utilisation d’antiagrégants plaquettaires (AAP) fait également partie intégrante du 

traitement médicamenteux de l’AVC. En effet, les plaquettes interviennent dans le processus 

d’athérogénèse lors de la formation d’un potentiel thrombus. Ainsi, les AAP servent à inhiber la 

thrombose et interviennent préférentiellement en prévention secondaire. Les principaux AAP 

utilisés sont l’aspirine (qui est un inhibiteur de l’enzyme cyclo-oxygénase 1) et le Clopidogrel (qui 
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est un inhibiteur des récepteurs de l’adénosine diphosphate). Il a été montré que l’aspirine était 

plus efficace à faible dose qu’à forte dose (Paraskevas et al. 2016), mais que le Clopidogrel 

permettait une réduction de l’occurrence de l’AVC de 1,7% de plus que l’aspirine (CAPRIE 

Steering Committee 1996). Cependant, comme pour les agents hypolipidémiants, le traitement 

le plus efficace réside dans l’association de l’aspirine et du Clopidogrel. En effet, en prévention 

secondaire, on rapporte une réduction de 32% du risque de récidive d’AVC et pas d’augmentation 

d’hémorragie, même après 1 an de suivi (Wang et al. 2015). Les effets bénéfiques de cette 

bithérapie ont également été démontré en cas de sténose artérielle intra- (Wang et al. 2013) et 

extra-crâniale  (Markus et al. 2005), de même que pour la maladie de l’artère coronaire  (Bowry 

et al. 2008). 

Enfin, le dernier facteur de risque cardiovasculaire, l’obésité, nécessite une attention 

particulière. En effet, le traitement médicamenteux est quasiment inexistant (Merrouche and 

Coffin 2005). Il existait un médicament anorexigène, le Rimonabant. Son action était multiple : 

augmentation du taux de HDL-C sanguin et diminution du taux de triglycérides, augmentation du 

taux d’adiponectine (amélioration de la sensibilité à l’insuline) et réduction du taux d’hémoglobine 

glyquée HbA1c (Després et al. 2005). Malgré ces actions plutôt bénéfiques, le médicament a été 

retiré du marché en 2008 en raison d’effets indésirables psychiatriques, augmentant 

considérablement le risque de suicide (Christensen et al. 2007). Ainsi, il n’existe pas à l’heure 

actuelle de médication pour lutter contre l’obésité. Néanmoins, en plus d’un suivi diététique 

poussé, le traitement proposé aux patients obèses est la chirurgie bariatrique afin de modifier 

l’absorption des aliments (Paraskevas et al. 2016). Plusieurs types de chirurgies sont proposées 

aux personnes dont l’IMC est supérieure à 35kg/cm² : 

o Anneau gastrique ajustable : pose d’un anneau autour de la jonction entre 

l’œsophage et l’estomac 

o Gastrectomie longitudinale : réduction du volume de l’estomac en retirant les 

2/3 gauche de l’estomac 
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o By-pass gastrique : réduction du volume de l’estomac et modification du circuit 

alimentaire 

d. Traitement par l’Activité Physique 

Comme mentionné dans le paragraphe précédent, la prévention primaire et secondaire de 

l’athérosclérose et l’AVC repose sur une combinaison entre médication et amélioration du style 

de vie. Le comportement sédentaire est un des principaux facteurs de risque, il est donc 

indispensable que l’activité physique soit prise en compte dans le processus thérapeutique de 

l’athérosclérose. De nombreuses études, dont certaines de très grande ampleur, apportent les 

preuves que pratiquer une activité physique régulière réduit le risque d’AVC. Récemment, une 

étude impliquant plus de 3 millions de personnes a démontré que les personnes engagées dans 

une pratique physique régulière avaient 20% de risque en moins de développer une sténose 

artérielle (Stein et al. 2015),  et plus particulièrement 16% de risque en moins de développer une 

maladie carotidienne. Il est néanmoins intéressant de constater dans cette étude que 63% de la 

cohorte était impliqué dans une AP régulière. Stein et ses collaborateurs ont également montré 

que la fréquence d’activité physique était négativement corrélée à la prévalence de sténose 

carotidienne. Actuellement, les recommandations de l’OMS sont divisées en 3 catégories d’âge : 

les enfants (de 5 à 17 ans), les adultes (de 18 à 64 ans) et les seniors (plus de 65 ans) (World 

Health Organization 2010). Concernant les adultes, « l’activité physique englobe notamment les 

loisirs, les déplacements (par exemple la marche ou le vélo), les activités professionnelles, les 

tâches ménagères, les activités ludiques, les sports ou l’exercice planifié, dans le contexte 

quotidien, familial ou communautaire ». Il est donc recommandé de pratiquer au minimum 150min 

d’activité d’endurance d’intensité modérée par semaine ou 75min d’activité d’endurance de forte 

intensité par semaine (correspondant à une quantité de 600MET-min/sem ou équivalents 

métaboliques). Il est surtout important d’augmenter progressivement la durée d’activité physique 

par semaine jusqu’à 300min d’AP modérée par semaine (ou 150min d’AP intense) pour des 

bénéfices supplémentaires. La majorité des patients ayant subi un AVC sont en moyenne âgés 
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de plus de 65 ans. Donc, pour les seniors, les recommandations de l’OMS sont similaires en 

termes de durée d’AP modérée ou intense à pratiquer. Cependant, il est précisé que « les 

personnes âgées dont la mobilité est réduite devraient pratiquer une activité physique visant à 

améliorer l’équilibre et à prévenir les chutes au moins trois jours par semaine » et que « lorsque 

des personnes âgées ne peuvent pratiquer la quantité recommandée d’activité physique en 

raison de leur état de santé, elles devraient être aussi actives physiquement que leurs capacités 

et leur état le leur permettent ».  

A l’heure actuelle, les recommandations faites par l’OMS ne semblent pas être les plus adaptées 

pour limiter la mortalité cardiovasculaire. En effet, elles ont été remises en question à plusieurs 

reprises où la quantité de 600 MET-min/sem a été qualifié de non-optimale pour prévenir les 

maladies cardiovasculaires (Hu et al. 2000 ; Danaei et al. 2009). Ainsi, une récente étude a 

montré une réduction de la morbidité associée à la maladie de l’artère coronaire lorsque les 

patients pratiquaient au moins 900MET-min/sem (ou 45min d’AP modérée par jour) (Zhao et al. 

2016). Il a également été montré par la suite qu’un niveau d’AP inférieur à 1600MET-min/sem 

(ou 80min d’AP modérée par jour) contribuait à 29% des décès dus à une cardiopathie 

ischémique et à 21% des décès dus à un AVC ischémique dans une cohorte de près de 25 000 

sujets (Poggio et al. 2017). Enfin, une récente méta-analyse concernant la relation dose-réponse 

entre le niveau d’AP et le risque de développer une maladie grave (telle que des cancers du 

poumon ou du colon, du diabète, des maladies cardiaques ischémiques ou AVC) a montré que 

pratiquer de hauts niveaux d’AP était associé à un risque plus faible de maladie grave (Kyu et al. 

2016). Plus particulièrement, cette méta-analyse a permis de montrer que les meilleurs bénéfices 

pour limiter les cardiopathies ischémiques se produisent lorsque le sujet pratique 3000-

4000MET-min/sem (ou plus de 150min d’AP modérée par jour).  

La sédentarité est un facteur de risque à part entière à combattre par la pratique d’une AP 

régulière (ou chronique). Mais l’activité physique est bénéfique pour la lutte de tous les autres 

facteurs de risque cardiovasculaires mentionnés. En effet, l’AP est bénéfique pour le contrôle de 
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la pression artérielle. Ce bénéfice peut être expliqué par différentes hypothèses telles que 

l’amélioration de la vasodilatation endothéliale (Higashi and Yoshizumi 2004), la diminution des 

résistances périphériques de l’artère (Martin et al. 1991) ou encore une amélioration des 

paramètres de compliance carotidienne (Tanaka et al. 2000). 

Concernant l’arrêt du tabagisme, l’activité physique joue un rôle à deux niveaux différents. 

En premier lieu, elle permet de réduire les symptômes du sevrage tabagique (Ussher et al. 2001), 

qui poussent les sujets à la reprise (tension, irritabilité, stress, troubles de la concentration et du 

sommeil, et pulsion de fumer). En second lieu, l’activité physique permet de contrôler la prise de 

poids engendrée par l’arrêt du tabagisme, à court terme (Marcus et al. 1999) ainsi qu’à long terme 

(Farley et al. 2012). 

Concernant le contrôle du diabète, l’activité physique est également primordiale. En effet, 

une pratique physique régulière permet le contrôle du poids mais également de l’indice 

glycémique, à la fois par une amélioration de la sensibilité à l’insuline et une diminution du pic 

hyperglycémique post-prandial et du besoin en insuline (Mercier et al. 1999). De plus, pendant 

l’activité physique, les muscles sollicités consomment du glucose, ce qui permet une régulation 

directe de la glycémie pendant la pratique physique et pendant quelques heures après l’exercice 

physique. 

Les dyslipidémies sont définies par plusieurs paramètres distincts, notamment une 

concentration de LDL-C trop élevée ou une concentration de HDL-C trop faible, en plus des taux 

de cholestérol totaux et triglycérides anormaux. L’activité physique a été montrée pour avoir des 

effets bénéfiques sur l’ensemble de ces paramètres, et ainsi améliorer le profil lipidique. Dans 

son étude, Kraus et al. (2002) a pu démontrer après 6 mois d’AP régulière chez des sujets en 

surcharge pondérale, une diminution du taux de LDL-C et de TG ainsi qu’une amélioration du 

taux de HDL-C. Il est également à noter que ces changements étaient proportionnels au niveau 
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d’AP réalisée, et que même une activité modérée induisait des améliorations du profil lipidique 

(Kraus et al. 2002). Cependant, l’AP n’eut pas d’effet sur le taux de cholestérol total. 

Enfin, le dernier facteur de risque cardiovasculaire est l’obésité. Le lien entre l’activité 

physique et la perte de poids a largement été décrit. En effet, l’AP régulière permet de 

consommer lipides et glucides qui lors d’obésité s’accumulent considérablement. Ainsi, l’activité 

physique induit un changement de composition corporelle et également une répartition différente 

des graisses dans le corps. De plus, une pratique physique régulière à long-terme va permettre 

aux patients de prévenir la reprise de poids post-amaigrissement, et donc jouera un rôle 

également lors de la prévention secondaire (Duclos et al. 2010). Néanmoins, il apparait 

clairement que l’association d’une activité physique régulière et d’une intervention diététique 

parallèle permet une perte de poids supérieure (perte de poids 5 fois supérieure au groupe 

exercice seul pour Messier et al. 2000). De la même manière, Villareal et al. (2011) ont montré 

que l’association d’une activité physique régulière et d’une intervention diététique permettait une 

perte de poids d’environ 10% alors que l’activité physique seule ne permettait pas de perte de 

poids après une intervention de 52 semaines. Ces deux dernières études démontrent ainsi 

l’importance d’adopter un mode de vie sain, et ne pas se focaliser uniquement sur un paramètre. 
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CCHAPITRE 2 : MECANISMES D’INSTABILITE/VULNERABILITE ET DE RUPTURE 

DE LA PLAQUE D’ATHEROSCLEROSE CAROTIDIENNE 

 

La gravité de l’athérosclérose est principalement due au caractère instable de la plaque 

conduisant à un risque élevé de survenue d’accident aigu ischémique (AVC ou AIT). Cette 

vulnérabilité, que l’on peut caractériser comme l’évolution d’une plaque stable (ou peu avancée) 

à une plaque instable (ou compliquée), fait intervenir différents facteurs.  

1. Chape fibreuse 

De nombreuses études ont relié le concept de vulnérabilité à la composition anatomique de la 

plaque (Fayad and Fuster 2001; Badimon and Vilahur 2014). Il apparait tout d’abord, que les 

proportions relatives de lipides et de tissu fibreux jouent un rôle important.  En effet, une plaque 

comportant un cœur lipidique important mais une chape fibreuse fine est considérée comme 

étant à fort risque de rupture. A l’inverse, une plaque comportant un cœur lipidique de moindre 

taille séparé par une chape fibreuse épaisse ne présente que peu de risque de rupture (Mughal 

et al. 2011). Ainsi, l’épaisseur de la chape fibreuse est un paramètre essentiel dans le processus 

de déstabilisation. Deux mécanismes distincts en permettent sa modulation : la production de 

matrice extracellulaire, qui assure la solidité de la chape fibreuse, et sa dégradation.  

Les cellules musculaires lisses, qui ont migré et proliféré dans l’intima, contribuent à 

l’épaississement et la consolidation de la chape fibreuse en produisant de la matrice 

extracellulaire, en particulier de l’élastine et du collagène (Silvestre-Roig et al. 2014). Plusieurs 

cytokines sont à l’origine de cette régulation de collagène par les CML comme le TGFβ 

(transforming growth factor bêta) qui semble induire sa production (Gisterå et al. 2013) alors que 

l’IFN-γ (interféron gamma) l’inhiberait (Koga et al. 2007). Ainsi, l’augmentation de production 

d’IFN- γ par les lymphocytes T pourrait augmenter le risque de rupture. D’autres molécules 
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participent à la dégradation de MEC dans la plaque d’athérosclérose, notamment les 

métalloprotéases (Gough et al. 2006a). Elles sont principalement secrétées par les 

macrophages, montrés pour être plus présents dans les lésions symptomatiques que dans les 

lésions asymptomatiques (Golledge et al. 2000 ; Moore and Tabas 2011). Ces différentes 

observations soutiennent l’idée du rôle potentiel de l’inflammation dans l’amincissement de la 

chape fibreuse conduisant à la rupture de plaque. De plus, il a été montré que la présence de 

cellules inflammatoires dans la chape fibreuse induisait l’apoptose de CML (Silvestre-Roig et al. 

2014). L’apoptose de CML induit la réduction de production de protéines de MEC et provoque 

l’augmentation de l’inflammation, créant ainsi un cercle vicieux.   

 

Figure 16. Plaque d'athérosclérose carotidienne avancée présentant une chape 
fibreuse fine (CF) et un cœur nécrotique riche en lipides large (LR/NC)  

colorée au Trichrome de Masson (grossissement x5) 

2. Cœur nécrotique riche en lipides 

La présence d’un large cœur nécrotique riche en lipides (LR/NC) représente un des principaux 

facteurs d’instabilité. L’association entre la présence de LR/NC et la survenue d’accidents 

ischémiques a été étudié à plusieurs reprises, notamment chez des patients présentant une 

sténose carotidienne asymptomatique (Takaya et al. 2006 ; Hyafil et al. 2014). Dans une majorité 

des lésions avancées, le cœur nécrotique représente plus de 50% de l’ensemble de la plaque. Il 
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est généralement composé de cristaux de cholestérol, de cholestérol libre ainsi que d’esters de 

cholestérol dérivés des lipides (Shah 2007). Son développement dépend probablement de 

l’apoptose ou la nécrose de macrophages (en particulier de macrophages spumeux) et de 

lymphocytes T (Libby and Hansson 2015). En effet, il a été montré qu’une quantité importante de 

cholestérol libre dans la plaque pouvait conduire à l’apoptose de macrophages, par 

l’intermédiaire de caspases (Shah 2007). Néanmoins, l’augmentation de volume du LR/NC peut 

également être due à l’activation de macrophages et le taux de cholestérol mais aussi à une 

hémorragie intraplaque (Takaya et al. 2005). Dans ce contexte, une forte concentration de ROS 

joue probablement un rôle important dans le développement du LR/NC en induisant l’oxydation 

des membranes cellulaires et des LDLox, et ainsi conduire à la nécrose cellulaire et par la suite, 

l’induction d’inflammation ainsi que le recrutement de macrophages (Martinet et al. 2011).   

3. Hémorragie intraplaque 

La présence d’une hémorragie intraplaque (IPH) apparait, à l’heure actuelle, comme étant le 

facteur d’instabilité de la plaque le plus déterminant. En effet, l’association entre la présence 

d’une IPH et la survenue d’évènements ischémiques a été bien étudié (Takaya et al. 2005, 2006 

; Gao et al. 2007 ; Turc et al. 2012). L’hémorragie intraplaque accentue la vulnérabilité de la 

plaque par l’augmentation du volume du cœur lipidique et ainsi l’augmentation du volume de la 

plaque dans sa globalité (Takaya et al. 2005). En effet, l’hémorragie entraine une accumulation 

d’érythrocytes dans le cœur lipidique/nécrotique, qui vont alors libérer à la fois de l’hémoglobine 

et du fer. Ce relargage d’hème et de fer aura alors pour conséquence la génération de ROS 

d’une réactivité accrue (via la réaction de Fenton) dans le cœur lipidique/nécrotique. Ce stress 

oxydant, induit par l’IPH, provoque l’attraction de neutrophiles dans le cœur lipidique qui, à son 

tour, amplifie la génération de stress oxydant via l’activation de la NADPH oxydase et des 

myélopéroxydases (MPO) (Michel et al. 2011a), formant ainsi un cercle vicieux entre IPH, stress 

oxydant et inflammation. L’hémorragie entraine également un efflux de cristaux de cholestérol 

(Chistiakov et al. 2015), qui va favoriser la rupture des membranes biologiques et induire l’érosion 
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de la chape fibreuse (Abela and Aziz 2006). En plus de la libération d’hémoglobine et de fer 

observée, l’IPH induit la sécrétion de molécules entrainant la phagocytose de globules rouges et 

de fer. Le processus de phagocytose engendre alors l’activation plaquettaire et de thrombine, et 

la formation de fibrine participant à l’expansion de cœur lipidique/nécrotique (Michel et al. 2011a). 

 

Figure 17. Plaque d'athérosclérose carotidienne avancée présentant une sténose 
serrée (> 90%), un cœur nécrotique riche en lipides large (LR/NC) et une hémorragie 

intraplaque importante (IPH)  
colorée au Trichrome de Masson (grossissement x5) 

4. Néovascularisation 

Plusieurs facteurs peuvent induire l’hémorragie intraplaque, mais il semblerait que la fissure et le 

saignement de néovaisseaux immatures en soit mécaniquement l’origine (Virmani et al. 2005). 

En effet, environ 80% du réseau de vasa vasorum (petits vaisseaux de l’adventice vascularisant 

l’adventice et les 2/3 externes de la media) dans la plaque présentent une certaine fragilité et 

susceptibilité à la fissure (Sluimer et al. 2009). Ces néovaisseaux sont alors décrits comme 

immatures du fait de leur couche de cellules musculaires lisses désorganisées et de leurs 

jonctions endothéliales non-étanches (Dunmore et al. 2007). L’immaturité des néovaisseaux 

serait directement impliquée dans l’extravasation leucocytaire et érythrocytaire car il a été montré 

que les néovaisseaux exprimaient à leur surface des molécules d’adhérence telles que VCAM-1 

et que l’intensité de l’expression de ces molécules était corrélée à l’intensité de la réponse 



Chapitre 2 : Mécanismes d’instabilité/vulnérabilité et de rupture de la plaque d’athérosclérose carotidienne 

63 
 

inflammatoire systémique (Cid et al. 2000). L’induction de la néoangiogénèse pourrait être 

favorisée par l’état hypoxique, oxydatif et inflammatoire de la plaque (Dunmore et al. 2007 ; 

Sluimer et al. 2008 ; Pelisek et al. 2012 ; Chistiakov et al. 2015). En effet, ces différentes études 

ont démontré la présence du facteur de croissance de l’endothélium vasculaire (VEGF) dans les 

plaques d’athérosclérose symptomatiques. VEGF a pour rôle d’activer la formation de 

néovaisseaux (Ferrara 2009), notamment par l’intermédiaire de la protéine HIF-1α (Forsythe et 

al. 1996). Plusieurs sources indépendantes de l’hypoxie ont été reportées pour stabiliser la 

protéine. Parmi ces sources, les macrophages (Dunmore et al. 2007 ; Sluimer et al. 2008), les 

ROS (Brunelle et al. 2005) et les LDLox (Hutter et al. 2013) ont été montré pour inhiber la 

dégradation de HIF-1α et donc augmenter son contenu nucléaire. Par conséquent, l’inflammation 

et le stress oxydant sont deux processus majeurs engendrant la néoangiogénèse et favorisant 

ainsi la vulnérabilité de la plaque. 

 

Figure 18. Facteurs d'instabilité/vulnérabilité de la plaque d'athérosclérose  
d’après Silvestre-Roig et al., Circulation Research 2014 
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5. Contraintes de cisaillement (ou shear stress) 

Il a récemment été rapporté qu’uniquement 5% des plaques à fort risque de rupture (avec une 

chape fibreuse fine recouvrant un fibro-athérome) étaient associées à une réelle rupture et que 

des facteurs mécaniques étaient probablement impliqués dans les processus de déstabilisation 

(Pedrigi et al. 2014). Les plaques d’athérosclérose se développent au niveau des 

embranchements artériels (aortiques, carotidiens, coronariens, fémoraux), sites où le flux 

sanguin est perturbé et les contraintes de cisaillement (ou shear stress : force du flux sanguin 

exercée sur les cellules endothéliales artérielles) sont complexes. La direction et la durée 

moyenne de la contrainte de cisaillement endothéliale sont connues pour soit accélérer soit 

ralentir la progression de la plaque d’athérosclérose (Li et al. 2014a). En effet, alors qu’un shear 

stress laminaire est plutôt anti-athérosclérotique, un shear stress oscillant, faible ou fort est plutôt 

pro-athérosclérotique.  

Un shear stress faible a été montré, chez l’animal, pour moduler l’inflammation locale et ainsi 

limiter l’amincissement de la chape fibreuse, processus directement impliqué dans la rupture ou 

l’érosion de la plaque (Cheng et al. 2006). Au contraire, un shear stress fort participe plutôt à la 

déstabilisation de la plaque (Kwak et al. 2014), en particulier en réduisant la taille de la chape 

fibreuse par l’intermédiaire de l’activation des MMP (Tronc et al. 2000). De plus, Cicha et al. 

(2011) précisent que la région de la plaque la plus exposée aux contraintes de cisaillement, 

composée de macrophages, lipides, hémorragie intraplaque et d’une fine chape fibreuse, est la 

plus à risque de rupture (2011), soit l’ensemble des facteurs d’instabilité précédemment évoqués. 

En effet, en aval de la sténose, on observe des contraintes de cisaillement plus faibles qu’en 

amont de celle-ci (Li et al. 2014a). De plus, il a été montré que l’épaisseur de la chape fibreuse 

avait une certaine importance dans l’occurrence de la force des contraintes de cisaillement 

(Loree et al. 1992). En effet, il apparait que l’amincissement de la chape fibreuse, induit par 

l’action des protéases sur les macrophages, peut sérieusement augmenter la contrainte 

circonférentielle maximale. 
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CCHAPITRE 3 : STRESS OXYDANT ET PROCESSUS INFLAMMATOIRES : ROLE 

DANS L’ATHEROGENESE 

A. STRESS OXYDANT 

L’athérosclérose est une pathologie vasculaire complexe où les mécanismes du stress oxydant 

et de l’inflammation jouent un rôle prépondérant, que ce soit dans l’initiation ou dans la 

progression de la plaque. En effet, ces deux mécanismes physiopathologiques agissent en 

synergie et forment un cercle vicieux, à l’origine des symptômes ischémiques tels que l’AVC. 

1. Définition : balance pro/antioxydants 

Le stress oxydant est défini comme étant un déséquilibre entre molécules pro-oxydantes et 

molécules antioxydantes (Sies 1997). Ainsi, lorsque la production de pro-oxydants (i.e. d’espèces 

réactives de l’oxygène : ROS) dépasse les capacités de défense antioxydante de notre 

organisme, nos cellules et nos tissus subissent des dommages irréversibles. En effet, l’oxydation 

produite par les ROS en excès peut atteindre des macromolécules lipidiques (Gutteridge and 

Halliwell 1990), protéiques (Stadtman 1992) ainsi que l’ADN (Henle et al. 1996). Il résulte de la 

répétition de ces attaques des dommages cellulaires et tissulaires, une stimulation des processus 

inflammatoires ou encore des anomalies d’expression génique. Le stress oxydant est impliqué 

dans de nombreuses pathologies (Favier 2006), en particulier dans des pathologies 

cardiovasculaires (Dhalla et al. 2000). Cependant, en quantité modérée, les ROS jouent un rôle 

physiologique notamment dans les processus de phagocytose (Favier 2006) ou dans les 

processus de signalisation cellulaire (Sen and Packer 1996) où ils agissent comme messagers 

cellulaires ou en modifiant le statut rédox intracellulaire. Le stress oxydant peut être produit lors 

de conditions physiologiques comme l’activité physique (Fisher-Wellman and Bloomer 2009) ou 

encore en situation d’hypoxie (Pialoux et al. 2006). 
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2. Pro-oxydants 

a. Espèces réactives de l’oxygène 

Les radicaux libres dérivés de l’oxygène (ROS) forment la classe des pro-oxydants. Les radicaux 

libres (RL) sont des molécules très réactives qui présentent un électron libre sur leur dernière 

couche de valence (ou orbitale). Afin de retrouver son état de stabilité, l’électron célibataire va 

chercher à s’associer à un second électron. Dans le but de former une nouvelle molécule 

électriquement stable, le radical libre va soit céder son électron libre à un autre radical libre 

(réduction) soit arracher l’électron d’un autre radical libre (oxydation), provoquant ainsi une 

réaction en chaîne radicalaire. L’oxygène que nous respirons (O2) est une molécule composée 

de deux électrons non-appariés sur sa dernière couche de valence. Ainsi, il peut être considéré 

comme radical libre, à l’origine des ROS du fait de ses propriétés d’accepteur d’électrons. Lors 

de la respiration cellulaire, dans la chaîne de transport d’électrons, différents radicaux libres vont 

être produits : l’anion superoxyde O2°-, le radical hydroxyle OH°- et le peroxyde d’hydrogène 

H2O2. En effet, lors de la respiration cellulaire qui réduit l’O2 en H2O, une petite quantité 

d’électrons va s’échapper de la chaîne de transport d’électrons mitochondriale et va réduire l’O2 

(Leeuwenburgh and Heinecke 2001). De plus, l’anion superoxyde peut former un autre radical 

libre en s’associant avec le monoxyde d’azote (NO), l’ion peroxynitrite ONOO°-. On estime que 

la production de ces différents ROS correspond à 1 à 5% de l’O2 consommé au repos lors de la 

respiration (Leeuwenburgh and Heinecke 2001). 

b. Sources de ROS 

La principale source de ROS est la chaîne respiratoire mitochondriale. En effet, la fuite 

d’électrons survenue au niveau des complexes I et III (ou coenzyme Q10) va entrainer la 

réduction de l’O2 et la formation d’anion superoxyde O2°- par l’équation suivante : 

(1) O2 + e-  O2°- 
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Alors que seulement 1 à 5% de l’O2 inspiré est réduit en anion superoxyde en condition basale, 

on observe une forte augmentation de la consommation d’oxygène en cas d’activité physique, et 

de fait une augmentation de la fuite des électrons (Davies et al. 1982). De la même manière, en 

situation d’hypoxie/réoxygénation, une augmentation de la fuite des électrons est observée, 

augmentant ainsi la production radicalaire (Li and Jackson 2002).  

L’anion superoxyde possède une demi-vie extrêmement courte, notamment en solution aqueuse. 

Cette instabilité est basée sur sa capacité de dismutation (réaction chimique où une espèce joue 

le rôle d’oxydant et le rôle de réducteur) en H2O2 (Yu 1994). Cette réaction est spontanée mais 

peut également être accélérée 10 000 fois sous l’action de l’enzyme superoxyde dismutase 

(SOD). De plus, l’anion superoxyde peut réagir avec le NO pour former l’ion peroxynitrite ONOO-

, un composé toxique du métabolisme du NO.  

(2) O2°- + O2°-  H2O2 + O2 

Le peroxyde d’hydrogène ainsi formé n’est pas un RL à proprement parler car il ne possède pas 

d’électron libre sur son orbitale, mais est extrêmement toxique pour la cellule. En effet, il possède 

un fort pouvoir oxydant et des capacités de diffusion facilitée à travers les membranes 

biologiques. Ces propriétés, en plus de sa faible réactivité, lui permettent d’agir à très grande 

distance de son lieu de synthèse. De plus, en présence de métaux de transition sous forme 

réduite, tels que l’ion fer Fe2+ ou l’ion cuivre Cu2+, H2O2 peut engendrer la formation du radical 

libre très toxique et réactif OH°, via la réaction de Fenton : 

(3) H2O2 + Fe2+  OH° + OH- + Fe3+  

L’ion hydroxyle OH° est le radical libre le plus réactif, capable d’attaquer de nombreuses 

molécules telles que les lipides, les protéines, les glucides, les métaux ou encore l’ADN (Halliwell 

and Gutteridge 1984). 

Il est à noter que l’ion ferrique Fe3+ ainsi produit, peut être à son tour oxydé par l’anion 

superoxyde, présent dans la mitochondrie, et former de l’O2 et des ions Fe2+ et ainsi entretenir la 
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réaction de Fenton. Ceci forme ainsi le cycle d’Haber-Weiss (Haber and Weiss 1934) dont 

l’équation bilan peut être simplifiée ainsi (Halliwell and Gutteridge 1984) : 

(4) H2O2 + O2°-  OH° + OH- + O2 

 

Figure 19. Sources des ROS endogènes et formation des différents types de 
radicaux libres 

 

Cependant, il existe d’autres sources de formation de ROS que via la chaîne de transport 

d’électrons mitochondriale. Les trois voies secondaires de production de ROS dont nous 

parlerons sont la voie de la xanthine oxydase, la voie de la NADPH oxydase et la voie de la NO 

Synthase endothéliale découplée. 

La xanthine oxydase (ou XO) est une enzyme qui a pour rôle de catalyser la dégradation de 

l’hypoxanthine en acide urique, en condition de forte demande en ATP et de déficit en oxygène. 

En situation d’hypoxie ou d’ischémie-reperfusion, la xanthine oxydase peut catalyser l’oxydation 

de la xanthine en acide urique. Lors de ces situations, l’adénosine triphosphate (ATP) est 

transformée en adénosine diphosphate (ADP) puis en adénosine monophosphate (AMP). Puis, 

l’AMP est convertie en hypoxanthine et xanthine, activant ainsi la xanthine oxydase (Szocs 2004). 
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En phase de reperfusion (ou réoxygénation), la xanthine oxydase catalyse la réaction suivante 

(McKelvey et al. 1988), impliquant l’oxygène comme accepteur d’électrons et ainsi la formation 

d’anion superoxyde :  

Xanthine + 2 O2 + H2O  Acide urique + 2 O2°- + 2 H+ 

Ainsi, cette voie de production de ROS est très pertinente dans le contexte de la plaque 

d’athérosclérose (Förstermann et al. 2017), où des phénomènes d’hypoxie et 

d’ischémie/reperfusion se produisent dans la plaque. Aussi, la xanthine oxydase est présente 

dans la paroi vasculaire, de même que le système NADPH oxydase, et a été montré comme 

étant la source principale de ROS dans l’endothélium vasculaire. 

La NADPH oxydase (ou NOX) est une enzyme qui a pour rôle de catalyser la réaction 

d’oxydation du NADPH par l’O2 et ainsi former l’anion superoxyde. 

2 O2 + NADPH  2 O2°- + NADP+ + H+ 

L’isoforme NOX-2 est d’une importance capitale dans la réponse immunitaire et la lutte contre 

les micro-organismes puisqu’elle est présente dans la membrane plasmique des phagocytes 

(monocytes/macrophages en particulier). L’inflammation étant un des processus majeurs de 

l’athérogénèse, notamment via les macrophages, cette voie de production de ROS est également 

très pertinente. De plus, il semblerait que les isoformes NOX-1 et NOX-3 soient également 

impliquées dans l’athérogénèse du fait de leur présence dans les cellules endothéliales et dans 

les CML (Förstermann et al. 2017).  

La NOS endothéliale (ou eNOS) est la principale enzyme produisant le monoxyde d’azote, 

située au niveau des cellules endothéliales. En conditions physiologiques, cette enzyme joue un 

rôle essentiel dans le maintien de l’homéostasie vasculaire, NO permettant la relaxation des 

CML, et l’inhibition de l’agrégation plaquettaire et des molécules d’adhérence vasculaire 

(Förstermann and Sessa 2012). Néanmoins, en conditions pathologiques, eNOS peut produire 
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l’ion superoxyde, c’est le cas lorsque eNOS est découplée (Förstermann and Sessa 2012) 

(Figure 20).  

 

Figure 20. Découplage de la NO Synthase endothéliale conduisant à la formation 
de ROS 

Cette voie de production radicalaire est également pertinente dans le contexte de 

l’athérosclérose. En effet, il a été montré qu’une mise en contact entre des cellules endothéliales 

et des LDL provoquait le découplage de eNOS (Stepp et al. 2002). Les LDL et LDLox ont été 

montré pour induire la production de nitrotyrosine (via notamment NADPH oxydase) pouvant 

oxyder BH4, cofacteur de eNOS. L’oxydation de BH4 induit sa déficience provoquant alors le 

découplage de eNOS et la production d’ion superoxyde (Li and Förstermann 2013). 

Cette liste des sources de ROS n’est pas exhaustive. Il existe également d’autres voies de 

production radicalaire qui semblent moins majeures dans le cas de l’athérosclérose comme les 

voies de la cyclooxygénase, de la lipoxygénase ou encore du cytochrome P450. 

c. Marqueurs du stress oxydant dans l’athérosclérose 

L’extrême réactivité (jusqu’à 10-9 secondes) qui caractérise les radicaux libres en font des 

molécules qui sont très difficilement dosables directement, in vivo. L’analyse indirecte des 

molécules biologiques oxydées est néanmoins une option de choix qui permet une analyse du 
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stress oxydant. Plusieurs biomarqueurs ont été identifiés dans la littérature pour discriminer les 

patients atteints d’athérosclérose. 

Plusieurs études ont montré un niveau de MDA plasmatique plus élevé chez les patients 

présentant des lésions d’athérosclérose (Ungurianu et al. 2017). Plus particulièrement, une 

récente étude démontra des niveaux de MDA plasmatiques plus élevés au niveau du site le plus 

atteint de la lésion qu’en périphérie (Tsiantoulas et al. 2015).  

Des taux élevés d’AOPP plasmatiques ont également été rapportés chez des patients de la 

maladie coronarienne (Kaneda et al. 2002). De manière intéressante, il a été aussi montré une 

corrélation entre les AOPP et les niveaux de fibrinogène, qui est lui impliqué dans des processus 

inflammatoires, de coagulation et de fait dans l’athérogénèse (Selmeci et al. 2006).  

La sous-unité gp91phox de la NADPH oxydase (ou NOX2), essentielle à l’activation de la protéine 

(Babior et al. 2002) a été montré pour être surexprimée dans les plaques d’athérosclérose et 

associée à une surproduction de ROS (Khatri et al. 2004). De plus, une association entre la 

surexpression de NOX2 et une FMD altérée chez différents types de patients à risque cardio-

vasculaire, suggérant que la surexpression de NOX participe à la vasoconstriction (Del Ben et 

al. 2012; Loffredo et al. 2012). 

Les myéloperoxydases (ou MPO) sont des enzymes catalysant la production de l’acide 

hypochloreux à partir de H2O2 afin de dégrader des bactéries phagocytées. Ainsi, une 

augmentation de MPO est un marqueur de l’inflammation mais participe à la progression de la 

plaque en oxydant des LDL et inactivant la biodisponibilité du NO (Carr et al. 2000). De plus, 

Exner et al. (2006) ont démontré que le taux de MPO était prédicteur de la progression de plaque 

carotidienne chez des patients avec un faible niveau de HDL.  

Enfin, des niveaux supérieurs de produits avancés de la glycation (ou AGE), composés formés 

à la suite de l’interaction entre des protéines tissulaires et du glucose, ont été trouvé chez des 
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patients souffrant de sténose carotidienne. De plus, une surexpression de récepteurs aux AGE 

ont été associés à des plaques carotidiennes vulnérables (Cipollone et al. 2003). 

3. Défenses antioxydantes 

La formation de ROS est un processus physiologique, qui devient pathologique et néfaste quand 

la quantité de ROS dépasse les capacités de défenses antioxydantes. Par définition, 

l’antioxydant est une molécule possédant un pouvoir réducteur qui limite ou inhibe l’oxydation 

d’autres molécules, et ainsi retarde ou empêche les dommages délétères des ROS sur nos 

cellules et nos tissus. Il existe plusieurs types d’antioxydants qui luttent contre la production 

excessive de ROS. Certains sont produits au cours du métabolisme (source endogène), comme 

les enzymes antioxydantes alors que d’autres sont obtenus à partir de l’alimentation (source 

exogène), comme les antioxydants non-enzymatiques. 

a. Antioxydants non-enzymatiques 

Le premier système de défense est le système des antioxydants non-enzymatiques. Il existe une 

grande variété d’antioxydants non-enzymatiques endogènes mais leur quantité n’est pas 

suffisante pour tamponner efficacement la production excessive de ROS. Il est donc nécessaire 

de combler ce déficit d’antioxydants non-enzymatiques par l’alimentation (Carocho and Ferreira 

2013). Les principaux antioxydants non-enzymatiques sont l’acide urique, le glutathion, la 

vitamine C (ou acide ascorbique), la vitamine E (ou tocophérol) ou encore les précurseurs de la 

vitamine A (les caroténoides : α- et β-carotène, lycopène, lutéine, zéaxanthine, astaxanthine, 

canthaxanthine). 

L’acide urique est une molécule hydrosoluble et un déchet métabolique qui provient de 

l’oxydation de l’hypoxanthine et de la xanthine par la xanthine oxydase. Cette réaction se produit 

particulièrement en situation d’hypoxie ou d’ischémie/reperfusion. L’acide urique joue un rôle 

réducteur important dans le plasma, les globules rouges et les leucocytes. Il a la capacité de 

réduire le l’ion hydroxyle OH° en s’oxydant en allantoïne, un radical uréique stable. Néanmoins, 
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il apparait que l’acide urique provoque plus d’actions néfastes que bénéfiques. En effet, il est 

reconnu comme étant un facteur de risque précoce de l’athérosclérose (Kushiyama et al. 2016), 

notamment en accentuant l’inflammation chronique. 

Le glutathion (GSH) est un tripeptide de faible poids moléculaire composé de 3 acides aminés : 

la cystéine, l’acide glutamique et la glycine. Le glutathion existe sous deux formes différentes, la 

forme oxydée (GSSG) et la forme réduite (GSH). Il représente le principal antioxydant 

cytosolique, et agit comme cofacteur de l’enzyme glutathion peroxydase (GPx). Son rôle principal 

est donc de réduire H2O2, mais il peut également agir comme piégeur de ROS, notamment de 

l’ion hydroxyle OH°, et aider au recyclage des formes oxydées de la vitamine C (Clarkson and 

Thompson 2000).  

La vitamine C (ou acide ascorbique) est un antioxydant hydrosoluble apporté par l’alimentation 

(citron, jus de fruits et légumes frais). Son rôle antioxydant réside dans l’apport d’ion hydrogène 

aux radicaux libres OH° et O2°- pour les transformer en H2O. Il possède également la capacité 

de recycler la vitamine E sous sa forme réduite. 

La vitamine E (ou tocophérol) est le principal antioxydant membranaire lipophile, provenant 

également de l’alimentation (huiles végétales). La forme la plus active est l’α-tocophérol dont le 

rôle est de prévenir l’oxydation des acides gras polyinsaturés des phospholipides. On la retrouve 

principalement dans les membranes biologiques, où elle va piéger les radicaux peroxyles (ROO°) 

et alcoxyles (RO°) produits au cours de la peroxydation lipidique. 

Enfin, le β-carotène, précurseur caroténoïde majeur de la vitamine A, est un antioxydant présent 

dans les membranes cellulaires qui provient également de l’alimentation (fruits et légumes). Son 

action est similaire à celle de la vitamine E sur les radicaux peroxyles ROO° (Clarkson and 

Thompson 2000). 
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Figure 21. Action synergique des antioxydants non-enzymatiques  
ROO°, radical peroxyle oxydé ; ROOH, radical peroxyle réduit ; Vit E, vitamine E ; Vit E ox, 

vitamine E oxydée ; Vit C, vitamine C ; Vit C ox, vitamine C oxydée ; GPx, glutathion 
peroxydase ; GSH, glutathion réduit ; GSSG, glutathion oxydé. 

b. Antioxydants enzymatiques 

Le second système de défense de l’organisme contre l’excès de ROS est le système des 

antioxydants enzymatiques. Ce système est composé majoritairement de trois enzymes : la 

superoxyde dismutase (SOD), la catalase, et la glutathion peroxydase (GPx). Ces enzymes sont 

présentes naturellement dans notre organisme, et agissent de manière indépendante mais sont 

complémentaires les unes des autres. Chaque enzyme a son lieu, son mode d’action et sa cible 

spécifique.  

Tout d’abord, la SOD est une métalloprotéine dont la fonction est de catalyser la dismutation de 

l’anion superoxyde O2°- en H2O2 et O2. Il existe trois isoformes de la SOD, selon le métal contenu 

dans son site actif : la SOD1 (CuZn-SOD) se situe au niveau du cytoplasme des cellules et son 

noyau est composé de cuivre et zinc. La SOD3 possède également un noyau composé de cuivre 

et zinc mais est extracellulaire (EC-SOD). Elle agit au niveau du plasma et du liquide interstitiel. 

La SOD2 (Mn-SOD) est quant à elle située dans les mitochondries et son noyau est composé de 

manganèse. Elle est produite consécutivement à une surproduction de ROS alors que SOD1 et 

SOD3 sont produites continuellement dans la cellule. Les SOD sont d’une importance primordiale 

puisqu’elles stoppent les réactions en chaine d’O2°- et limitent ainsi le cycle d’Haber-Weiss et la 

production d’OH° (Figure 21). 

La catalase est une enzyme située dans le peroxysome des cellules, en particulier dans les 

hématies, des hépatocytes et des cellules rénales. La fonction de la catalase est d’accélérer la 

dismutation de H2O2 en H2O et O2. La réaction de dismutation signifie qu’une molécule est utilisée 
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comme oxydant et la deuxième comme réducteur, ne nécessitant donc pas l’utilisation d’un 

accepteur d’électron. La catalase est également importante puisqu’elle permet de limiter la 

réaction de Fenton et donc limiter la production de OH° (Figure 21). 

La glutathion peroxydase est une enzyme tétramérique est dite sélénium-dépendante du fait de 

son site actif contenant le sélénium, la sélénocystéine. Son rôle est d’inhiber la formation de OH° 

et RO° par réduction de H2O2. Pour réaliser cette réaction, le glutathion réduit est utilisé comme 

accepteur d’électrons. De plus, une enzyme complémentaire intervient dans la réaction afin de 

recycler le glutathion oxydé, la glutathion réductase. 

  

Figure 22. Interactions des enzymes antioxydantes  
SOD, superoxyde dismutase ; Cat, catalase ; GPx, glutathion peroxydase ; GR, glutathion 

réductase 

c. Antioxydants enzymatiques dans l’athérosclérose 

A l’inverse des ROS, les enzymes antioxydantes sont facilement dosables, par l’intermédiaire de 

cinétique de formation ou de consommation des produits issus des réactions que catalyse 

chacune des enzymes. Dans le contexte de l’athérosclérose, le stress oxydant est un paramètre 

majeur du développement de la pathologie, dû à la fois à une concentration élevée de ROS mais 

également à une diminution des défenses antioxydantes.  

 Concernant la superoxyde dismutase, plusieurs études ont montré son lien avec 

l’athérosclérose. En effet, durant les années 1990, il a été démontré l’implication de SOD dans 

la pathogénèse de l’athérosclérose, notamment en régulant l’oxydation des LDL par l’anion 
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superoxyde O2°- (Fang et al. 1998). Cette étude a également mis en avant une meilleure efficacité 

des CuZn-SOD dans cette situation que des Mn-SOD. Dans un second temps, il a été montré 

que l’activité des SOD, en particulier SOD3, dans les plaquettes (Buczyński et al. 1993) ainsi que 

dans les CML endothéliales (Adachi et al. 1998), était diminuée chez les patients souffrant 

d’athérosclérose coronarienne. 

Concernant le glutathion peroxydase, son implication dans l’athérosclérose a été également 

étudiée chez l’homme et l’animal. En effet, une étude animale a montrée l’implication directe de 

GPx dans la progression de la lésion athéroscléreuse par l’intermédiaire d’un modèle de souris 

déficientes en gènes ApoE et GPx (Torzewski et al. 2007). Et, il a aussi été montré à plusieurs 

reprises que l’expression de GPx était diminuée chez des patients souffrant d’athérosclérose 

coronarienne (Buczyński et al. 1993; Yegin et al. 1997; Tosukhowong et al. 2003). De plus, 

Takeshita et ses collaborateurs ont montré que le shear stress augmentait l’expression de GPx 

dans les cellules endothéliales. Un shear stress élevé étant plutôt athéroprotecteur, ceci confirme 

bien le rôle potentiel de GPx dans la prévention de l’athérosclérose. 

Enfin, concernant la catalase, il existe moins d’études dans la littérature traitant de son rôle dans 

l’athérosclérose. On peut tout de même trouver quelques études de cultures cellulaires qui 

concernent catalase. En effet, le rôle de catalase dans la protection des cellules endothéliales de 

la cytotoxicité de H2O2 a été montré à plusieurs reprises (Santanam et al. 1999 ; Meilhac et al. 

2000). Ainsi, les effets toxiques de H2O2 étant reconnus dans l’athérosclérose, on peut extrapoler 

un rôle athéroprotecteur de catalase (Meilhac et al. 2000). De plus, il a été montré plus 

récemment que des souris du modèle d’athérosclérose ApoE-/- surexprimant catalase (ou 

l’association catalase + CuZn-SOD) présentaient des lésions plus petites ou moins avancées 

que les souris ApoE-/- contrôles. Ils ont également montré qu’un retard du développement des 

lésions était corrélé à des concentrations plus faibles de F2-isoprostanes plasmatiques et 

aortiques chez ces souris surexprimant catalase (ou l’association catalase + CuZn-SOD). Il 
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semble donc intéressant d’analyser l’expression de catalase, au même titre que SOD et GPx, 

chez des patients souffrant d’athérosclérose. 

4. Rôle global du stress oxydant dans l’athérogénèse 

Le stress oxydant joue un rôle majeur dans les processus d’initiation et de progression de 

l’athérosclérose. La première étape de l’athérogénèse, l’accumulation de cholestérol (internalisés 

ensuite par des macrophages) dans l’intima, est favorisée par la dysfonction endothéliale qui 

induit l’infiltration des LDL et la diapédèse des monocytes dans la paroi vasculaire. La 

perméabilité endothéliale, caractéristique de la dysfonction endothéliale, est augmentée en 

situation d’environnement pro-oxydant et de génération de ROS (McQuaid and Keenan 1997). 

Une fois dans l’intima, les LDL-C ne sont internalisés dans les macrophages que lorsqu’ils sont 

modifiés par oxydation et sont donc transformés en LDLox (Bonomini et al. 2008). Et, la présence 

de LDLox dans la paroi vasculaire induirait des mécanismes pro-athérogènes, comme l’inhibition 

de la motilité des macrophages ou la migration chimiotactique des monocytes (Inoue and Node 

2006). La présence de LDLox va également promouvoir l’expression de molécules d’adhérence 

(ICAM-1, VCAM-1, PECAM-1) à la surface de la paroi vasculaire, qui amplifie les phénomènes 

de diapédèse leucocytaire. On parle alors d’activation endothéliale. Cette activation endothéliale 

conduit à la production et libération de cytokines pro-inflammatoires, de récepteurs de surface 

ou enzymes protéinases, comme par exemple des interleukines, interférons ou MCP-1 (Bonomini 

et al. 2008). Ainsi, le phénomène de dysfonction endothéliale s’auto-entretient, et l’endothélium 

devient plus perméable aux lipides et cellules immunitaires, favorisant de fait la formation de 

cellules spumeuses. Les cellules spumeuses vont également participer à l’entretien de 

l’inflammation chronique en augmentant la production de cytokines pro-inflammatoires (Bonomini 

et al. 2008). On peut ainsi parler de cercle vicieux facilitant l’initiation de l’athérogénèse (Figure 

22). 
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Figure 23. Rôle du stress oxydant et de l’inflammation dans l’initiation de 

l’athérogénèse 
LDL-C, lipoprotéines de basse densité-cholestérol ; LDL oxydés, lipoprotéines de basse 

densité oxydées ; ROS, espèces réactives de l’oxygène ; ICAM, molécule d’adhérence 
intercellulaire ; VCAM, molécule d’adhérence cellulaire vasculaire ; M-CSF, monocyte-

colony stimulating factor ; MCP-1, monocyte chemotactic protein-1 

Outre le fait d’être une barrière physique, l’autre rôle majeur de l’endothélium est de réguler la 

vasomotricité par la synthèse de NO. L’augmentation de la concentration des ROS, et ainsi du 

stress oxydant, entraine la réduction de la biodisponibilité du NO. Cette diminution a pour 

conséquence une vasoconstriction accentuée ainsi que l’agrégation plaquettaire et le 

phénomène d’adhérence des neutrophiles à l’endothélium amplifiés (Vogiatzi et al. 2009a). Les 

ROS, et l’anion superoxyde O2°- en particulier, peuvent interagir avec NO pour former l’ion 

peroxynitrite ONOO-, qui est également un radical libre, et participe à la diminution de la 

biodisponibilité du NO. Comme nous l’avons vu précédemment, le stress oxydant et 

l’inflammation agissent en synergie lors de l’initiation et le développement de l’athérogénèse. Il 

est donc intéressant de noter que l’activation des monocytes, des macrophages et des cellules 

endothéliales induit l’expression de iNOS (NO synthase inductible). La fonction de cette enzyme 

est de catalyser la transformation de la L-arginine en NO. Ainsi, l’activation des cellules 
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inflammatoires et cellules endothéliales favorise indirectement la formation de peroxynitrite, et 

donc entretient l’environnement pro-oxydant dans la paroi vasculaire (Victor et al. 2009). NO a 

également la capacité de stimuler la formation de H2O2 et O2°- par la mitochondrie, en favorisant 

la fuite d’électrons de la chaîne de transport mitochondriale. Et, H2O2 est impliqué dans la 

régulation de iNOS par l’intermédiaire de NF-κB (Victor et al. 2009).  

 

Figure 24. Rôle du stress oxydant, de l’inflammation et du métabolisme du NO 
dans l’initiation de l’athérogénèse 

LDL-C, lipoprotéines de basse densité-cholestérol ; LDL oxydés, lipoprotéines de basse 
densité oxydées ; ROS, espèces réactives de l’oxygène ; ICAM, molécule d’adhérence 

intercellulaire ; VCAM, molécule d’adhérence cellulaire vasculaire ; M-CSF, monocyte-
colony stimulating factor ; MCP-1, monocyte chemotactic protein-1 ; NO, monoxyde 

d’azote ; H2O2, peroxyde d’hydrogène ; O2°-, anion superoxyde ; ONOO-, peroxynitrite ; 
iNOS, NO synthase inductible 
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B. IMMUNITÉ INNÉE 

Comme nous venons de le voir dans le paragraphe précédent, les monocytes et macrophages 

sont très impliqués dans la phase d’initiation de l’athérogénèse et agissent en synergie avec le 

stress oxydant. Ces cellules immunitaires sont des composants de l’immunité innée, nous allons 

donc voir dans cette partie comment l’immunité innée intervient dans le processus 

d’athérogénèse. 

1. Définition : rôle et acteurs 

L’immunité innée constitue la première ligne de défense vis-à-vis des molécules infectieuses et 

pathogènes qui nous entourent. Elle correspond aux moyens de défense immédiats mis en 

œuvre pour lutter contre ces agents infectieux. Afin de faire barrière à la pénétration de l’intrus, 

plusieurs systèmes de défense mis en œuvre. 

Le premier système de défense de l’immunité innée est une barrière physique constituée de la 

peau et des muqueuses. Cette barrière est en contact direct avec les virus, parasites ou autres 

bactéries, et empêche leur pénétration par l’intermédiaire de mécanismes chimiques (protéines 

antimicrobiennes capables de déstructuration enzymatique), biologiques (flore bactérienne 

participant au barrage) ou mécaniques (faible perméabilité de la peau).  

Une fois que l’agent infectieux se trouve dans l’organisme, le second système de défense de 

l’immunité innée intervient. Une réaction inflammatoire est mise en place faisant intervenir 

plusieurs acteurs, des cellules phagocytaires et des cytokines. La phagocytose est un processus 

qui consiste en l’élimination de molécules étrangères par internalisation cellulaire, réalisée par 

les macrophages principalement, mais également par les cellules dendritiques et les 

polynucléaires (neutrophiles, basophiles et éosinophiles). Elle est constituée de plusieurs 

étapes :  

 La reconnaissance de l’antigène (directe ou via des molécules intermédiaires, les 

opsonines) selon la résistance du pathogène. 
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 Le chimiotactisme qui permet d’attirer les phagocytes vers le pathogène à l’aide de 

chimiokines. 

 La phase d’adhérence qui permet au phagocyte de se lier au pathogène grâce à la 

reconnaissance spécifique des molécules présentes à la surface de la bactérie par des 

récepteurs du phagocyte. 

 La phase rhéologique qui permet de former la vacuole dans laquelle va être contenue la 

bactérie avant son élimination. 

 La phase d’élimination qui permet la digestion du pathogène et induit la production de 

ROS et de peroxynitrite. 

Cette phagocytose est alors accompagnée d’une production de cytokines pro- et anti-

inflammatoires ainsi que des molécules vasodilatatrices. La libération de cytokines permet le 

recrutement de différentes cellules au niveau de l’inflammation. La production de NO va 

permettre une augmentation de la perméabilité vasculaire qui, à l’aide d’une plus forte expression 

des molécules d’adhérence sur les cellules endothéliales induite par le TNF-α, facilitera le 

processus de diapédèse leucocytaire (Figure 7). Le TNF-α entraine également la mise en place 

d’un phénomène de coagulation afin d’inhiber la propagation sanguine des agents infectieux. Le 

TNF-α participe à l’activation de la phase de réponse aigue de l’inflammation en induisant la 

production de CRP (protéine c-réactive), dont la concentration augmente 10000 fois lors d’une 

infection  ou dommage tissulaire (Gabay and Kushner 1999). Pour cette étape, le TNF-α est aidé 

par les interleukines IL-6 et IL-1. Enfin, la production de cytokines, en particulier de chimiokines, 

permet le recrutement de cellules phagocytaires afin d’éliminer les agents infectieux par 

phagocytose.  

Ainsi, l’immunité innée est composée de plusieurs acteurs dont les principaux sont les 

phagocytes et les cellules « Natural Killer » (NK). L’ensemble de ces cellules sont d’origine 

hématopoïétique, et issues d’une même cellule souche multipotente.  
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Parmi les phagocytes, nous pouvons compter les macrophages (et leurs précurseurs 

monocytes), les cellules dendritiques et les polynucléaires. Les macrophages sont les principales 

cellules phagocytaires. Leurs fonctions principales sont de nettoyer l’organisme des agents 

pathogènes, corps apoptotiques ou nécrotiques, mais ils peuvent jouer également le rôle de 

cellule présentatrice d’antigène (aux lymphocytes T dans le cadre de l’immunité adaptative). 

Suivant leurs localisations dans l’organisme, les macrophages résidents peuvent porter le nom 

de cellules de Kupffer (foie) ou cellules microgliales (tissu nerveux). Les monocytes sont, quant 

à eux, les précurseurs des macrophages (ou des cellules dendritiques). Ils se différencient dans 

le tissu où ils résident. Ensuite, les cellules dendritiques sont des cellules possédant des 

expansions cytoplasmiques appelées dendrites. Les cellules dendritiques ont également la 

capacité de phagocytose mais leur rôle principal est d’activer la réponse immunitaire adaptative. 

En effet, elles sont des cellules présentatrices d’antigène, et activent ainsi les lymphocytes B et 

T. Enfin, parmi les polynucléaires, seuls les neutrophiles jouent un rôle de phagocyte, les 

basophiles et les éosinophiles étant impliqués dans les processus d’allergie.  

La dernière classe de cellules de l’immunité innée sont les « Natural Killer ». Ces cellules font 

partie de la famille des lymphocytes mais ne sont ni des lymphocytes B, ni des lymphocytes T. 

Comme l’indique son nom, le NK peut tuer spontanément tout type de cellules, à condition qu’elle 

ne présente pas de molécules de classe 1 du CMH (complexe majeur d’histocompatibilité), signe 

d’une cellule saine. 
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Figure 25. Principales cellules du système d’immunité innée 

 

2. Sous-populations de monocytes et macrophages 

Bien que les macrophages et indirectement les monocytes soient les cellules immunitaires les 

plus impliquées dans l’initiation et le développement de l’athérogénèse, il est important de noter 

que pour chacun des deux types cellulaires, il existe plusieurs sous-populations, ayant des 

fonctions plutôt pro-inflammatoires ou anti-inflammatoires. 

a. Sous-population de monocytes 

Trois principales sous-populations de monocytes ont été identifiées chez l’homme, 

respectivement caractérisés comme « classiques », « intermédiaires » et « non classiques » 

(Passlick et al. 1989 ; Wong et al. 2011). Pour les différencier, deux clusters de différenciation 

(CD) sont utilisés chez l’homme : CD14 et CD16. L’ensemble des sous-populations de 

monocytes expriment à leur surface CD14 en plus ou moins grande quantité (alors appelés 

CD14+ ou CD14++ selon la sous-population). La différence entre les sous-populations de 

monocytes réside dans l’expression, en plus ou moins grande quantité (CD16+ ou CD16++), ou 

non de CD16. En effet, les monocytes dits classiques (ou Mon1) expriment CD14++ CD16-, les 

monocytes dits intermédiaires (ou Mon2) expriment CD14++ CD16+ et les monocytes dits non 

classiques (ou Mon3) expriment CD14+ CD16++. Il a été montré que les monocytes classiques 

CD14++ CD16- et intermédiaires CD14++ CD16+ produisent des cytokines pro-inflammatoires 
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(TNF-α, IL-1β, IL-6) en grande quantité alors qu’ils produisent des cytokines anti-inflammatoires 

(IL-10) en faible quantité, ce qui a permis de caractériser ces monocytes comme ayant un 

phénotype pro-inflammatoire (Ziegler-Heitbrock 2007 ; Anbazhagan et al. 2014 ; Patel et al. 

2017). Néanmoins, durant la dernière décennie, il a été montré que les monocytes intermédiaires 

possédaient un fort potentiel pro-inflammatoire tandis que les monocytes classiques montraient 

un fort potentiel phagocytaire (Zawada et al. 2011 ; Idzkowska et al. 2015). A l’inverse, les 

monocytes non classiques CD14+ CD16++ produisent une faible quantité de TNF-α et une forte 

quantité de IL-10, ce qui a permis de les caractériser comme monocytes anti-inflammatoires 

(Geissmann et al. 2003 ; Anbazhagan et al. 2014). De plus, il a été montré que les monocytes 

non classiques étaient impliqués dans la surveillance tissulaire, notamment par l’intermédiaire de 

l’expression de molécules d’adhérence (Cros et al. 2010). L’impact des monocytes pro-

inflammatoires dans l’athérosclérose a été étudié à plusieurs reprises. Il a tout d’abord était 

montré que les macrophages présents dans les lésions précoces d’athérosclérose exprimaient 

CD16 à leur surface (Häkkinen et al. 2000), ce qui laisse penser l’implication des monocytes 

CD16 dans l’initiation de l’athérosclérose. Et, la présence de ces monocytes est corrélée avec 

les lipides, ainsi qu’avec la diminution du taux de HDL-C chez des patients 

hypercholestérolémiques (Rothe et al. 1996). De plus, il a été montré lors d’une étude impliquant 

plus de 200 patients atteints d’athérosclérose coronarienne, une concentration de monocytes 

pro-inflammatoires CD14+ CD16+ plus élevée chez les patients que chez les sujets contrôles 

(Schlitt et al. 2004). Ils ont également montré une association entre les plus hauts niveaux de 

monocytes pro-inflammatoires et une prévalence plus élevée de la maladie. Enfin, il a été montré 

que la présence des monocytes CD14+ CD16+ était positivement corrélée avec la présence de 

facteurs d’instabilité (remodelage positif) (Kashiwagi et al. 2010). L’ensemble de ces résultats 

confirment l’implication de ces monocytes dans l’athérogénèse. 



Chapitre 3 : Stress oxydant et processus inflammatoires : rôle dans l’athérogénèse 

85 
 

b.  Sous-population des macrophages 

De la même manière que les monocytes, il existe deux principales sous-populations de 

macrophages, les macrophages M1 pro-inflammatoires (activés par IFN-γ, TNF-α et LPS) et les 

macrophages M2 anti-inflammatoires (activés par IL-4 et IL-13). Néanmoins, les macrophages 

M2 ont ensuite été divisés en 3 sous-catégories, M2a, M2b et M2c, ayant chacune une fonction 

différente. Brièvement, lors d’une infection ou lésion tissulaire, les macrophages résidents sont 

activés, ce qui induit une production de cytokines, chimiokines et autres molécules 

inflammatoires, ainsi que le recrutement de monocytes circulants. La polarisation des 

macrophages est alors due aux cytokines environnantes produites par les lymphocytes T. Ainsi, 

les cytokines de nomenclature Th1 (IFN-γ, TNF-α) induisent une polarisation dite « classique » 

M1 alors que les cytokines de nomenclature Th2 (IL-4, IL-13) induisent une polarisation dite 

« alternative » M2. Cependant, il est important de préciser que les polarisations M1 ou M2 

apparaissent comme les extrémités d’un continuum de formes d’activation, et qu’in vivo, 

l’activation des macrophages répond à un microenvironnement tissulaire et l’interaction avec les 

lymphocytes B et  T (Mantovani et al. 2004). Les macrophages M1 sont dits pro-inflammatoires 

puisqu’ils produisent des cytokines pro-inflammatoires telles que TNF-α, IL-1, IL-6 ou encore IL-

12. A l’inverse, les M2 sont dits anti-inflammatoires puisqu’ils produisent majoritairement la 

cytokine IL-10 qui est un facteur majeur d’inhibition de la production et de l’activité des cytokines 

pro-inflammatoires. Dans le contexte de l’athérosclérose, il existe un déséquilibre chronique entre 

les phénotypes de macrophages. De manière intéressante, il a été montré que les macrophages 

ont la capacité de changer de phénotype fonctionnel en réponse au microenvironnement, du fait 

de leur plasticité (Porcheray et al. 2005). Ainsi, l’environnement de la plaque induit le phénotype 

des macrophages, ce qui de fait influence la structure et l’évolution de la plaque d’athérosclérose 

(Tabas and Bornfeldt 2016). 
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3. Rôle global des monocytes/macrophages dans l’athérogénèse 

De la même manière que le stress oxydant, l’immunité innée, par l’intermédiaire des monocytes 

et des macrophages, est au premier plan dans les processus d’initiation, de développement et 

de rupture de plaque (Moore et al. 2013). Comme nous l’avons évoqué précédemment, les 

macrophages représentent la sous-population de leucocytes la plus abondante, de façon 

générale et dans le contexte de l’athérosclérose. Les macrophages impliqués dans 

l’athérogénèse ont plusieurs origines : soit ils sont dits « résidents » et sont issus de la maturation 

des monocytes présents dans le tissu vasculaire (qu’ils ont investi directement après leur 

synthèse), soit ils sont issus de la maturation des monocytes circulants attirés au niveau de la 

lésion par la synthèse de chimiokines (Hansson and Libby 2006). Les monocytes circulants 

migrent vers le site de lésion principalement sous l’influence de la chimiokine MCP-1. 

Néanmoins, il existe d’autres chimiokines favorisant la migration leucocytaire telles que CXCL1 

(ou GRO-α) (Zhang et al. 2013), CXCL10 (ou IP-10) (Liu et al. 2011), CCL22 (ou MDC) (Richter 

et al. 2014), ou encore GM-CSF (Vogel et al. 2015). La maturation des monocytes en 

macrophages, de manière générale et dans le contexte de l’athérosclérose, est induite par le 

facteur de croissance M-CSF (Libby 2012). M-CSF permet la prolifération des monocytes dans 

les lésions précoces d’athérosclérose et induit l’expression de récepteurs « scavengers », ce qui 

favorise le développement de la fonction phagocytaire (Clinton et al. 1992). Pendant les 

premières étapes de l’athérogénèse, les macrophages ont un rôle athéroprotecteur en limitant 

l’accumulation intravasculaire de LDLox par phagocytose (médiée notamment par le 

biomarqueur CD36). Néanmoins, à un stade plus avancé, l’action antiathérogène des 

macrophages n’est pas suffisante et les LDLox s’accumulent, ce qui provoque l’altération de la 

fonction phagocytaire des macrophages. Les cellules spumeuses formées subissent alors le 

phénomène d’apoptose, favorisé par un stress cellulaire et la réponse inflammatoire engendrée 

par l’activation des macrophages (Christ et al. 2016). L’apoptose de ces cellules spumeuses 

contribuent fortement à la formation du cœur nécrotique riche en lipides, caractéristique des 
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plaques avancées d’athérosclérose à risque de rupture (Christ et al. 2016). De plus, bien que les 

macrophages participent grandement à l’entretien de l’environnement pro-inflammatoire dans la 

plaque en secrétant de nombreuses cytokines, il est intéressant de noter que l’accumulation de 

cholestérol intracellulaire cause également de l’inflammation. En effet, la présence de cristaux 

de cholestérol engendre l’activation de molécules appelées inflammasomes sécrétant des 

cytokines telles que IL-1β ou IL-18 (Duewell et al. 2010). Enfin, au stade des lésions très 

avancées d’athérosclérose, les macrophages participent indirectement à la déstabilisation de la 

plaque par sécrétion des protéases MMP, qui contribuent à la rupture par dégradation de la 

chape fibreuse (Shah 2003).  

C. MOLÉCULES INFLAMMATOIRES 

Comme nous avons vu dans les deux parties précédentes, le stress oxydant et les cellules du 

système de l’immunité innée participent au développement de l’athérosclérose et à l’entretien de 

l’environnement directement et indirectement par la sécrétion de médiateurs pro-inflammatoires, 

formant ainsi un cercle vicieux conduisant à la rupture de plaque. Nous allons voir dans cette 

partie, quelles molécules spécifiques sont impliquées dans le processus d’athérogénèse, et 

comment elles participent au phénomène. 

1. Définition  

L’inflammation, ou réaction inflammatoire, est la réaction de l’organisme suite à une attaque 

tissulaire endogène ou exogène dont l’objectif final est l’élimination de l’agent pathogène et la 

réparation du tissu lésé. Initialement, la réaction inflammatoire est un processus réparateur, mais 

il est possible que ce processus devienne néfaste pour l’organisme en cas d’anomalies lors de 

la régulation du processus ou d’une quantité trop élevée des cellules intervenant dans la réaction. 

On parle alors d’inflammation chronique, phénomène où les lésions s’aggravent dans le temps. 

L’inflammation fait intervenir différents acteurs : des cellules de l’immunité innée et adaptative (cf 

Chap 3.B.1), des molécules d’adhérence permettant l’infiltration des cellules immunitaires dans 
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les tissus lésés par diapédèse (Figure 7), et des médiateurs chimiques pro- et anti-

inflammatoires.  Comme nous l’avons déjà évoqué dans la partie précédente, les macrophages 

(et autres cellules phagocytaires) interviennent dans le processus d’élimination des pathogènes 

par phagocytose mais également par sécrétion de cytokines pro-inflammatoires qui perpétuent 

la réaction. Les cytokines sont des petites protéines synthétisées entre autres, par diverses 

cellules leucocytaires (lymphocytes et monocytes/macrophages activés). Elles agissent en tant 

que médiateurs de la communication intercellulaire. Elles ont la capacité d’agir à faible 

concentration, à proximité de leur lieu de synthèse, et soit sur une cellule voisine (action 

paracrine), soit sur la cellule qui les a synthétisées (action autocrine). Les cytokines sont 

nombreuses et regroupées par classe selon leur action. Parmi les principales, on distingue les 

chimiokines, les interleukines (IL), les facteurs de nécrose tumorale (TNF) et les interférons (IFN).  

Les chimiokines sont des petites cytokines solubles chimiotactiques qui ont pour rôle principal le 

recrutement des cellules immunitaires au site de l’inflammation et le contrôle de leur activation. 

Elles sont principalement produites en réponse à une réaction inflammatoire. Elles sont classées 

en différentes sous-familles, en fonction de leur composition en acides aminés cystéine (C, CC, 

CXC ou CX3C). Parmi les plus connues, on compte CCL2 (ou MCP-1 évoqué dans Chap 1.B.1), 

CCL5 (ou RANTES) ou encore CXCL8 (ou IL-8). 

Les interleukines sont une classe de cytokines ainsi nommées du fait de leur sécrétion et 

utilisation par les leucocytes comme moyen de communication. Il a finalement été montré qu’elles 

étaient produites par différents types de tissus et cellules (on en compte 37 différentes en 2016), 

et n’ont pas de lien biochimique entre elles. Elles peuvent avoir une action pro-inflammatoire et 

anti-inflammatoire. Parmi les principales interleukines, on distingue IL-1, IL-6 pour les pro-

inflammatoires et IL-10 pour les anti-inflammatoires.  

Les facteurs de nécrose tumorale (TNF) est un groupe de cytokines pro-inflammatoires la plus 

importante qui stimule la phase de réaction aigue et les processus de mort cellulaire. Ils agissent 
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aussi au niveau de l’endothélium vasculaire afin de stimuler la synthèse des molécules 

d’adhérence aidant à la diapédèse leucocytaire.  

Enfin, les interférons sont des cytokines produites en réponse à une infection qu’elle soit virale, 

bactérienne ou parasitaire, ou encore suite à la présence de cellules tumorales. Leur fonction 

principale est l’inhibition de la réplication virale dans les cellules de l’hôte (organisme). Ils 

réalisent ceci grâce à l’activation des NK, des macrophages et des lymphocytes.  

2. Molécules pro-inflammatoires impliquées dans l’athérosclérose 

Dans le contexte de l’athérosclérose, et en particulier lors des premières phases de 

l’athérogénèse, certaines cytokines participent grandement au développement et à l’entretien du 

contexte inflammatoire intraplaque.  

La principale cytokine impliquée dans l’athérogénèse est le TNF-α. Les TNF sont produits en 

majorité par les monocytes/macrophages activés et autres leucocytes, mais également par les 

cellules endothéliales. Sa production fait généralement suite à une infection, et est stimulée par 

d’autres cytokines pro-inflammatoires comme IL-1. Ses fonctions sont multiples, et sont 

généralement réalisés en synergie avec les interleukines IL-1 et IL-6. Comme nous l’avons dit 

précédemment, TNF-α est impliqué dans la phase de réaction aigue de l’inflammation, 

notamment dans le déclenchement de la fièvre (via les prostaglandines) et l’augmentation de 

CRP au niveau du foie. Il intervient également dans l’activation de NF-κB, l’attraction des 

neutrophiles au site de l’inflammation, l’expression des molécules d’adhérence facilitant la 

diapédèse leucocytaire, la stimulation du processus phagocytaire des macrophages ainsi que 

leur production d’IL-1. De plus, TNF-α est impliqué dans les processus de mort cellulaire, 

l’apoptose et la nécrose programmée. 

L’interleukine 1 est une cytokine sécrétée par les monocytes, macrophages et cellules 

dendritiques. Il existe en réalité plusieurs variantes de la cytokine dont les plus connues sont l’IL-

1α et l’IL-1β. IL-1 présente beaucoup de similitudes avec TNF-α : elle est également produite 



Chapitre 3 : Stress oxydant et processus inflammatoires : rôle dans l’athérogénèse 

90 
 

suite à une infection, intervient aussi dans la phase de réaction aigue de l’inflammation 

(déclenchement de la fièvre via les prostaglandines et production hépatique de CRP), stimule 

l’expression des molécules d’adhérence de l’endothélium ainsi que la synthèse de cytokines pro-

inflammatoires par l’endothélium (IL-1, IL-8, IL-6). Leurs fonctions communes permettent à ces 

deux cytokines d’agir en synergie pendant la réaction inflammatoire. 

L’interleukine 6 joue également un rôle important dans les processus inflammatoires. C’est une 

cytokine produite par les macrophages, les lymphocytes T et les fibroblastes en réponse à une 

infection, lésion ou par stimulation d’IL-1. Tout comme IL-1 et TNF-α, IL-6 est impliqué dans la 

phase de réaction aigue de l’inflammation, comme médiateur de la fièvre et producteur de CRP 

hépatique. IL-6 se différencie du TNF-α et IL-1 par son rôle sur les lymphocytes B dans leur 

différenciation et leur prolifération et sur l’induction d’anticorps. Enfin, IL-6 joue un rôle dans 

l’hématopoïèse en stimulant la production de progéniteurs ainsi que dans la coagulation en 

activant la formation de plaquettes.  

L’interféron gamma fait partie d’une autre sous-famille de cytokines produite dans le but 

d’interférer avec la réplication virale, et d’activer les cellules du système d’immunité innée 

macrophages, NK et lymphocytes. L’interféron gamma, qui appartient à la classe des interférons 

de type 2, sont produits par les lymphocytes B et T ainsi que les NKT (natural killer T cells) lors 

de la réponse immunitaire adaptative. Comme les cytokines précédentes, l’interféron gamma a 

plusieurs fonctions : protection contre les infections virales, stimulation de l’activité phagocytaire 

des macrophages, maturation des LB et LT, expression des molécules du CMH et activation des 

neutrophiles et des NK. 

La chimiokine MCP-1 joue un rôle également très important dans le processus immunitaire. Elle 

est également connue sous le nom de CCL2 reflétant ainsi son rôle chimiotactique sur les 

monocytes, mais aussi sur les lymphocytes et les basophiles. Elle est sécrétée par les 

macrophages, les cellules endothéliales, les myocytes et les fibroblastes. Sa fonction est d’attirer 
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les cellules immunitaires vers les sites de lésions, en particulier les monocytes, lorsque CCL2 est 

sécrétée par les cellules endothéliales.  De fait, les monocytes transmigrent dans la paroi 

vasculaire et se différencient en macrophages qui eux-mêmes sécrèteront la cytokine afin 

d’amplifier le recrutement de cellules immunitaires. 

Comme précédemment évoqué, la chimiokine CXCL1 (ou GRO-α) est également importante 

dans l’initiation de l’athérogénèse. En effet, CXCL1 favorise l’adhésion des monocytes à 

l’endothélium (Vries et al. 2015; Hartmann et al. 2015), plus particulièrement les monocytes 

classiques. De plus, il a été montré que CXCL1 était plus exprimé à la surface des cellules 

endothéliales lors des étapes initiales de l’athérosclérose, et pouvait promouvoir l’accumulation 

de macrophages dans des lésions établies (Hartmann et al. 2015).  

Enfin, la cytokine CXCL10 (ou IP-10) joue un rôle chimiotactique pour les monocytes. Il a 

également été montré que CXCL10 agissait dans la prolifération et la migration des cellules 

endothéliales (van den Borne et al. 2014). Ainsi, plusieurs études ont trouvé une expression de 

CXCL10 augmentée à la fois au niveau de la plaque et dans le plasma de patients présentant 

une resténose coronarienne (Mach et al. 1999; Kawamura et al. 2003).  

Cette liste de cytokines pro-inflammatoires n’est pas exhaustive, mais représente celles qui 

semblent être les plus impliquées dans le processus d’athérogénèse. 

3. Molécules anti-inflammatoires impliquées dans l’athérosclérose 

La réaction inflammatoire est initialement un processus bénéfique pour l’organisme, car comme 

pour le stress oxydant, il existe des molécules ayant la capacité de contrebalancer l’effet néfaste 

des cytokines pro-inflammatoires et réguler le processus. Ces molécules anti-inflammatoires sont 

également impliquées dans la processus d’athérogénèse. 

La principale cytokine anti-inflammatoire est l’interleukine 10 (IL-10). Cette cytokine est produite 

en majorité par les monocytes et macrophages, mais aussi par les LB et les cellules de type Th2. 

Son rôle est de stimuler la différenciation des LB en plasmocytes, mais surtout d’inhiber la 
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prolifération des lymphocytes de type Th1 (par inhibition de la fonction CPA) et la production d’IL-

12 (cytokine pro-inflammatoire) par les macrophages. De plus, IL-10 est capable de réguler la 

sécrétion de cytokines pro-inflammatoires par les macrophages mais surtout d’inhiber 

l’expression des métalloprotéases MMP-1 et MMP-9, ainsi que de stimuler l’expression de 

l’inhibiteur endogène des MMP, le TIMP-1. L’ensemble de ces fonctions font de l’IL-10 la cytokine 

Th2 avec les effets anti-inflammatoires les plus puissants.  

Le facteur de croissance transformant beta (TGF-β) a également été montré pour avoir des effets 

anti-inflammatoires. TGF-β est également une cytokine qui peut être produite par de nombreuses 

cellules (immunitaires ou non). Néanmoins, TGF-β est sécrété sous forme inactive au sein d’un 

complexe qui a besoin d’être activé pour être fonctionnel. Plusieurs formes de TGF-β existent 

chez les mammifères, et il semblerait que ce soit la forme TGF-β1 qui soit impliquée dans 

l’athérosclérose. Cette forme est en effet impliquée dans l’hématopoïèse et la différenciation 

endothéliale. Aussi, TGF-β1 possède de nombreuses fonctions anti-inflammatoires, comme 

l’inhibition de l’expression des molécules d’adhérence endothéliales E-sélectine et VCAM-1, 

l’inhibition de la production d’IL-8 par les cellules endothéliales induite par le TNF-α ainsi que la 

migration des neutrophiles à travers l’endothélium due à l’IL-8. Enfin, l’expression de TGF-β est 

capable de contrer l’inhibition de la vasodilatation endothéliale induite par le TNF-α. Enfin, comme 

TGF-β semble être la molécule capable de neutraliser les effets néfastes du TNF-α, il a été 

montré qu’il module négativement l’expression des récepteurs du TNF-α. 

4. Rôle global des molécules pro- et anti-inflammatoires dans l’athérogénèse 

Comme nous l’avons vu dans les parties précédentes, le stress oxydant et l’inflammation 

agissent en synergie dans les processus d’initiation et de développement de l’athérogénèse, 

avec une participation importante des cellules de l’immunité innée, principalement les monocytes 

et macrophages. Ainsi, l’inflammation prend part aux processus d’athérogénèse à différents 

niveaux : dès les premiers stades en activant l’endothélium et en recrutant les cellules 

phagocytaires sur le site de lésion et par la production locale et systémique de cytokines pro-
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inflammatoires, entretenant l’environnement pro-inflammatoire intraplaque ; dans les stades plus 

avancés par la production de protéases et la dégradation des protéines de la chape fibreuse ainsi 

que l’apoptose des différentes cellules de la plaque favorisant la formation du noyau nécrotique 

et alors la déstabilisation de la plaque d’athérosclérose.  

La réponse immunitaire dans la plaque d’athérosclérose est médiée par de nombreuses 

cytokines pro-inflammatoires, et est perpétuée par les monocytes/macrophages et autres 

lymphocytes (Tabas and Bornfeldt 2016). Les principaux médiateurs de l’inflammation dans la 

plaque sont TNF-α, IL-1, IL-6 et IFN-γ, ainsi que d’autres cytokines comme IL-8, IL-12, IL-15 ou 

encore IL-18 (Gisterå and Hansson 2017). Chacune de ces cytokines a la capacité de sécréter 

ou favoriser la sécrétion d’autres cytokines. Ainsi, l’environnement pro-inflammatoire perpétré 

par l’expression de ces cytokines influence la libération de chimiokines comme MCP-1 et IL-8, à 

l’origine de la migration des cellules phagocytaires que sont les monocytes et les neutrophiles. 

Elles influencent également l’expression des molécules d’adhérence endothéliales comme 

VCAM-1, ICAM-1 ou P-sélectine, qui facilitent la transmigration des leucocytes par diapédèse 

(Figure 7) au niveau du site de lésion (Gisterå and Hansson 2017). De plus, il a été montré que 

les cytokines avaient également un effet sur les CML. En effet, elles induisent l’expression de 

plusieurs métalloprotéases (MMP-2, MMP-3, MMP-9 et MMP-13) (Galis et al. 1994) alors que la 

présence d’IL-1 et TNF-α n’influencent pas l’expression des TIMP (inhibiteurs tissulaires des 

MMP), et IFN-γ a été montré pour inhiber la production plusieurs types de collagène (Amento et 

al. 1991). Ainsi, dans le contexte d’une inflammation excessive dans la plaque avec l’expression 

importante d’IL-1, TNF-α et IFN-γ, nous pouvons observer une augmentation de l’expression des 

MMP (par IL-1 et TNF-α) accompagnée d’une diminution de synthèse de matrice extracellulaire 

médiée par IFN-γ, et une constance des niveaux de TIMP. Ceci conduit donc à un déséquilibre 

de la balance pro/anti-inflammatoire, et entraine ainsi une plus forte dégradation de la matrice 

extracellulaire et une fragilisation accentuée de la chape fibreuse (Libby 2001). 
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A l’inverse, peu d’effets anti-inflammatoires d’IL-10 ont été rapportés au niveau des cellules 

vasculaires. Ceci s’explique en raison de l’absence de récepteurs IL-10 sur les cellules du 

système vasculaire. Néanmoins, la présence d’IL-10 dans les plaques d’athérosclérose 

humaines a été prouvé (Mallat et al. 1999) de même que son rôle protecteur. En effet, 

l’expression d’IL-10 est négativement corrélée avec des signes d’inflammation comme 

l’expression de NOS II et avec la mort cellulaire par apoptose (Mallat et al. 1999). Ce rôle 

protecteur peut être expliqué par l’inhibition des interactions entre les leucocytes et les cellules 

endothéliales induite par IL-10 et par l’inhibition de la production des cytokines et chimiokines 

des macrophages et lymphocytes (Henke et al. 2000). Concernant TGF-β, peu d’études in vivo 

ont analysé ses effets anti-inflammatoires dans les plaques humaines. Cependant, il existe 

plusieurs études à ce propos chez la souris. Tout d’abord, il a été montré chez des souris TGF-

β1+/- sous régime hypercholestérolémique que l’expression des molécules d’adhérence VCAM-1 

et ICAM-1 et que l’accumulation de macrophages au niveau du sinus aortique étaient plus 

importantes que chez des souris contrôles sous le même régime (Grainger et al. 2000). De la 

même manière, il a ensuite été montré chez des souris ApoE-/- que l’inhibition de la voie de 

signalisation TGF-β (par un anticorps bloquant) accélère le développement des plaques et en 

modifie la composition (Mallat et al. 2001). En effet, suite au blocage de TGF-β, les souris ApoE-

/- présentent des plaques au phénotype instable, caractérisé par une diminution du taux de 

collagène et une augmentation de l’accumulation de macrophages et de lymphocytes. Ces deux 

études suggèrent donc l’effet protecteur de TGF-β1 contre l’inflammation vasculaire.  

D. LIENS ENTRE LE STRESS OXYDANT, L’IMMUNITÉ INNÉE, 

L’INFLAMMATION ET L’INSTABILITÉ DE LA PLAQUE 

Le stress oxydant, l’immunité innée et les molécules inflammatoires sont également largement 

impliqués dans l’athérosclérose à des stades plus avancés de la pathologie, et participent 

activement à la déstabilisation de la plaque. Plusieurs études, lors des dernières décennies, ont 
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rapporté que l’hémorragie intraplaque, la néovascularisation et l’accumulation de macrophages, 

trois des principaux facteurs d’instabilité de la plaque, étaient induits par l’hypoxie, et par un 

environnement pro-inflammatoire et pro-oxydant (Fayad and Fuster 2001; Dunmore et al. 2007 ; 

Sluimer et al. 2008 ; Pelisek et al. 2012 ; Chistiakov et al. 2015). Il est intéressant de noter que 

l’hémorragie intraplaque peut provoquer la production de ROS par l’intermédiaire de la libération 

d’hémoglobine et de fer générant ainsi un cercle vicieux entre hémorragie intraplaque, 

néovascularisation et stress oxydant. 

L’inflammation est également un paramètre majeur de l’athérogénèse, en particulier via les 

macrophages. En effet, une accumulation de macrophages est observée dans l’intima (la couche 

la plus interne de l’artère) induisant la production de ROS, notamment via NADPH oxydase. D’un 

point de vue mécanistique, le stress oxydant pourrait être impliqué dans la polarisation pro-

inflammatoire M1 des macrophages (Dasu et al. 2007). Ce mécanisme pourrait augmenter la 

réponse inflammatoire dans la plaque d’athérosclérose et ainsi amplifier le cercle vicieux « 

hémorragie intraplaque-néovascularisation-stress oxydant ». Il est intéressant de noter que les 

connaissances actuelles concernant le rôle de l’inflammation dans l’athérosclérose sont limitées 

à l’analyse de cellules inflammatoires circulantes, et principalement centrées sur les 

monocytes/macrophages. D’autres types de cellules immunitaires que les 

monocytes/macrophages pourraient être impliqués dans la physiopathologie (Libby et al. 2002a).  

La néoangiogénèse a été intensément étudiée du fait de son potentiel rôle majeur dans la rupture 

de plaque. D’un point de vue mécanistique, la protéine HIF-1α, qui est régulée à la hausse par 

le stress oxydant et l’inflammation, active le facteur de croissance de l’endothélium vasculaire 

(VEGF) (Forsythe et al. 1996) qui participe au développement subséquent de néovaisseaux 

(Ferrara 2009). Ces auteurs ont également observé que VEGF était plus fréquemment présent 

dans les plaques de patients symptomatiques, c’est à dire ayant subi un évènement ischémique 

type AVC ou AIT. De manière intéressante, HIF-1α a été montré comme étant un régulateur 

global de la réponse immunitaire, à la fois inflammatoire (via les macrophages et les neutrophiles) 
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et innée (Nizet and Johnson 2009). Par conséquent, l’expression de la protéine HIF-1α est 

régulée par des voies de signalisation impliquant le principal régulateur de la réponse 

immunitaire, NF-κB (nuclear factor-kappaB), soulignant une interdépendance de la réponse 

immunitaire innée et de la réponse hypoxique aux dommages infectieux et tissulaires (Rius et al. 

2008). D’un autre côté, il a précédemment été démontré qu’une expression augmentée de la 

protéine HIF-1α dans les leucocytes dans un contexte d’hypoxie et d’hypoxie intermittente était 

modulée par le stress oxydant (Pialoux et al. 2009a, b).  

 

 

Figure 26. Cercle vicieux de l’instabilité de la plaque d’athérosclérose  
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CCHAPITRE 4 : IMPLICATION DE L’HEMORHEOLOGIE DANS LE CONTEXTE DE 

L’ATHEROSCLEROSE 

1. Définition générale de l’hémorhéologie et de ses principaux paramètres 

L’hémorhéologie, ou rhéologie du sang, correspond à l’étude de l’écoulement du sang en rapport 

avec les contraintes hémodynamiques que sont les pressions, débits et résistances. Pour étudier 

l’hémorhéologie, la loi de Poiseuille sur l’écoulement de fluides comme l’eau ou l’éthanol dans 

des tubes en verre, est très utilisée, notamment en médecine cardiovasculaire :  

η  

Où Q : débit du liquide ; ΔP : différence de pression entre l’entrée et la sortie du tube ; r : rayon 

du tube ; L : longueur du tube et η : viscosité du fluide. 

Néanmoins, il est important de noter que le sang n’est pas un fluide newtonien (comme l’eau ou 

l’éthanol), et que les propriétés vasomotrices des vaisseaux sanguins ne sont pas prises en 

compte dans la valeur fixe du rayon d’un tube en verre. Ainsi, bien que très utilisée et très 

pratique, la loi de Poiseuille comporte des limites car elle ne tient pas compte des propriétés non-

newtoniennes du sang et de la complexité des interactions entre les propriétés rhéologiques du 

sang et la vasomotricité (S P Sutera and Skalak 1993).  

Afin de mieux comprendre comment se comporte le sang dans nos vaisseaux en situation 

physiologique et/ou pathologique, il est nécessaire de savoir comment est composé le sang. Le 

sang est un liquide composé à environ 55% de plasma (partie liquide majoritairement composée 

d’eau) et 45% d’éléments figurés (globules rouges, globules blancs, plaquettes…), en situation 

physiologique. Parmi les éléments figurés du sang, les globules rouges (ou érythrocytes) 

représentent un pourcentage très élevé (environ 600 globules rouges pour 1 globule blanc et 30 

plaquettes). Ainsi les globules blancs et les plaquettes sont plus rarement pris en compte dans 
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l’analyse des fluides (principalement dans les vaisseaux dont le diamètre est équivalent à celui 

des globules blancs). Le volume occupé par les globules rouges (GR) dans le sang est 

représenté par la valeur de l’hématocrite (Hct) qui peut varier dramatiquement en situation 

pathologique.  

Le plasma, qui est composé à 90% d’eau et environ 10% de protéines diverses, se comporte 

comme un fluide newtonien. Il est majoritairement composé de 4 types de protéines : les 

albumines, les globulines, les lipoprotéines et le fibrinogène. Les albumines et les globulines 

représentent la majorité des protéines plasmatiques et agissent dans les échanges entre le sang 

et les tissus. Le fibrinogène joue un rôle très important dans le processus de coagulation 

sanguine (il est le précurseur de la fibrine qui constitue le squelette du caillot), mais il est 

également impliqué dans la formation des rouleaux de globules rouges. 

a. Viscosité sanguine 

De par son importance dans la loi de Poiseuille, le paramètre hémorhéologique auquel on pense 

le plus est la viscosité sanguine. La viscosité sanguine représente la résistance naturelle du sang 

à son écoulement dans les vaisseaux sanguins. Elle est dépendante du taux de globules rouges 

dans le sang, elle est ainsi proportionnelle à l’hématocrite. On peut différencier la viscosité 

sanguine de la viscosité plasmatique, qui elle est fonction de la concentration des différentes 

protéines le composant, dont le fibrinogène est le principal acteur. La viscosité sanguine peut 

être calculée en faisant le rapport de la contrainte (force de frottement qui s’exerce sur les 

différentes couches de fluides parallèles) sur la vitesse de cisaillement (vitesse de déformation 

du fluide).  

La viscosité du sang varie en fonction de la vitesse (ou de la contrainte) de cisaillement qu’il subit 

(c’est un fluide non-newtonien dont l’écoulement dépend des forces externes qui s’exercent sur 

lui) (Baskurt and Meiselman 2003). A faible cisaillement, la viscosité sanguine est très affectée 

par l’hématocrite (relation à la puissance 4) et par l’agrégation des globules rouges (Figure 27). 
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Plus il y a d’agrégats érythrocytaires, plus la viscosité sanguine est élevée (Baskurt and 

Meiselman 2003). Lorsqu’on augmente la vitesse/contrainte de cisaillement, les agrégats de 

globules rouges sont dispersés et on assiste à une diminution de la viscosité sanguine. Si la 

vitesse de cisaillement augmente encore, la viscosité sanguine continue à diminuer en raison 

d’une élongation plus importante des globules rouges (Figure 27)(Baskurt and Meiselman 2003). 

Cette relation vitesse de cisaillement – viscosité sanguine reflète les propriétés rhéofluidifiantes 

du sang.  

Figure 27. Effets de la déformabilité et de l’agrégation érythrocytaire sur la 
viscosité sanguine en fonction de la vitesse de cisaillement 

d’après Connes et al. 2016 

La viscosité sanguine peut être également influencée par la viscosité plasmatique (Baskurt and 

Meiselman 2003). A l’inverse du sang, le plasma se comporte comme un fluide newtonien, c’est-

à-dire que son écoulement n’est pas dépendant des forces extérieures qui s’exercent sur lui. 

Ainsi, sa viscosité ne dépend pas de la vitesse de cisaillement mais uniquement de la 

concentration des protéines dont il est composé (principalement les albumines, globulines, 
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lipoprotéines et le fibrinogène). En effet, ces différentes protéines asymétriques (excepté les 

albumines) peuvent augmenter la viscosité plasmatique en se plaçant perpendiculairement au 

sens de l’écoulement (Baskurt and Meiselman 2003). En situation de réponse inflammatoire 

aigue ou de désordre métabolique, la concentration de ces différentes protéines augmente, et 

donc l’augmentation de la viscosité plasmatique peut être un indicateur physiopathologique 

(Somer and Meiselman 1993).  

De manière générale, nous pouvons dire que la viscosité sanguine est majoritairement influencée 

par les propriétés rhéologiques des globules rouges (déformabilité et agrégation érythrocytaire), 

l’hématocrite et la viscosité plasmatique. 

b. Déformabilité des globules rouges 

Le globule rouge, qui a la forme d’un disque biconcave d’une taille moyenne de 7μm, doit au 

cours de son existence traverser quelques milliers de fois des vaisseaux et capillaires sanguins 

de très fin calibre, parfois d’un diamètre trois fois inférieur à son propre diamètre. Il doit ainsi 

s’adapter à des conditions physiques et hémodynamiques extrêmes de la microcirculation. Pour 

ceci, le globule rouge possède une capacité de déformabilité importante, sous l’influence de trois 

paramètres : la viscosité intracytoplasmique, l’excès de surface du globule rouge par rapport à 

une sphère du même volume ainsi que des propriétés d’élasticité et de déformabilité de sa 

membrane (Connes and Boisseau 2010).  

La fonction principale du globule rouge est de transporter l’oxygène, et ce grâce à l’hémoglobine 

qu’il contient. La viscosité intracytoplasmique est fonction de la concentration en hémoglobine du 

globule rouge et est souvent assez faible. L’excès de surface que présente le globule rouge lui 

permet de modifier sa forme afin de s’allonger au maximum pour traverser les plus fins capillaires. 

Enfin, les propriétés viscoélastiques de la membrane, essentiellement liées à l’état de la bicouche 

lipidique ainsi que du cytosquelette, module la déformabilité des GRs (Mohandas and Evans 

1994). De façon intéressante, il a été montré que la quantité membranaire de cholestérol 



Chapitre 4 : Implication de l’hémorhéologie dans le contexte de l’athérosclérose 

101 
 

diminuait la déformabilité du GR, et de fait que les statines permettaient de limiter cette rigidité 

membranaire (Forsyth et al. 2012). Ainsi, lorsque les GR sont plus rigides, leurs capacités de 

déformation, et donc de traverser des capillaires fins et leur fournir de l’oxygène, sont réduites 

(Kameneva et al. 1999). De la même manière, en limitant leur capacité de déformabilité, les GR 

vont réduire leur surface de contact avec la paroi des capillaires, ce qui va réduire le nombre de 

capillaires fonctionnels et ainsi favoriser une ischémie tissulaire (Kameneva et al. 1999). 

c. Agrégation des globules rouges 

 L’agrégation érythrocytaire correspond à la capacité des globules rouges à se superposer les 

uns sur les autres et former des rouleaux linéaires (comme des assiettes qui s’empileraient) dans 

un premier temps, qui eux-mêmes se liant les uns aux autres forment des agrégats en trois 

dimensions (Baskurt and Meiselman 2010). Ce phénomène réversible de formation de rouleaux 

est en grande partie dû à la concentration plasmatique de fibrinogène, mais également de 

thrombospondine 1 et du facteur de von Willebrand comme récemment montré (Nader et al. 

2017). Mais il est également largement contrôlé par la vitesse de cisaillement. En effet, dans les 

zones de faible vitesse de cisaillement, la formation d’agrégats érythrocytaires est favorisée alors 

que dans les zones de vitesse de cisaillement élevée, ces agrégats se dissocient. Parmi les 

conséquences de cette agrégation érythrocytaire, nous pouvons noter une réduction de la 

production de NO par l’endothélium et donc un effet sur la vasomotricité. En effet, l’augmentation 

de l’agrégation des globules rouges entraine la migration de ceux-ci au centre des vaisseaux 

sanguins. Ce phénomène est appelé le phénomène de migration axiale, provoquant la formation 

d’une couche appauvrie en cellules, adjacente à la paroi vasculaire, dont la viscosité est plus 

faible que dans la zone axiale où la concentration en globules rouges est accrue. Ainsi, la 

contrainte de cisaillement sur l’endothélium est réduite, ce qui conduit à la diminution de 

production de NO (Baskurt and Meiselman 2010). De la même manière, les processus 

d’agrégation érythrocytaire et de migration axiale provoquent la margination des leucocytes et 
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des plaquettes vers l’endothélium, favorisant ainsi le phénomène de diapédèse leucocytaire, 

largement impliqué dans le processus d’athérogénèse (Nash et al. 2008 ; Watts et al. 2013). 

2. Évolution des paramètres hémorhéologiques dans le contexte de 

l’athérosclérose 

De nombreuses études se sont intéressées à la relation entre les paramètres de la rhéologie 

sanguine et les maladies cardiovasculaires, en particulier l’athérosclérose dans les années 1980 

et 1990. Les premières étapes de l’athérogénèse concernant la dysfonction endothéliale, il 

semble plausible que les caractéristiques du flux sanguin puissent jouer un rôle important dans 

l’initiation de l’athérosclérose. En effet, les plaques se développent au niveau des bifurcations du 

système artériel, où le flux sanguin est perturbé (Chiu and Chien 2011) : ainsi certains facteurs 

hémodynamiques peuvent jouer un rôle majeur. Au niveau de ces régions spécifiques, la 

contrainte de cisaillement (correspondant au produit de la vitesse de cisaillement et de la 

viscosité sanguine) devient oscillante favorisant ainsi la dysfonction endothéliale et le 

développement de l’athérosclérose (Davies 2009). En effet, la paroi endothéliale de ces régions 

pro-athérogènes présentent des caractéristiques telles qu’une augmentation de la perméabilité 

des macromolécules plasmatiques, une augmentation du renouvellement cellulaire 

(prolifération/apoptose) et une augmentation de l’adhérence des monocytes (Chiu and Chien 

2011). Ainsi, l’ensemble de ces caractéristiques favorise des altérations de la morphologie et de 

la structure des cellules endothéliales (Zhou et al. 2014). Une adaptation inadéquate des cellules 

endothéliales en réponse à la contrainte de cisaillement a été montré pour jouer un rôle primordial 

dans le développement de l’athérosclérose (Cunningham and Gotlieb 2005). De plus, il a été 

montré qu’un flux sanguin non-laminaire provoque des altérations de réponses endothéliales, 

d’expression génique, d’arrangement du cytosquelette et d’adhésion leucocytaire conduisant à 

des dommages vasculaires et le développement de plaques d’athérosclérose (Figure 28) (Della-

Morte and Rundek 2015). 
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Figure 28. Influence de la contrainte de cisaillement sur le développement de 

l’athérosclérose 
D’après Della-Morte et Rundek, 2015 

 Nous pouvons donc ainsi dire que les propriétés hémorhéologiques, par l’intermédiaire de la 

viscosité sanguine, jouent un rôle dans l’initiation de l’athérogénèse et la dysfonction endothéliale 

(Figure 27). 

a. Viscosité sanguine 

Il a été montré à plusieurs reprises et avec différents types de sujets (sujets sains, patients 

hypertendus traités ou non, patients hypercholestérolémiques traités ou non) que la viscosité 

sanguine était un paramètre majeur causant le développement de plaque d’athérosclérose et la 

survenue d’évènements ischémiques majeurs (Kensey 2003). En effet, la viscosité du sang est 

positivement corrélée aux facteurs de risque cardiovasculaires favorisant le développement de 

la plaque d’athérosclérose comme l’hypertension (Smith et al. 1992 ; Fowkes et al. 1993 ; 

Devereux et al. 2000), l’hyperlipidémie (Lowe 1992), l’obésité (Dintenfass 1989), le tabagisme 
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(Ernst 1995), le diabète (Dintenfass 1989) et la concentration élevée en LDL-C (Lowe 1992; 

Sloop and Garber 1997).  

Plusieurs études ont été réalisées chez des patients hypertendus montrant que la viscosité 

sanguine était 10% plus élevée chez ces patients par rapport à des sujets sains (Smith et al. 

1992 ; Fowkes et al. 1993 ; Devereux et al. 2000). Une corrélation positive entre la viscosité 

sanguine et la pression artérielle a également été montré chez des patients présentant une 

hypertension moyenne non traitée alors qu’aucune relation n’a été montré chez des sujets sains 

(Letcher et al. 1981). Ce dernier résultat suggère alors que l’altération de la viscosité sanguine 

contribue significativement à l’augmentation des résistances périphériques, paramètre majeur de 

l’hypertension. De plus, Lowe et al. (2000) ont montré dans une étude de suivi de cohorte que la 

diminution de la concentration en lipoprotéines était associée à la diminution des viscosités 

sanguine et plasmatique chez des patients hypercholestérolémiques 1 an après le début d’un 

traitement aux statines. Cette réduction du taux de lipoprotéines n’était toutefois pas associée à 

une réduction de l’hématocrite, des globules blancs et du fibrinogène. 

Enfin, plusieurs études ont démontré que les paramètres hémorhéologiques, et principalement 

la viscosité sanguine étaient des prédicteurs de maladies cardiovasculaires aussi forts que les 

facteurs de risque cardiovasculaires conventionnels (Lowe et al. 1997 ; Koenig et al. 1998). Plus 

précisément, Lowe et al. (1997) ont suggéré que la viscosité sanguine pouvait être un prédicteur 

d’évènements ischémiques aussi fort que la concentration en LDL-C et la pression artérielle 

diastolique dans une population âgée, et plus fort que le tabagisme. Récemment, il a été montré 

à plusieurs reprises que la viscosité sanguine était plus élevée chez des patients ayant subi un 

accident ischémique cérébral (Velcheva et al. 2006 ; Li et al. 2015 ; Totsimon et al. 2016) par 

rapport à des sujets sains ou patients asymptomatiques. En effet, Li et al. (2015) ont rapporté 

une augmentation significative de la viscosité sanguine en fonction de la survenue d’infarctus 

cérébral silencieux chez des patients diabétiques de type 2 et hypertendus. Ceci a alors été 

confirmé par Totsimon et al. (2016) et Velcheva et al. (2006) qui ont démontré une viscosité 
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supérieure chez des patients symptomatiques présentant une sténose de l’artère carotide, 

respectivement par rapport à des patients asymptomatiques vis-à-vis de l’AVC et/ou AIT, et des 

sujets sains. 

b. Déformabilité des globules rouges 

Comme nous l’avons précédemment évoqué, les propriétés de déformabilité du GR jouent un 

rôle prépondérant dans l’évolution de la viscosité du sang. Plusieurs études récentes se sont 

intéressées aux différences de déformabilité des GR de patients symptomatiques et 

asymptomatiques vis-à-vis de l’athérosclérose carotidienne et de l’AVC, et de sujets sains 

(Ionova 2003 ; Lee et al. 2006 ; Tikhomirova et al. 2011 ; Totsimon et al. 2016). Les patients 

symptomatiques présentaient des GR moins déformables par rapport aux patients 

asymptomatiques ou sujets sains (Ionova 2003 ; Tikhomirova et al. 2011 ; Totsimon et al. 2016).  

En plus de jouer un rôle important dans l’évolution de la viscosité sanguine, l’état de déformabilité 

des GR a un impact direct sur la microcirculation. Les anomalies de la microcirculation semblent 

constituer un des premiers signes de maladies cardiovasculaires (Levy et al. 2008). En effet, il a 

été montré chez des patients souffrant de désordres cérébrovasculaires et chez des patients 

souffrant d’insuffisance cardiaque chronique, une altération de la microcirculation ainsi qu’une 

diminution de la déformabilité érythrocytaire, contribuant ainsi à l’aggravation des symptômes 

(Tikhomirova et al. 2011, 2017). Plusieurs paramètres impliqués dans le développement et la 

progression de l’athérosclérose ont été montré pour altérer la déformabilité des GR tels que le 

stress oxydant (Mohanty et al. 2014), l’inflammation (par l’activation des leucocytes 

polymorphonucléaires) (Baskurt and Meiselman 2003), ou encore la présence de LDL oxydés 

(Wang et al. 2009).  

c. Agrégation des globules rouges 

L’étude de l’évolution de l’agrégation érythrocytaire dans le contexte de l’athérosclérose et des 

maladies cardiovasculaires était prédominante dans les années 90. C’est à ce moment-là que 
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plusieurs études ont démontré que des patients symptomatiques vis-à-vis d’évènements 

ischémiques présentaient une agrégation des GR supérieure à celle des patients 

asymptomatiques (Koenig and Ernst 1992; Pfafferott et al. 1999). Ces observations ont alors été 

confirmées dans les années 2000, en particulier chez des patients victimes d’un AVC ou d’un 

AIT (Zeltser et al. 2001 ; Ionova 2003 ; Tikhomirova et al. 2011) par rapport à des patients 

asymptomatiques ou des contrôles sains. De la même manière que pour la déformabilité des 

GR, il a été montré que le stress oxydant et l’inflammation (notamment par l’intermédiaire des 

enzymes protéolytiques jouant un rôle crucial dans la dégradation de la chape fibreuse)  

augmentaient l’agrégabilité des GR (Baskurt and Meiselman 2003; Hierso et al. 2014). 

L’ensemble de ces études montre le potentiel rôle de l’agrégation des GR dans les phénomènes 

de rupture de plaque à l’origine d’évènements ischémiques majeurs. Néanmoins, il est 

intéressant de noter qu’un traitement hypolipidémiant par les statines n’avait pas d’impact sur les 

propriétés d’agrégation des GR alors qu’il permettait d’améliorer les propriétés de déformabilité 

érythrocytaire et ainsi la viscosité sanguine chez des patients atteints de maladies 

cérébrovasculaires chroniques (Szapary et al. 2004). 

Ainsi, l’ensemble de ces informations laisse à penser que l’analyse de paramètres 

hémorhéologiques pourrait favoriser l’identification de patients à risque pour l’athérosclérose et 

autres maladies cardiovasculaires. 
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CCHAPITRE 5 : EFFETS DU NIVEAU D’ACTIVITE SUR LES PARAMETRES 

BIOLOGIQUES DE L’ATHEROSCLEROSE 

A. ACTIVITÉ PHYSIQUE 

L’activité physique (AP), comme défini par l’OMS, correspond à « tout mouvement corporel 

produit par les muscles qui requiert une dépense d’énergie – ce qui comprend les mouvements 

effectués en travaillant, en jouant, en accomplissant les tâches ménagères, en se déplaçant et 

pendant les activités de loisirs », impliquant une élévation des besoins énergétiques et ayant une 

durée limitée dans le temps (Caspersen et al. 1985). Il est important dans notre contexte de 

différencier les notions d’activité physique et d’activité sportive. En effet, l’activité sportive est un 

sous-ensemble de l’AP qui correspond à un ensemble de mouvement structurés et planifiés, 

pouvant impliquer la notion de compétition (Khan et al. 2012). 

L’AP est reconnue pour avoir des effets distincts, les effets aigus et chroniques. Ces deux notions 

se différencient par la répétition ou non d’activité physique. En effet, l’AP aigue engendre des 

effets immédiats, ou à court terme, suite à une seule période d’activité physique. Ces effets 

transitoires, qui s’interrompent peu de temps après l’arrêt de l’activité, entraînent des 

modifications hémodynamiques, endocrines et métaboliques temporaires dans le but de 

restaurer l’homéostasie (Saltin 1985). A l’inverse, l’AP chronique engendre des effets durables, 

ou à long terme, suite à la répétition de périodes d’AP, provoquant des adaptations 

physiologiques, notamment sur les fonctions musculaire, pulmonaire et cardiovasculaire. 

Au travers de ce chapitre et ce travail de thèse, nous allons nous intéresser spécifiquement aux 

effets de l’AP chronique sur différents paramètres intervenant dans l’athérosclérose. 
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1. Effets sur le stress oxydant et l’inflammation 

Il est maintenant bien admis que l’activité physique régulière joue un rôle important dans 

l’amélioration de la santé vasculaire et cellulaire, par l’amélioration des défenses antioxydantes 

et de la réponse immunitaire (He et al. 2016). La réduction du stress oxydant induite par l’AP 

chronique a tout d’abord été montré dans la population générale (Miyazaki et al. 2001; Elosua et 

al. 2003a; Bloomer and Fisher-Wellman 2008). En effet, Elosua et al. (2003) ont démontré une 

amélioration des capacités antioxydantes après 16 semaines d’entrainement aérobie chez de 

jeunes adultes sédentaires tandis que Bloomer and Fisher-Wellman (2008) montraient que des 

sujets entrainés présentaient un stress oxydant au repos moindre par rapport à des sujets 

sédentaires. De plus, Miyazaki et al. (2001) ont indiqué que pratiquer une AP régulière permettait 

de limiter le stress oxydant induit par un exercice de haute intensité.  

Cet effet bénéfique de l’AP chronique sur le stress oxydant a également été démontré chez des 

patients atteints de maladies cardiovasculaires, à risque de développement de plaque et atteints 

d’athérosclérose (Higashi and Yoshizumi 2004; Huang et al. 2015 ; Dopheide et al. 2015 ; Walker 

et al. 2016 ; Steven et al. 2017). De nombreuses études ont été réalisées chez des patients 

présentant de l’athérosclérose au niveau fémoral, montrant à la fois une augmentation des ROS 

en cas de maladie des artères périphériques (Walker et al. 2016), et une réduction du stress 

oxydant associé par l’AP (Dopheide et al. 2015 ; Gardner et al. 2016, 2017 ; Steven et al. 2017). 

Le même constat a également été observé chez des patients hypertendus (Higashi and 

Yoshizumi 2004) et obèses (Huang et al. 2015).  

D’un point de vue mécanistique, l’AP a été montré pour améliorer les capacités antioxydantes et 

améliorer la biodisponibilité du NO (Rush et al. 2005). En effet, l’AP chronique améliore l’activité 

de la SOD (Rowiński et al. 2013; Bouzid et al. 2015) qui est l’enzyme impliquée en premier lieu 

dans la protection contre les ROS (Figure 21), chez des personnes âgées. L’AP a également été 

montrée pour améliorer l’activité de la catalase (Rowiński et al. 2013; Fraile-Bermúdez et al. 

2015), en particulier chez des sujets moins âgés (Rowiński et al. 2013) et en fonction de l’intensité 
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(Fraile-Bermúdez et al. 2015). De la même manière, l’AP chronique améliore l’activité de 

l’enzyme GPx (Rowiński et al. 2013; Bouzid et al. 2015; Fraile-Bermúdez et al. 2015) chez des 

sujets âgés donc potentiellement à risque d’athérosclérose. Et l’AP chronique a également été 

montré pour améliorer la régulation vasculaire notamment via le métabolisme du NO (Pialoux et 

al. 2009a ; Szostak and Laurant 2011), paramètre primordial dans cette pathologie. 

Similairement au stress oxydant, l’inflammation est connue pour être impactée par l’AP 

chronique. La diminution de l’inflammation par l’AP régulière a tout d’abord été montré dans la 

population générale comme l’ont montré Mattusch et al. (2000), Hamer et al. (2012) ainsi que 

(Parsons et al. 2017). Ces 3 études ont ainsi montré à travers 2 biomarqueurs généraux (CRP 

et IL-6), une baisse de l’inflammation grâce à une pratique d’AP chronique, recensée à l’aide de 

questionnaire (Hamer et al. 2012), accéléromètre (Parsons et al. 2017) et programme 

d’entrainement en endurance (Mattusch et al. 2000).   

Dans un second temps, cette association positive a été étudiée dans le contexte de pathologies 

et d’athérosclérose. Tout d’abord, Pischon et al. (2003) ont rapporté une association entre l’AP 

chronique et une inflammation systémique moindre par l’intermédiaire des biomarqueurs CRP, 

IL-6 et des récepteurs du TNF, dans une cohorte de patients obèses, à risque d’athérosclérose. 

De la même manière, Lira et al. (2014) ont rapporté l’amélioration de l’inflammation et des 

dyslipidémies par l’AP, mécanismes liés au développement de l’athérosclérose. Enfin, plusieurs 

études se sont intéressées à la relation entre l’inflammation et l’activité physique directement 

chez des patients atteints d’athérosclérose (Gleeson et al. 2011 ; Pinto et al. 2012 ; Palmefors et 

al. 2014 ; Coelho Junior et al. 2016). Toutes ces études s’accordent à dire que l’AP régulière joue 

un rôle bénéfique sur l’inflammation dans le contexte de l’athérosclérose, ayant ainsi 

d’importantes implications cliniques.  

D’un point de vue mécanistique, l’AP chronique pourrait agir à différents niveaux dans la 

réduction de l’inflammation. En effet, pratiquer une AP régulièrement permettrait de réduire la 
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masse graisseuse viscérale provoquant ainsi la réduction de production de cytokines pro-

inflammatoires par le tissu adipeux (TNF, IL-6, IL-18, CCL2, CXCL5) ou adipokines (Gleeson et 

al. 2011). L’AP chronique pourrait augmenter la production d’IL-6 par les muscles squelettiques 

contractés entrainant alors une augmentation des cytokines anti-inflammatoires IL-10 et IL-1RA 

(Gleeson et al. 2011). Une diminution de l’infiltration des macrophages dans le tissu adipeux 

pourrait également expliquer la diminution de l’inflammation par l’AP, limitant alors la réponse 

immunitaire et inflammatoire subséquente (Gleeson et al. 2011). Enfin, l’AP chronique pourrait 

réduire la quantité de monocytes pro-inflammatoires dans le sang au repos, expliquant ainsi la 

diminution de l’infiltration des monocytes dans les tissus ainsi que la réponse inflammatoire 

associée (Gleeson et al. 2011). 

2. Effets sur les paramètres hémorhéologiques 

Tout comme le stress oxydant et l’inflammation, les principaux paramètres hémorhéologiques, 

participant au développement et à la progression de la pathologie, sont influencés par l’AP 

chronique (Connes et al. 2013). Ce constat a été fait, au même titre que le stress oxydant et 

l’inflammation, tout d’abord dans la population générale, et confirmé par la suite dans des 

populations de patients atteints de maladies cardiovasculaires.  

Tout d’abord, il a été montré que la viscosité sanguine était diminuée par la pratique d’une AP 

régulière (Church et al. 2002). Ceci est expliqué par le phénomène d’auto-hémodilution, ou 

augmentation du volume plasmatique chronique engendrée par la pratique d’une activité 

physique régulière. L’expansion plasmatique observée permet alors une diminution de 

l’hématocrite et de la viscosité plasmatique, ce qui favorise donc une baisse de la viscosité 

sanguine (Brun et al. 1998). Et ce constat a été fait à la fois chez des sujets sains par la 

comparaison entre athlètes et sédentaires (Ernst 1987) et chez des patients atteints de maladies 

cardiovasculaires après un entrainement aérobie de 24 semaines (Sandor et al. 2014). 
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La diminution de la viscosité sanguine par l’AP chronique peut également être expliquée par des 

modifications des propriétés mécaniques des GR : déformabilité (Sandor et al. 2014) et 

agrégation (Sandor et al. 2014 ; Pabisiak et al. 2015). L’agrégation érythrocytaire a été montrée 

à plusieurs reprises pour être diminuée grâce à l’AP chronique (Dintenfass 1989 ; Simmonds et 

al. 2012 ; Connes et al. 2013 ; Sandor et al. 2014 ; Pabisiak et al. 2015) chez des sujets sains et 

des patients atteints de maladies cardiovasculaires. Cette diminution de l’agrégation des GR peut 

être expliquée par la diminution de la concentration en fibrinogène induite par l’exercice physique 

comme précédemment montré par Pabisiak et al. (2015). De plus, la diminution de la 

concentration de fibrinogène influence également la viscosité plasmatique et ainsi la viscosité 

sanguine. Concernant l’évolution de la déformabilité des GR, il est important de différencier l’AP 

aigue de l’AP chronique. Il n’existe pas à l’heure actuelle, de consensus concernant l’évolution 

de la déformabilité des GR induite par l’AP aigue. En effet, alors que certains auteurs comme 

Connes et al. (2009) et Wahl et al. (2012) ont rapporté une augmentation de la déformabilité 

érythrocytaire, d’autres auteurs ont montré que l’AP aigue entrainait une diminution de la 

déformabilité érythrocytaire (Ajmani and al. 2003 ; Yalcin and al. 2003). Il n’existe que peu 

d’études s’intéressant aux effets de l’AP chronique sur la déformabilité des GR. Parmi celles-ci, 

les études transversales s’accordent à montrer une déformabilité érythrocytaire supérieure chez 

les athlètes comparés à des sujets sédentaires (Ernst and Matrai 1987; Smith et al. 1999a). Les 

études longitudinales, quant à elles, ne proposent pas de consensus. En effet, alors que Ernst 

and Matrai (1987) ont montré une augmentation de la déformabilité érythrocytaire suite à un 

entrainement en endurance, Simmonds et al. (2012) ont rapporté une diminution de cette 

déformabilité et Pabisiak et al. (2015) n’ont pas observé d’évolution après un entrainement 

aérobie. Ce manque de consensus peut être expliqué par différents facteurs comme la différence 

entre les techniques de mesure de la déformabilité érythrocytaire entre les études et également 

la différence entre les protocoles et les modalités de mesure d’AP (questionnaires, entrainement 

aérobie, niveau d’AP). Théoriquement, l’AP devrait permettre un renouvellement plus régulier 
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des GR sous l’influence de l’érythropoïétine (EPO) (Hu and Lin 2012). Les GR âgés sont plus 

fragiles et rigides tandis que les nouveaux GR sont plus déformables (Wahl et al. 2012). 

3. Effets sur les biomarqueurs d’instabilité de la plaque 

L’association positive entre l’AP chronique et la réduction de l’incidence des maladies 

cardiovasculaires est maintenant bien établie, en particulier la sténose de l’artère carotidienne 

(Stein et al. 2015) et la maladie cardiaque coronarienne (CHD) (Thompson et al. 2003 ; Schnohr 

et al. 2017). De nombreuses études ont déterminé que des niveaux d’AP modérés à élevés  

prévenaient des évènements cardiovasculaires (Berlin and Colditz 1990; Rauramaa et al. 1995 ; 

Sofi et al. 2008), décrivant une relation dose-réponse (K E Powell et al. 1987 ; Stamatakis et al. 

2009). L’AP joue un rôle protecteur dans la prévention primaire et la prévention secondaire. De 

plus, plusieurs essais cliniques portant sur l’AP ont démontré une régression des lésions 

existantes (Bowles and Laughlin 2011). En effet, l’AP chronique a été montré pour réduire la 

majorité des processus physiologiques impliqués dans la pathogénèse des maladies 

cardiovasculaires (stress oxydant, inflammation, adhérence vasculaire) (Rush et al. 2005 ; 

Pialoux et al. 2009a ; Szostak and Laurant 2011), à l’inverse de la réponse à court terme de l’AP 

aigue (Elosua et al. 2003a; Delaney and Spark 2016). D’autre part, le type d’activité pratiquée 

peut engendrer différentes évolutions des marqueurs d’athérosclérose. Agrotou et al. (2013) ont 

montré que la pratique régulière de sport de force (haltérophilie) était associée avec une 

diminution de la vasodilatation dépendante du flux sanguin (FMD) et avec une augmentation de 

l’épaisseur intima-media de la carotide (cIMT), deux marqueurs précoces de l’athérosclérose. A 

l’inverse, un exercice d’endurance chronique, comme l’entrainement pour un marathon, était 

capable de réduire plusieurs facteurs de risque cardiovasculaires (CRP, lipides sanguins, 

cholestérol, IMC) (Taylor et al. 2014). Hambrecht et al. (2004) ont démontré que la thérapie 

combinée AP et régime alimentaire était plus efficace que la chirurgie d’angioplastie sur la 

prévention d’évènements ischémiques chez des patients CHD stables, et que cette thérapie 

pouvait être 3500$ moins coûteuse par patient. L’ensemble de ces résultats confirment 
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l’importance de l’AP chronique dans la prévention de l’athérosclérose. Bowles and Laughlin 

(2011) ont alors émis l’hypothèse de plusieurs mécanismes plausibles, incluant une fonction 

endothéliale améliorée, l’atténuation de la progression de la plaque ainsi que la stabilisation des 

plaques vulnérables à risque de rupture, la réduction de la demande en oxygène myocardique, 

la diminution de la thrombose, et la diminution de médiateurs inflammatoires produits par les 

muscles squelettiques et le tissu adipeux. 

Plusieurs études se sont intéressées aux effets de l’AP régulière sur les marqueurs biologiques 

de l’athérosclérose afin de mieux comprendre le rôle bénéfique de l’AP sur la pathologie. Des 

paramètres anatomiques tels que le volume de plaque, cIMT ou la rugosité de surface, semblent 

être convenables pour prédire la survenue d’évènements cardiovasculaires comme Forbes et al. 

(2016) ont récemment montré une association positive entre la réduction du volume de plaque 

coronarienne et la réduction d’évènements cardiovasculaires. L’AP a été montré pour réduire des 

paramètres anatomiques de la plaque dans plusieurs études. Nishitani-Yokoyama et al. (2015) 

ont rapporté une corrélation négative significative entre la variation du volume de plaque 

coronarienne et l’AP quotidienne. Ce résultat est confirmé par Lakka et al. (2001) qui ont reporté 

dans une étude de suivi de 4 ans, une association inverse entre VO2max et le développement 

du cIMT (Rauramaa et al. 1995), la taille de plaque carotidienne et la rugosité de surface, 

soulignant ainsi le rôle préventif de l’AP sur les évènements cardiovasculaires. De manière 

intéressante, Nishitani-Yokoyama et al. (2015) n’ont pas trouvé de différence de variation du 

volume de plaque entre des patients symptomatiques impliqués ou non dans un programme de 

rééducation cardiaque en phase II incluant 6 mois d’entrainement aérobie. 

La calcification de l’artère coronaire (CAC) semble être un important facteur de risque. Desai et 

al. (2004) ont démontré une forte relation entre l’AP et la prévalence de calcification avancée 

dans une étude de cohorte impliquant 779 patients présentant plus de deux facteurs de risque 

cardiovasculaires (HTA, obésité, hypertriglycéridémie, et basse concentration de HDL-C). Ceci 

a été récemment confirmée dans une étude de cohorte impliquant 2107 hommes, montrant que 
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des hauts niveaux d’AP pouvaient atténuer CAC et cIMT (Jae et al. 2016). Ces auteurs ont alors 

démontré une relation inverse entre niveaux d’AP et degré absolu de CAC, émettant alors 

l’hypothèse que l’AP régulière pouvait réduire les facteurs de risque métaboliques et ainsi 

moduler ou retarder la calcification de plaque. Ce résultat a été confirmé par (Kwaśniewska et al. 

2014) et Wilund et al. (2008) chez des hommes uniquement. 

Le paramètre anatomique le plus utilisé à l’heure actuelle pour détecter et quantifier 

l’athérosclérose est le cIMT. Plusieurs études ont reporté que le cIMT était capable de prédire 

l’athérosclérose coronarienne. Mais, comme décrit par Bots et al. (2007), cette relation apparait 

fragile à cause de la variabilité du développement de l’athérosclérose et des mesures du cIMT. 

Différents auteurs ont émis l’hypothèse que des modifications de l’hygiène de vie induites par 

l’intervention en AP ne devraient pas être suffisantes pour limiter la progression du cIMT et de la 

plaque d’athérosclérose dans une population saine (Tanaka et al. 2002 ; Rauramaa et al. 2004) 

et chez des patients cardiovasculaires (Anderssen et al. 2005 ; Chan et al. 2006). Tanaka et al. 

(2002) ont trouvé, dans un groupe d’hommes sains de 18-77 ans, que le cIMT ne différait pas 

entre les sédentaires et les entrainés en endurance, comme confirmé par Gori et al. (2015). Ils 

ont tous deux montré que le cIMT était relatif à l’âge mais pas à la quantité d’AP pratiquée par 

semaine. Il est important de détailler que dans ces deux études transversales, l’évaluation de 

l’AP a été faire par auto-questionnaires. Cependant, Ferreira et al. (2003) ont réalisé un suivi de 

VO2max dans un groupe de 154 adolescents et 118 sujets adolescents-adultes. Aucune 

différence de cIMT n’a été trouvé entre les trois groupes d’évolution de VO2max (diminution, 

stabilité ou augmentation) après ajustement des variables. Cette dernière étude pose la question 

de l’utilisation du cIMT comme marqueur adéquat de l’effet bénéfique de l’AP sur le 

développement de l’athérosclérose.  

Les effets de l’exercice sur la pression artérielle ont également bien été étudiés. Thompson et al. 

(2003) ont rapporté une réduction significative des PAS et PAD avec l’exercice dans une 

population totale de 2674 patients, incluant des sujets normotendus et hypertendus. Ils ont pu 
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observer une réduction d’un facteur 3 chez les sujets hypertendus par rapports aux normotendus, 

suggérant ainsi que l’AP pouvait être utilisée comme traitement. De plus, l’effet positif de 

l’exercice aérobie régulier sur la fonction vasomotrice et les propriétés artérielles, en particulier 

la rigidité artérielle, est bien connu (Tanaka et al. 1998). Horta et al. (2015) ont démontré que les 

sujets actifs, suivant les recommandations internationales de 30min/jour avaient une rigidité 

artérielle moindre alors que le temps de sédentarité était associé à cette rigidité artérielle. De 

plus, il apparait que la rugosité artérielle (i.e. irrégularités de l’IMT mesurées par scanner à 

ultrasons) était plus sensible que le cIMT pour caractériser les modifications de la paroi artérielle 

(Sandrock et al. 2008). De manière intéressante, Luedemann et al. (2002) ont rapporté que les 

sujets qui n’ont jamais fumé avaient un cIMT et une sténose de l’artère carotide commune réduite 

par rapport aux fumeurs.  

La rigidité artérielle est une des conséquences de la dysfonction endothéliale. Le NO est l’acteur 

majeur du tonus vasomoteur. L’athérogénèse coronarienne est caractérisée par la détérioration 

progressive de la fonction endothéliale, en particulier par la voie de signalisation du NO favorisant 

et maintenant l’environnement pro-oxydatif et pro-inflammatoire. Il est bien connu que l’AP 

régulière améliore la production de NO (Skrypnik et al. 2014), elle peut donc être une thérapie 

potentielle de la dysfonction endothéliale. Hambrecht et al. (2000) ont étudié les effets de 4 

semaines d’entrainement physique sur la dysfonction endothéliale chez 19 patients 

d’athérosclérose carotidienne asymptomatiques sans facteurs de risque métaboliques (diabète, 

obésité, HTA, hypercholestérolémie et tabagisme). Ils ont pu observer que l’entrainement aérobie 

améliorait la vasodilatation endothéliale et limiter la vasoconstriction en réponse à l’acétylcholine. 

B. SÉDENTARITÉ 

La sédentarité, ou comportement sédentaire, correspond au temps accumulé en position assise 

ou allongée pendant la période d’éveil au cours de laquelle la dépense énergétique est égale à 

celle de repos (Owen et al. 2010b).  Adopter un comportement sédentaire représente à l’heure 
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actuelle l’un des 10 facteurs de risque de mortalité dans le monde, et plus particulièrement un 

facteur de risque majeur des maladies cardiovasculaires, selon l’OMS. La sédentarité est à 

différencier de la notion d’inactivité physique. En effet, l’inactivité physique représente l’incapacité 

à respecter les recommandations de pratique d’AP, ou pratiquer une quantité insuffisante d’AP 

d’intensité modérée à intense (Haskell et al. 2007). Ainsi, il est possible pour un individu à la fois 

de pratiquer une quantité suffisante d’AP modérée et d’adopter un comportement sédentaire de 

longue durée au cours d’une même journée (Owen et al. 2010a). Toutefois, il a été rapporté que 

lorsque le temps de sédentarité était entrecoupé par des phases actives (i.e. se lever et marcher 

quelques minutes toutes les heures), l’effet délètère de la sédentarité continue était limité 

(associations bénéfiques avec le tour de taille, l’IMC, les triglycérides et le glucose) (Owen et al. 

2010b). 

 

Figure 29. Profils d’activités quotidiennes découlant de données d’accéléromètres 
(profils d’une personne respectant les recommandations d’AP, d’une personne 

sédentaire, et d’une personne entrecoupant son temps de sédentarité) 
d’après Owen et al. 2010b 
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1. Effets sur le stress oxydant et l’inflammation 

Bien que l’effet bénéfique de l’AP sur la santé vasculaire, le stress oxydant et l’inflammation soit 

maintenant bien établi, peu d’études ont été réalisées sur l’effet d’un comportement sédentaire 

pathologique sur ces mêmes paramètres. En effet, la sédentarité extrême est un problème de 

santé publique émergeant induit par l’urbanisation croissante. Néanmoins, très récemment, Wirth 

et al. (2017) ont rapporté les principaux biomarqueurs associés à un comportement sédentaire 

dans une population âgée, au sein d’une revue rassemblant 26 études transversales. Ils ont ainsi 

pu observer le lien entre certains marqueurs de l’inflammation comme la CRP, le fibrinogène, 

l’IL-6 et le TNF-α avec la sédentarité. Cette revue confirme les résultats d’études précédentes 

établissant l’association d’un comportement sédentaire avec la concentration en CRP (Healy et 

al. 2011 ; Gennuso et al. 2013 ; Howard et al. 2015 ; Farah et al. 2016) et en fibrinogène (Farah 

et al. 2016). Ainsi, bien que l’ensemble de ces études rapportent un effet néfaste de la sédentarité 

sur l’inflammation, il est important de noter que seuls des marqueurs très généraux (CRP, 

fibrinogène) ont été mesurés. Il serait intéressant à ce point, de confirmer ces résultats à l’aide 

de marqueurs plus spécifiques de l’athérosclérose, notamment des marqueurs inflammatoires 

associés à la fonction endothéliale (Carter et al. 2017) et par le biais d’études longitudinales.  

Concernant l’effet de la sédentarité sur l’évolution du stress oxydant, le même constat d’un 

nombre faible d’études réalisées est fait. Néanmoins, la production de ROS vasculaires activée 

par la production de cytokines pourrait expliquer le lien entre la sédentarité et le risque de 

développer une maladie cardiovasculaire (Zhang et al. 2010). Carter et al. (2017) rapportent dans 

leur revue, une seule étude analysant l’effet d’un traitement antioxydant sur la fonction 

endothéliale après un comportement sédentaire. En effet, Thosar et al. (2015) ont observé la 

réduction de l’altération de la fonction endothéliale par l’ingestion de vitamine C lors d’un 

comportement sédentaire, suggérant le rôle potentiel des ROS dans l’impact de la sédentarité 

pathologique sur la santé vasculaire. Plus spécifiquement, Bartfay et Bartfay (2014) ont démontré 

un stress oxydant plus élevé chez des femmes ménopausées sédentaires par rapport à des 
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femmes ménopausées actives, par l’intermédiaire de biomarqueurs de la peroxydation lipidique 

(MDA et HNE) et du fer (fer sérique et ferritine). Ils ont également démontré une diminution de 

l’activité de GPx chez les femmes sédentaires par rapport aux femmes actives. Bouzid et al. 

(2014) ont également montré une plus forte augmentation du taux de MDA après un effort chez 

des sujets sédentaires âgés vis-à-vis de sujets actifs âgés, ainsi qu’une activité diminuée de SOD 

au repos chez les sédentaires. De la même manière que pour l’inflammation, ces résultats ont 

besoin d’être confirmés dans une population générale et dans une population de patients atteints 

de maladies cardiovasculaires. 

2. Effets sur les paramètres hémorhéologiques 

A l’heure actuelle, l’effet d’un comportement sédentaire sur les paramètres hémorhéologiques 

dans le contexte de l’athérosclérose n’a pas été clairement étudié, au même titre que dans la 

population générale. En effet, le peu d’études qui pourraient potentiellement apporter des 

informations sur cette relation rapportent des différences d’évolution de certains paramètres 

hémorhéologiques chez des patients sédentaires participant ou non à un programme d’activité 

physique (Aloulou et al. 2006 ; Varlet-Marie et al. 2013 ; Diaw et al. 2015). Néanmoins, ces études 

ne donnent pas d’informations relatives sur le degré de sédentarité de ces patients. Ainsi, il 

semblerait intéressant à ce point, d’évaluer l’impact d’un comportement sédentaire excessif, 

comme observé dans notre population de patients souffrant d’athérosclérose, sur la viscosité du 

sang et les propriétés de déformabilité et d’agrégation érythrocytaire. 

3. Effets sur les biomarqueurs d’instabilité de la plaque 

La sédentarité est un facteur de risque cardiovasculaire émergeant, causée en grande partie par 

le développement industriel favorisant les déplacements en voiture, le temps passé devant 

l’ordinateur ou la télévision et ainsi limitant la pratique d’activité physique d’intensité modérée. 

Durant la dernière décennie, plusieurs études se sont intéressées à l’impact d’un comportement 

sédentaire sur la santé cardiovasculaire (Schmidt-Trucksäss 2016; Loprinzi and Addoh 2016), 
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comportement considéré comme pathologique au-delà du seuil de 8h/jour et accentuant la 

mortalité cardiovasculaire (Kim et al. 2013 ; Schmid et al. 2015 ; Prince et al. 2016).  

Tout d’abord, plusieurs études se sont intéressées à l’association entre la sédentarité et les 

marqueurs des différents facteurs de risque cardiovasculaires (obésité, hypertension, diabète, 

dyslipidémie) ou paramètres biologiques impliqués dans l’athérogénèse. Ainsi, il a été montré à 

plusieurs reprises l’association positive de la sédentarité et du poids, de l’IMC et du tour de taille 

(Healy et al. 2011 ; Gennuso et al. 2013 ; Nang et al. 2015 ; Leischik et al. 2015 ; Prince et al. 

2016 ; Wirth et al. 2017) chez des sujets adultes, confirmant alors la relation entre sédentarité et 

obésité. La relation entre la sédentarité et l’hypertension a également été bien étudiée, montrant 

une augmentation de la PAS et PAD en situation de sédentarité pathologique (Power et al. 2014 

; Nosova et al. 2014 ; Nang et al. 2015 ; Wirth et al. 2017). Ensuite, certains auteurs ont démontré 

l’association positive entre un comportement sédentaire et des marqueurs du diabète tels que 

les niveaux de glucose, d’insuline et d’hémoglobine glyquée HbA1c (Healy et al. 2011 ; Gennuso 

et al. 2013 ; Nang et al. 2015 ; Leischik et al. 2015 ; Wirth et al. 2017). Enfin, il a été démontré le 

lien entre la sédentarité et les dyslipidémies, notamment par l’intermédiaire des concentrations 

en HDL-C, LDL-C et TG (Healy et al. 2011 ; Gennuso et al. 2013 ; Power et al. 2014 ; Nang et 

al. 2015 ; Leischik et al. 2015 ; Prince et al. 2016). 

Il est ainsi bien démontré qu’un comportement sédentaire peut influencer de manière délétère la 

survenue de plaque d’athérosclérose (Loprinzi and Addoh 2016) par l’intermédiaire de l’ensemble 

de ses facteurs de risque (Carter et al. 2017). Néanmoins, certaines études se sont intéressées 

spécifiquement aux biomarqueurs de l’athérosclérose, et aux biomarqueurs de l’instabilité de 

plaque, utilisés jusqu’à présent. Ainsi, plusieurs études ont montré un lien entre la sédentarité et 

des marqueurs tels que la concentration en LDLox, la résistance artérielle et le CAC, comme 

déjà utilisé pour l’analyse de l’effet de l’AP (Bjork et al. 2012 ; Nosova et al. 2014 ; Nang et al. 

2015). Le comportement sédentaire est notamment mesuré par le temps passé devant la 

télévision et en position assise soit par questionnaire soit à l’aide d’accéléromètre. De plus, 
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comme pour l’AP, le principal marqueur de l’athérosclérose utilisé à l’heure actuelle est le cIMT. 

Plusieurs études s’accordent à dire que la sédentarité est positivement associée à l’évolution du 

cIMT (Kozàkovà et al. 2010; Leischik et al. 2015; García-Hermoso et al. 2015; Diaz et al. 2016). 

Ainsi, les occupations sédentaires favorisent la survenue de plaques d’athérosclérose, ainsi que 

leur risque de rupture. Le comportement sédentaire étant indépendant de la quantité d’AP 

pratiquée, il est maintenant important de promouvoir le message qu’une quantité adéquate d’AP 

est vitale pour la Santé mais que réduire le temps de comportement sédentaire l’est tout autant. 
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OOBJECTIFS ET HYPOTHESES DE TRAVAIL 

Il a été montré durant la dernière décennie qu’environ 60% des évènements cardiovasculaires 

liés à la carotide étaient expliqués par la rupture de plaque résultant de l’instabilité des plaques 

athéroscléreuses. La prévention primaire de l’athérosclérose est aujourd’hui très limitée, faute de 

biomarqueurs prédictifs de la déstabilisation de plaque efficaces. Les principaux facteurs 

d’instabilité actuellement connus sont l’hémorragie intraplaque, la néovascularisation et 

l’accumulation excessive de macrophages dans la plaque, chacun de ces paramètres étant 

exacerbés par un environnement pro-oxydant et pro-inflammatoire chronique. De plus, comme 

nous l’avons détaillé dans la revue de littérature (cf PARTIE 2 – Chapitre 5), il a été montré que 

la sédentarité pouvait augmenter la survenue de l’athérosclérose alors qu’il est aujourd’hui 

clairement reconnu que l’activité physique réduit l’incidence des maladies cardiovasculaires et 

des évènements ischémiques cardiaques. Enfin, au regard du ratio bénéfice/rique de la CEA, la 

population de patients asymptomatiques pour l’AVC avec une plaque carotidienne importante 

mais non-opérés est de plus en plus importante.  Ce travail de thèse vise donc à apporter des 

éléments de réponse quant aux effets néfastes de la sédentarité et aux effets bénéfiques de 

l’activité physique sur les facteurs de risque à l’origine de la déstabilisation de la plaque, en vue 

d’améliorer la prévention primaire de patients asymptomatiques à risque d’AVC. 

Deux principales hypothèses ont animé ce travail de thèse :      

1/ la sédentarité, qui est associée à la fois à une augmentation de l’incidence de maladies 

cardiovasculaires et de marqueurs de la santé cardio-métabolique (pression artérielle, LDL-C, TG) pourrait 

accentuer la prévalence de facteurs histologiques, systémiques et hémorhéologiques à l’origine de 

l’instabilité de la plaque d’athérosclérose carotidienne.     
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22/ l’activité physique, qui est connue à l’inverse pour limiter l’incidence de la pathologie et réduire 

des facteurs impliqués dans l’athérogénèse tels que le stress oxydant, l’inflammation ou encore l’adhérence 

vasculaire, pourrait limiter la prévalence de ces différents facteurs d’instabilité de plaque. 

Quatre études sont présentées dans cette partie afin d’apporter des éléments de réponse à ces 

deux hypothèses de travail. Dans un premier temps, une étude de cohorte (études 1 et 4) est 

utilisée dans le but de mettre en lumière les associations entre activité physique, sédentarité et 

prévalence de facteurs histologiques, systémiques et hémorhéologiques à l’origine de l’instabilité 

de plaque. Dans un second temps, une approche mécanistique (études 2 et 3) est utilisée dans 

le but de fournir des informations complémentaires sur les mécanismes physiopathologiques de 

l’inflammation impliqués dans l’athérosclérose. L’ensemble de ces études a été réalisé chez le 

patient à risque d’AVC traité chirurgicalement. 

 ETUDE 1 : L’objectif de cette première étude était d’évaluer de manière indépendante les 

effets de la sédentarité et de l’activité physique sur les paramètres histologiques d’instabilité de 

la plaque dans une cohorte de 90 patients asymptomatiques à risque d’AVC traités 

chirurgicalement. Pour cela, nous avons évalué les niveaux de sédentarité et d’activité physique 

des patients à l’aide des Sedentary Behavior Questionnaire et Global Physical Activity 

Questionnaire et évalué la composition histologique de leurs plaques. Le but de cette étude de 

cohorte était de déterminer à la fois si la sédentarité accentuait l’occurrence des paramètres 

histologiques d’instabilité et si l’activité physique la diminuait. Des marqueurs, utilisés 

quotidiennement en clinique, de l’hémorragie intraplaque (bleu de Perls marquant le fer libéré 

par des globules rouges hémolysés), de la néovascularisation (CD34 marquant les cellules 

endothéliales présentes à la surface des néovaisseaux) et de l’accumulation de macrophages 

(CD68 marquant les membranes de macrophages) ont alors été mesurés dans les plaques des 

90 patients asymptomatiques par analyse immunohistochimique. 

 ETUDE 2 : Dans cette deuxième étude, nous nous sommes focalisés sur l’impact de la 

réponse inflammatoire dans les processus de rupture de plaque. L’objectif de cette étude était 
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de caractériser les réponses fonctionnelles de cellules immunitaires périphériques dans une 

cohorte de patients symptomatiques et asymptomatiques vis-à-vis de l’AVC. Pour cela, nous 

avons stimulé des cellules mononucléées sanguines périphériques (PBMC) de donneurs sains 

avec le plasma de patients atteints d’athérosclérose (n = 20) et le plasma de donneurs sains (n 

= 10). Nous avons ensuite évalué l’activation de voies de signalisation associées à l’inflammation 

dans 10 populations de cellules immunitaires majeures, et évalué l’impact de cytokines pro-

inflammatoires fortement exprimées dans le plasma de patients sur l’activation des voies de 

signalisation. Le but de cette étude était de déterminer si le plasma de patients présentait des 

caractéristiques différentes du plasma de donneurs sains, favorisant la dysfonction du système 

immunitaire observée dans le contexte de l’athérosclérose.  A l’aide d’un cytomètre de flux 

dernière génération, nous avons analysé l’expression intracellulaire de 10 phosphoprotéines 

(IkBa, pCREB, pERK1/2, pMAPKAP2, pp38, pPLCg2, pS6, pSTAT1, pSTAT3, and pSTAT5) 

dans 10 populations de cellules immunitaires majeures (lymphocytes B, basophiles, CD1cDCs, 

lymphocytes T CD4, lymphocytes T CD8, monocytes CD14 et CD16, NK, NKT, pDCs). Ensuite, 

nous avons mesuré l’expression de différentes cytokines dans le plasma de patients dont CCL5, 

CXCL1, CXCL10, PDGF-AA et PDGF-BB afin de déterminer leurs effets sur la phosphorylation 

des protéines identifiées préalablement.  

 ETUDE 3 : Pour cette troisième étude, nous nous sommes basés sur le protocole et les 

résultats de l’étude précédente qui nous sert ainsi de base de travail. En effet, l’étude 2 nous a 

permis de définir l’impact de la réponse inflammatoire dans le processus de rupture dans le 

contexte général de l’athérosclérose en analysant la différence entre patients et donneurs sains. 

L’objectif de cette troisième étude était alors de caractériser les réponses fonctionnelles de 

cellules immunitaires périphériques dans une cohorte de patients asymptomatiques en fonction 

de leurs niveaux d’activité physique et de sédentarité. Pour cela, nous avons stimulé des PBMC 

de donneurs sains avec le plasma de patients à la fois les plus actifs et moins sédentaires de 

notre cohorte initiale et de patients à la fois les moins actifs et les plus sédentaires. Nous avons 
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ensuite évalué le phénotype des monocytes circulants et l’impact de cytokines pro-inflammatoires 

les plus fortement exprimées dans le plasma de ces patients dans le phénotype des monocytes 

circulants. Le but de cette étude était de déterminer si le plasma de patients actifs (et peu 

sédentaires) présentait des caractéristiques différentes du plasma de patients sédentaires (et 

peu actifs), favorisant la dysfonction du système immunitaire observée dans le contexte de 

l’athérosclérose. Une analyse de l’expression extracellulaire de biomarqueurs de monocytes 

(CD14 et CD16) a été réalisé par cytométrie en flux ainsi qu’une analyse de l’expression de 

cytokines plasmatiques par multiplex. 

 ETUDE 4 : Cette dernière étude est une étude de cohorte qui avait pour objectif d’évaluer 

l’association entre des paramètres hémorhéologiques et l’athérosclérose. Ainsi, nous avons 

évalué les niveaux d’activité physique des patients à risque d’AVC (symptomatiques et 

asymptomatiques) à l’aide du Global Physical Activity Questionnaire et évaluer leurs profils 

hémorhéologiques. Le but de cette étude complémentaire était de déterminer si l’activité 

physique était associée à une altération des paramètres hémorhéologiques. Des mesures de 

viscosité sanguine (à l’aide d’un viscosimètre cône/plan), de déformabilité et d’agrégation 

érythrocytaire (par syllectométrie) ont été réalisé pour les échantillons sanguins de l’ensemble 

des 80 patients à risque d’AVC. 
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Figure 30. Potentiels effets de l’activité physique et de la sédentarité sur les 
paramètres physiopathologiques de l’instabilité de plaque d’athérosclérose 

carotidienne 
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Au cours des 20 dernières années, le principal traitement de l’athérosclérose carotidienne est la 

chirurgie d’endartériectomie (en particulier en France), qui consiste en l’ablation de la plaque 

d’athérome pour prévenir la survenue d’accident vasculaire cérébral. La décision de pratiquer ou 

non la chirurgie chez des patients asymptomatiques est basée principalement sur le pourcentage 

de sténose. Néanmoins, il apparait que certaines chirurgies sont inadéquates quant au ratio 

bénéfice/risque, particulièrement chez des patients asymptomatiques présentant une sténose 

serrée mais une plaque d’athérome peu vulnérable (à risque embolique et d’AVC faibles). A 

l’inverse, la pratique de la chirurgie pourrait être appropriée chez des patients asymptomatiques 

présentant une sténose moindre mais dont la vulnérabilité de la plaque pourrait être importante. 

Cependant, cette catégorie de patients n’est, à l’heure actuelle, pas opérée voire pas détectée. 

Il semble donc primordial d’améliorer les biomarqueurs de facteurs d’instabilité afin d’améliorer 

l’identification des bénéficiaires de chirurgie d’endartériectomie.  

Une étude récemment réalisée au sein de notre laboratoire s’est intéressée aux effets de l’activité 

physique sur le stress oxydant et l’inflammation cérébrale de souris ApoE-/-, modèle murin 

d’athérosclérose le plus fréquemment utilisé (Chirico et al. 2016). Il a notamment été montré que 

la pratique d’une activité physique améliorait la survie de souris malades et âgées, et qu’elle 

permettait une diminution de la taille de la plaque.  Ce constat de réduction de la taille de plaque 

a également  été  fait chez l’homme (Lakka et al. 2001). De plus, une étude de cohorte de très 

grande ampleur a récemment montré que la pratique d’une activité physique modérée entrainait 

une réduction de 20% du risque de développement d’une sténose artérielle (Stein et al. 2015). 

Ces études ne précisent cependant pas sur quels paramètres l’activité physique avait un effet 

bénéfique. Or, comme nous l’avons vu dans le chapitre 5 de ce manuscrit, l’activité physique 

exerce des effets bénéfiques sur certains paramètres physiopathologiques impliqués dans 

l’athérosclérose (stress oxydant, inflammation) ainsi que sur des biomarqueurs de 

l’athérosclérose précoce (cIMT, volume de plaque, accumulation de LDL, …). Comme précisé 

dans le chapitre 2 de ce manuscrit, les principaux facteurs d’instabilité de la plaque 
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d’athérosclérose carotidienne sont l’hémorragie intraplaque, l’accumulation de macrophages et 

la néovascularisation. Ainsi, il nous a paru intéressant d’évaluer les effets de l’activité physique 

et de la sédentarité sur les facteurs histologiques d’instabilité de la plaque carotidienne, dans un 

premier temps et sur les paramètres biologiques dans un second temps. 

L’hypothèse principale de ce travail était qu’un comportement sédentaire pouvait augmenter la 

prévalence des trois principaux facteurs histologiques d’instabilité et des paramètres biologiques 

tandis que l’activité physique pouvait réduire cette prévalence. Ainsi, nous avons effectué des 

marquages immunohistochimiques de l’ensemble des plaques : au bleu de Perls pour 

l’hémorragie intraplaque, au CD34 pour la néovascularisation et au CD68 pour l’accumulation de 

macrophages. Notre choix s’est tourné vers ces trois marqueurs généraux puisqu’ils sont utilisés 

en routine pour les analyses anatomo-pathologiques de plaques carotidiennes. Pour les mêmes 

raisons, nous avons réalisé une analyse semi-quantitative en 3 niveaux afin de se rapprocher au 

maximum de l’analyse clinique anatomopathologique. Enfin, nous avons réalisé des dosages 

plasmatiques de stress oxydant, à l’aide d’un marqueur de peroxydation lipidique (MDA), d’un 

marqueur d’oxydation des protéines (AOPP), et de trois enzymes antioxydantes (catalase, GPx 

et SOD), présentés dans le chapitre 3 de ce manuscrit. 

Les principaux résultats de cette étude montrent une augmentation de la prévalence de 

plaques non-hémorragiques dans le tertile de patients les plus actifs de notre cohorte. Ce résultat 

a été amplifié dans un sous-groupe des patients à la fois les plus actifs et les moins sédentaires, 

suggérant des effets cumulés de l’activité physique et d’un faible niveau de sédentarité. De plus, 

nous avons pu identifier le seuil d’activité physique de 900 MET-min/semaine, permettant 

d’observer l’augmentation de la prévalence de plaques non-hémorragiques. A l’inverse, la 

prévalence de plaques non-hémorragiques tend à diminuer chez les patients les plus 

sédentaires. Enfin, une analyse d’odd-ratio nous a permis de montrer que l’AP était le seul facteur 

protecteur parmi l’ensemble des facteurs de risque d’IPH (co-morbidités, facteurs d’instabilité de 

plaque et traitements pharmaceutiques). Les résultats de cette étude suggèrent que l’activité 
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physique pourrait limiter l’occurrence de l’hémorragie intraplaque, qui est reconnue comme étant 

le principal facteur de risque favorisant l’instabilité de la plaque. Ces résultats soulignent 

l’importance d’évaluer les niveaux d’activité physique et de sédentarité chez des patients 

asymptomatiques à risque d’AVC, et de les encourager à simultanément élever leurs niveaux 

d’activité physique et réduire leurs niveaux de sédentarité. Bien que notre mesure de l’activité 

physique soit relativement subjective, l’utilisation de questionnaire tel que le GPAQ représente 

un outil clinique intéressant permettant une analyse simple, rapide et peu coûteuse de l’activité 

physique. Ainsi, les données issues de ces questionnaires peuvent fournir de précieuses 

informations complémentaires aux cliniciens lors des consultations afin de mieux conseiller les 

patients quant aux changements d’habitudes de vie et d’activité physique à réaliser, en vue 

d’améliorer la prévention primaire.  

D’un point de vue plus mécanistique, la présence d’hémorragie intraplaque peut être expliquée 

à la fois par la présence de néovascularisation, et d’infiltration macrophagique importante. 

Néanmoins, nous n’avons pas observé d’effets significatifs de l’activité physique et de la 

sédentarité sur l’occurrence de la néovascularisation. Concernant l’accumulation de 

macrophages, bien que les résultats ne soient pas significatifs, nous observons une différence 

de pourcentages inter-tertiles intéressante : nous observons une diminution de la fréquence de 

plaques avec une importante accumulation de macrophages de 22% chez les patients les moins 

actifs à 9% chez les patients les plus actifs. Cette diminution est également exacerbée dans 

l’analyse de sous-groupes avec une fréquence de 31% chez les patients à la fois les moins actifs 

et les plus sédentaires, et une fréquence de 8% chez les patients les plus actifs et les moins 

sédentaires. Ces résultats, pas exploitables en tant que tels dans cette cohorte, laissent tout de 

même penser que l’activité physique et/ou la sédentarité peuvent avoir un impact sur les 

paramètres inflammatoires de la plaque d’athérosclérose carotidienne.  

Des études complémentaires sont alors nécessaires pour confirmer dans cette population 

spécifique les effets de l’activité physique sur l’hémorragie intraplaque et l’accumulation de 
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macrophages, notamment par l’intermédiaire de mesure plus objectives (cardiorespiratoires, 

niveau de condition physique), et suite à une intervention adaptée en activité physique. 
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Abstract 42 

Objective: Carotid atherosclerotic plaque instability is primarily increased by intraplaque 43 

hemorrhage, neovascularization, macrophage accumulation, large lipid core development, and 44 

thinning of fibrous cap. Regular physical activity was shown to reduce atherosclerosis 45 

progression while sedentary behavior represents a major risk factor of atherosclerosis. The aim 46 

of this study was to evaluate the effects of both physical activity and sedentary behavior on the 47 

carotid plaque histological characteristics in asymptomatic patients undergoing carotid 48 

endarterectomy. 49 

Approach and Results: Intraplaque hemorrhage, neovascularization, macrophage infiltration, 50 

lipid core area, and fibrous cap state of carotid plaques from ninety asymptomatic patients were 51 

assessed by histological analyses. Physical activity (PA) and sedentary behavior (SB) were 52 

determined by questionnaires and the population was divided into tertiles according to physical 53 

activity (T1PA<T2PA<T3PA) and sedentary behavior level (T1SB<T2SB<T3SB). In addition, 54 

the frequency of the carotid plaque attributes was also classified according to 4 physical activity 55 

intensities (600, 900, 1600 and 3000MET-min/week). Prevalence of non-hemorrhagic plaques 56 

was higher in T3PA (52%) vs. T1PA (26%) and in T1SB (50%) vs. T3SB (29%). Moreover, 57 

frequency of hemorrhagic plaques was decreased when exercising 900 MET-min/week. All the 58 

other attributes of plaque instability were not significantly different between physical activity 59 

and sedentary behavior tertiles.  60 

Conclusions: Our results suggest that physical activity and sedentary behavior are associated 61 

with intraplaque hemorrhage in carotid plaques of asymptomatic patients. These results 62 

highlight the importance of meeting a minimal physical activity threshold and decreasing 63 

sedentary behavior as a primary prevention strategy in asymptomatic patients. 64 

 65 

Abbreviations 66 
AHA: American Heart Association 67 
BMI: Body Mass Index 68 
CEA: Carotid endarterectomy 69 
GPAQ: Global Physical Activity Questionnaire 70 
HDL-C: high-density lipoprotein-cholesterol 71 
IPH: Intraplaque hemorrhage 72 
LDL-C: low-density lipoprotein-cholesterol 73 
MET: Metabolic equivalent of task 74 
PA: Physical activity 75 
SB: Sedentary behavior 76 
WHO: World Health Organization 77 
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Introduction 78 

Atherosclerosis is the leading cause of mortality and morbidity in developed countries, and it 79 

will likely become the leading cause of death worldwide in the near future 1. It is a complex 80 

cardiovascular disease exacerbated by several risk factors such as arterial hypertension, obesity, 81 

smoking, dyslipidemia, and physical inactivity 2. Over the last 20 years, the main treatment for 82 

patients with carotid atherosclerosis is carotid endarterectomy surgery (CEA), the benefit of 83 

which increases with the percentage of stenosis 3. Nevertheless, in regards to the risk-benefit 84 

ratio, CEA could be inadequate for some patients even with high percentage of stenosis 4. CEA 85 

may be more appropriate than a pharmacological medical treatment 3 in the case of high risk 86 

plaque instability even if stenosis percentage is lower. The concept of vulnerable plaque has 87 

recently emerged 5 with almost 60% of carotid artery-related cardiovascular events being caused 88 

by vulnerable plaque rupture due to plaque instability 6. In this context, Lovett et al characterized 89 

the attributes of plaque instability by the presence of a thin or ruptured fibrous cap, a large lipid 90 

core, intraplaque hemorrhage (IPH), neovascularization, and macrophage infiltration 7. Among 91 

these attributes, IPH represents the major determining factor of plaque instability 8. 92 

Physical activity (PA) is known to have beneficial effects on atherosclerosis, in particular in 93 

limiting the occurrence of coronary heart disease 9 and reducing the incidence of peripheral and 94 

carotid artery diseases 10. Inversely, physical inactivity (i.e. low level of PA) has been shown to 95 

predict atherosclerotic disease in a 16-year follow-up study 11 and to be a major potential risk 96 

factor for cardiovascular disease mortality. In addition, sedentary behavior (SB) was shown to 97 

be associated with higher incidences of cardiovascular disease 12. In this context, it is important 98 

to differentiate the effect of physical inactivity and SB which have been shown to have 99 

independent effects on cardiometabolic health 13,14. Physical inactivity represents the inability 100 

to meet the World Health Organization (WHO) recommendations 15 (i.e. practicing at least 101 
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150min/week of moderate PA) while SB refers to a lack of walking along with an accumulation 102 

of sitting and lying time 16. 103 

It has been demonstrated that PA level negatively correlates with several markers of 104 

atherosclerosis such as carotid intima-media thickness, carotid plaque height 17, arterial stiffness 105 

18, and coronary artery calcification 19. Although cross-sectional studies observed differences in 106 

these biomarkers between sedentary and trained subjects 17, they are not suitable for the 107 

evaluation of plaque progression and the risk of plaque instability 20. To our knowledge, there 108 

is no study focusing on the effects of PA and SB on the attributes of plaque instability.  109 

The aim of the present study was therefore to evaluate the effects of both SB and PA on 110 

histological parameters of carotid plaque instability in asymptomatic patients who underwent 111 

endarterectomy surgery. We hypothesized that SB could increase the prevalence of the main 112 

histological risk factors of carotid plaque instability whereas PA could reduce this prevalence. 113 

Material and methods 114 

Patients 115 

Ninety asymptomatic patients (i.e. with no clinical history of stroke or transient ischemic attack 116 

within the past 6 months) undergoing CEA were included in this study. All patients were being 117 

treated with statins, platelet antiaggregants, and angiotensin converting enzyme inhibitors 21. 118 

Written informed consent for the analysis of biological samples and questionnaires were 119 

obtained from all patients. This study was approved by the “Hospices Civils de Lyon — CPP 120 

Est”.  The main cardiovascular risk factors, including hypertension, dyslipidemia, diabetes 121 

mellitus, smoking status, and body mass index (BMI), were recorded. 122 

Human samples 123 
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Carotid atherosclerotic plaques were extracted by CEA. Venous blood samples were drawn from 124 

the cephalic vein in tubes containing ethylenediamine tetraacetic acid before surgery. After 125 

surgery, carotid plaques were processed by transverse dissection at the site of maximum plaque 126 

diameter, fixed with 4% paraformaldehyde and embedded in paraffin.  127 

Questionnaires 128 

Seventy-five of the 90 patients responded to three questionnaires by phone within a week and 129 

at least 48 hours after the surgery. The Mini Mental State Examination 22 questionnaire was used 130 

to confirm their mental health after the surgery. When the result was adequate (i.e. score > 27) 131 

23, PA and intensity level were measured according to the Global Physical Activity 132 

Questionnaire (GPAQ) and analyzed per the Analysis Guide provided by the WHO. SB time 133 

was measured with the Sedentary Behavior Questionnaire 24. PA time was expressed in min/day, 134 

sedentary time was expressed in hours/day, and PA intensity was expressed in MET (metabolic 135 

equivalent of task)-min/week. 136 

Biological parameters 137 

Total cholesterol, triglyceride, high-density lipoprotein cholesterol, and low-density lipoprotein 138 

cholesterol concentrations were determined using a biochemistry automat analyzer (Abbott 139 

architect, Abbott Diagnostics, CA, USA). Platelet count was determined using a hematology 140 

analyzer (Coulter LH 750, Beckman Coulter, CA, USA). Plasma fibrinogen was measured by 141 

the Clauss method using an ACL Top automatizer (Werfen, Barcelona, Spain). The Clauss 142 

method determines a thrombin time based on optical detection of fibrin formation against a 143 

standard curve from referent plasma.  144 

Histological staining 145 

No decalcification was performed. Paraffin blocks were transversely dissected to obtain 15 146 

adjacent 5μm sections of carotid plaques. All slices were deparaffinized and stained with 147 
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Masson’s trichrome for collagen, Perls’ blue for iron, CD34 for endothelial cells, and CD68 for 148 

macrophages. Three adjacent slices were analyzed per patient and per staining. All slices were 149 

scanned using the Axio Scan Z1 slide scanner (Zeiss) and analyzed using the ZEN Lite software 150 

for signal quantification (Zeiss). Two researchers experienced in vascular pathology and 151 

atherosclerotic plaque attributes quantification blindly quantified all the histology sections 152 

(Figure 1). Lipid core area, fibrous cap state, IPH, neovascularization, and macrophage 153 

infiltration were graded using a 3-grade scale (for lipid core area and macrophage infiltration: 154 

small 0-30%, moderate 30-50% and important >50%; for IPH and neovascularization: no 0%, 155 

small 0-30% and important: >30%; for fibrous cap state: thick, thin, or ruptured). Plaques were 156 

also classified according to the American Heart Association (AHA) classification 25 and 157 

according to the Lovett and Redgrave classification 7. 158 

Statistical analysis 159 

Biological results are expressed as mean ± SD, and categorical data are presented as the 160 

frequency of occurrence in each group. All the PA and SB level data were ranked in increasing 161 

order. The total population of 75 patients was divided into 3 tertiles (n=25 per tertile) of PA 162 

(T1PA, T2PA and T3PA) and SB (T1SB, T2SB and T3SB). T1PA corresponded to the least 163 

physically active patients and T3PA to the most physically active patients. T1SB corresponded 164 

to the least sedentary and T3SB to the most sedentary. The occurrence of different grades for 165 

plaque instability attributes (lipid core area, IPH, neovascularization, macrophage infiltration, 166 

and fibrous cap state) was compared among these three groups using a chi-squared test. 167 

Comparisons were also made between patients belonging to both T1PA and T3SB, and patients 168 

belonging to both T3PA and T1SB. The occurrence of different grades for plaque instability 169 

attributes was compared among these two subgroups using a chi-squared test. Moreover, the 170 
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occurrence of different grades for plaque instability attributes was tested for 4 thresholds of PA 171 

intensity (>600, >900, >1600 and >3000MET-min/week) using a chi-squared test. 172 

A one-way ANOVA followed by Newman-Keuls multiple comparison tests were used to 173 

compare the biological parameters between the different PA level and SB level groups. A 174 

student t-test was performed when only two groups were compared.  175 

The importance of the associations was estimated by the odds ratio, and the 95% confidence 176 

interval (95% CI) was calculated for each odds ratio. Significance level was defined as p < 0.05. 177 

Analyses were conducted using GraphPad Prism software (v. 5, San Diego, CA, USA). 178 

Results 179 

PA and SB levels 180 

The cohort was divided into 3 PA tertiles (mean values of 3.23 ± 3.6 mins of PA/day, 26.7 ± 9.7 181 

mins of PA/day and 117.1 ± 79.6 mins of PA/day for T1PA, T2PA and T3PA, respectively) and 182 

3 SB tertiles (mean values of 4.72 ± 1.1 hours of SB/day, 7.4 ± 0.8 hours of SB/day and 10.9 ± 183 

2.2 hours of SB/day for T1SB, T2SB and T3SB, respectively). We also divided the cohort 184 

according to mixed criteria: patients with both the lowest PA level and the highest SB level 185 

(n=13; T1PA/T3SB: 3.42 ± 4.34 min/day and 10.99 ± 2.13 h/day for PA and SB, respectively) 186 

and patients with both the highest PA level and the lowest SB level (n=13; T3PA/T1SB: 126.98 187 

± 106.36 min/day and 4.50 ± 1.24 h/day for PA and SB, respectively). 188 

Cardiovascular risk factors characteristics 189 

Neither age, nor the following biological parameters (total cholesterol, triglycerides, HDL-C, 190 

LDL-C, glucose) or the different cardiovascular risk factors (hypertension, dyslipidemia, 191 

diabetes mellitus, smoking, BMI) differed between the different PA or SB tertiles (Table 1 and 192 

2, respectively). In addition, we found no difference in any of these parameters between the 193 
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different MET categories (i.e., <600 vs. >600, <900 vs. >900, <1600 vs. >1600 and <3000 vs. 194 

>3000; data not shown). Platelet level was significantly lower in T3PA than in T1PA (204.4 ± 195 

44.3 vs. 246.0 ± 76.4 10-9/L, respectively; p = 0.033). Fibrinogen level was significantly higher 196 

in T3SB than in T1SB (4.01 ± 1.13 vs. 3.31 ± 1.06 g/L, respectively; p = 0.036).  197 

PA and SB level affect the prevalence of IPH 198 

To analyze the frequency of vulnerable plaque attributes, we evaluated the presence of plaque 199 

instability attributes in asymptomatic carotid plaques of the whole cohort using a 3-grade scale. 200 

We observed a significant lower frequency (p < 0.05, χ2 = 3.67) of non-hemorrhagic plaques in 201 

T1PA (26%) compared to T3PA (52%) (Figure 2A). On the contrary, we did not find any 202 

significant differences among PA tertiles regarding neovascularization, macrophage infiltration, 203 

lipid core area, fibrous cap state (Figure S1) and the Lovett and AHA classifications (Table 1). 204 

We observed a higher frequency (p = 0.08, χ2 = 4.87) of non-hemorrhagic plaques in the T1SB 205 

(50%) compared to T3SB (29%) (Figure 2B). On the contrary, no significant differences among 206 

SB tertiles were found for neovascularization, macrophage infiltration, lipid core area, fibrous 207 

cap state (Figure S2) and the Lovett and AHA classifications (Table 2). 208 

We found a lower frequency (p < 0.05, χ2 = 5.49) of non-hemorrhagic plaques (Figure 2C) in 209 

the T1PA/T3SB group (31%) compared to the T3PA/T1SB group (69%). However, no 210 

significant differences were found for neovascularization, macrophage infiltration, lipid core 211 

area, fibrous cap state, and the Lovett and AHA classifications. 212 

We found an increase in the frequency of non-hemorrhagic plaques for patients with PA 213 

intensity over the 900 MET-min/week threshold (Figure 2D).  214 

To identify predictors of IPH, we calculated odds ratio for all risk factors and pharmacological 215 

treatments. We observed that diabetes mellitus (OR 3.80, 95% CI 1.39 to 10.40), thin or ruptured 216 

fibrous cap (OR 2.87, 95% CI 0.98 to 8.38), and platelet antiaggregant treatment (OR 7.50, 95% 217 
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CI 1.93 to 29.19) were positively associated to presence of IPH while high level of daily physical 218 

activity (OR 0.31, 95% CI 0.09 to 1.05) was negatively associated to presence of IPH (Figure 219 

3). The positive association between IPH and fibrous cap state was also observed from chi-220 

squared analysis (p = 0.0475, χ2 = 9.61) (Figure S3). 221 

 222 

Discussion 223 

The results of the present study mainly demonstrated that higher levels of daily PA and lower 224 

levels of SB are associated to lower prevalence of IPH in asymptomatic patients at high-risk of 225 

stroke who underwent endarterectomy surgery.  226 

During the last two decades, epidemiological studies underlined the positive effect of leisure-227 

time PA on the progression of carotid atherosclerosis 10,17,26. These studies focused on carotid 228 

intima-media thickness, plaque volume, coronary artery calcification or arterial stiffness which 229 

do not reflect the risk of plaque instability. Recently, Stein et al. reported a strong inverse 230 

association between any PA and lower carotid artery stenosis prevalence in a 3 million subject 231 

cohort cross-sectional design study 10, which confirms previous findings from Lakka et al. 232 

obtained during a follow-up of 4 years of 854 middle-aged men 17. However, to the best of our 233 

knowledge, this is the first time that association between daily PA and SB with plaque instability 234 

attributes is investigated in asymptomatic patients at high-risk of stroke. Our results provide 235 

evidence that PA could minimize IPH in asymptomatic carotid plaques. Interestingly, in a 236 

subgroup analysis, we found that differences in hemorrhagic plaques frequency between patients 237 

presenting both lowest level of PA and highest level of SB (T1PA/T3SB) and patients presenting 238 

both highest level of PA and lowest level of SB (T3PA/T1SB) (Figure 2C) were even more 239 

important (69 vs. 31%) suggesting a cumulative effect of SB and low levels of PA on IPH. This 240 

result could be explained by an independent effect of physical inactivity and SB on 241 

cardiovascular health 13,14. Physical inactivity represents an inability to meet the WHO 242 
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recommendations 15 while SB is the lack of walking and accumulation of sitting and lying time 243 

16. Interestingly, from odds ratio analysis, we found that PA significantly decreases risk of IPH 244 

(Figure 3). Among all tested risk factors (comorbidities, factors of plaque instability, 245 

pharmacological treatments), PA is the only protective factor for IPH (Figure 3). From a clinical 246 

perspective, these findings are particularly important in terms of primary prevention. Indeed, 247 

our results suggest that decreasing SB additionally to increasing PA could be of major interest 248 

for asymptomatic patients with important carotid stenosis but apparent lower instability and, 249 

thus, not eligible for CEA (i.e. with an unfavorable benefit/risk ratio of the CEA).  250 

 251 

Minimal levels of PA leading to reduction of IPH  252 

Previous epidemiological studies reported a dose-response relationship between PA and the risk 253 

of cardiovascular disease and mortality 27–29. PA of moderate intensity includes domestic PA 254 

such as scrubbing floors, cleaning windows or gardening, walking and leisure-time PA 255 

corresponds to cycling, swimming or running performed at a moderate intensity. Moreover, 256 

several studies reported inverse relationships between daily PA (reported by the GPAQ) and 257 

cardiovascular risk factors 30 and stroke prevalence 31. Current PA recommendations established 258 

by the WHO prescribe to practice at least 600MET-min/week (or 150min of moderate PA per 259 

week) to prevent cardiovascular mortality in older adults 32. Accordingly, in 2010, performing 260 

less than the recommended amount of PA by the WHO (<600MET-min/week) was responsible 261 

for 31% of ischemic heart disease, representing 3.2 million deaths worldwide 33. Nevertheless, 262 

these recommendations have been challenged by several authors who qualified the amount of 263 

600MET-min/week as a non-optimal PA level to prevent cardiovascular diseases, and more 264 

particularly ischemic stroke and ischemic heart disease 34,35. A recent study suggested that 265 

morbidity associated with coronary artery disease was reduced over 900MET-min/week in a 64 266 

years olds 36. Poggio et al. showed that a level of PA under 1600MET-min/week contributed to 267 
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29% of ischemic heart disease deaths and 21% of stroke deaths in a cohort of 24,427 subjects in 268 

Argentina 37. In addition, a recent meta-analysis examining the dose-response relationships 269 

between total PA and the risk of major diseases, including ischemic stroke events, showed that 270 

high levels of total PA was associated with a lower risk of disease but the major gain occurred 271 

at 3000-4000MET-min/week for all disease states and most prominently for ischemic heart 272 

disease 38. Our results showed that the minimum threshold of 900MET-min/week (equivalent to 273 

45min per day of moderate PA vs. 30min for WHO recommendation) could decrease carotid 274 

IPH in asymptomatic patients (Figure 2D) and may be promoted by physicians to patients for 275 

cardiovascular diseases prevention.  276 

The GPAQ is a standardized and validated questionnaire 39. In the context of carotid plaque 277 

medical care, it may represent a valuable clinical tool to measure PA and SB. According to our 278 

results, this questionnaire is able to discriminate the effects of PA and SB on the occurrence of 279 

IPH among a population of asymptomatic patients with large stenosis. Although, PA and SB 280 

questionnaires may overestimate energy expenditures, the minimal thresholds corresponding to 281 

a decrease of cardiovascular risks we used in this present study (i.e. 600, 900, 1600, 3000 MET-282 

min/week) have been determined in large cohort of subjects using questionnaires including 283 

GPAQ 32,36–38. From a clinical perspective, the use of such questionnaires is simple, quick, and 284 

inexpensive, and could help surgical decision making and to better advise lifestyle changes for 285 

the patient.  286 

Biological mechanisms of IPH decrease 287 

IPH represents the major determining factor of plaque instability 8 and is associated with future 288 

ischemic events 40. Our results support the fact that IPH occurrence could be attenuated by daily 289 

PA, particularly when exceeding 900MET-min/week (Figure 2 and 3). Moreover, we found that 290 

presence of diabetes mellitus could exacerbate occurrence of IPH, confirming previous findings 291 

41 such as platelet antiaggregant treatment 42 while no other risk factor is significantly associated 292 
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to IPH occurrence (Figure 3). Neovascularization could be involved in plaque rupture 43 by its 293 

potential participation in IPH development 44 due to neovessels immaturity and fragility 45. 294 

Macrophage accumulation has been also reported in vulnerable and symptomatic plaques but 295 

not in stable ones 46. The beneficial effect of PA on inflammation was also well demonstrated 296 

in healthy population 47 and stroke patients 48 whereas SB was shown to increase inflammation 297 

49. This could be in agreement with the lower fibrinogen and platelet concentration found in the 298 

most active patients (T3PA). Nevertheless, even in the least active group (T1PA), the fibrinogen 299 

and platelets values remain in the normal range. Unfortunately, we failed to find differences in 300 

neovascularization and macrophage infiltration in regards to PA and SB in this patient cohort. 301 

One could suggest that the intensity and/or kinetic of the underlying biological mechanisms 302 

explaining the protective effect of PA and SB limitation on IPH could be different than those 303 

leading to lower neovascularization and macrophage infiltration in the plaque 50. It could be also 304 

argued that both neovascularization and macrophage accumulation are not sensitive enough to 305 

the effect of PA when analyzed individually, as is with IPH. Indeed, although not significant, 306 

the frequency of plaques with important macrophage infiltration was 9% in T3PA vs. 22% in 307 

T1PA (Figure S1). Inversely, we found a positive association between IPH and thin or ruptured 308 

fibrous cap (Figure 3 and S3) suggesting that IPH is likely the major determining factor of 309 

plaque rupture, confirming thus previous finding in the literature 8.  310 

In conclusion, asymptomatic carotid atherosclerosis patients reporting the highest level of daily 311 

PA had the lowest frequencies of IPH, especially when PA exceeded 900MET-min/week. These 312 

findings were enhanced in subgroups of patients with both the lowest level of SB and highest of 313 

PA, suggesting cumulative effects of PA and low level of SB. These findings were strengthened 314 

by an odds ratio analysis of risk factors of IPH showing that PA was the only protective factor 315 

for IPH. The results of this study highlight the importance in evaluating PA and SB levels in 316 

asymptomatic patients not eligible for CEA and to encourage them to concomitantly increase 317 
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their PA and reduce their SB. Further investigations are needed to confirm in this population the 318 

effect of PA intervention on IPH.  319 
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 553 

Highlights 554 

 Using histological analysis, this study demonstrated that PA can limit IPH occurrence, 555 
which is the major determining factor of plaque instability, while SB may aggravate it.  556 

 The use of PA and SB questionnaires may be considered in asymptomatic patients where 557 
CEA is not advised, to quickly evaluate their PA and SB level and to encourage them to 558 
increase their energy expenditure. 559 

 Future studies should test the effect of PA intervention in such asymptomatic patients. 560 
This methodological approach should use noninvasive vascular imaging modalities for 561 
assessment of IPH and other risk factor of carotid plaque instability. 562 
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Table 1. Cardiovascular risk factors and biological characteristics of the PA tertiles 563 

 T1PA T2PA T3PA References 
n 25 25 25  
Men/Women 19/6 22/3 20/5  
Age (years) 72.7 ± 9.2 67.8 ± 9.7 71.2 ± 7.7  
Hypertension 18 (72%) 16 (64%) 19 (76%)  
Dyslipidemia 10 (40%) 11 (44%) 8 (32%)  
Diabetes mellitus 8 (32%) 5 (20%) 8 (32%)  
Smoking     

Active  4 (16%) 4 (16%) 2 (8%)  
Weaned 15 (60%) 17 (68%) 15 (60%)  

pack-year 34.2 ± 28.4 38.8 ± 27.1 25.9 ± 19.0  
BMI 26.4 ± 4.4 26.3 ± 4.5 26.6 ± 4.5  
Percent stenosis 66.8 ± 11.2 76.8 ± 8.1* 70.2 ± 8.5  
AHA classification     

Type III 8 (32%) 2 (8%) 5 (20%)  
Type IV 6 (24%) 4 (16%) 6 (24%)  
Type V 4 (16%) 11 (44%) 8 (32%)  

Type VI 7 (28%) 8 (32%) 6 (24%)  
Lovett classification     

Grade 1 2 (8%) 2 (8%) 2 (8%)  
Grade 2 8 (32%) 2 (8%) 8 (32%)  
Grade 3 12 (48%) 17 (68%) 12 (48%)  
Grade 4 3 (12%) 4 (16%) 3 (12%)  

Total cholesterol (mmol/l) 4.85 ± 1.3 5.72 ± 0.75 3.74 ± 0.68 3.5 – 7.0 
Triglycerides (mmol/l) 1.75 ± 0.63 1.65 ± 0.34 1.28 ± 0.50 0.4 – 1.7 
HDL-C (g/l) 1.23 ± 0.41 1.32 ± 0.51 1.08 ± 0.28 > 1.0 
LDL-C (mmol/l) 2.89 ± 1.19 3.66 ± 0.74 2.08 ± 0.56 1.9 – 4.1 
Platelets (10-9/l) 246.0 ± 76.4 235.9 ± 51.8 204.4 ± 44.3* 150 - 400 
Glucose (mmol/l) 6.44 ± 2.31 6.77 ± 2.75 6.72 ± 2.62 4.1 – 5.8 
Fibrinogen (g/l) 3.88 ± 1.2 3.55 ± 0.99 3.35 ± 0.76 2.38 – 4.98 

Tertiles; T1PA: the less physically active patients, T2PA: the intermediate physically active 564 
patients, T3PA: the most physically active patients. Values are expressed as mean ± SD, and 565 
percent within the group. AHA, American Heart Association; BMI, body mass index; HDL-C, 566 
high-density lipoprotein cholesterol; LDL-C, low-density lipoprotein cholesterol. 567 

 568 

 569 

 570 

 571 

 572 
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Table 2. Cardiovascular risk factors and biological characteristics of the SB tertiles 573 

  T1SB T2SB T3SB References 
n 25 24 26  
Men/Women 21/4 21/3 20/6  
Age (years) 71,3 ± 9,2 70,3 ± 9,1 71,6 ± 9,1  
Hypertension 19 (76%) 16 (66,7%) 20 (76,9%)  
Dyslipidemia 9 (36%) 9 (37,5%) 13 (50,0%)  
Diabetes mellitus 5 (20%) 8 (33,3%) 9 (34,6%)  
Smoking     

Active  1 (4%) 5 (20,8%) 8 (30,8%)  
Detoxed 17 (68%) 15 (62,5%) 14 (53,8%)  

pack-year 26,9 ± 21,9 37,3 ± 25,0 37,0 ± 29,1  
BMI 26,6 ± 4,6 26,3 ± 4,5 26,4 ± 4,4  
Percent stenosis 69,0 ± 11,6 73,2 ± 8,5 73,3 ± 9,6  
AHA classification     

Type III 6 (24%) 6 (25%) 4 (15%)  
Type IV 6 (24%) 2 (8%) 9 (35%)  
Type V 6 (24%) 7 (29%) 10 (38%)  

Type VI 7 (28%)  9 (38%)  3 (12%)   
Lovett classification     

Grade 1 3 (12%) 4 (17%) 0 (0%)  
Grade 2 7 (28%) 5 (21%) 8 (31%)  
Grade 3 14 (56%) 13 (54%) 12 (46%)  
Grade 4 1 (4%) 2 (8%) 6 (23%)  

Total cholesterol (mmol/l) 4,59 ± 1,38 5,07 ± 1,51 4,72 ± 1,21 3.5 – 7.0 
Triglycerides (mmol/l) 1,36 ± 0,62 1,86 ± 0,09 1,73 ± 0,59 0.4 – 1.7 
HDL-C (g/l) 1,36 ± 0,42 1,22 ± 0,10 1,08 ± 0,42 > 1.0 
LDL-C (mmol/l) 2,62 ± 1,16 3,00 ± 1,64 2,87 ± 0,93 1.9 – 4.1 
Platelets (10-9/l) 227,1 ± 53,5 207,9 ± 47,55 246,4 ± 71,49 150 - 400 
Glucose (mmol/l) 6,70 ± 2,66 5,97 ± 2,08 7,01 ± 2,75 4.1 – 5.8 
Fibrinogen (g/l) 3,31 ± 1,06 3,43 ± 0,64 4,01 ± 1,13* 2.38 – 4.98 

Tertiles; T1SB: the less sedentary active patients, T2: the intermediate sedentary active 574 
patients, T3: the most sedentary active patients. Values are expressed as mean ± SD, and 575 
percent within the group. AHA, American Heart Association; BMI, body mass index; HDL-C, 576 
high-density lipoprotein cholesterol; LDL-C, low-density lipoprotein cholesterol. 577 

 578 

 579 

 580 

 581 

  582 
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Figures 583 

Figure 1.  584 

Histological evaluation of plaque instability features in asymptomatic carotid atherosclerotic 585 
plaques. (A) Lipid core area was evaluated by Masson’s Trichrome staining. (B) Intraplaque 586 
hemorrhage (IPH) was evaluated by Perls Blue staining. (C) Macrophages infiltration was 587 
evaluated by CD68 staining. (D) Neovascularization was evaluated by CD34 staining. (E) 588 
Fibrous cap (FC) state was evaluated by Masson’s Trichrome staining. Top: plaques with large 589 
lipid core, important IPH, important macrophages infiltration, significant neovessels density and 590 
ruptured FC. Bottom: plaques with no or small lipid core, no IPH, small macrophages 591 
infiltration, low neovessels density and thick FC. 592 

 593 

 594 

 595 

 596 
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 600 
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 603 
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Figure 2.  605 

 606 

The prevalence of non-hemorrhagic plaques is increased by PA level and decreased by SB level. 607 
A higher expression of Perls Blue was observed in the least physically active patient plaques 608 
(A; n=25) vs. the most physically active ones (n=25). A higher expression of Perls Blue was 609 
observed in the most sedentary patient plaques (B; n=25) vs. the least sedentary ones (n=25). A 610 
higher expression of Perls Blue was observed in the least physically active and most sedentary 611 
active patient plaques (n=13) vs. the most physically active and least sedentary active ones 612 
(n=13). A higher expression of Perls Blue was observed in plaques of patients practicing less 613 
than 900 MET-min/week (n=43) vs. more than 900 MET-min/week (n=32). *(p < 0.05) 614 
significant difference compared to T1PA (A), compared to T1PA/T3SB (C), compared to < 900 615 
MET-min/week (D); ¥ (p = 0.08) difference compared to T1SB (B). 616 

 617 
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Figure 3.  627 
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 628 

The risk of intraplaque hemorrhage is negatively associated with physical activity level while it 629 
is positively associated with diabetes mellitus, platelet antiaggregant treatment and the 630 
presence of a thin or ruptured fibrous cap. 631 
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OObjectifs secondaires de l’étude 1 : 

Ces résultats complémentaires n’ont pas été inclus dans l’article scientifique.  

L’objectif secondaire de cette étude était d’évaluer l’impact de l’activité physique et de la 

sédentarité sur le stress oxydant plasmatique, potentiellement impliqué dans le processus de 

déstabilisation de la plaque.  

Méthodes 

Échantillons sanguins 

Des échantillons sanguins ont été prélevés dans la veine céphalique dans des tubes contenant 

de l’éthilène diamine tétra-acétique (EDTA) quelques minutes avant la chirurgie. Les tubes ont 

été centrifugés à 3000rpm pendant 10min. Le plasma obtenu a été divisé en aliquots de 1mL et 

congelé à -80° pour analyses du stress oxydant. 

Biomarqueurs du stress oxydant 

La concentration en produits avancés de l’oxydation des protéines (AOPP) a été mesurée par 

spectrophotométrie. Elles ont été calibrées avec des solutions de chloramine-T en présence 

d’iodure de potassium absorbant à 340nm. Les concentrations sont exprimées en μmol. L-1 

d’équivalents chloramine-T (Witko-Sarsat et al. 1998). 

La concentration en malondialdéhyde (MDA), comme substance réactive thiobarbiturique, a été 

déterminée en extrayant le chromogène rose avec le n-butanol et mesurant son absorbance à 

532nm par spectrophotométrie. Les concentrations en MDA sont calculées grâce au 1,1,3,3-

tétrathoxypropane comme standard (Rayssiguier et al. 1993). 

L’activité de catalase a été déterminée en utilisant le peroxyde d’hydrogène (H2O2) comme 

substrat et le formaldéhyde comme standard. L’activité de catalase a été déterminée par le taux 

de formation du formaldéhyde induite par la réaction entre le méthanol et H2O2 utilisant catalase 

comme enzyme (Johansson and Borg 1988).  
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L’activité de la glutathion peroxydase (GPx) a été déterminée comme le taux d’oxydation de 

NADPH en NADP+ après ajout de glutathion reductase (GR), glutathion réduit (GSH) et NADPH, 

utilisant H2O2 comme substrat (Paglia and Valentine 1967). 

L’activité de la superoxyde dismutase (SOD) a été déterminée par le degré d’inhibition de la 

réaction entre les radicaux superoxyde, produits par le système hypoxanthine – xanthine oxydase 

et le nitrobleu tétrazolium (Oberley and Spitz 1984). 

Analyses statistiques 

Les données biologiques sont exprimées en moyenne ± écart-type. Un test ANOVA univarié suivi 

d’un test de Newman-Keuls de comparaisons multiples ont été utilisés pour comparer les 

biomarqueurs du stress oxydant entre les tertiles d’activité physique et de sédentarité, ainsi 

qu’entre les groupes de MET.  

Résultats 

Le niveau de sédentarité augmente le stress oxydant plasmatique 

Les concentrations plasmatiques d’AOPP étaient significativement plus élevées (p < 0,05) dans 

le T3SB comparé au T1SB respectivement 264,0 ± 188,6μmol/L vs 175,1 ± 63,89 mol/L ; Figure 

1A). De plus, les concentrations plasmatiques de catalase étaient significativement plus élevées 

(p < 0,05) dans le T3SB comparé au T1SB (respectivement 1250,0 ± 959,7 μmol/L vs 757,7 ± 

535,5μmol/L ; Figure 1B). Aucune différence significative n’a été observée pour les autres 

biomarqueurs (MDA, GPx, SOD) entre les tertiles de sédentarité.  
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Figure 1. Biomarqueurs du stress oxydant de différents sous-groupes divisés selon leurs niveaux de 
sédentarité (T = tertiles). (A) concentration d’AOPP en μmol/L, (B) concentration de catalase en 
μmol/L. Les valeurs sont exprimées en moyenne ± SD. *(p<0,05) différence significative comparée à 
T1SB.  

Le niveau d’AP diminue le stress oxydant plasmatique 

Les concentrations plasmatiques d’AOPP tendent à être plus élevées (p = 0.06) dans le T1PA 

comparé au T3PA (respectivement 259,1 ± 188,2μmol/L vs 182,9 ± 74,28μmol/L ; Figure 2A). De 

plus, les concentrations plasmatiques de MDA tendent à être plus élevées (p = 0,07) dans le 

T1PA comparé au T3PA (respectivement 458,8 ± 140,7μmol/L vs 370,0 ± 199,1μmol/L ; Figure 

2B). Aucune différence significative n’a été observée pour les autres biomarqueurs (catalase, 

GPx, SOD) entre les tertiles d’AP.  

 

Figure 2. Biomarqueurs du stress oxydant de différents sous-groupes divisés selon leurs niveaux 
d’AP (T = tertiles). (A) concentration d’AOPP en μmol/L, (B) concentration de MDA en μmol/L. Les 
valeurs sont exprimées en moyenne ± SD. ¥ (p<0,06) différence comparée à T1PA ; ¤ (p=0,07) 
différence comparée à T1PA. 
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Discussion  

Ces résultats complémentaires montrent une augmentation significative du stress oxydant 

plasmatique avec le niveau de sédentarité (via les marqueurs AOPP et catalase) alors que l’AP 

régulière tend à le faire diminuer (via les marqueurs AOPP et MDA). 

Comme préalablement expliqué dans le chapitre 5 de ce manuscrit, l’effet bénéfique de l’AP 

régulière sur le stress oxydant dans le contexte de l’athérosclérose a été bien étudié, en 

particulier en cas d’athérosclérose fémorale (Dopheide et al. 2015 ; Steven et al. 2017). De la 

même manière, bien qu’encore trop peu étudié, l’effet néfaste de la sédentarité sur le stress 

oxydant a été montré à plusieurs reprises (Bartfay and Bartfay 2014; Bouzid et al. 2014). Ainsi, 

nos résultats confirment les données de la littérature, dans une population homogène de patients 

asymptomatiques avec plaques carotidiennes avancées. Néanmoins, nous n’avons pas observé 

d’effet significatif de l’AP sur les enzymes antioxydantes (GPx, SOD et catalase) dans notre 

population suggérant que l’amélioration observée pourrait résulter d’une moindre production de 

ROS. De la même manière, nous avons pu observer une augmentation de l’activité enzymatique 

de catalase avec le niveau de sédentarité. Le rôle de la catalase étant d’accélérer la réaction de 

dismutation de H2O2, ce résultat pourrait refléter une augmentation du contenu en H2O2.  

Toutefois, il est également important de prendre en considération quelques limites liées à cette 

étude dans l’analyse des résultats. En effet, nous n’avons pas évalué le régime alimentaire et 

l’apport en antioxydants non-enzymatiques de nos patients, pouvant potentiellement engendrer 

une hétérogénéité des réponses du stress oxydant. De plus, il s’agit d’une étude transversale (et 

non interventionnelle) nous permettant uniquement d’observer des différences entre les groupes 

sans pouvoir conclure sur un lien de cause à effet. Enfin, nous avons évalué le stress oxydant 

plasmatique de nos patients, qui ne reflète pas nécessairement l’état oxydatif dans la plaque 

d’athérosclérose. Ainsi, il serait intéressant dans de futures études, de confirmer ces données 

plasmatiques au cours d’études longitudinales, et d’évaluer le stress oxydant dans la plaque 

d’athérosclérose carotidienne.   
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ÉTUDE 2 : LES DEREGULATIONS IMMUNITAIRES A L’ORIGINE DE 

L’INFLAMMATION CHRONIQUE DANS L’ATHEROSCLEROSE SONT 

FAVORISEES PAR LA CYTOKINE PRO-INFLAMMATOIRE CCL5 

Rahman A, Chudnovskiy A, Amadori L, Koplev S, David Amir E, Kim-Schulze S, Mury P, 
Fernandez N, Remark R, Li J, Pina C, Moss N, Faries C, Awad A, Bjorkegren J, Mocco J, 

Gnjatic S, Faries P, Maya’an A, Merad M, Giannarelli C. 

Soumis dans Nature Communications (2017) 
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Les résultats de l’étude 1 fournissent des arguments quant à la relation entre le niveau d’activité 

physique quotidienne et les facteurs d’instabilité de la plaque d’athérosclérose carotidienne chez 

le patient asymptomatique à risque d’AVC, en particulier sur l’hémorragie intraplaque, mais aussi 

sur les paramètres inflammatoires. Néanmoins, à l’heure actuelle, les connaissances relatives 

au rôle de l’inflammation dans l’athérosclérose sont limitées à l’analyse de cellules inflammatoires 

circulantes, et principalement centrées sur les monocytes/macrophages. D’autres types de 

cellules immunitaires que les monocytes/macrophages pourraient être impliquées dans la 

physiopathologie (Libby et al. 2002a). Ainsi, il semble important à ce point d’analyser l’état 

fonctionnel des cellules inflammatoires dans la plaque d’athérosclérose afin de mieux 

comprendre les interactions potentielles qui pourraient conduire à la rupture de la plaque, 

indépendamment de l’activité physique et de la sédentarité.  

Cette deuxième étude a été réalisée dans le cadre d’une mobilité internationale de 6 mois 

au sein du « Cardiovascular Research Institute » de l’Icahn School of Medicine at Mount Sinaï of 

New York City, dans l’équipe du Dr Chiara Giannarelli. L’ensemble des expérimentations 

réalisées lors de cette mobilité a été intégré à un article scientifique plus complet, présenté ici 

dans son intégralité. Cependant uniquement les expérimentations que j’ai réalisées sont 

détaillées et commentées par la suite. 

Afin de caractériser les dysfonctions du système immunitaire observées dans le contexte de 

l’athérosclérose, nous avons analysé, dans un premier temps, le profil protéomique des plaques 

avancées d’athérosclérose carotidiennes. Par la suite, j’ai évalué l’effet du plasma de patients 

symptomatiques et asymptomatiques sur la phosphorylation des protéines identifiées lors de 

l’analyse protéomique par l’intermédiaire de différents types de cellules immunitaires. Pour cela, 

j’ai stimulé des PBMC sains avec le plasma des patients et mesuré l’activation des 

phosphoprotéines par cytométrie de masse (CyTOF). Dans un second temps, j’ai évalué la 

production de cytokines pro-inflammatoires lorsque des PBMC sains étaient stimulés par du 

plasma de patients, afin de déterminer quelles cellules sanguines pouvaient favoriser l’activation 
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des phosphoprotéines. Enfin, l’objectif était de confirmer l’effet de la cytokine pro-inflammatoire 

identifiée lors de la 2ème étape sur les phosphoprotéines d’intérêt, et identifier la voie de 

signalisation associée. Ainsi, l’objectif principal de cette étude est donc de caractériser 

l’environnement immunitaire de la plaque d’athérosclérose afin d’apporter des éléments 

d’information à la mise au point de futures immunothérapies adaptées. 

Les principaux résultats de cette partie de l’étude démontrent l’implication de la cytokine 

pro-inflammatoire CCL5 (ou RANTES) dans les dysfonctions du système immunitaire observées 

dans le contexte de l’athérosclérose. En effet, la stimulation de PBMC sains par cette cytokine 

permet une activation exacerbée de phosphoprotéines spécifiques, identifiées par analyse 

protéomique de plaques d’athérosclérose carotidiennes avancées par l’intermédiaire des 

monocytes.  

Dans un premier temps, une analyse protéomique a été effectuée sur 15 plaques carotidiennes 

avancées extraites par endartériectomie. Cette première analyse a permis d’identifier 10 

phosphoprotéines impliquées dans les dysfonctions du système immunitaire : IkBa, pCREB, 

pERK1/2, pMAPKAP2, pp38, pPLCg2, pS6, pSTAT1, pSTAT3, et pSTAT5.  

Ensuite, nous avons évalué l’état fonctionnel des cellules immunitaires en stimulant des PBMC 

par le plasma des mêmes patients et analysé par cytométrie de masse l’activation des 

phosphoprotéines par l’intermédiaire de 10 populations de cellules immunitaires majeures 

(lymphocytes B, basophiles, CD1cDCs, lymphocytes T CD4, lymphocytes T CD8, monocytes 

CD14 et CD16, NK, NKT, pDCs). Cette étape nous a alors permis de voir que la meilleure 

réponse était faite par l’intermédiaire des monocytes et d’identifier les 3 phosphoprotéines les 

plus activées : pp38, pERK1/2 et pS6.  
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Simultanément, j’ai mesuré l’expression d’un panel de cytokines relarguées lorsque nous 

stimulions des PBMC par le plasma des patients. Ainsi, j’ai identifié les 5 cytokines pro-

inflammatoires les plus exprimées : CCL5, CXCL1, CXCL10, PDGF-AA et PDGF-BB.  

 

Dans une 3ème étape, j’ai ainsi évalué l’impact de chacune de ces 5 cytokines sur l’activation des 

10 phosphoprotéines, ainsi qu’une combinaison des 5 cytokines, afin de mimer l’environnement 

plasmatique des patients souffrant d’athérosclérose. Les résultats de cette étape montrent alors 
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que seule CCL5 permet une activation exacerbée des 10 phosphoprotéines, et plus 

particulièrement de pp38, pERK1/2 et pS6, par l’intermédiaire des monocytes.  

 

Lors d’une 4ème étape, nous avons alors confirmé l’impact de la cytokine CCL5 sur l’activation 

des phosphoprotéines en stimulant des PBMC sains par le plasma de patients auquel était ajouté 

un anticorps bloquant la cytokine. Cette expérimentation montre alors une diminution significative 

de l’activation des phosphoprotéines, en particulier lorsque les PBMC étaient stimulés par le 

plasma de patients. Ces résultats confirment alors l’implication de CCL5 dans la phosphorylation 

des protéines potentiellement impliquées dans les dysfonctions du système immunitaire.  

 

Enfin, dans une dernière étape, nous avons déterminé la voie de signalisation menant à la 

phosphorylation des protéines via CCL5. Pour cela, nous avons évalué l’expression dans le tissu 

des principaux récepteurs de CCL5 : CCR1, CCR3 et CCR5, à l’aide d’une analyse par 

cytométrie de masse. Cette dernière expérimentation a permis de confirmer l’implication de l’axe 

CCL5/CCR5. 
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Ces résultats semblent très prometteurs quant à la mise au point d’immunothérapies 

spécifiquement adaptées. Néanmoins, des études complémentaires chez l’animal sont 

nécessaires afin de confirmer l’implication de l’axe CCL5/CCR5 dans les dysfonctions du 

système immunitaire observées dans le contexte de l’athérosclérose.   
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Abstract 24 

Atherosclerosis is a systemic disease characterized by focal immune infiltration of the arterial wall 25 

in response to lipid accumulation. While the role of inflammation in atherosclerosis has been 26 

extensively investigated, human studies have failed to take into account the heterogeneity of focal 27 

immune dysregulations at the atherosclerotic vascular site and systemic immune alterations in the 28 

same patient. Using single-cell mass-cytometry (CyTOF), combined with phospho-CyTOF, RNA-29 

sequencing and cytokine profiling, we provide a first single-cell human immune atlas of 30 

atherosclerosis. We found that CD4+ and CD8+ T cells largely dominate (>50%) advanced 31 

atherosclerotic lesions of high-risk patients undergoing carotid endarterectomy (CEA). Functionally, 32 

we show that atherosclerotic plasma drives systemic innate immune responses while promoting 33 

adaptive immune alterations at the atherosclerotic vascular site. The identification of distinct but 34 

coordinated systemic innate and atherosclerotic tissue-specific adaptive immune defects suggests 35 

that multiscale single-cell immune profiling may help the design of precise immunotherapies in 36 

patients.  37 

 38 
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Atherosclerosis, immune microenvironment, innate immunity, adaptive immunity, CyTOF. 40 
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The clinical manifestations of atherosclerosis — stroke and myocardial infarction (MI) — are 48 

responsible for nearly 50% of all deaths globally.1-3 The therapeutic approach to atherosclerosis 49 

cardiovascular disease (CVD) consists of lifestyle improvements and control of 50 

hypercholesterolemia and other traditional cardiovascular (CV) risk factors. Yet, morbidity and 51 

mortality remain high and continue to rise globally, even in optimally treated patients. 4 52 

Inflammation is intimately involved at all stages of atherosclerosis, which is accepted as a chronic 53 

inflammatory disease in response to vascular lipid accumulation. 5 Indeed, CVD is a major cause of 54 

mortality in patients with chronic autoimmune disorders and no hyperlipidemia. 6-10 Therefore, 55 

interventions targeting the immune system have become an attractive strategy to reduce residual CV 56 

risk. 11,12 The recent positive results of the endpoint driven Canakinumab Anti-inflammatory 57 

Thrombosis Outcomes Study (CANTOS) trial 13 proved that targeting systemic innate immune 58 

responses, by inhibiting the pro-inflammatory cytokine IL-1β, can reduce the risk of non-fatal CV 59 

events by 17% in high-risk patients with recent MI and elevated high-sensitivity C-reactive protein 60 

(hsCRP). Remarkably, a subgroup analysis revealed that patients who achieved the highest reduction 61 

of hsCRP had a 25% reduction in non-fatal events, suggesting a significant residual CV risk due to 62 

inflammation in this subset of patients.14 These results provide the first proof-of-concept that anti-63 

inflammatory treatments can prevent CV events, but the higher incidence of rate of infection deaths 64 

in older and diabetic patients also highlights the urgent need to identify new immune alterations to 65 

guide the design of precise immunotherapies in CVD patients. Significant advances in the field may 66 

have been hampered by technological limitations, with most human studies focusing on low-67 

dimensional analyses of blood immune cells 15,16 and atherosclerotic tissue specimens 17,18, and the 68 

limited access to clinical samples. Recent advances in single-cell technologies have enabled 69 

unprecedented resolutions in studying small clinical samples and revealed the importance of cellular 70 

heterogeneity in driving disease biology 19,20. Therefore, to map the immune landscape across 71 

atherosclerotic vascular tissue and paired blood of the same patient, we designed a single-cell 72 

immune profiling strategy combined with high-dimensional immune monitoring approaches (Figure 73 
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1). Using time-of-flight mass cytometry (CyTOF) 21 to simultaneously analyze atherosclerotic tissue 74 

and blood of the same patient — we found that CD4+ and CD8+ T cells dominate the atherosclerotic 75 

vascular immune landscape and identified a new subset of CD8+ T cells expressing low levels of 76 

CD127 significantly enriched atherosclerotic tissue relative to blood. Next, combining phospho-77 

CyTOF, RNA sequencing (RNA-seq) and multiplexed cytokine arrays, we identified distinct 78 

systemic innate and tissue-specific adaptive immune responses in patients with atherosclerosis 79 

disease. Collectively, this multidimensional approach revealed heterogeneous immune cell 80 

variations across tissues in patients with atherosclerosis that can guide the design of new precise 81 

immunotherapies.  82 

 83 

RESULTS 84 

Paired Single-Cell Immune Profiling of Human Atherosclerosis  85 

To map the immune landscape of atherosclerosis and discriminate between tissue-specific and 86 

systemic immune changes, we used a paired CyTOF approach 22 to perform simultaneous single-87 

cell profiling of immune cells from atherosclerotic tissue and blood of the same patient. Table S1 88 

summarizes the demographics and clinical characteristics of the patients (n=36) undergoing carotid 89 

endarterectomy (CEA) enrolled in our study. In an initial set of experiments, we performed a single-90 

cell immune profiling of atherosclerotic lesions and paired blood from 15 prospectively enrolled 91 

CEA patients. First, immune cells isolated from atherosclerotic tissue and peripheral blood 92 

(peripheral blood mononuclear cells, PBMCs) of the same patient were barcoded using a CD45-93 

based approach 23, pooled, immunostained with a cocktail of 32 antibodies (Table S2) and analyzed 94 

by CyTOF 21. All analyzed lesions were classified according to validated pathology criteria of the 95 

American Heart Association (AHA) 24 as either complicated type VI (n=12; complex plaque with 96 

possible surface defect, hemorrhage, or thrombus) or type non-complicated IV-V (n=3; plaque with 97 

a lipid or necrotic core surrounded by fibrous tissue with possible calcification).  98 
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The relative phenotypic distribution of immune cells either infiltrating atherosclerotic tissue or in 99 

blood of the same patient was first analyzed using viSNE, 25 an unbiased computational tool that 100 

allows the visualization high-dimensional single-cell data into two dimensions. This unbiased 101 

approach immediately highlighted the presence of specific immune cell populations that were 102 

selectively enriched in atherosclerotic tissue relative to blood (Figure 2A). Next, we employed 103 

Phenograph 26 to cluster the identified cells into phenotypically related populations (Figure 2B), 104 

which were then manually annotated based on canonical marker expression patterns (Figure 2C). 105 

Using this unbiased computational pipeline we identified major immune cell populations in 106 

atherosclerotic tissue and in blood of the same patient (Figure 2D). The most prevalent immune cells 107 

(CD45+) cells in atherosclerotic tissue were CD4+ (25.8%) and CD8+ (25.2%) T cells, macrophages 108 

(12.8%), monocytes (7.7%) and B (2.1%) cells. Among macrophages, unbiased cluster analysis 109 

identified two subsets defined as CD64+HLADRhighCD163low and CD64+HLADRhighCD163high 110 

(Figure 2C). The observation that — unlike in advanced murine atherosclerosis where only a few T 111 

cells are detected27— CD4+ and CD8+ T cells together dominate (>50%) advanced atherosclerotic 112 

lesions, indicate a strong adaptive immune signature in advanced atherosclerotic lesions of high-risk 113 

patients undergoing CEA. Multiplexed immunohistochemistry 28 confirmed that T cells comprised 114 

a major portion of the CD45+ cells in the same atherosclerotic lesions analyzed by CyTOF (Figure 115 

S1). Using a regression analysis similar to that employed by CITRUS, 29 we identified cell types and 116 

subsets that were differentially enriched in atherosclerotic tissue and blood across all patients (Figure 117 

2E). This analysis showed a significant relative enrichment of CD14+ monocytes and NK cells in 118 

blood, while, as expected, macrophages were enriched in atherosclerotic tissue. Notably, we also 119 

identified a novel, phenotypically distinct subset of CD8+ T cells that were significantly enriched in 120 

atherosclerotic tissue, which were characterized by low expression levels of CD127 (IL-7R α-chain) 121 

(Figure 2E). In a second independent set of CyTOF experiments conducted on a separate cohort of 122 

10 CEA patients, we confirmed a significant atherosclerotic tissue enrichment of total CD8+ T cells 123 
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(2.6±2.3 fold–change vs. blood; p=0.03) and in particular of the new subset of CD8+ CD127low T 124 

cells (4.7±5.1 fold–change vs. blood; P=0.01). 125 

Systemic Immune Responses in Atherosclerosis Patients  126 

To dissect the complexity of systemic immune responses in patients with atherosclerosis, we used a 127 

multiscale profiling strategy integrating single-cell phospho-CyTOF, RNA-sequencing (RNA-seq), 128 

secreted cytokine profiling and unbiased computational approaches. Blood immune cells from 129 

patients with atherosclerosis were perturbed ex-vivo using either autologous plasma or plasma from 130 

healthy donors, an approach that was previously used to unveil alterations in IL-1 signaling in 131 

systemic onset juvenile idiopathic arthritis. 30 First, we used phospho-CyTOF to interrogate the 132 

activation of major signaling pathways across all major immune cell subsets using a panel of 133 

antibodies against 18 surface markers and 10 intracellular phospho-proteins in each single-single 134 

cell (Table S2). To identify cell subset–specific signaling responses, we first applied viSNE to 135 

visualize and identify 10 major immune cell populations (B cells, Basophils, CD1c DCs, CD4 T 136 

cells, CD8 T cells, CD14 and CD16 monocytes, NK cells, NK T cells, and pDCs) on the basis of 137 

canonical surface marker expression patterns (Figure S2). Next, we evaluated the relative level of 138 

phosphorylation of 10 intracellular proteins (IkBa, pCREB, pERK1/2, pMAPKAP2, pp38, pPLCg2, 139 

pS6, pSTAT1, pSTAT3, and pSTAT5) across this immunological map, allowing the analysis and 140 

visualization of intracellular pathways that were differentially activated in each single-cell in 141 

response to plasma of atherosclerosis patients. These data were integrated to derive 100 cell type-142 

phosphoprotein pairs that were compared across all the different plasma treatments. CD14+ 143 

monocytes and CD1c+ DCs exhibited the greatest intracellular signaling activation, showing 144 

significantly increased phosphorylation of CREB, p38, ERK1/2, MAPKAP2 and S6 in response to 145 

autologous atherosclerotic plasma (Figure 3A-D), revealing an inducible innate immune signature 146 

in blood cells of patients with atherosclerosis.  147 
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To determine whether these immune responses were dependent on atherosclerotic plasma 148 

stimulation or due to intrinsic features of immune cells from patients, blood immune cells of healthy 149 

donors were perturbed by plasma of atherosclerosis patients. We used the same panel of 18 surface 150 

markers and 10 intracellular phospho-proteins and a consistent computational analysis strategy. 151 

Results showed that healthy blood immune cells largely recapitulated the immune activation 152 

signature that was observed in blood immune cells of patients (Figure 4A), suggesting that activation 153 

of these signaling pathways is largely driven by soluble factors in atherosclerotic plasma rather than 154 

intrinsic features of blood immune cells of patients. In particular, CD14+ monocytes and CD1c+ DCs 155 

exhibited the greatest immune activation, showing significantly elevated phosphorylation of CREB, 156 

p38, MAPKAP2, ERK1/2 and S6 in response to atherosclerotic plasma (Figure 4B; Figure S3).  157 

To identify the correspondent transcriptional signature associated with the activation of 158 

these signaling pathways, we performed RNA sequencing (RNA-Seq) analysis in parallel 159 

experiments using the same healthy blood immune cells and atherosclerotic plasma. Principal 160 

component analysis (PCA) of all mapped genes and of corresponding CyTOF data (Figure 4C) 161 

clearly separated blood immune cells perturbed by atherosclerotic plasma from those stimulated 162 

with plasma of healthy donors. Differential expression of RNA-Seq data using the DESeq package 163 

identified 4,823 differentially expressed genes (DEGs, FDR 5%) out of 39,129. Of all identified 164 

DEGs, 2,377 were up- and 2,446 down-regulated, suggesting a substantial transcriptional 165 

reprogramming in blood immune cells perturbed by plasma of atherosclerosis patients compared to 166 

healthy donors (Figure 4D and E; Table S3). Gene set enrichment including Gene Ontology (GO) 167 

analysis using Enrichr 31 confirmed the involvement of several biological processes relevant for 168 

innate immune responses (Figure S4) including protein transport, cell-cell signaling and increased 169 

chemotaxis (Figure 4D and Table S4). For the DEGs, KEGG and PANTHER pathway enrichment 170 

analyses identified a series of up-and down-regulated signaling pathways implicated in the immune 171 

response to atherosclerotic plasma perturbation, including inflammation mediated by chemokine 172 

and cytokine, interleukin signaling pathways, PDGF signaling, antigen processing and presentation, 173 
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PI3 and MAPK signaling pathways (Figure S5A and Table S5). Together, these results imply that 174 

plasma of atherosclerosis patients induces an inflammatory transcriptional reprogramming, likely 175 

initiated by the activation of intracellular signaling pathways in CD14+ monocytes and CD1c+ DCs.  176 

To discover regulatory relationships between cell type-signaling pathways and gene 177 

expression, we next integrated GO enriched gene expression data with pairs of cell type-178 

phosphoprotein activity identified by CyTOF (Figure 5A and B). Filtered cross-correlations of mass 179 

cytometry and gene expression data identified CREB phosphorylation in monocytes and CD1c+ DCs 180 

and S6 in monocytes as top correlates (Figure 5C), suggesting a key role of these cell type-signaling 181 

pathways activation in explaining the identified gene signature. In line with this possibility, 182 

enrichment analysis of the DEGs for targets of transcription factors (TF), as determined by prior 183 

knowledge ChIP-seq studies from ENCODE and ChEA 32 and consensus binding DNA sequence 184 

motifs based on position weight matrices from TRANSFAC and JASPAR, identified CREB1, 185 

CREM (a CREB family member) 33 and E2F1 as the TFs that cooperates in the regulation of CREB 186 

signaling 34,35. Remarkably, CREM was a top DEGs in our dataset (Table S3). Hence, these TFs 187 

likely explain part of the differential expression of genes identified in blood immune cells in 188 

response to patient plasma (Figure S5B; Tables S6 and S7). Considering that CREM is a CREB 189 

family member and that CREB is activated in response to the phosphorylation of multiple kinases 190 

including S6 36, these data indicate that S6 and CREB phosphorylation, observed in monocytes, is a 191 

critical event contributing to the inflammatory transcriptional response triggered by atherosclerotic 192 

plasma.  193 

Finally, to evaluate the downstream consequences of these intracellular signaling and 194 

transcriptional pathways, we profiled secreted cytokines by multiplexed analysis and identified an 195 

atherosclerosis-specific signature (Figure S6). Among other cytokines, we found a significant 196 

increase of IL-6, which is associated with increased risk of cardiovascular mortality in patients, 37 197 

and of the chemokines MCP-1 and fractalkine, which have been implicated in 198 

monocyte/macrophage and T cell recruitment to tissue. 38,39 Altogether, these data provide a new 199 
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pro-atherogenic secretome signature that defines blood immune cells responses to plasma of patients 200 

with atherosclerosis. 201 

Unbiased Single-Cell Functional Screening of Plasma Candidate Cytokines  202 

Our previous results suggest the presence of soluble factors in atherosclerotic plasma with the 203 

potential to induce innate immune activation. Given that cytokines modulate immune responses in 204 

inflammatory conditions including atherosclerosis, 40 we profiled the plasma cytokine signature of 205 

each patient and healthy donor used for the phospho-CyTOF experiments (Figure 6A and B) to 206 

identify potential candidates. Among 11 differentially expressed cytokines we selected the top-five 207 

for proof-of-concept screening studies using phosphoCyTOF: CCL5 (Regulated upon Activation, 208 

Normal T cell Expressed, and Secreted; RANTES), CXCL10 (IP-10), CXCL1 (GRO), PDGF-AA 209 

and PDGF-BB (Figure 6B). Results showed that CCL5, a chemokine implicated in atherosclerosis 210 

with conflicting results 41, reproduced the same intracellular immune activation profile observed in 211 

monocytes in response to atherosclerosis plasma perturbations (Figure 6C and D). A blocking 212 

antibody against CCL5 significantly reduced plasma-induced monocyte activation, further 213 

confirming a key role for this chemokine in driving atherosclerotic inflammation (Figure 5E). 214 

However, we observed a persistent activation of signaling pathways in CD1c+ DCs and in a small 215 

subset of CD14low monocytes in the presence of CCL5 inhibition. These data reveal new mechanisms 216 

by which plasma CCL5 contributes to systemic immune activation of circulating monocytes of 217 

patients with atherosclerosis, but also suggest that the residual plasma-induced immune activation 218 

in a small subset of CD14low monocytes and in CD1c+ DCs observed in the presence of CCL5 219 

inhibition is likely sustained by other soluble factor(s) present in blood.  220 

Adaptive Immune Responses in Atherosclerotic Lesions of Patients 221 

Based on the effects elicited by atherosclerotic plasma on blood immune cells — and given that 222 

intra-lesional blood leakage from intimal neovessel is a well-recognized phenomenon implicated 223 

with atherosclerotic plaque growth and rupture 42 — we hypothesized that plasma extravasation may 224 
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induce specific immune responses at the atherosclerotic vascular site. We therefore developed an ex 225 

vivo atherosclerotic tissue culture model to investigate discrete immune dysregulations elicited by 226 

atherosclerotic plasma in tissue (Figure 7A) 43. First, atherosclerotic tissue from CEA patients was 227 

perturbed by autologous plasma. Next, we profiled secreted cytokines in the supernatant of cultured 228 

tissues and identified an atherosclerotic tissue-specific signature dominated by the production of 229 

CCL5, IFN-γ, Fractalkine and Fms like tyrosine kinase 3 ligand (Flt3L) (Figure 7B and C). In 230 

particular, atherosclerotic tissue perturbed by autologous plasma was a major source of the 231 

chemokine CCL5 (24 fold-change) compared to perturbed blood cells (0.9 fold-change). Given that 232 

CCL5 has been implicated in mediating T cell chemotaxis at the site of inflammation through the G 233 

protein-coupled chemokine receptor CCR5 44,45, we next investigated the expression levels of CCR5 234 

in T cell immune populations found in atherosclerotic tissue and paired blood. We found that CCR5 235 

expression was significantly higher on CD4+ and CD8+ T cells infiltrating atherosclerotic tissue 236 

relative to blood (Figure 7D and E). CCR5 expression was particularly elevated in the novel subset 237 

of CD127lowCD8+ that we found to be selectively enriched in atherosclerotic tissue (Figure 2E), 238 

accounting for most of the CCR5+CD8+ T cells enriched in atherosclerotic tissue. These data suggest 239 

that recurrent plasma leakage in advanced atherosclerotic lesions may trigger the expression of 240 

chemokine like CCL5 and contribute to the recruitment of CD4+ and CD8+ T cells, and in particular 241 

of a new subset of CD127lowCD8+ T cells, in advanced atherosclerotic lesions of high-risk CEA 242 

patients. 243 

DISCUSSION 244 

By coupling deep-phenotypic analyses with immune functional studies across atherosclerotic tissue 245 

and blood, we provide an unprecedented granular system view of the immune system in patients 246 

with atherosclerosis. Paired single-cell analyses of atherosclerotic tissue and blood revealed a 247 

previously unappreciated heterogeneity of immune cell infiltrating the human atherosclerotic arterial 248 

wall. We identified CD4+ and CD8+ T cell as the dominant immune cell populations in advanced 249 

atherosclerotic lesions of high-risk patients undergoing carotid endarterectomy (CEA). Although, 250 
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the presence of CD4+ and CD8+ T cells in human atherosclerosis and their role in the disease has 251 

long been documented, 46-48 previous human studies focused on single cell populations and did not 252 

systematically investigate correlations between identified cell types and subsets infiltrating 253 

atherosclerotic tissue and in blood of the same patient. Using this approach, we identified a new 254 

subset of CD8+ T cells characterized by low expression of CD127 and found that this subset of cells 255 

was highly enriched in atherosclerotic tissue relative to blood of the same patient. While the immune 256 

landscape of advanced atherosclerotic lesions appeared dominated by adaptive immune alterations, 257 

we identified systemic innate immune dysregulations in blood of the same patients. In particular, 258 

single-cell functional studies revealed innate immune activation characterized by the 259 

phosphorylation of specific intracellular kinases in CD14+ monocytes and CD1c+ DCs when blood 260 

immune cells of patients were stimulated with autologous atherosclerotic plasma. This response was 261 

reproduced in blood cells from healthy donors perturbed by plasma of atherosclerosis patients, 262 

indicating that the observed innate immune response was mostly dependent on atherosclerosis 263 

plasma stimulation and not explained by intrinsic features of immune cells from patients. RNA-seq 264 

analysis revealed an inflammatory signature involving innate immune related biological processes 265 

and pathways including chemotaxis, innate immune responses, inflammation mediated by 266 

chemokine and cytokine, interleukin signaling pathways. Integrated analyses of phospho-CyTOF 267 

and RNA-seq data identified CREB and S6 activation in monocytes and dendritic cells as a major 268 

contributor to this inflammatory transcriptional signature. Indeed, CREB is a phosphorylation-269 

dependent transcriptional factor that plays an important role in the regulation of immune responses 270 

that follow the phosphorylation of S6, p38 and MAPKAPK2 36 that were activated by atherosclerotic 271 

plasma, suggesting that CREB is a critical checkpoint. In proof-of-concept studies, designed to 272 

identify potential plasma mediators of this innate immune response, we used phosphoCyTOF to 273 

screen the immune activating potential of the top 5 differentially expressed cytokines identified in 274 

plasma of patients and healthy donors. We found that CCL5 reproduced the functional activation of 275 
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monocytes to atherosclerotic plasma and that this effect was largely abolished by its targeted 276 

inhibition. 277 

Our immune functional studies also revealed that, while atherosclerotic plasma drives systemic 278 

innate immune responses in blood, it also shapes distinct adaptive immune alterations in advanced 279 

atherosclerotic lesions. In particular, we provide new evidence suggesting that recurrent plasma 280 

leakage occurring in advanced complicated atherosclerotic lesions may contribute to plaque 281 

progression toward an advanced inflammatory phenotype by triggering the recruitment of CD4+ and 282 

CD8+ T cells, which we found the dominant cell type in advanced atherosclerotic lesions of high-283 

risk CEA patients. We found that the CCL5/CCR5 axis may contribute to this effect, as 284 

atherosclerotic tissue perturbed by autologous plasma was a major source of the chemokine CCL5, 285 

and infiltrating CD4+ and CD8+ T cells in the tissue express high levels of the CCL5 receptor CCR5. 286 

Although the role of CCL5/CCR5 axis in CVD has been extensively investigated in preclinical and 287 

clinical studies, some discrepant results have been reported 37,41,49-55, genetic polymorphisms of 288 

CCL5/CCR5 were not conclusively associated with CVD 56-59, and recent studies show protective 289 

effects60,61. Our unbiased approach identifies a new dual functional role for the CCL5-CCR5 axis in 290 

patients with atherosclerosis disease, with CCL5 mediating the activation of circulating monocytes 291 

in blood immune cells induced by atherosclerotic plasma, and also shaping the adaptive immune 292 

landscape of advanced atherosclerotic lesions of high-risk patients through the recruitment of CD4+ 293 

and CD8+ T cell and in particular of a new subset of CD8+ T cells characterized by the low expression 294 

of CD127 that we found to be significantly enriched in atherosclerotic lesions.  295 

In conclusion, our multidimensional single-cell approach enabled immune monitoring studies using 296 

small limited clinical atherosclerotic tissue samples and blood of the same patient and provided a 297 

system view of the immune system across tissues of patients with advanced atherosclerosis. This 298 

approach uncovered novel distinct but coordinated systemic innate and atherosclerotic-tissue 299 

specific adaptive immune alterations underlying human atherosclerosis that can contribute to guide 300 

the design of new data-driven personalized immunotherapies in atherosclerosis.  301 
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METHODS 319 

Human Specimens and Patient Clinical Characteristics 320 

Thirty-four patients undergoing carotid endarterectomy at the Mount Sinai Hospital were enrolled 321 

in an ongoing clinical study approved by the Institutional Review Board of the Icahn School of 322 

Medicine at Mount Sinai (IRB 11-01427). Eligible subjects gave informed, written consent to 323 

participate to the study. Exclusion criteria were: current infection, autoimmune disease, active or 324 

recurrent cancer, severe renal failure requiring dialysis, peripheral arterial occlusive disease with 325 

rest pain. Peripheral venous blood and atherosclerotic specimens collected from 15 patients 326 
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undergoing carotid endarterectomy were used to investigate tissue and blood heterogeneity. Plasma 327 

isolated from peripheral blood of 26 patients was used for functional CyTOF studies. Peripheral 328 

blood and atherosclerotic specimens of 8 patients were used to investigate CCR5 expression in 329 

tissue-infiltrating immune cells. 330 

Table S1 summarizes the demographic and clinical characteristics of the patients. The 36 patients 331 

consisted of 19 males and 17 females and mean age was 73.3±9.7 years, with a median of 73.5. 332 

Healthy donors (n=10) were enrolled from the Mount Sinai Hospital staff and PBMCs and plasma 333 

were freshly isolated the day of the experiment. 334 

Sample Collection  335 

From the patients described above, fasting blood was collected pre-/intra-operatively into tubes 336 

containing ACD Solution A as anti-coagulant (BD Vacutainer). Carotid atherosclerotic tissue 337 

specimens were immediately placed in RPMI media (Corning) on ice.  338 

Plasma and Peripheral Blood Mononuclear Cell (PBMC) Isolation from Blood 339 

Blood was processed within 2 hours of collection and spun at 1500 rpm for 6 minutes. Plasma was 340 

collected and the cell fraction was diluted with Phosphate Buffered Saline (PBS) (ratio 1:2). Diluted 341 

blood suspension was overlaid over the top of Ficoll-Paque Plus (ratio 7:3) (GE Healthcare Life 342 

Sciences) and centrifuged for 20 minutes at 1800 rpm at room temperature. After centrifugation the 343 

PBMC layer was collected, washed in PBS according to the standard operating procedure (SOP) for 344 

PBMCs isolation of the Human Immune Monitoring Center of the Icahn School of Medicine at 345 

Mount Sinai.  346 

Cell Dissociation from Atherosclerotic Plaques 347 

The atherosclerotic surgical specimens were processed within one-hour post-surgery. The plaque 348 

sample was washed extensively in DMEM media, then the tissue was weighted and digested at 37° 349 

C for 1 hour in 10 milliliters (ml) of the following enzyme mix as previously described 62. DMEM 350 

media, 10% fetal bovine serum (FBS), collagenase type IV (Sigma, C5138) at a final concentration 351 
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of 1mg/ml, DNase (Sigma, DN25) at a final concentration of 0.3mg/ml, hyaluronidase (Sigma, 352 

H3506) at a final concentration of 0.3 mg/ml, collagenase type XI (Sigma, C7657) at a final 353 

concentration of 0.3 mg/ml. After digestion the mixture was transferred into 50 ml falcon conical 354 

tube and vortexed for 5 min at highest speed. The digested sample was filtered twice through 70 μm 355 

cell strainer and spun down at 1600 rpm for 10 min. The suspension was processed using the Dead 356 

Cell Removal kit (Miltenyi Biotec 130-090-101) according to manufacturer instructions using LS 357 

columns (Miltenyi 130-042-401).  358 

CyTOF paired sample preparation  359 

Following digestion and dead cell removal, cells isolated from atherosclerotic plaque specimens and 360 

paired PBMCs from the same patient were each barcoded using a CD45-based approach optimized 361 

for scarce clinical samples 23, then pooled and stained using a panel of antibodies routinely used at 362 

the Human Immune Monitoring Core of the Icahn School of Medicine at Mount Sinai. A summary 363 

of all mass cytometry antibodies, clones, reporter isotopes used for the immunophenotype 364 

experiments can be found in Table S2. Antibodies were either purchased pre-conjugated from 365 

Fluidigm or purchased purified and conjugated in-house using MaxPar X8 Polymer Kits (Fluidigm) 366 

according to the manufacture’s instructions. The samples were then washed and stained with 367 

cisplatin as a viability dye 63, then washed and fixed and permeabilized with BD Cytofix/Cytoperm 368 

(51-2090KZ) and stored in freshly diluted 2% formaldehyde (Electron Microscopy Sciences) in PBS 369 

containing 0.125nM Ir nucleic until acquisition.  370 

Multiplexed Immunohistochemistry  371 

Five μm formalin-fixed tissue sections obtained from same tissues analyzed by CyTOF, were baked 372 

overnight at 37°C and then deparaffinized, rehydrated, and pretreated in appropriate buffer for 373 

antigen retrieval (Target Retrieval Solution, Dako).  After endogenous peroxydase inhibition with 374 

H2O2 and FcR blocking, CD45 cells were stained with an anti-CD45 monoclonal antibody (clone 375 

2B11+PD7/26, mouse IgG1, Dako) for 1 hour at room temperature. After signal amplification with 376 
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an HRP-labeled polymer (Dako), enzymatic activity was revealed using 3-amino-9-ethylcarbazole 377 

(AEC, Vector Laboratories). Then slides were counterstained using hematoxylin and mounted in 378 

aqueous-based mounting medium (glycergel, Dako). After image acquisition using a whole slide 379 

scanner, the slides were subjected to the Multiplexed Immunohistochemical Consecutive Staining 380 

on Single Slide protocol 28 and stained for CD68 (clone KP1, mouse IgG1, Dako) and CD3 (clone 381 

2GV6, rabbit IgG, Ventana). After each round of staining, slides were scanned before de-staining 382 

steps. 383 

Stimulation of PBMCs with atherosclerosis plasma and phosphosignaling analysis Stimulation 384 

and cellular staining protocols were based on protocols described by Bendall et al. 21. Briefly, freshly 385 

isolated PBMCs of healthy donors were resuspended in RPMI-1640 medium (Corning Cellgro, VA, 386 

USA) containing 1% fetal bovine serum (BioWest), 1x penicillin/streptomycin (Invitrogen), diluted 387 

at 2x106 cells/ml, plated into a 96-well deep well plate for stimulation at 37 C, 5% CO2. Rh103 388 

nucleic acid intercalator (Fluidigm Inc) was added to cells as a viability marker at a final 389 

concentration of 0.125nM for the final 15 min of incubation. CCL5 blocking antibody (Anti-Human 390 

CCL5, clone 16411. R&D) was incubated with patient or healthy donor plasma for 30 minutes, prior 391 

to adding plasma to the cells (final concentration 20%). Signal transduction was stopped and 392 

stabilized by fixing the cells with formaldehyde (Thermo Scientific, IL, USA) added directly to the 393 

media at a final concentration of 1.6% for 10 minutes at room temperature. To minimize 394 

experimental variability and facilitate the accurate detection of differences in phospho-protein 395 

expression between samples, PBMC samples in a given experiment were barcoded using Cell-ID 396 

20-plex Pd barcoding kit (Fluidigm Inc.) and pooled prior to staining. Samples were first labeled 397 

with a panel of cell surface antibodies to identify major immune subsets, and then fixed and 398 

permeabilized with ice-cold methanol prior to staining with a panel of antibodies against 399 

intracellular phospho-protein epitopes. Samples were then washed and stored in freshly diluted 2% 400 

formaldehyde (Electron Microscopy Sciences) in PBS containing 0.125nM Ir nucleic until 401 

acquisition. 402 
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Mass cytometry data acquisition and processing 403 

Immediately prior to acquisition, samples were washed with PBS and diH20, counted and 404 

resuspended at a concentration of 1 million cells per ml in diH20 containing a 1/20 dilution of EQ 4 405 

element beads (Fluidigm Inc.). Samples were acquired on a CyTOF2 using a SuperSampler fluidics 406 

system (Victorian Airships) at an event rate of <400 evts/s. Following acquisition, all data were 407 

normalized using the Helios normalizer software (Fluidgm Inc.) and barcoded samples were 408 

deconvoluted and cross sample doublets were filtered using a Matlab-based debarcoding application 409 

64. Data were uploaded to Cytobank for subsequent analysis and visualization.   410 

CyTOF Data Visualization and analysis  411 

CyTOF data analysis and visualizations were performed using Cytobank (www.cytobank.org; 412 

https://mtsinai.cytobank.org/cytobank/; Cytobank, Inc., Menlo Park, CA). For analysis of tissue 413 

associated inflammatory cells and matched PBMCs, we employed an R-based semi-automated data 414 

analysis pipeline developed at the Human Immune Monitoring Center of the Icahn School of 415 

Medicine at Mount Sinai. This pipeline employs viSNE 25 as a dimensionality-reducing visualization 416 

tool and Phenograph 26 as an automated clustering algorithm. Clusters are manually annotated based 417 

on canonical marker expression patterns, and a CITRUS-style regression analysis is used to identify 418 

stratifying signatures between sample groups 29. Phospho-signaling experiments were first analyzed 419 

in Cytobank by applying viSNE analyses on cell surface markers to facilitate multidimensional 420 

clustering and consistent manual identification of major immune subsets based on canonical marker 421 

expression patterns. Expression of the phospho-proteins was visualized as a third parameter on the 422 

viSNE map to compare relative expression across immune subsets. For subsequent downstream 423 

analyses, the median signal intensity of each phospho-protein was calculated and exported for each 424 

of the manually identified immune populations in each sample. 425 

Secreted Soluble Factor Profiling of Tissue and PBMCs 426 

Atherosclerotic surgical fresh specimens (n=6) were cut into homologous small pieces (3 x 3 x 3 427 



PARTIE 3 – CONTRIBUTION PERSONNELLE 

183 
 

mm) and cultured in RPMI-1640 medium (Corning Cellgro, VA, USA) with or without autologous 428 

plasma for 24 hours and the supernatant was collected and stored it at -80 °C for Luminex Multiplex 429 

Assay. Culture supernatant of PBMCs stimulated with or without atherosclerotic plasma was 430 

collected after 24 hours and stored at -80°C for Luminex Multiplex assay.  431 

Measurement of Multiplex Biomarkers  432 

Culture supernatant and plasma cytokines/chemokines were measured using a commercially 433 

available human cytokine/chemokine magnetic bead panel (MILLIPLEX MAP, HCYTMAG-60K-434 

PX41) as per the manufacturer’s instructions on Luminex-200 multiplex immunoassay system. Data 435 

were analyzed using Milliplex Analyst 5.1 software (EMD Millipore, Billerica, Massachusetts). 436 

Cytokine expression by PBMCs and cultured tissue was calculated by normalizing each cytokine 437 

value in the supernatant for the concentration of each corresponding cytokine in plasma as follow: 438 

net-release (pg/ml) = supernatant concentration (pg/ml) – 20% plasma concentration (pg/ml). 439 

Cytokine expression was computed using paired two-tailed t-test for PBMCs of atherosclerotic 440 

patients treated with autologous plasma, while regular population-based t-test was used for the 441 

analysis of cytokines released by healthy PBMCs treated with atherosclerotic plasma.  442 

RNA-seq library preparation and sequencing 443 

Total RNA samples of healthy PBMCs perturbed by atherosclerotic patient or healthy donor plasma 444 

were extracted using the RNeasy Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA). Extracted RNA samples 445 

underwent quality control assessment using the Agilent Bioanalyzer (Agilent, Santa Clara, CA) and 446 

all RNA samples submitted for sequencing had an RNA Integrity Number (RIN) >9, with a 447 

minimum of 1 μg input RNA. Poly-A library preparation and sequencing were prepared with the 448 

TruSeq Stranded mRNA Library Preparation Kit (Ilumina, San Diego, CA) at the Genomics Core 449 

Facility at the Icahn School of Medicine at Mount Sinai as per standard protocols. The prepared 450 

libraries were then sequenced using Illumina HiSeq 4000 with single-end at read length of 100 base 451 

pairs with two technical replicates per plasma treatment.   452 
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Differential RNA-seq of plasma-induced PBMCs  453 

Spliced Transcripts Alignment to a Reference (STAR) 65 was used to map reads to the human 454 

genome (GRCh38, Gencode version 24) and count the number of reads per transcript.  The transcript 455 

counts were analyzed using a negative binomial test implemented in the DESeq R package 66 with 456 

normalization based on size factors. The resulting p-values were corrected for multiple hypothesis 457 

testing using a Benjamini-Hochberg correction 67. For the RNA-seq PCA, log pseudo-counts (n + 1) 458 

normalized by size factors were used. Up- and down-regulated lists of genes were called with an 459 

adjusted p-value threshold of 0.05, corresponding to a false discovery rate (FDR) of 5%. This 460 

analysis yielded 4,823 DEGs.  461 

Gene signature enrichment  462 

To interpret the identified up- and down-regulated genes associated with plasma induction of bulk 463 

PBMCs, gene symbols were submitted to Enrichr 31,68. The highlighted results from Enrichr gene 464 

set libraries and the reported scores were selected based on rank-based and combined score statistics 465 

from Enrichr 31,68. Enriched upstream TFs were supported by ChIP-seq data and position weight 466 

matrix (PWM) prediction libraries and inferred using Enrichr as described 31,68. The results of the 467 

TF enrichments were ranked based on the combined Enrichr score: the product of the negative log 468 

p-value from Fisher’s exact test and the z-score of the deviation from the expected rank. Enriched 469 

GO terms were scored by the rank-based z-score alone. Pathway enrichment was evaluated based 470 

on p-values from the Fisher’s exact test. 471 

Heat maps 472 

All heat maps were rendered in R and ordered based on hierarchical clustering with an Euclidian 473 

distance metric and complete linkage, unless otherwise specified. Batch corrections were applied to 474 

aggregate mass cytometry data and multiplex plasma cytokine data using Empirical Bayes batch 475 

correction (Combat) 69. Standardized data (z-scores) were calculated for each feature by subtracting 476 

the estimate mean and dividing by the estimate standard deviation.  477 
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FIGURE LEGENDS 673 

Figure 1. Schematic flow of the multidimensional single-cell approach to study immune 674 

variations across tissue. (A) Atherosclerotic tissue and blood from patients undergoing carotid 675 

endarterectomy (CEA) was processed to isolate immune cells and plasma. (B) Immune cells from 676 

atherosclerotic tissue and blood were barcoded for paired single-cell CyTOF analysis. (C) 677 

PhosphoCyTOF, gene expression (RNA-seq) and cytokine profiling were integrated to study 678 

systemic and tissue-specific immune responses to plasma from CEA patients. 679 

Figure 2. Immune heterogeneity of human atherosclerotic tissue by paired single cell analyses. 680 

(A) viSNE plots of high-dimensional single-cell CyTOF data discriminate atherosclerotic tissue and 681 

blood immune cells (peripheral blood mononuclear cells, PBMCs). (B) Phenograph analysis 682 

identified 24 distinct communities as visualized on the viSNE map. (C) Heat map illustrating 683 

differential marker expression patterns to comprehensively identify major immune subsets across 684 

identified clusters. (D) Overall immune composition of tissue and blood samples. (E) Regression 685 

analysis of cell types at statistically different frequencies in tissue and blood across all samples 686 

(n=15). 687 

Figure 3. Plasma of atherosclerotic patients drives innate immune responses in blood 688 

immune cells. (A) viSNE plot of blood immune cells (PBMCs) show major immune cell subsets 689 

defined based on canonical expression markers. (B) Single-cell signaling patterns were visualized 690 

across this immune map in response to autologous atherosclerotic (n=9) or pooled healthy plasma 691 

(n=5 donors). Dot plots show the effect of autologous plasma on the phosphorylation of 692 

intracellular kinases in CD14+ monocytes and CD1c+ DCs across 9 patients. Data were analyzed 693 

using paired t-test. (C) Bi-clustered heatmap of filtered cell-type: phosphoprotein data 694 

(FDR<10%) show significant immune responses (Log2 FC, auto/healthy) to autologous vs. healthy 695 

plasma. (D) CD14+ monocyte and CD1c+ dendritic cells (DCs) are the most responsive cell, as 696 

shown by the number of phosphoprotein activated by atherosclerotic plasma. FC: fold-change. 697 
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Figure 4. Multiplexed intracellular signaling single cell and gene expression analyses mark the 698 

immune response to plasma of atherosclerotic patients. (A). viSNE plot of major blood immune 699 

cell subsets were defined based on canonical expression patterns. (B) Heatmap summary of CyTOF 700 

data, ordered by stimulatory plasma condition and similarity of the most plasma-sensitive cell types, 701 

CD14+ and CD16+ monocytes and CD1c+ dendritic cells, highlights the activation of specific 702 

intracellular markers in each cell type in response to atherosclerosis plasma (n=20) or healthy donor 703 

plasma (n=10). (C) Principal component analysis (PCA) of RNA-seq and corresponding CyTOF 704 

data aggregated by cell type. (D) Heat map of DEGs (DESeq, Benjamini-Hocheberg, p<0.05) 705 

showing z-score of transcripts with absolute log2 fold change >1.2 and normalized sequence counts 706 

>4. (E) Log2 fold-change distribution of 4,823 differentially expressed genes (DEGs) in response to 707 

atherosclerotic (n=10) vs. healthy donor (n=6) plasma. Significant DEGs are shown in red. Enriched 708 

GO biological processes of the significant up- and down-regulated genes are shown on the right and 709 

ordered based on Enrichr’s rank-based statistic.  710 

Figure 5. Filtered cross-correlations of RNA-seq and aggregate single cell data pinpoints 711 

regulatory relationships between cell type-specific signaling pathways and gene expression 712 

profile. (A) Enriched GO terms from gene expression data. (B) Hierarchically ordered heatmap of 713 

Pearson’s correlations between gene expression and phosphoprotein-cell type pairs. Only DEGs 714 

belonging to the enriched GO terms are included. (C) Pairs of phosphoprotein and cell-type with 715 

the highest median cross-correlation with RNA-seq data.  716 

Figure 6.  Phospho-CyTOF screening of plasma candidate cytokines. 717 

(A) Identification and validation of candidate cytokine(s) responsible for the immune response of 718 

PMBCs to CEA plasma. (B) Heat map of differentially expressed (DEs) cytokine identified in 719 

plasma of CEA patients and healthy donors. Dot plots of the top five plasma cytokines with 720 

clustering based on standardized values (z-scores). (C) Effect of candidate plasma cytokines on the 721 

phosphorylation of intracellular kinases in healthy PMBCs using mass cytometry. HD, healthy 722 



PARTIE 3 – CONTRIBUTION PERSONNELLE 

192 
 

donor; Combo, cocktail of candidate cytokines. (D) Spearman correlation of CCL5 levels in plasma 723 

of CEA and healthy donor plasma with intracellular signal intensity of pS6, pERK1/2 and pp38 724 

phosphorylation in monocytes. (E) viSNE plots of a representative sample show the effect of CCL5 725 

inhibition using a blocking antibody on the phosphorylation of intracellular kinases activated by 726 

atherosclerotic plasma. Dot plots show the effect of CCL5 inhibition on the phosphorylation of 727 

intracellular kinases in CD14+ monocytes across 8 patients. Data were analyzed by paired two-tailed 728 

t-test statistics. *P<0.0001; **P=0.002 729 

Figure 7. Tissue-specific adaptive immune responses in atherosclerosis. (A) Schematic of the 730 

experimental design to study tissue-specific functional immune responses. (B) Plots show cytokines 731 

secreted by atherosclerotic tissue following perturbation with atherosclerotic autologous plasma 732 

(n=5). (C) Heat map of secreted cytokines differentially in atherosclerotic tissue vs. blood immune 733 

cells treated with atherosclerotic plasma of the same patients. FC: fold-change. (D) Contour plots of 734 

T cell subsets expressing CCR5 in atherosclerotic tissue-associated and blood immune cells of 735 

patients atherosclerotic cardiovascular disease. (E) Dot plots show the frequencies of CCR5+CD4+, 736 

CCR5+CD8+ and CCR5+CD127low CD8+ T cells in each T cell subset present in atherosclerotic 737 

tissue and blood immune cells of the same patient (n=10) and the enrichment of CCR5+ of the same 738 

subsets of T cells in tissue, calculated as the ratio of the median intensity. P-values were calculated 739 

by paired two-tailed t-test statistics or ANOVA with Bonferroni post-hoc analysis as appropriate. 740 
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Figure 1. 742 
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Figure 2. 745 
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Figure 3.  747 

 748 



PARTIE 3 – CONTRIBUTION PERSONNELLE 

196 
 

Figure 4.  749 
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Figure 5. 751 
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Figure 6. 753 
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L’étude 2 nous apporte les preuves de l’implication de l’inflammation et de l’immunité innée 

dans la progression de la plaque d’athérosclérose, en particulier par l’intermédiaire de l’axe 

CCL5/CCR5 sur les monocytes. En effet, l’activation des protéines était plus significative 

par les monocytes par rapport aux autres types cellulaires (lymphocytes B, lymphocytes T, 

cellules dendritiques, natural killer, etc). Nous avons aussi vu dans l’étude 1 que l’activité 

physique et la sédentarité avaient tendance à moduler l’accumulation de macrophages 

dans la plaque. Les résultats de ces 2 précédentes études soulignent l’intérêt de 

s’intéresser à l’impact de l’activité physique et la sédentarité sur le phénotype des 

monocytes. En effet, comme expliqué dans le chapitre 1 de ce manuscrit, les premières 

étapes de l’athérogénèse résultent dans l’infiltration de monocytes circulants dans la paroi 

artérielle, entrainant leur différenciation en macrophages puis la formation de cellules 

spumeuses. Il a été montré dans la littérature que la formation de cellules spumeuses était 

lié à un phénotype pro-inflammatoire (Dushkin 2012).  Il est alors envisageable que les 

monocytes circulants infiltrés dans l’intima présentent un phénotype pro-inflammatoire 

entrainant leur différenciation en macrophages pro-inflammatoire M1. L’objectif de cette 

3ème étude est alors d’évaluer les effets de l’activité physique et de la sédentarité sur le 

phénotype des monocytes chez le patient à risque d’AVC, et ainsi caractériser les réponses 

fonctionnelles de cellules immunitaires périphériques en fonction des niveaux d’activité 

physique et de sédentarité. 

Cette étude a été finalisée dans le cadre d’une allocation de fin de thèse de 6 mois 

accordée par la Nouvelle Société Francophone d’Athérosclérose (NSFA).  

Dans un premier temps, nous avons évalué l’effet du plasma de patients à la fois très 

sédentaires et inactifs ainsi que des patients très actifs et peu sédentaires de notre cohorte 

de patients asymptomatiques (étude 1) sur le phénotype des monocytes circulants. Pour 

cela, nous avons stimulé des monocytes sains avec le plasma de ces patients et analysé 

le phénotype des monocytes par cytométrie en flux. Le phénotype des monocytes a été 
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déterminé à l’aide de marquages de CD14 et CD16 par cytométrie en flux. Trois principales 

sous-populations de monocytes ont été identifié dans la littérature (Wong et al. 2012) : les 

monocytes classiques (CD14++CD16-), les monocytes intermédiaires (CD14++CD16+) et les 

monocytes non classiques (CD14+CD16++). Dans le même temps, nous avons évalué la 

production de chimiokines par multiplex dans 2 conditions : dans le plasma de ces mêmes 

patients et lorsque des monocytes sains étaient stimulés par du plasma de patients, afin 

de déterminer i) quelles chimiokines plasmatiques pourraient favoriser la modulation du 

phénotype des monocytes circulants et ii) quels facteurs sont relargués par les monocytes 

en fonction de leur phénotype. Lors de la troisième étape, nous avons testé l’effet des 3 

chimiokines les plus modulées (positivement ou négativement) par l’AP sur le phénotype 

de monocytes sains. Parmi les 3 chimiokines identifiées, nous en avons identifié une qui 

modulait particulièrement le phénotype des monocytes sains. Enfin, l’objectif de la 4ème 

étape est de démontrer l’effet de cette chimiokine sur la polarisation des monocytes 

circulants dans le plasma de patients très actifs et très sédentaires de notre cohorte.  

 Les principaux résultats de cette 3ème étude préliminaire montrent l’implication de la 

chimiokine GM-CSF, négativement associée au niveau d’activité physique, dans la 

modulation de la polarisation des monocytes circulants. En effet, nous avons observé une 

différence de phénotype des monocytes lorsqu’ils étaient stimulés 24h par du plasma de 

patients par rapport au plasma des sujets contrôles. En particulier, le pourcentage des 

monocytes non classiques (CD14+CD16++) est diminué quand ces monocytes sont 

stimulés avec du plasma de patients alors que le pourcentage des monocytes 

intermédiaires (CD14++CD16+) et classiques (CD14++CD16-) est augmenté (Figure 1 de 

l’article). Ces données de stimulation de monocytes sains par du plasma confirment des 

données de la littérature sur le profil des monocytes circulants de patients avec plaques 

d’athérome comparés à des sujet sains montrant une diminution des monocytes non 

classiques et une augmentation des monocytes intermédiaires et classiques (Rogacev et 
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al. 2012). Ce résultat suggère aussi que des facteurs plasmatiques seraient impliqués dans 

la modulation du phénotype des monocytes des patients.  

 

Nous avons aussi observé des différences de phénotype des 3 sous-populations de 

monocytes en fonction des niveaux d’AP et de sédentarité de nos patients (diminution du 

pourcentage des monocytes non classiques et augmentation du pourcentage des 

monocytes intermédiaires et classiques ; Figure 2 de l’article), suggérant une potentielle 

implication de l’AP dans l’expression de facteurs plasmatiques à l’origine de la modulation 

du phénotype des monocytes.  

 

Ensuite, nous avons mesuré l’expression d’un panel de 40 chimiokines dans le plasma des 

mêmes patients et sujets contrôles, afin de comprendre si les différentes réponses 

monocytaires (suite à leur stimulation par du plasma de patients) que nous avons 

observées au cours de la 1ère étape, pourraient être expliquées par une différence 

d’expression de chimiokines comme précédemment suggéré. Ainsi, nous avons 
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sélectionné 3 chimiokines différemment exprimées chez les patients les plus actifs et les 

patients les plus sédentaires (GM-CSF, CCL22 et CCL26) (Table 2 de l’article). 

Lors de la 3ème étape, nous avons évalué l’effet de ces 3 chimiokines (à différentes doses 

équivalentes à 1X, 10X et 100X des concentrations respectives mesurées par multiplex 

dans les plasmas des patients) sur le phénotype de monocytes sains, ainsi qu’une 

combinaison des 3 chimiokines, afin de mimer l’environnement plasmatique de nos 

patients. Ainsi, nous avons pu observer que la chimiokine GM-CSF permettait une forte 

diminution du pourcentage des monocytes intermédiaires CD14++CD16+ (par un facteur 8) 

ainsi qu’une augmentation du pourcentage des monocytes classiques CD14++CD16- (par 

un facteur 1,5) (Figure 3 de l’article).  

 

La prochaine étape est d’inhiber in vitro GM-CSF et CCL22 (avec des anticorps bloquants 

anti-GM-CSF et anti-CCL22 humains, R&D systems, Abingdon, UK) sur la polarisation de 

ces monocytes. Dans le même temps, nous testerons la capacité phagocytique des 

monocytes en mesurant l’ingestion de LDL oxydés humains (Dil oxidized-LDL from human 

plasma, Invitrogen, Oregon, USA). Enfin, nous prévoyons d’’incuber des monocytes 

circulants de patients sédentaires dans du plasma autologue où GM-CSF et/ou CCL22 

auront été inhibés. 

En l’état, nos résultats suggèrent que : 
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1. La chimiokine GM-CSF, et dans une moindre mesure CCL22, permettraient de 

moduler le phénotype des monocytes, en particulier en diminuant le pourcentage 

des monocytes intermédiaires CD14++CD16+ (connus pour avoir un fort potentiel 

pro-inflammatoire; Zawada et al. 2011). 

2. Dans le contexte de l’athérosclérose carotidienne, les niveaux d’activité physique 

permettent une modulation de la composition plasmatique influant sur le phénotype 

des monocytes, en particulier une diminution du pourcentage des monocytes non 

classiques (connus pour être impliqués dans la surveillance tissulaire ; Cros et al. 

2010) ainsi qu’une augmentation du pourcentage des monocytes intermédiaires 

(pouvoir pro-inflammatoire, Zawada et al. 2011) et classiques (pouvoir 

phagocytaire, Zawada et al. 2011). 

3. Le niveau d’activité physique est associé à une diminution de l’expression 

plasmatique de la chimiokine GM-CSF. 

Ainsi, les niveaux d’activité physique et de sédentarité de nos patients asymptomatiques à 

risque d’AVC pourraient être associés à une modulation du phénotype des monocytes 

circulants par l’intermédiaire de la diminution de l’expression de la chimiokine GM-CSF. 

Néanmoins, nous devons confirmer cette hypothèse en inhibant la chimiokine GM-CSF 

dans le plasma de nos patients et évaluer le phénotype des monocytes afin de tirer des 

conclusions physiologiques de ces résultats préliminaires. 
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Introduction 20 

Atherosclerosis is a complex cardiovascular disease, recognized as a chronic inflammatory disease 21 

of the arterial wall, leading to atherosclerotic plaque formation (Redgrave et al. 2008). In response 22 

to lipid accumulation into the arterial wall and their oxidation, endothelial cells are activated, and 23 

peripheral blood monocytes are recruited to damaged sites (Geissmann et al. 2003). After adherence 24 

to the endothelium, monocytes infiltrate the intima, differentiate into macrophages, and ingest 25 

oxidized-lipids becoming foam cells (Libby and Hansson 1991). Foam cells accumulation form fatty 26 

streaks that subsequently develop into atheroma (Idzkowska et al. 2015).  27 

Three monocyte subsets are currently identified, with distinct phenotypic and functional properties: 28 

classical monocytes (CD14++CD16-), intermediate monocytes (CD14++CD16+) and non-classical 29 

monocytes (CD14+CD16++) (Ziegler-Heitbrock et al. 2010; Wong et al. 2011). In a general context, 30 

CD16+ monocytes were known as “pro-inflammatory” monocytes since they produce high amounts 31 

of TNF-α and IL-1β (Belge et al. 2002) and their accentuated increase in inflammatory conditions 32 

(Grip et al. 2007). Actually, it appears that intermediate monocytes showed a high inflammatory 33 

potential (by producing high amount of reactive oxygen species in basal conditions as well as IL-1β 34 

and TNF-α after LPS stimulation) (Zawada et al. 2011) while non-classical monocytes are involved 35 

in innate local surveillance of tissues (i.e. patrolling the endothelium of blood vessel, by expressing 36 

a broad range of adhesion molecules) (Cros et al. 2010). Inversely, classical monocytes exhibited a 37 

high phagocytosis potential (by expressing a broad range of genes linked to phagocytosis and 38 

showing an important phagocytic capacity) (Zawada et al. 2011; Idzkowska et al. 2015). 39 

Interestingly, only few studies have focused on the heterogeneity of the three monocytes subsets in 40 

human atherosclerosis, most of previous studies considering intermediate and non-classical 41 

monocytes as a single population. Among them, Berg et al. (2012) first showed that classical 42 

CD14++CD16- monocytes were predictive of ischemic cardiovascular events, supplying 43 

inflammation and weakening the plaque fibrous cap. However, the results of this study were based 44 
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on frozen mononuclear cells response, and thus need to be consider with caution. In the largest 45 

prospective cohort study (n = 951) on monocyte heterogeneity, Rogacev et al. (2012) demonstrated 46 

that intermediate CD14++CD16+ monocytes were independent predictors of adverse cardiovascular 47 

events. Moreover, they showed that primary endpoints such as acute myocardial infarction or non-48 

hemorrhagic stroke were associated with higher counts of total monocytes, intermediate 49 

CD14++CD16+ and classical CD14++CD16- monocytes, but not with non-classical CD14+CD16++ 50 

monocytes. However, none of these studies investigated whether immune responses were due to 51 

intrinsic factors of monocytes or plasmatic environmental features. Finally, it was proposed in 52 

atherosclerosis that chemokine regulation may modulate monocyte phenotype and are likely 53 

involved in development and progression of atherosclerotic plaque (Barlic and Murphy 2007).  54 

Regular physical activity (PA) is known to have beneficial effects on atherosclerosis, particularly in 55 

preventing adverse cardiovascular events (Sofi et al. 2008) and reducing the incidence of carotid 56 

artery disease (Stein et al. 2015). Regarding the association between PA and monocyte 57 

characteristics, it has been first demonstrated that acute PA led to mobilization of CD16+ monocytes 58 

from the marginal pool to lesion site, in a catecholamine-dependent way (Steppich et al. 2000). This 59 

result was confirmed more recently, with an percentage increase in intermediate CD14++CD16+ and 60 

non-classical CD14+CD16++ monocytes post-acute exercise (Hong and Mills 2008; Van 61 

Craenenbroeck et al. 2014). In these studies, a percentage decrease in classical CD14++CD16- 62 

monocytes was also observed, suggesting different responses to acute PA among monocyte subsets 63 

and a greater mobilization response of the CD16+ monocytes. Nevertheless, none of these studies 64 

investigated the mobilization response to a regular physical activity. Moreover, it was widely 65 

demonstrated that PA modulate cytokine and chemokine expressions in the plasma (Pinto et al. 66 

2012). Since chemokines may modulate monocytic responses in the context of atherosclerosis 67 

(Barlic and Murphy 2007), it can be hypothesized that these monocyte phenotype regulations 68 

induced by PA could result partially from plasmatic chemokine regulation. The aim of this study 69 

was therefore (i) to evaluate the effects of plasmatic cytokines and chemokines features of physically 70 
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active vs. sedentary asymptomatic patients at high-risk of stroke, who underwent carotid 71 

endarterectomy, on monocyte subsets distribution and (ii) by combining fluorescence-activated cell 72 

sorting and multiplexed cytokine arrays to identify potential plasmatic chemokine(s) that may be 73 

involved on the effect of physical activity on the monocyte subsets of these patients.  74 

Methods 75 

Patients 76 

Sixteen asymptomatic patients (i.e. with no clinical history of stroke or transient ischemic attack 77 

within the past 6 months) undergoing carotid endarterectomy (CEA) were included in this study. All 78 

patients were being treated with statins, platelet antiaggregants, and angiotensin converting enzyme 79 

inhibitors (Haute Autorité de Santé 2015). Written informed consent for the analysis of biological 80 

samples and questionnaires were obtained from all patients. This study was approved by the 81 

“Hospices Civils de Lyon — CPP Est”.  The main cardiovascular risk factors, including 82 

hypertension, dyslipidemia, diabetes mellitus, smoking status, and body mass index (BMI), were 83 

recorded. Venous blood samples were drawn from the cephalic vein in tubes containing 84 

ethylenediamine tetraacetic acid before surgery. 85 

Questionnaires 86 

All patients responded to three questionnaires by phone within a week and at least 48 hours after the 87 

surgery. The Mini Mental State Examination (MMSE) questionnaire was used to confirm their 88 

mental health after the surgery. When the MMSE was adequate (i.e. score > 27)(Crum et al. 1993), 89 

PA and intensity level were measured according to the Global Physical Activity Questionnaire 90 

(GPAQ) and analyzed per the Analysis Guide provided by the WHO. SB time was measured with 91 

the Sedentary Behavior Questionnaire (Rosenberg et al. 2010). PA time was expressed in min/day, 92 

and sedentary time was expressed in hours/day. 93 

Plasma and Monocytes Isolation from Blood 94 
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Blood of atherosclerotic patients was processed within 1 hour of collection and spun down at 95 

1500rpm for 10 minutes at 4°C. Plasma of atherosclerotic patients was immediately stored at -80°C. 96 

Peripheral Blood Mononuclear Cell (PBMC) were isolated from buffy coat of healthy donors 97 

(purchased from Etablissement Français du Sang). Cell fraction was diluted in Phosphate Buffered 98 

Saline (PBS) (ratio 1:5). Diluted blood suspension was overlaid over the top of Ficoll-Paque Plus 99 

(ratio 7:3) (GE Healthcare Life Sciences) and centrifuged for 20 minutes at 2000 rpm at room 100 

temperature. After centrifugation the PBMC layer was collected and washed in PBS. PBMC were 101 

pelleted down by low speed centrifugation (300g) and resuspended in RPMI-1640 medium (Gibco, 102 

MD, USA) containing 2% human serum AB (BioWest, France), diluted at 6x106 cells/ml. Healthy 103 

PBMC were plated in 12-wells plate and incubated at 37° for 1 hour for monocytes isolation. 104 

Monocytes were isolated by adhesion to polystyrene cell culture plates for 1 hour. Adherent 105 

monocytes were washed in PBS for immediate stimulation.  106 

Stimulation of monocytes with atherosclerotic plasma and phenotypic characterization by flow 107 

cytometry 108 

Healthy monocytes were stimulated by 20% of atherosclerotic plasma and incubated at 37°C, 5% 109 

CO2 for 24 hours. Stimulation was stopped by removing the supernatant and monocytes were 110 

labeled with cell surface anti-CD14-FITC (BD Biosciences, CA, USA) and anti-CD16-PE (BD 111 

Biosciences, CA, USA) antibodies to characterize monocyte subsets using FACS Canto II cell sorter 112 

and DIVA software (BD Biosciences). 113 

Measurement of Multiplex Biomarkers  114 

Culture supernatant and plasma chemokines were measured using a commercially available human 115 

chemokine magnetic bead panel (Bio-Plex Pro™ Human Chemokine Panel, 40-Plex 116 

#171AK99MR2, Bio-Rad Laboratories, CA, USA) as per the manufacturer’s instructions on 117 

Luminex BioPlex-100 multiplex immunoassay system. Data were analyzed using Bio-Plex 118 

Manager™ Standard Software (Bio-Rad Laboratories, CA, USA). Chemokine expression into the 119 
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plasma was used to select the top-five differentially expressed. Chemokine expression by monocytes 120 

was calculated by normalizing each chemokine value in the supernatant for the concentration of 121 

each corresponding chemokine in plasma as follow: net-release (pg/ml) = supernatant concentration 122 

(pg/ml) – 20% plasma concentration (pg/ml). 123 

 Stimulation of monocytes with differentially expressed chemokines and phenotypic characterization 124 

by flow cytometry 125 

Healthy monocytes were stimulated by the three selected differentially expressed chemokines (10X 126 

concentration was chosen after a dose-response analysis: 1X, 10X and 100X) and incubated at 37°C, 127 

5% CO2 for 24 hours (GM-CSF, CCL26, CCL22 from R&D systems, Abingdon, UK). Stimulation 128 

was stopped by removing the supernatant and monocytes were labeled with cell surface anti-CD14-129 

FITC (BD Biosciences, CA, USA) and anti-CD16-PE (BD Biosciences, CA, USA) antibodies to 130 

characterize monocyte subsets using FACS Canto II cell sorter and DIVA software (BD 131 

Biosciences). 132 

Biological parameters 133 

Total cholesterol, triglyceride, high-density lipoprotein cholesterol, and low-density lipoprotein 134 

cholesterol concentrations were determined using a biochemistry automat analyzer (Abbott 135 

architect, Abbott Diagnostics, CA, USA). Platelet count was determined using a hematology 136 

analyzer (Coulter LH 750, Beckman Coulter, CA, USA). Plasma fibrinogen was measured by the 137 

Clauss method using an ACL Top automatizer (Werfen, Barcelona, Spain). The Clauss method 138 

determines a thrombin time based on optical detection of fibrin formation against a standard curve 139 

from referent plasma. 140 

Statistical analysis 141 

Results are expressed as mean ± SD. Comparisons of monocyte subsets percent and chemokine 142 

concentrations were first made between patients and healthy controls, using a non-parametric Mann-143 

Whitney test. Then, all the PA and SB level data were ranked in increasing order. The population of 144 
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16 patients was divided into 2 groups (n=8 per group) of both PA and SB levels. PA-/SB+ group 145 

corresponded to the simultaneously least physically active and most sedentary patients and PA+/SB- 146 

to the simultaneously most physically active and least sedentary patients. The percent of the three 147 

different monocyte subsets, such as the chemokine concentrations, was compared among these two 148 

groups using a non-parametric Mann-Whitney test.  149 

Results 150 

PA and SB levels 151 

The total population was divided according to mixed criteria: patients with both the lowest PA level 152 

and the highest SB level (n=8; PA-/SB+: 7.05 ± 5.46 min/day and 9.80 ± 2.04 h/day for PA and SB, 153 

respectively) and patients with both the highest PA level and the lowest SB level (n=8; PA+/SB-: 154 

98.04 ± 42.04 min/day and 4.68 ± 1.27 h/day for PA and SB, respectively).  155 

Cardiovascular risk factors characteristics 156 

Neither age, nor biological parameters (total cholesterol, triglycerides, HDL-C, LDL-C, platelets, 157 

glucose, fibrinogen) or the different cardiovascular risk factors (hypertension, dyslipidemia, diabetes 158 

mellitus, smoking, BMI) differed between the 2 groups of PA levels (Table 1).  159 

 160 

 161 

 162 

 163 

 164 

 165 

 166 
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Table 1. Cardiovascular risk factors and biological characteristics of the PA level groups 167 
  PA-/SB+ PA+/SB- References 
n 8 8   
Age (years) 72,3 ± 8,1 68,9 ± 8,5  

Hypertension 4 (50,0%) 7 (87,5%)  

Dyslipidemia 5 (62,5%) 2 (25,0%)  

Diabetes mellitus 3 (37,5%) 5 (62,5%)  

Smoking    

Active  1 (12,5%) 1 (12,5%)  

Detoxed 6 (75,0%) 6 (75,0%)  

pack-year 32,7 ± 24,4 27,9 ± 16,6  

BMI 25,8 ± 2,2 25,3 ± 3,1  

Percent stenosis 70,0 ± 21,2 70,0 ± 10,8  

AHA classification    

Lovett classification    

Total cholesterol (mmol/l) 4,56 ± 0,43 4,32 ± 0,14 3.5 – 7.0 
Triglycerides (mmol/l) 1,58 ± 0,27 1,02 ± 0,07 0.4 – 1.7 
HDL-C (g/l) 1,13 ± 0,21 1,30 ± 0,02 > 1.0 
LDL-C (mmol/l) 2,72 ± 0,51 2,56 ± 0,09 1.9 – 4.1 
Platelets (10-9/l) 222,0 ± 23,1 213,4 ± 19,9 150 - 400 
Glucose (mmol/l) 7,71 ± 1,14 8,34 ± 1,09 4.1 – 5.8 
Fibrinogen (g/l) 3,84 ± 0,38 3,50 ± 0,32 2.4 – 5.0 

Values are expressed as mean ± SD and percent within the group. AHA, American Heart 168 
Association; BMI, body mass index; HDL-C, high-density lipoprotein cholesterol; LDL-C, low-169 
density lipoprotein cholesterol. 170 

 171 

Atherosclerotic plasma effect on systemic monocyte polarization 172 

To analyze the potential effect of plasmatic factors on systemic monocyte polarization, we 173 

stimulated healthy monocytes with plasma from 16 asymptomatic atherosclerotic patients in 174 

comparison to 4 healthy subjects. We observed significant differences in percentage of all monocyte 175 

subsets between patients and healthy controls (p < 0.05 for non-classical, intermediate, and classical 176 

monocytes) (Figure 1). 177 
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 178 

Figure 1. Effects of atherosclerotic plasma of atherosclerotic patients and healthy 179 
controls on circulating monocyte polarization 180 

We also observed significant differences in percentage of all monocyte subsets between PA groups. 181 

Interestingly, we found a significant higher percentage of non-classical monocytes in patients with 182 

both the lowest PA level and the highest SB level in comparison to patients with both the highest 183 

PA level and the lowest SB level (p < 0.05) (Figure 2A). Regarding intermediate and classical 184 

monocytes, we found a significant lower percentage in patients with both the lowest PA level and 185 

the highest SB level in comparison to patients with both the highest PA level and the lowest SB 186 

level (p < 0.05) (Figure 2B and 2C). 187 

 188 

Figure 2. Effects of physical activity level on circulating monocyte polarization 189 

Screening of chemokine differentially expressed in atherosclerotic plasma 190 

To understand whether observed different monocyte subset responses among patients and healthy 191 

controls (Figure 1), and among PA level groups (Figure 2) were due to chemokine modulation, such 192 

as previously suggested (Barlic and Murphy 2007), we screened the plasmatic chemokine signature 193 

of the 16 patients and 4 healthy controls. We found that 3 chemokines were differentially expressed 194 



PARTIE 3 – CONTRIBUTION PERSONNELLE 

215 
 

between patients PA level groups: GM-CSF (Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor), 195 

CCL26 (Eotaxin-3) and CCL22 (Macrophage-derived chemokine) (Table 2).  196 

Table 2. Differentially expressed chemokines between patients PA level groups 197 
Chemokines PA-/SB+ (pg/ml) PA+/SB- (pg/ml) p-value 

GM-CSF 3357.2 ± 241.8 1614.5 ± 105.3 0.02 
CCL26/Eotaxin-3 872.9 ± 264.5 662.6 ± 90.4 0.05 

CCL22/MDC 2127.4 ± 146.5 1961.3 ± 219.4 0.09 
Values are expressed as mean ± SD. GM-CSF, Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor; 198 
CCL26, C-C motif chemokine 26; CCL22/MDC, C-C motif chemokine 22/Macrophage-derived 199 
chemokine. 200 

Effects of the identified chemokines on systemic monocyte polarization 201 

To analyze whether the 3 identified chemokines modulated the monocyte subset responses, we 202 

stimulated healthy monocytes with recombinant of GM-CSF, CCL26 (Eotaxin-3) and CCL22 203 

(MDC) as well as with a combination of the three chemokine recombinants. We observed that GM-204 

CSF stimulation of healthy monocytes induced the greatest change in percent of intermediate 205 

monocytes (Figure 3B). Indeed, when stimulated by GM-CSF, percent in intermediate 206 

CD14++CD16+ considerably decreased by 7.8-fold. Additionally, CCL22 induced a small change in 207 

percent and CCL26 did not induce change in percent of intermediate CD14++CD16+ monocytes 208 

(Figure 3B). Regarding the non-classical monocytes, GM-CSF stimulation induced a decrease in 209 

percent, but similar to the other chemokines (Figure 3A). Regarding the classical monocytes, GM-210 

CSF induced an increase in percent, but similar to the other chemokines (Figure 3C).211 

212 

Figure 3. Effects of identified chemokines on systemic monocyte polarization 213 
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Moreover, we found that 8 chemokines were differentially released when healthy monocytes were 214 

stimulated by atherosclerotic plasma in comparison to plasma levels, between PA level groups. 215 

Indeed, IL-1β, IL-6, CCL2, CCL8, CCL7, CCL20, MIF and TNF-α were more released in the most 216 

sedentary patients (Table 3).  217 

Table 3. Differentially expressed chemokines after 24h-stimulation of healthy monocytes by 218 
atherosclerotic plasma between PA level groups 219 

Chemokines PA-/SB+ (pg/ml) PA+/SB- (pg/ml) % increase 
IL-1β 638.4 ± 355.2 391.9 ± 260.2 62.90 
IL-6 277.7 ± 439.4 108.1 ± 75.9 156.89 

CCL2/MCP-1 39.1 ± 189.1 -32.1 ± 22.7 221.81 
CCL8/MCP-2 246.6 ± 621.1 30.3 ± 77.8 713.86 
CCL7/MCP-3 102.9 ± 439.9 -52.7 ± 95.1 295.26 

CCL20/MIP-3α 84.9 ± 325.4 31.6 ± 88.4 168.67 
MIF 773.4 ± 3335.8 -180.3 ± 6221.6 528.95 

TNF-α 154.1 ± 125.5 102.3 ± 57.2 50.64 
Values are expressed as mean ± SD. IL-1β, Interleukine-1 β; IL-6, Interleukine-6; MCP-1, Monocyte 220 
chemoattractant protein-1; MCP-2, Monocyte chemoattractant protein-2; MCP-3, Monocyte 221 
chemoattractant protein-3; MIP-3α, Macrophage inflammatory protein-3; MIF, Macrophage 222 
migration inhibitory factor; TNF- α, Tumor necrosis factor- α. 223 

Discussion 224 

The results of this study mainly show that the plasmatic chemokine GM-CSF, negatively associated 225 

to physical activity level, may modulate the systemic monocyte phenotype in asymptomatic patients 226 

at high-risk of stroke.  227 

Peripheral blood monocytes infiltration into the arterial wall represents one of the first steps of 228 

atherogenesis, leading to monocyte differentiation in macrophages. It can be postulated that 229 

systemic monocyte polarization could influence macrophage phenotype in early atherosclerotic 230 

lesion as previously suggested (Häkkinen et al. 2000). Thus, modulation of monocyte polarization 231 

could represent a potential new therapy in atherosclerosis. Higher counts of intermediate 232 

CD14++CD16+ and classical CD14++CD16- monocytes was recently associated to a first occurrence 233 

of cardiovascular death, acute myocardial infarction, or non-hemorrhagic stroke in the largest 234 

prospective cohort study on monocyte heterogeneity (Rogacev et al. 2012). Our results exhibit 235 
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higher percent of intermediate CD14++CD16+ and classical CD14++CD16- monocytes when 236 

incubated with plasma of asymptomatic patients with advanced carotid atherosclerotic plaque as 237 

well as lower percent of non-classical CD14+CD16++ monocytes (Figure 1), confirming these 238 

previous observations, from in vitro approach consisting to stimulate healthy monocytes with 239 

atherosclerotic plasma. This may thus suggest that these monocytic responses could be due, at least 240 

partially, to plasmatic factors. Moreover, our results showed significant differences in all monocytes 241 

subsets according to PA level with an increase in intermediate CD14++CD16+ and classical 242 

CD14++CD16- monocytes and a decrease in non-classical CD14+CD16++ monocytes in the most 243 

physically active patients (Figure 2). These data resulting from in vitro stimulation of health 244 

monocytes by plasma of atherosclerotic patient are in agreement with previous studies evaluating 245 

whole blood monocyte subset responses to acute physical exercise (Hong and Mills 2008; Van 246 

Craenenbroeck et al. 2014). However, our results suggest that plasmatic factors could be involved 247 

in the modulation of the monocyte subset responses previously reported (Hong and Mills 2008; Van 248 

Craenenbroeck et al. 2014). 249 

Based on previous data indicating that chemokine modulation drives monocyte mobilization into 250 

the arterial wall (Barlic and Murphy 2007), we screened chemokine levels in the plasma of our 251 

patients (according to their PA level) and healthy controls. Among the 3 differentially expressed 252 

chemokines, we found that GM-CSF induced the most pronounced change in percent of intermediate 253 

CD14++CD16+ (7.8-fold decrease) (Figure 3). Although GM-CSF was first described as a leukocyte 254 

growth factor, stimulating stem cells to produce granulocytes and monocytes (Francisco-Cruz et al. 255 

2014), it is also known to induce maturation of macrophages into a pro-inflammatory state (leading 256 

to expression of IL-12 and IL-23) (Vogel et al. 2015). Regarding monocytes, GM-CSF is known to 257 

promote their maturation and their effector functions such as reactive oxygen species and cytokines 258 

productions (Borriello et al. 2016), and to increase their migration across endothelial cells (Vogel et 259 

al. 2015), explaining its potential important role in atherosclerosis (Adamopoulos et al. 2001). 260 

Nevertheless, in other tissues such as in the central nervous system, GM-CSF is considered to be 261 
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both neuroprotective and pro-inflammatory in the context of multiple sclerosis (Vogel et al. 2015), 262 

underlining its dual role in pathological state. In parallel, we found that CCL22 also induced a 263 

decrease in percent of intermediate CD14++CD16+ (1.5-fold decrease). Although CCL22 was 264 

originally described as a potent attractant for monocyte-derived dendritic cells (Godiska et al. 1997), 265 

it is also known to activate platelets and amplify their aggregation (Gleissner et al. 2008). In the 266 

context of atherosclerosis, CCL22 was shown to be a marker characterizing the 267 

monocytes/macrophages migration into atherosclerotic lesions (Kimura et al. 2012). 268 

Our in vitro results suggest that GM-CSF, and to a lesser extent CCL22, could reduce the ratio of 269 

intermediate monocytes which are known to express a high pro-inflammatory potential. Since GM-270 

CSF and CCL22 were down-regulated by PA level in our study, such as in a previous study in 271 

patients with chronic heart failure for GM-CSF (Adamopoulos et al. 2001) and in healthy subject 272 

for CCL22 (Vlaanderen et al. 2017), it  could be hypothesized that the increase in GM-CSF, and 273 

maybe CCL22, in our most sedentary patients (vs. the most active ones) could partially explain their 274 

lower percentage of intermediate monocytes when stimulated with plasma of these patients. 275 

Interestingly, we observed that healthy monocytes stimulated by the plasma of the most sedentary 276 

patients (vs. the most physically active ones) released higher levels of 8 inflammatory chemokines 277 

known to be involved in atherosclerosis such as IL-1β, IL-6, and TNF-α (Libby 2012) or CCL2 and 278 

MIF (Gong et al. 2015; Grosse et al. 2016) (see Table 3). By contrast none inflammatory chemokines 279 

have been higher released by the monocytes stimulated by the plasma of the most physically active 280 

patients (vs. the most sedentary ones). These observations could provide information about the 281 

downstream consequences of these monocytic responses to the plasmatic environment of sedentary 282 

patients which seems to be pro-inflammatory. 283 

In conclusion, our data suggest that physical activity level in carotid atherosclerosis asymptomatic 284 

patients could be associated to a modulation in circulating monocyte phenotype via the decrease 285 

expression in GM-CSF and CCL22. Nevertheless, it is necessary to first confirm this hypothesis by 286 

blocking these chemokines in our model of healthy monocytes stimulation, analyzing the functional 287 
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characteristics of these monocytes (i.e. their phagocytic capacity) and extend the number of patients. 288 

Further studies are also needed to understand the relation between potential immunotherapy 289 

targeting the chemokine and physical activity therapy.  290 
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Les études 1 et 3 nous ont permis d’apporter des éléments de réponse quant à l’impact de 

l’activité physique sur des paramètres histologiques d’instabilité de la plaque d’athérosclérose. 

Néanmoins, il apparait clairement que des paramètres hémodynamiques peuvent également 

favoriser à la fois la formation et la rupture de plaque. En effet, les plaques se forment 

spécifiquement au niveau des bifurcations du système artériel, là où le flux sanguin est perturbé. 

Aussi, comme expliqué dans le chapitre 4 de ce manuscrit, il a été montré qu’une forte pression 

artérielle pouvait entrainer un durcissement et un épaississement de la paroi artérielle, et dans 

les zones pro-athérogènes, le développement subséquent d’une plaque d’athérosclérose 

(Kensey 2003).  Il a également été montré que des facteurs mécaniques, tels qu’une contrainte 

de cisaillement oscillante, pouvaient augmenter le risque de rupture de la plaque (Pedrigi et al. 

2014 ; Li et al. 2014). Ces différents paramètres entrainant la formation et la potentielle rupture 

de plaque sont associés à des paramètres hémorhéologiques, en particulier la viscosité 

sanguine. Enfin, il a été montré dans la littérature que l’activité physique régulière avait des effets 

bénéfiques sur l’hémorhéologie, à la fois chez des sujets sains mais également chez des patients 

cardiovasculaires (Connes et al. 2013). Ainsi, l’objectif de cette étude est de comparer les profils 

hémorhéologiques de patients symptomatiques et asymptomatiques à risque d’AVC avec des 

sujets sains et d’évaluer l’association entre le niveau d’activité physique des patients et leur profil 

hémorhéologique. 

Pour analyser cela, nous avons réalisé des mesures de la viscosité sanguine (à l’aide d’un 

viscosimètre cône/plan), de la déformabilité et de l’agrégation des globules rouges (par 

ektacytométrie) ainsi que des dosages de fibrinogène plasmatique dans une cohorte de 80 

patients (15 symptomatiques et 65 asymptomatiques), et 14 sujets sains d’âge comparable. Dans 

un second temps, nous avons évalué les niveaux d’activité physique des patients à l’aide du 

questionnaire Global Physical Activity Questionnaire. Et, à partir des 68 patients ayant répondu 

au questionnaire, nous avons comparé les paramètres hémorhéologiques en fonction du niveau 

d’activité physique (population divisée en tertiles). 
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Les principaux résultats de cette étude démontrent l’effet bénéfique de l’activité physique 

sur les facteurs hémorhéologiques, par l’intermédiaire d’une diminution de l’agrégation 

érythrocytaire, dans une cohorte de patients symptomatiques et asymptomatiques à risque 

d’AVC.  

Dans un premier temps, nous avons évalué les différences de profils hémorhéologiques entre 

les patients symptomatiques, les patients asymptomatiques et des contrôles sains d’âge 

comparable. Les résultats de cette première étape montrent une augmentation significative de la 

viscosité sanguine chez les patients symptomatiques par rapport aux contrôles sains, ainsi 

qu’une tendance d’augmentation entre les patients asymptomatiques et les contrôles sains. Nous 

avons également observé une tendance d’augmentation de l’agrégation érythrocytaire chez les 

patients symptomatiques par rapport aux sujets sains. Ainsi, l’ensemble de ces résultats laissent 

suggérer que les patients les plus sévères (i.e ayant eu un accident ischémique) présentent un 

profil hémorhéologique plus altéré (hyperviscosité sanguine et hyper-agrégation érythrocytaire). 

Ainsi, les modifications de contraintes de cisaillement à la paroi vasculaire liées à l’hyperviscosité 

sanguine et l’augmentation du risque de dépôt d’agrégats érythrocytaires au niveau des 

bifurcations artérielles pourraient augmenter le risque d’AVC chez les patients présentant une 

sténose carotidienne. Dans un second temps, nous avons évalué l’association entre le niveau 

d’activité physique pratiqué et les paramètres hémorhéologiques, uniquement dans le contexte 

de l’athérosclérose (i.e. seulement pour les patients, symptomatiques et asymptomatiques). Les 

résultats de cette seconde étape démontrent une diminution significative de l’agrégation des 

globules rouges chez les patients les plus actifs de notre cohorte par rapport aux moins actifs. 

Nous pouvons également observer une diminution significative de la force de désagrégation des 

globules rouges. De plus, ces deux paramètres sont négativement corrélés au niveau d’activité 

physique. Ces résultats suggèrent que la pratique d’une activité physique régulière pourrait limiter 

l’altération des paramètres hémorhéologiques par l’intermédiaire d’une amélioration des 

propriétés d’agrégation érythrocytaire permettant potentiellement de minimiser les risques de 
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rupture de plaque d’athérosclérose carotidienne. Néanmoins, des études complémentaires avec 

des mesures objectives de l’activité physique sont nécessaires pour confirmer l’effet bénéfique 

de l’activité physique sur l’agrégation des globules rouges dans cette population spécifique.  
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CCONCLUSION GENERALE 

L’objectif de ce travail de thèse était d’évaluer les relations entre l’activité physique 

et la sédentarité avec les paramètres physiopathologiques de l’athérosclérose menant à 

la rupture de la plaque d’athérosclérose carotidienne afin d’apporter des éléments de 

réponse dans le but final de mettre en place une éventuelle thérapie par l’activité physique. 

La première partie de ce travail a consisté en une étude de cohorte de l’occurrence de 

facteurs d’instabilité de la plaque carotidienne en fonction du niveau d’activité physique et 

de sédentarité quotidiens chez des patients asymptomatiques à risque d’AVC traités 

chirurgicalement. Cette première étude nous a permis de constater que l’activité physique 

régulière, en particulier lorsque l’on pratique plus de 900 MET-min/semaine, peut limiter 

l’occurrence de l’hémorragie intraplaque, le principal facteur d’instabilité de la plaque, alors 

que la sédentarité peut l’aggraver. En effet, nous avons observé une fréquence de plaques 

non-hémorragiques augmentée dans le tertile de patients les plus actifs (vs les moins 

actifs), et diminuée dans le tertile de patients les plus sédentaires (vs les moins 

sédentaires). Aucune relation entre l’occurrence de néovascularisation et des niveaux 

d’activité physique et de sédentarité n’a été constatée. Enfin, nous avons observé une 

fréquence de plaques avec une importante accumulation de macrophages diminuée chez 

les patients les plus actifs, même si la différence n’était pas significative. Cette première 

étude souligne l’importance de l’évaluation des niveaux d’activité physique et de 

sédentarité par les cliniciens afin d’inciter les patients asymptomatiques à élever leur 

niveau d’activité physique et dans le même temps réduire leur comportement sédentaire. 

Ainsi, ces données pourraient avoir un impact fort en termes de prévention primaire. 

Parallèlement, cette étude nous a permis de confirmer les données de la littérature 

concernant l’impact de l’activité physique et de la sédentarité sur le stress oxydant dans 

le contexte de l’athérosclérose, en particulier dans une population homogène de patients 
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asymptomatiques avec plaques carotidiennes avancées. Ainsi, ces données semblent 

confirmer au niveau biologique, les effets néfastes de la sédentarité précédemment 

observés au regard de la santé cardiovasculaire (Gennuso et al. 2013). 

L’observation de l’étude 1 quant à l’accumulation de macrophages nous a amené à nous 

intéresser spécifiquement aux aspects inflammatoires de la pathologie. Dans un premier 

temps, nous avons donc évalué l’implication de l’inflammation et l’immunité innée dans le 

processus de déstabilisation, indépendamment de l’activité physique et de la sédentarité 

(étude 2). Puis, dans un second temps, nous avons analysé ces aspects inflammatoires 

de la pathologie associés à l’activité physique et la sédentarité (étude 3). Ainsi, l’étude 2 

nous a permis d’identifier l’axe CCL5/CCR5 comme étant majeur dans les dysfonctions du 

système immunitaire. En effet, la cytokine CCL5 était plus exprimée par les monocytes 

lorsque des PBMC étaient stimulés par le plasma de patients que par le plasma de sujets 

sains. Nous avons montré par la suite que CCL5 via son récepteur CCR5 favorisait 

l’activation de protéines impliquées dans les dysfonctions du système immunitaire, 

observées dans le contexte de l’athérosclérose carotidienne. L’étude 3 nous a permis, 

quant à elle, d’identifier la chimiokine GM-CSF, négativement associée à l’activité 

physique, comme pouvant moduler le phénotype des monocytes circulants. En effet, GM-

CSF était moins exprimée dans le plasma de nos patients les plus actifs, et permettait une 

diminution du pourcentage de monocytes intermédiaires CD14++CD16+ et une 

augmentation du pourcentage de monocytes classiques CD14++CD16-. De plus, les 

patients les plus actifs présentaient une réponse monocytaire différente de celle des 

patients les plus sédentaires. Bien que préliminaire, cette étude nous offre des premiers 

éléments associant l’activité physique et la sédentarité et les aspects inflammatoires de 

l’athérosclérose. 

Enfin, dans une dernière partie, nous nous sommes intéressés aux paramètres 

hémodynamiques favorisant la rupture de plaque carotidienne (étude 4). A ce jour, peu 
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d’études se sont intéressées aux paramètres d’écoulement du sang dans les processus 

de déstabilisation et rupture de plaque carotidienne. Néanmoins, il nous a paru intéressant 

d’étudier cette relation étant donné l’implication de la pression artérielle dans l’initiation du 

développement de la plaque et des contraintes de cisaillement dans la rupture de la 

plaque. Les résultats de cette 4ème étude mettent en évidence une altération plus 

prononcée du profil hémorhéologique chez des patients symptomatiques vis-à-vis 

d’évènements ischémiques, par l’intermédiaire d’une augmentation de la viscosité 

sanguine favorisée par une hyper-agrégation des globules rouges. Et de façon 

intéressante, nous avons montré que la pratique d’activité physique modérée régulière 

était associée à une diminution de l’agrégation érythrocytaire observée chez les patients 

à risque d’AVC. Ainsi, cette dernière étude souligne l’importance de l’évaluation des 

paramètres hémorhéologiques par les cliniciens dans le diagnostic de l’athérosclérose 

ainsi que la promotion de l’activité physique comme potentielle thérapie, en vue 

d’améliorer la prévention primaire de patients asymptomatiques à risque d’AVC. 

 

Ainsi, de manière générale, ce travail de thèse représente une première approche dans 

l’analyse des effets de l’activité physique sur les caractéristiques la plaque 

d’athérosclérose carotidienne et de son environnement pro-inflammatoire et pro-oxydant. 

En effet, nous avons vu à travers ces 4 études que l’activité physique avait un impact 

positif aussi bien sur des paramètres histologiques (avec la réduction de prévalence 

d’hémorragie intraplaque) que sur des paramètres systémiques (avec la réduction de 

molécules pro-oxydantes et pro-inflammatoires d’une part, et l’amélioration de propriétés 

d’écoulement sanguin d’autre part). Ainsi, l’activité physique pourrait, dans les années à 

venir, faire partie intégrante de la prise en charge thérapeutique des patients 

asymptomatiques avec plaques d’athérosclérose carotidiennes avancées. 
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PPERSPECTIVES 

De nos jours, l’intérêt porté à l’activité physique comme thérapie potentielle est 

grandissant, comme dans le traitement du cancer du sein métastatique où l’activité 

physique est au cœur du processus (Delrieu et al 2018). Néanmoins, dans le contexte de 

la prise en charge de patients asymptomatiques présentant des plaques d’athérosclérose, 

l’activité physique ne semble pas prioritaire à l’heure actuelle. En effet, jusqu’à présent, 

une grande majorité des patients asymptomatiques sont pris en charge chirurgicalement. 

Cependant, comme abordé précédement dans le manuscrit de thèse, la prise en 

considération plus systématique du ratio bénéfice/risque de la chirurgie d’endartériectomie 

entrainera dans un futur proche l’augmentation du nombre de patients non-éligibles à la 

chirurgie. Ainsi, il semble important d’apporter des éléments de réponse quant aux effets 

bénéfiques de l’activité physique sur les facteurs d’instabilité de la plaque d’athérosclérose 

Figure 31. Schéma récapitulatif des résultats obtenus dans les 4 études portant sur l’effet de 
l’activité physique et la sédentarité sur les facteurs d’instabilité de la plaque d’athérosclérose 

carotidienne 
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dans cette population de patients avec plaque carotidienne mais non-opérés. Les résultats 

de l’étude 1 constituent donc une première étape dans la justification d’intervention en 

activité physique des patients, permettant de valider l’hypothèse que l’activité physique 

limite la vulnérabilité de la plaque. Dans l’objectif final de la mise en place d’étude 

interventionnelle en activité phyique pour valider le ré-entrainement de ces patients 

comme approche thérapeutique, il semble important d’avoir un outil non-invasif 

d’évaluation des facteurs d’instabilité afin de suivre leur évolution dans le temps.  Ainsi, 

nous avons mis en place une étude comparative de l’évaluation des facteurs d’instabilité 

par IRM de plaque carotidienne et analyse immunohistochimique, comme montré dans la 

littérature (den Hartog et al 2013), en fonction des niveaux d’activité physique et de 

sédentarité des patients asymptomatiques de notre cohorte.  Dans un second temps, il est 

prévu de suivre longitudinalement la progression de la plaque à l’aide d’une analyse IRM 

d’une cohorte de patients non-opérés en fonction de leurs niveaux d’activité physique et 

de sédentarité (intégrés dans l’étude clinique ECST-2). Enfin, dans le même temps, nous 

allons mettre en place une étude axée sur des aspects psychologiques, en collaboration 

avec le laboratoire ACTé EA 4281 de l’Université Clermont Auvergne, afin de déterminer 

les éléments clés d’adhésion et de compliance à l’activité physique pour les patients et 

déterminer le type d’activité physique le plus adapté et le plus pérenne pour cette 

population. Ainsi, à plus long terme, nous aurons l’ensemble des élements pour mettre en 

place un programme adapté et efficace d’activité physique, permettant d’avoir un réel 

impact sur la prévention primaire de ces patients asymptomatiques non-éligibles à la 

chirurgie d’endartériectomie.  

Les résultats de l’étude 2 fournissent des arguments sur l’implication d’une cytokine pro-

inflammatoire et son récepteur dans la mise en place et l’entretien de l’inflammation 

systémique, l’activation de populations myéloïdes circulantes et également dans le 

façonnement de l’environnement immunitaire intraplaque par le recrutement et l’activation 
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de leucocytes.  Ainsi, cette étude apporte de nouvelles informations quant à la contribution 

de l’axe CCL5/CCR5 dans la réponse immunitaire potentiellement impliquée dans 

l’hémorragie intraplaque et la déstabilisation de la plaque. Ainsi, l’identification du rôle 

délétère de cette cytokine dans le contexte de l’athérosclérose laisse suggérer que la mise 

en place d’immunothérapie ciblant CCL5 pourrait potentiellement rétablir la réponse 

immunitaire défaillante systémique et locale observée dans ce contexte.  Il semble alors 

important dans un premier temps de confirmer ces résultats dans une population plus 

étendue, voire d’identifier d’autres cibles thérapeutiques globalement affectées dans 

l’athérosclérose. Puis, dans un second temps tester ces immunothérapies spécifiques 

chez l’animal, puis chez l’Homme.  

De la même manière, l’étude 3 fournit des premiers éléments prometteurs quant à 

l’implication de l’activité physique dans les processus immunitaires liées à l’athérogénèse 

via la chimiokine GM-CSF. Bien qu’il soit nécessaire dans un premier temps de compléter 

cette étude avec notamment la confirmation du rôle de GM-CSF sur la polarisation des 

monocytes de patients asymptomatiques à risque d’AVC, les résultats préliminaires de 

cette étude offrent de nouvelles perspectives. En effet, tout comme CCL5, la mise en place 

d’immunothérapie ciblant GM-CSF pourrait être intéressante en termes de prévention 

primaire. De plus, il pourrait être également intéressant de tester l’interaction entre une 

immunothérapie ciblant GM-CSF (voire même CCL5) et un programme d’activité physique 

afin d’évaluer des effets potentialisateurs ou inhibiteurs de ces 2 possibles prises en 

charge thérapeutiques. Ainsi, l’approche mécanistique que nous avons adopté dans les 

études 2 et 3 et le modèle in vitro utilisé à cet effet paraissent pertinentes afin d’identifier 

des molécules cibles de thérapie médicamenteuse (telles que IL-1β dans l’essai clinique 

de Ridker et al. 2017) associées à l’activité physique ou la sédentarité.   
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ABSTRACT 28 

Atherosclerosis is a complex cardiovascular disease which is the leading cause of mortality and morbidity 29 

worldwide. Oxidative stress and inflammation are both involved in the development of atherosclerotic 30 

plaque by increasing biological processes associated with this pathology such as endothelial dysfunction, 31 

macrophages recruitment, and adhesion. Atherosclerotic plaque rupture leading to major ischemic events 32 

is the result of vulnerable plaque progression, which is a result of the detrimental effect of oxidative stress 33 

and inflammation on risk factors of atherosclerotic plaque rupture, such as intraplaque hemorrhage, 34 

neovascularization and fibrous cap thickness. Thus, both are key targets for primary and secondary 35 

interventions. It is well recognized that chronic physical activity attenuates oxidative stress in healthy 36 

subjects via the improvement of antioxidant enzymes capacities, and inflammation via the enhancement of 37 

anti-inflammatory molecules. Moreover, it was recently shown that chronic physical activity could 38 

decrease oxidative stress and inflammation in atherosclerotic patients. The aim of this review is to 39 

summarize the role of oxidative stress and inflammation in atherosclerosis, and the results of therapeutic 40 

interventions targeting them in both preclinical and clinical studies. The effects of chronic physical activity 41 

on these two key processes are then reviewed in vulnerable atherosclerotic plaques in both coronary and 42 

carotid arteries. 43 

 44 

Key Points:  45 

 Oxidative stress and inflammation are two interlinked processes involved in the atherosclerotic 46 

disease development such as endothelial dysfunction, macrophages recruitment, and adhesion, 47 

and in vulnerable plaque progression such as intraplaque hemorrhage, neovascularization, and 48 

fibrous cap thickness. Both are targets for therapy in both primary and secondary intervention. 49 

 Chronic physical activity can attenuate oxidative stress and inflammation in atherosclerotic 50 

patients, leading to a potential reduction in pathophysiological complications. Whereas its 51 

impact is well documented for primary care, it is less clear after an event such as stroke. 52 

 53 

  54 
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INTRODUCTION 55 

Atherosclerosis is the leading cause of death, morbidity and long-term adult disability worldwide. 56 

Depending on the localization of the atherosclerotic plaques (aortic, coronary, femoral, or carotid arteries), 57 

atherosclerosis may lead to myocardial infarction, angina pectoris, aortic aneurysm, peripheral arterial 58 

disease, or stroke (Semple 1953; Kampmeier 1969). Atherosclerosis is no longer thought of as a disease 59 

ridden by fatty deposits on artery walls. It is a complex cardiovascular disease (CVD) that involves multiple 60 

factors including endothelial dysfunction, oxidized low-density lipoproteins, inflammation, and oxidative 61 

stress. The complex mechanisms of atherosclerosis are exacerbated by certain modifiable factors such as 62 

diabetes, obesity, dyslipidproteinemia, hypertension, smoking, and inactivity or by non-modifiable factors 63 

such as age, sex, and genetic predispositions.  64 

Oxidative stress and inflammation are shown to play a central role in the development of the atherosclerotic 65 

plaque, as well as in the progression and complications processes. Oxidative stress is associated with 66 

systemic inflammation, endothelial cell proliferation and apoptosis, and vasoconstriction, which contribute 67 

to endothelial dysfunction leading to atherosclerosis (Montezano and Touyz 2012). In primary prevention, 68 

lifestyle interventions such as diet or physical activity (PA) prescriptions have been shown to improve 69 

oxidant/antioxidant balance and decrease the overall CVD risk. After an initial event, secondary care aims 70 

at stabilizing plaques and most new therapeutic targets are aimed at reducing oxidative stress and 71 

inflammation. Indeed, the first positive large scale clinical study with an anti-inflammatory treatment 72 

(targeting IL1-β) has just been shown to significantly decrease recurrent cardiovascular events (Ridker et 73 

al. 2017). 74 

In addition, it is well known that PA can attenuate oxidative stress and inflammation and thus potentially 75 

slow down the progression of atherosclerotic plaque formation. Therefore, the aim of this review is to 76 

discuss (i) oxidative stress and inflammation in atherosclerosis progression and the plaque rupture 77 

processes and (ii) the potential beneficial effect of exercise training on these mechanisms in primary care 78 

and on risk factors of plaque vulnerability after an initial CVD event to avoid recurrence. 79 

I - MECHANISMS OF ATHEROSCLEROTIC PLAQUE PROGRESSION INVOLVING 80 
OXIDATIVE STRESS AND INFLAMMATION  81 

1. Targeting oxidative stress and inflammation in primary care 82 

Atherosclerosis is a condition plagued by an overwhelming systemic increase in oxidative stress and 83 

inflammation. In a vicious circle, atherosclerosis also further generates products of oxidative stress and 84 

inflammation. Studies have shown the relationships between atherosclerosis and its risk factors, such as 85 

hypercholesterolemia, smoking, and inactivity in the overproduction of oxidative stress and inflammation 86 

(Libby et al. 2002b; Taleb 2016). The major components involved in oxidative stress and inflammation in 87 
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atherosclerosis include immune cells, such as macrophages, cytokines, lipids, endothelial cell function and 88 

activation, adhesion, and smooth muscle cell proliferation and transformation. 89 

1.1 Role of oxidative stress and inflammation in macrophages phenotype modulation 90 

Macrophages play a key role in both the initiation and progression of atherosclerosis. Macrophages 91 

contribute to the oxidative and inflammatory local environment through the production of reactive oxygen 92 

species (ROS) and cytokines. As extensively reviewed recently, there are several different populations of 93 

macrophages with diverse functions and specific responses adapting to a specific microenvironment. In 94 

vitro studies have defined two major macrophage classes involved in atherosclerosis including M1 95 

(classical activation) and M2 (alternative activation) macrophages. M1 macrophages are typically 96 

considered pro-inflammatory as they produce interleukins such as IL-12, IL-6, IL-1, and TNFα, and express 97 

cytokine receptors such as IL-1R on the plasma membrane surface. M2 macrophages are alternatively 98 

activated in response to IL-4, IL-10 and IL-13. These cells strongly express scavenger, mannose, and 99 

galactose receptors and express anti-inflammatory markers that are distinct in mice and in humans (Murray 100 

et al. 2014). In mice, Arginase 1, Ym1 and Ym2, Fizz1, are the more commonly studied, and in humans, 101 

mannose receptor C-type 1  (Gordon and Martinez 2010). 102 

The classical view is that a delicate balance must exist between M1 and M2 macrophages in order to initiate 103 

proper healing. Atherosclerosis is viewed as an unresolved reactivation of these dynamic processes. In 104 

atherosclerosis, there is a chronic imbalance in macrophage differentiation leading to a predominance of 105 

M1 over M2 macrophages, ultimately altering the phagocytic activity.  Some studies have determined the 106 

plasticity of macrophages by demonstrating their ability to switch from one functional phenotype to another 107 

in response to the local environment (Stout et al. 2005; Kawanishi et al. 2010). The ratio of accumulated 108 

M2/M1 in the atherosclerotic plaques of a mouse model of atherosclerosis (ApoE-/-) is inversely 109 

proportional to the progression of lesion size (Khallou-Laschet et al. 2010). Yet, in human atherosclerosis, 110 

macrophage phenotypes are even more complex and flexible as recently discovered (Xue et al. 2014). 111 

Therefore, macrophages are a promising therapeutic target, but translation from mice to human situations 112 

still requires more studies (Geeraerts et al. 2017). 113 

 In primary prevention, the risk factors for atherosclerosis, such as physical inactivity (Laufs et al. 2005; 114 

Kilic-Erkek et al. 2016), smoking (Khanna et al. 2011), and high blood pressure (Ghiadoni et al. 2002; Kim 115 

et al. 2017), elicit a highly oxidative and inflammatory response, leading to a more oxidative and 116 

inflammatory environment, possibly inducing this change.  117 

NADPH oxidase activity in monocytes/macrophages and its resulting superoxide production contribute to 118 

atherosclerotic lesion formation and are strongly correlated with the severity of atherosclerosis (Sorescu et 119 
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al. 2002; Beloqui et al. 2017). Both superoxide and monocytes/macrophages can induce low-density 120 

lipoprotein oxidation (oxLDL) (Cathcart et al. 1985; Bryk et al. 2017), which results in the unregulated 121 

uptake of this lipoprotein by macrophages, leading to foam cell formation.  122 

1.2 Oxidative stress and inflammation contributions to endothelial dysfunction 123 

The endothelium is a single layer of cells that line the luminal surface of blood vessels.  Early endothelial 124 

dysfunction, which results in impaired nitric oxide (NO) bioavailability leading to reduced vasodilation is 125 

thought to occur as a result of accumulating free oxygen radicals. 126 

Superoxide, derived from NADPH oxidase, has been implicated in endothelial dysfunction (Guzik et al. 127 

2000; Li and Pagano 2017). Numerous studies indicate that direct inactivation of NO by O2
·- represents a 128 

key event responsible for impaired NO bioactivity (Gryglewski et al. 1986; Rubanyi et al. 1986). As 129 

superoxide is able to decrease the availability of NO, an important anti-atherosclerotic regulator of vascular 130 

tone and blood flow, an increase in antioxidant enzyme superoxide dismutase (SOD) may improve the 131 

outcomes of atherosclerosis. Exogenous SOD improves NO-induced vascular relaxation (Gryglewski et al. 132 

1986) and improves NO-mediated arterial relaxation in atherosclerotic animals (Mügge et al. 1991).  133 

In addition, the reaction of NO and O2
·- results in the generation of peroxynitrite, a powerful and highly 134 

reactant oxidant. Peroxynitrite may trigger apoptosis in endothelial cells leading to a vascular 135 

pathophysiology (Mihm et al. 2000; Dickhout et al. 2005). It may also contribute to the development of 136 

early lesions and create reactive nitrogen species that further progresses lesions (Pacher et al. 2007; Sigala 137 

et al. 2010).  Peroxynitrite is able to regulate signaling pathways in the endothelium, modifying the vascular 138 

response to atherogenic stimuli (Go et al. 1999; Ewart et al. 2014). Vendrov (Vendrov et al. 2007) et al, 139 

showed that NADPH oxidase knockout mice display decreased peroxynitrite production and delayed 140 

vascular remodeling in response to an increase in shear stress. 141 

Endothelial NO synthase (eNOS) can produce superoxide rather than NO if there is a deficiency of either 142 

cofactor tetrahydrobiopterin (BH4) or L-arginine. A lack of BH4, which occurs through its oxidation by 143 

peroxynitrite, causes an electron flow interruption through the eNOS domain, leading to the generation of 144 

superoxide over NO (Cosentino et al. 2008; Chuaiphichai et al. 2017). Treatment of BH4 to patients with 145 

hypercholesterolemia or hypertension successfully restored endothelial function, emphasizing the role of 146 

eNOS uncoupling as a major player in vascular disease (Higashi et al. 2002, 2006; Chuaiphichai et al. 147 

2017). The importance of NO in endothelial homeostasis is evident in eNOS knockout mice that develop 148 

defective vascular remodeling and enhanced vascular thrombosis (Rudic et al. 1998). It is further 149 

demonstrated that eNOS deficiency in atherosclerotic prone mice accelerates lesion formation 150 

(Kuhlencordt et al. 2001; Li and Förstermann 2013).  151 
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Myeloperoxidase, an enzyme expressed most abundantly in neutrophils, is able to produce hypochlorous 152 

acid from H2O2 during the neutrophilic respiratory burst. In addition, it can consume NO and compete with 153 

L-arginine within the eNOS complex. Levels of myeloperoxidase have been shown to be a strong and 154 

independent marker of endothelial dysfunction (Vita et al. 2004; Tian et al. 2017). 155 

Xanthine oxidase produces O2
·- and H2O2. Diseased human vessels from patients with coronary artery 156 

disease (CAD) show an increased production of O2
·-, resulting from an enhanced expression and activity 157 

of xanthine oxidase (Spiekermann et al. 2003).  Vasodilation is improved in patients with 158 

hypercholesterolemia (Cardillo et al. 1997; Okafor et al. 2017), CAD (Spiekermann et al. 2003; Baldus et 159 

al. 2005; Okafor et al. 2017), and chronic heart failure (Farquharson et al. 2002; George et al. 2006; Okafor 160 

et al. 2017) when xanthine oxidase production is inhibited by the addition of allopurinol or oxypurinol. 161 

1.3 Role of oxidative stress and inflammation on adhesion 162 

An early stage of atherosclerosis involves the recruitment of circulating inflammatory cells into the intimal 163 

space. This process is mediated by cellular adhesion molecules (CAMs) which are expressed on the 164 

vascular endothelium and on circulating leukocytes, especially monocytes, during an inflammatory 165 

response. The abnormal interaction that develops during the progression of atherosclerosis involves 166 

platelets, vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1), intracellular adhesion molecule-1 (ICAM-1), and 167 

E- and P-selectin.  168 

Activated platelets may contribute to lesion formation, as they expedite the migration of inflammatory cells 169 

to lesion sites and release pro-inflammatory cytokines and chemoattractant (Li et al. 2011). Platelet 170 

adhesion may be an initiating event in atherosclerosis, as it has been shown to occur before leukocyte 171 

recruitment to the arterial wall and precedes activation of NF-kB, VCAM-1, and monocyte chemoattractant 172 

protein 1 (MCP-1) (Massberg et al. 2002; Ed Rainger et al. 2015). It has been demonstrated in vitro that 173 

platelets trigger the secretion of chemokines, express adhesion molecules, and promote adherence of 174 

leukocytes in endothelial cells (Henn et al. 1998; Gawaz et al. 1998; Ed Rainger et al. 2015; Ahmadsei et 175 

al. 2015).  The release of inflammatory mediators forms an inflammatory environment that can lead to cell 176 

activation and cell recruitment. In vivo, platelet recruitment occurred at lesion-prone sites.  177 

Cell adhesion molecule P-selectin is located on the surface of activated platelets, as well as on activated 178 

endothelial cells . Activated platelets in the circulation are able to initiate an acute inflammatory response 179 

by initiating P-selectin expression on endothelium and stimulate leukocyte rolling on vessel wall. P-180 

selectin, in combination with E-selectin (located on endothelial cells) has been shown to increase with the 181 

level of severity of atherosclerosis in humans (Lu et al. 2010; Sadowski et al. 2014). A deficiency of both 182 

P- and E- selectin was shown to reduce aortic sinus fatty streaks, delay lesion expansion, and reduce 183 
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calcification in LDLR deficient mice (Dong et al. 1998). Moreover, injections of P-selectin-expressing 184 

platelets into ApoE-/- mice accelerated the development of lesions (Huo et al. 2003). 185 

VCAM-1 and ICAM-1 are both cytokine-inducible immuno-globin gene superfamily members that are 186 

expressed by the aortic endothelium in areas predisposed to atherosclerosis (Nakashima et al. 1998; Iiyama 187 

et al. 1999). These molecules not only assist in the attachment of blood cells, but also signal the recruitment 188 

of other blood cells. The inhibition of VCAM-1 and ICAM-1 was shown to slow down the progression of 189 

atherosclerosis, suggesting their implication in the pathology (Srivastava et al. 2015).VCAM-1 seems to 190 

have a predominate role in lesion initiation (Cybulsky et al. 2001; Dansky et al. 2001), while other studies 191 

have found that ICAM-1 has a larger role in mature lesion progression (Collins et al. 2000; Bourdillon et 192 

al. 2000). In addition, serum levels of both VCAM-1 and ICAM-1 have been associated with increasing 193 

levels of disease severity (Rubio-Guerra et al. 2010; Lu et al. 2010). In young adults with advanced 194 

atherosclerotic plaque, intima-media thickness was associated with higher levels of sICAM-1. It was also 195 

shown that higher than average sICAM-1 levels corresponded to increased carotid artery stenosis and 196 

coronary artery calcification (Gross et al. 2012). 197 

II - MECHANISMS OF ATHEROSCLEROTIC PLAQUE VULNERABILITY 198 

1. Concepts of plaque vulnerability and plaque rupture  199 

The concept of vulnerable plaques reflects the susceptibility of plaques to complications leading to plaque 200 

rupture. Vulnerability of plaque are related to a specific morphology and composition (Figure 1), which 201 

were defined (Stary et al. 1995) and understood due to histological studies (Burke et al. 1997). This concept 202 

of degree of vulnerability according to composition of plaque is recently supported by Badimon and 203 

Vilahur (Badimon and Vilahur 2014).  204 

The first morphological characteristic of unstable plaques is the presence of a thin fibrous cap (vs. thickness 205 

over 200μm (Redgrave et al. 2008; Pelisek et al. 2012)) covering a large lipid-rich necrotic core both 206 

induced by accumulation of macrophages deaths and inflammation (Mughal et al. 2011). An area over 25% 207 

of fibrous cap disruption is associated with a higher risk of plaque rupture (Saba et al. 2010; Marnane et al. 208 

2014). A larger area of lipid-rich necrotic core is significantly associated with future ischemic events 209 

(Takaya et al. 2006; Mono et al. 2012). Intraplaque hemorrhage (IPH) represents the major determining 210 

factor of plaque instability (Michel et al. 2011b) and is associated with future ischemic events (Takaya et 211 

al. 2006; Gao et al. 2007; Turc et al. 2012). IPH accelerates plaque progression by increasing lipid-rich 212 

necrotic core and plaque volume due to accumulation of cholesterol-rich red blood cell membranes (Michel 213 

et al. 2011a) and results from rupture and leakage from immature neovessels (Virmani et al. 2005) 214 

presenting a disorganized layer of smooth muscle cells (Dunmore et al. 2007). Eighty percent of the 215 

intraplaque vasa vasorum network had a weak integrity and was susceptible to leakage (Sluimer et al. 2009) 216 
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explaining why neovessels density was higher in ruptured plaques (Fleiner et al. 2004; Saito et al. 2014) 217 

(Figure 1). These attributes and events following plaque rupture are generally absent in animal models 218 

(Millon et al. 2014). 219 

1.1 Analogies and differences between coronary and carotid atherosclerosic plaque vulnerability 220 

Even though coronary and carotid atherosclerosis lead to different complications (respectively myocardial 221 

infarction or stroke), plaques at these two locations present similar morphology (Rothwell et al. 2000; 222 

Honda et al. 2004) suggesting that similar systemic factors may influence their development. 223 

Cardiovascular risk factors such as diabetes mellitus, hypertension, smoking, age, or altered lipid profile 224 

are involved in the development of both carotid and coronary atherosclerosis (Kannel 1994). However, 225 

Kannel reported that some of these cardiovascular risk factors could have a more important influence 226 

depending on the localization; for example cholesterol levels promote CAD while hypertension promotes 227 

ischemic stroke (Kannel 1994). 228 

Chronologically, carotid atherosclerotic plaque development occurs at a later timepoint than coronary 229 

plaque illustrating that the presence of severe carotid atherosclerotic plaque in CAD patients is an indication 230 

of widespread atherosclerosis (Jashari et al. 2013). So far, one of the criteria of plaque severity is the 231 

stenosis percent. The link between carotid artery stenosis and stroke risk showed that a stenosis of 60-69% 232 

predicted an 11% risk of stroke within 3 years while a stenosis of 90% predicted a 32% risk. However, 233 

coronary artery stenosis did not predict coronary ischemic events (Nicoll and Henein 2013). Indeed, a 234 

majority of patients suffering from cardiac ischemic events have a stenosis of less than 50% (Ambrose et 235 

al. 1985). Inversely, coronary and carotid plaque share similar mechanisms of plaque rupture including 236 

fibrous cap rupture (60% of cases) and plaque erosion (35%) (Brott et al. 2011) (Table 1). However, carotid 237 

plaque rupture is less frequently driven by plaque erosion than is coronary plaque rupture (Table 1). Both 238 

coronary and carotid plaque present similar anatomical characteristics as detailed in the Table 1 (thin 239 

fibrous cap, large lipid-rich necrotic core, intraplaque hemorrhage, and neovascularization). The main 240 

difference between carotid and coronary atherosclerotic plaque lays in the ischemic complications 241 

following plaque rupture. Indeed, acute coronary syndromes are preferentially due to luminal thrombosis 242 

while brain ischemia is mostly due to embolism. Once erosion or rupture happen, necrotic core components 243 

are exposed to the blood circulation, leading to the activation of the coagulation cascade and the recruitment 244 

of platelets and inflammatory cells, and the subsequent formation of thrombus. Flow velocity and shear 245 

forces are more important in large vessels such as carotid arteries than in small vessels such as coronary 246 

arteries, which can explain the observed difference in coronary and carotid arteries complications.  247 

Different plaque type distribution occur, according to American Heart Association classification (Stary et 248 

al. 1995), depending on vascular territories (Akyildiz et al. 2014). In the carotid artery, there were more 249 



PARTIE 7 - ANNEXES 

308 
 

type IV & V lesions than type VII or VIII lesions while in the femoral artery, there were more type VII & 250 

VIII lesions than type IV & V lesions (Herisson et al. 2011) suggesting a greater implication of mechanical 251 

factors in carotid plaque rupture than in femoral plaque rupture.  252 

2. Role of oxidative stress and inflammation on plaque rupture  253 

The lack of animal models of plaque rupture restricts the possibility to explore systematic mechanisms and 254 

molecular processes leading to rupture. Many clinical studies have reported that oxidative stress and 255 

inflammation are linked to the risk factors of instability, generating a vicious circle leading to plaque 256 

rupture (Dunmore et al. 2007; Sluimer et al. 2008; Pelisek et al. 2012; Chistiakov et al. 2015). Indeed, 257 

several authors suggested that the induction of neoangiogenesis was induced by a hypoxic, pro-oxidant, 258 

and inflammatory state within the plaque (Dunmore et al. 2007; Sluimer et al. 2008; Pelisek et al. 2012; 259 

Chistiakov et al. 2015) in particular by the HIF-1α/VEGF (vascular endothelial growth factor) pathway. 260 

From a mechanistic perspective, HIF-1α is upregulated by macrophages (Dunmore et al. 2007; Sluimer et 261 

al. 2008), ROS (Brunelle et al. 2005), and oxLDL (Hutter et al. 2013). HIF-1α  is known to activate VEGF 262 

(Forsythe et al. 1996) that subsequently triggers the formation of neovessels (Ferrara 2009). Indeed, higher 263 

levels of VEGF was shown in symptomatic plaques compared to asymptomatic ones (Dunmore et al. 2007). 264 

Interestingly, HIF-1α has been described as a global regulator of macrophage and neutrophil inflammatory 265 

and innate immune functions (Nizet and Johnson 2009). In turn, HIF-1α expression is upregulated through 266 

pathways involving the key immune response regulator NF-κB; highlighting an interdependence of the 267 

innate immune and hypoxic responses to infection and tissue damage (Rius et al. 2008).  268 

Moreover, the oxidative and inflammatory environment within the plaque enhanced IPH-releasing heme 269 

and iron from red blood cell apoptosis.  These releases increase the generation of highly reactive ROS in 270 

the necrotic core via Fenton’s reaction. The resulting oxidative stress attract neutrophils to the core which 271 

further increase oxidative stress by activation of NADPH oxidase and myeloperoxidase (Michel et al. 272 

2011a). Thus, the growth of necrotic core volume is due to intraplaque hemorrhage, as wells as the 273 

activation of macrophages and cholesterol content (Takaya et al. 2005). In this context, high levels of ROS 274 

play an important role in the growth of the necrotic core. Indeed, oxidation of cell membranes and LDL 275 

can lead to cell necrosis and further induction of inflammation and macrophages recruitment (Martinet et 276 

al. 2011).  277 

Finally, oxidative stress and inflammation, which are intimately linked, accentuated plaque instability 278 

directly and indirectly. Several studies have showed that a thinner fibrous cap was associated with the 279 

presence of macrophages, T cells, and metalloproteinase matrix (MMP) in symptomatic plaque vs. 280 

asymptomatic plaque (Golledge et al. 2000; Moore and Tabas 2011). Indeed, destabilization is associated 281 

with apoptosis of smooth muscle cells on the fibrous cap leading to a reduction in extra cellular matrix 282 
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protein production and an increase in plaque inflammation. As a vicious circle, inflammatory cells such as 283 

leukocytes can infiltrate the fibrous cap and cause smooth muscle cells apoptosis (Silvestre-Roig et al. 284 

2014). MMP-9 produced by macrophages appear to further weaken the fibrous cap (Gough et al. 2006b). 285 

Moreover, the observed macrophages accumulation into the intima induced ROS production via NADPH 286 

oxidase and myeloperoxidase. Mechanistically, oxidative stress may be involved in the activation of the 287 

inflammasome leading to IL-1β (Dasu et al. 2007). This mechanism can amplify the vicious circle leading 288 

to plaque instability, and has recently been demonstrated in patients that targeting of IL1-beta decreases 289 

plaque rupture and cardiac events (Ridker et al. 2017).  290 

III - EFFECTS OF EXERCISE TRAINING IN ATHEROSCLEROSIS 291 

1. Effects of exercise training on oxidative stress and inflammation in primary care 292 

Regular aerobic exercise has an important role in the enhancement of vascular and cellular health by 293 

improving antioxidant defenses and immune response (He et al. 2016). A study by Bloomer et al (Bloomer 294 

and Fisher-Wellman 2008), found that healthy, trained subjects had lower levels of oxidative stress at rest. 295 

Most studies demonstrate the reduction in post-exercise oxidative stress in chronically trained subjects 296 

(Miyazaki et al. 2001; Elosua et al. 2003b; Radak et al. 2008). Moreover, the beneficial impact of daily PA 297 

in oxidative stress was also shown in atherosclerotic disease patients (Gardner et al. 2016, 2017). 298 

During chronic exercise training, cells activate de novo synthesis of antioxidant enzymes to limit oxidative 299 

stress. SOD, as one of the first antioxidant enzyme to respond to cellular ROS, has often been reported to 300 

increase in response to exercise training (Toledo-Arruda et al. 2017). Similarly, the two other main 301 

antioxidant enzymes, GPx and catalase, has been shown to be enhanced by chronic PA (Rowiński et al. 302 

2013; Fraile-Bermúdez et al. 2015).  303 

Leisure-time PA, as assessed by questionnaires, was found to be inversely related to levels of inflammation 304 

(Ford 2002; Mora et al. 2006; Yu et al. 2009; Palmefors et al. 2014), such as C-reactive protein, plasma 305 

fibrinogen concentration, white blood cell count, and adhesion molecules. In addition, PA was also 306 

inversely associated with cytokines such as TNF and IL-6 (Pischon et al. 2003; Palmefors et al. 2014). 307 

Maintenance of PA over a 10-year follow-up was associated with lower C-reactive protein and IL-6 levels, 308 

independent of adiposity (Hamer et al. 2012). However, questionnaires can be misleading, as subjects can 309 

easily over- or underestimate their true PA intensity. One study, which did not find a relationship between 310 

fitness questionnaires and C-reactive protein, did find that peak oxygen uptake was inversely related to C-311 

reactive protein (Valentine et al. 2009). This coincided with other studies of physical fitness, as assessed 312 

by fitness tests that observed an inverse relationship was found with markers of C-reactive protein 313 

(Mattusch et al. 2000; LaMonte et al. 2002; Giallauria et al. 2009; Cesari et al. 2013), fibrinogen and white 314 

blood cell counts (Giallauria et al. 2009). 315 

 316 
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2. Effects of exercise training on plaque progression 317 

It is well known that PA has a beneficial effect on CVD, in particular on atherosclerosis (Stein et al. 2015). 318 

As chronic exercise training has been shown to have adaptive effects in the body, this section will focus on 319 

the effects of habitual exercise training on the main parameters of atherosclerosis development such as 320 

LDL, endothelial dysfunction, macrophages recruitment or adhesion process. 321 

2.1 The effects of exercise training on LDL 322 

Circulating LDL is able to permeate the endothelium freely, however at high concentrations oxLDL tends 323 

to accumulate within the intima. Exercise training is able to prevent the development of dyslipidemia 324 

(Breneman et al. 2016) and to reduce plasma LDL concentration, as seen in healthy subjects (Pigłowska et 325 

al. 2016), hypercholesterolemic men (Crouse et al. 1997), and obese women (Greene et al. 2012) and 326 

children (Zorba et al. 2011). The improvement in LDL concentration may be dependent upon the ability of 327 

high-density lipoprotein (HDL) to effectively clear cholesterol. An increase in HDL is evident in studies 328 

comparing trained athletes to sedentary controls (Herbert et al. 1984; Brenes et al. 1986; Ahn and Kim 329 

2016). In addition, even healthy subjects who underwent detraining showed a decrease in HDL 330 

concentrations (Nikkilä et al. 1980; Slentz et al. 2007). 331 

LDL can become oxidized by ROS such as myeloperoxidase, 15-LO, and iNOS which is one of the most 332 

important initiating events in the development of atherosclerosis. Exercise training has been demonstrated 333 

to have a role in the reduction of oxLDL, probably through its regulation of ROS.  In a human study, 334 

exercise training was able to increase LDL resistance to oxidation and decrease already oxidized LDL 335 

(Elosua et al. 2003b). In this context, the beneficial effects of exercise may be due to an increase in 336 

antioxidant glutathione reductase (Elosua et al. 2003b). GSH has a role in the management of lipid uptake 337 

in advanced lesions (Callegari et al. 2011). This link between glutathione and oxLDL was supported by an 338 

in vitro study that found the addition of antioxidants to human monocyte derived macrophages inhibited 339 

oxLDL-mediated glutathione loss and GAPDH inactivation, and reduced oxLDL uptake in macrophages 340 

(Gieseg et al. 2010). In addition, Wang et al. (Wang et al. 2006) found that mild- and moderate-intensity 341 

exercise reduced the diminishing effects of oxLDL on SOD and GSH bioavailability.  342 

2.2 The effects of exercise training on endothelial dysfunction 343 

Many studies have demonstrated improvements in endothelial function as a consequence of exercise 344 

training in healthy subjects and those with pre-existing endothelial dysfunction in conditions such as CAD, 345 

chronic heart failure, and type 2 diabetes (Zoppini et al. 2006). Exercise training mechanically stimulates 346 

the endothelium by shear stress which can increase production of NO through eNOS, leading to enhanced 347 

vasodilation (Gielen et al. 2011). Potential mechanisms responsible for the functional adaptations of the 348 
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endothelium to exercise training include increased prostacyclin and NO bioavailability, and decreased 349 

endothelin-1 and angiotensin II (Laughlin et al. 2008). 350 

Clinical and experimental studies have found that exercise training reverses and prevents endothelial 351 

dysfunction. In CAD patients, exercise training was shown to correct endothelial dysfunction and improve 352 

coronary artery blood flow, by increasing eNOS protein expression (Hambrecht et al. 2000a, 2003; 353 

Wesnigk et al. 2016) and decreasing expression of angiotensin II type 1 receptor (Adams et al. 2005).  354 

Exercise training can also prevent NO degradation via a decreased oxidative stress. Exercise training was 355 

able to reduce the activity of the oxidative stress generating enzyme NADPHox (La Favor et al. 2016), 356 

IFN-γ, and superoxide (Lee et al. 2011). Improvement of exercise-induced vasodilation is often 357 

accompanied by up-regulation of SOD (Ookawara et al. 2003). As demonstrated in cultured human aortic 358 

endothelial cells, laminar shear stress was able to increase SOD protein content and enzyme activity in a 359 

time- and dose-dependent manner (Inoue et al. 1996). The upregulation of SOD by shear-stress could be 360 

responsible for the reducing the inhibitory action of O2
- on NO (Inoue et al. 1996). 361 

2.3 The effects of exercise training on macrophage/leukocyte recruitment 362 

As macrophages are able to change their functional phenotype in response to changes in the environment, 363 

it is likely that the improved systemic response to oxidative stress and inflammation due to exercise training 364 

would have an effect on macrophage phenotypes. Yakeu et al showed that low-intensity exercise 365 

upregulated markers of anti-inflammatory macrophages while downregulating pro-inflammatory markers 366 

(Yakeu et al. 2010). This is in agreement with Smith et al who found in patients at risk of ischemic heart 367 

disease that the pro-inflammatory cytokines, IFN-g, TNF-a, and IL-1β were decreased by moderate-368 

intensity exercise training, while the anti-inflammatory cytokines, TGF-b, IL-4, and IL-10 were increased 369 

(Smith et al. 1999b; Pedersen 2017). In addition, exercise training was able to provide protection against 370 

an inflammatory response by altering macrophage response in an immunocompromised mouse model 371 

(Kizaki et al. 2008). 372 

In addition to the change in macrophage phenotype (Silveira et al. 2016), the amount of macrophage 373 

accumulation within the plaque can affect the severity of atherosclerotic lesions. Exercise decreased 374 

macrophage and T-lymphocyte infiltration in adventitia, preserved vascular function in aging C57 mice 375 

(Lesniewski et al. 2011).  376 

MMP-9 activity can induce the rupture of advanced atherosclerotic lesions in CAD patients (Hopps and 377 

Caimi 2015; Nishiguchi et al. 2016) and was associated with both short and long-term mortality post-stroke 378 

(Chan et al. 2012). Exercise training was able to decrease MMP activity in patients with diabetes mellitus, 379 

metabolic syndrome, and coronary risk factors, as well as in elderly individuals with preexisting atheroma 380 
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(Nascimento et al. 2015). Exercise training was able to reduce the number of macrophages, which occurred 381 

with a reduction in MMP-9 areas in plaque (Moustardas et al. 2014). One mechanism to explain the 382 

exercise-induced improvement of MMP-9 is via an improvement in oxidative stress: ROS can induce 383 

MMP-9 (Soumyarani and Jayakumari 2012) while NO can inhibit it (McCarthy et al. 2008; Kadoglou et 384 

al. 2011). This is supported by Shon et al (Shon et al. 2011) that found that a decrease in lipid peroxidation 385 

occurred concurrently with a decrease of MMP-9.  386 

2.4 The effects of exercise training on adhesion 387 

A healthy endothelium can limit the abnormal adherence of blood cells to the endothelium. When 388 

endothelial cells become activated during inflammatory conditions, they express adhesion molecules such 389 

as VCAM-1 and ICAM-1. In animal studies with hypercholesterolemic rabbits, it was found that exercise 390 

training reduced the protein expression of adhesion molecules (Palmefors et al. 2014) and iNOS (Krause 391 

et al. 2014), leading to an improvement in vaso-relaxation.  In response to exercise training, CAMs are less 392 

likely to adhere in more physically fit and/or healthy individuals (Kargarfard et al. 2016). This was 393 

demonstrated in vitro as adhesion of peripheral blood mononuclear cell to HUVEC was reduced in more 394 

physically fit subjects than the less-fit subjects in response to a 20-min moderate exercise (Mills et al. 395 

2006). Finally, meta-analysis of the effects of exercise interventions in patients with CAD found VCAM-396 

1 levels to be significantly lower post-intervention (Swardfager et al. 2012).  397 

As mentioned in the previous section, platelets play an important role in the pathogenesis and progression 398 

of CVD (Ibrahim and Kleiman 2017). Platelet adhesiveness and aggregability were decreased after an 399 

exercise training protocol (Rauramaa et al. 1986; Wang et al. 1995), and these results were reversed during 400 

deconditioning (Wang et al. 1995). As high levels of LDL and VLDL increase platelet aggregability and 401 

secretions (Surya et al. 1992), it is likely that the improvements in lipoprotein concentrations that occur 402 

with exercise training could be responsible for this decrease in platelet activity.  403 

Other possible mechanisms for the improvement in adhesion due to exercise training could be to the result 404 

of increased shear stress, decreased oxidative stress, or improved NO bioavailability. By increasing shear 405 

stress, exercise likely decreases the expression of VCAM-1 and E-selectin (Chiu et al. 2004). Oxidative 406 

stress is closely involved in the regulation of CAM expression. Indeed, superoxide produced from NADPH 407 

oxidase has been implicated in increased expression of CAMs (Li et al. 2003) whereas H2O2 produces 408 

transcription factors such as NF-κB and activator protein-1 (AP-1), which enhance expression of adhesion 409 

molecules, such as VCAM-1, ICAM-1, and E-selectin (Vogiatzi et al. 2009b). Treatment with antioxidants 410 

pyrrolidine dithiocarbamate and N-acetylcysteine reduced TNF-α-induced VCAM-1. All together these 411 

results suggest that the improvement in antioxidant activity and decrease in oxidative stress associated with 412 

exercise could play the same role (Weber et al. 1994). Finally, the increase in NO as a response to exercise 413 
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training may limit the expression of VCAM-1, ICAM-1, and platelets as it was shown to regulate these 414 

adhesion markers.  415 

3. The effects of exercise training on biological risk factors of rupture  416 

The positive association between exercise training and the reduction of CVD is now well established, in 417 

particular for carotid artery stenosis (Stein et al. 2015) and cardiovascular heart disease (Thompson et al. 418 

2003; Schnohr et al. 2017). Many studies have determined that moderate to high levels of PA prevent 419 

cardiovascular events (Berlin and Colditz 1990; Rauramaa et al. 1995; Sofi et al. 2008), describing a dose-420 

response relationship (K E Powell et al. 1987; Stamatakis et al. 2009). PA has a protective role in primary 421 

and secondary prevention. Moreover, some exercise trials showed regression in the existing lesions 422 

(Bowles and Laughlin 2011). Indeed, chronic exercise training has been shown to reduce most of the 423 

physiological processes involved in the pathogenesis of CVD (oxidative stress, inflammation, vascular 424 

adhesion) (Rush et al. 2005; Pialoux et al. 2009c; Szostak and Laurant 2011), on the contrary to the short-425 

lived response of acute exercise (Elosua et al. 2003b; Delaney and Spark 2016). In addition, the type of 426 

activity can differently mediate the development of atherosclerosis markers. Regular practice of a strength 427 

sport (weightlifting) was associated with a decrease in flow mediated dilation and an increase in intima-428 

media thickness of the carotid (cIMT) artery, two early markers of atherosclerosis (Agrotou et al. 2013). 429 

Conversely, habitual endurance exercise such as marathon running was able to reduce several CVD risk 430 

factors (C-reactive protein, blood lipids, cholesterol, body mass index) (Taylor et al. 2014). In addition, it 431 

appears that physical inactivity is a potential major atherosclerotic risk factor (Sofi et al. 2008). Prince et 432 

al (Prince et al. 2016) showed that cardiovascular heart disease patients spent almost 8 hours a day being 433 

sedentary post-cardiac rehabilitation and this was inversely associated with markers of cardiometabolic 434 

health as body mass index, blood pressure, triglycerides, HDL and LDL. In addition, exercise combined 435 

with diet therapy was more efficient than surgical angioplasty intervention in event free survival in patients 436 

with stable cardiovascular heart disease (Hambrecht et al. 2004). All these results confirm the importance 437 

of PA in the prevention of atherosclerosis. Bowles and Laughlin (Bowles and Laughlin 2011) hypothesized 438 

plausible mechanisms for exercise protection, including improved endothelial function, attenuated plaque 439 

progression, and stabilization of vulnerable plaque to prevent plaque rupture, reduce myocardial oxygen 440 

demand, decrease thrombosis, and decrease inflammatory mediator release from skeletal muscle and 441 

adipose tissue.  442 

Some studies have examined the effects of PA and exercise on biological markers of atherosclerosis to 443 

better understand the positive role of PA on the disease. Anatomical parameters as plaque volume, cIMT, 444 

or surface roughness, seem to be suitable to predict cardiovascular events as Forbes et al (2016) recently 445 

shown a positive association between the reduction in coronary plaque volume and reduction in CVD 446 

outcomes. PA was shown to reduce anatomical parameters of plaque by some studies.  The percent change 447 
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in coronary plaque volume and daily PA were significantly negatively correlated (Nishitani-Yokoyama et 448 

al. 2015). This was confirmed by Lakka et al (2001) who reported during a 4-year follow-up an inverse 449 

association between VO2max and development of maximal cIMT (Rauramaa et al. 1995), carotid plaque 450 

size, and surface roughness, underlying the preventive role of PA on cardiovascular events. Interestingly, 451 

Nishitani-Yokoyama et al (2015)  did not  find a difference in the percent change of plaque volume between 452 

symptomatic patients who underwent or abstained from a phase II cardiac rehabilitation that included a 6-453 

months aerobic training. 454 

Coronary artery calcification seems to be an important risk factor in atherosclerosis. Desai et al (2004) 455 

showed a strong relation between PA and prevalence of advanced calcification in a 779-asymptomatic 456 

patient cohort who had more than two metabolic risk factors (hypertension, obesity, hypertriglyceridemia, 457 

and low levels of HDL-C). This was recently confirmed in a 2,107 men-cohort study showing that high 458 

fitness could attenuate coronary artery calcification and cIMT (Jae et al. 2016). These authors demonstrated 459 

an inverse relation between levels of PA and degree of absolute coronary artery calcium, hypothesizing 460 

that regular PA reduces metabolic risk factors and so modulate or delay plaque calcification. This result 461 

was confirmed by Kwasniewska et al (Kwaśniewska et al. 2014) and Wilund et al (2008) but for men only. 462 

The most used anatomical parameter to detect and quantify atherosclerosis is the cIMT. Several studies 463 

report that cIMT was able to predict coronary atherosclerosis and found a relationship between them. But, 464 

as described by Bots et al (2007), the link appears weak because of the variability of atherosclerosis 465 

development and cIMT measurement it shows. Several authors hypothesized that the lifestyle 466 

modifications induced by exercise intervention would not be sufficient to limit the progression of the cIMT 467 

and atherosclerosis plaque in healthy population (Tanaka et al. 2002; Rauramaa et al. 2004) and in CVD 468 

patients (Anderssen et al. 2005; Chan et al. 2006). Tanaka et al (2002) found, in a group of healthy men 469 

(18-77 years), that cIMT did not differ between sedentary people and endurance-trained subjects, as 470 

confirmed by Gori et al (2015). Gori et al showed that cIMT was related to age and not to the amount of 471 

PA per week. A similar study was done in ambulatory patients free from major vascular disease (Schmidt-472 

Trucksäss et al. 1999) or in patients with at risk of cardiovascular heart disease (Ebrahim et al. 1999). It 473 

should be noted that in these 3 cross-sectional studies, the assessment of PA was done by self-administered 474 

questionnaire. However, few studies evaluated the association between cardiorespiratory fitness and cIMT. 475 

Ferreira et al (2003) followed up on VO2max measurements in a group of 154 subjects from adolescence 476 

to adulthood and a group of 118 subjects from young adulthood to adulthood. There was no difference 477 

between longitudinal VO2 max and cIMT in either group after adjustment for covariates. Pahkala et al. 478 

(2013) did not find an association between fitness (VO2max) and cIMT in 467 obese 17-year-old 479 

adolescents while Kim et al. and Silva et al. (Kim et al. 2011; Silva et al. 2014) reported a significant 480 

negative association between these two markers in adolescents. These latter studies raise the question of 481 
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using cIMT as relevant marker of the beneficial effect of PA on atherosclerosis development. Interestingly, 482 

Gori et al (2015) suggested a physiological adaptation of the peripheral arteries to regular training as 483 

demonstrated by a positive correlation between cIMT and systolic blood pressure at rest, confirming the 484 

preventive role of the PA. 485 

The effect of exercise on vascular function is well studied. Thompson et al (2003) report a significant 486 

reduction of systolic blood pressure and diastolic blood pressure with exercise in a total of 2,674 patients, 487 

including normotensive and hypertensive subjects. They observed a threefold-reduction in the blood 488 

pressure of hypertensive patients versus normotensive subjects, suggesting PA could be used as treatment. 489 

Moreover, the positive effect of regular aerobic exercise on vasomotor function and arterial property, in 490 

particular arterial stiffness, is well known (Tanaka et al. 1998). Favorable associations were found between 491 

high levels of PA and arterial distensibility and stiffness, in boys (Ried-Larsen et al. 2013) and in male and 492 

female young adults (Pälve et al. 2014). Horta et al (2015) showed that in physically active subjects who 493 

follow the international recommendation of 30min/day have lower arterial stiffness and that sedentary time 494 

was associated with arterial stiffness. In addition, it appears that arterial roughness was more sensitive than 495 

cIMT to characterize the modification of arterial wall. Interestingly, Luedemann et al (2002) reported that 496 

subjects who never smoked had reduced cIMT, prevalence, and stenosis of plaques in the common carotid 497 

artery than smokers. It was also showed that smoking blunted the beneficial effects of PA and diet on 498 

atherosclerosis. 499 

Arterial stiffness is one of the consequences of endothelial dysfunction. NO is the main player of the 500 

vasomotor tone and function. Coronary atherogenesis is characterized by a progressive impairment of 501 

endothelial function due to the NO pathway favoring and maintaining an inflammatory and oxidative 502 

environment. It is well known that regular PA improves NO release (Skrypnik et al. 2014) so it could be a 503 

potential therapy for endothelial dysfunction. Hambrecht et al (2000a) studied the effect of a 4-week 504 

exercise training program on endothelial dysfunction in 19 asymptomatic CAD patients without metabolic 505 

risk factors such as diabetes, obesity, hypertension, hypercholesterolemia or cigarette smoking during the 506 

previous three months. They found that aerobic exercise improved coronary endothelial function by 507 

improving endothelial vasodilation and limiting vasoconstriction in response to acetylcholine. They 508 

hypothesized that shear stress could improve expression of NOS in endothelial cells as supported by a study 509 

by Corson et al in dogs (1996). 510 

As we have observed across many biomarkers (plaque volume, coronary artery calcification, cIMT, blood 511 

pressure, arterial stiffness, endothelial dysfunction), PA has a distinct valuable effect on coronary 512 

atherosclerotic plaque in mice and human studies (Thompson et al. 2003; Hambrecht et al. 2004; Desai et 513 

al. 2004; Kwaśniewska et al. 2014; Nishitani-Yokoyama et al. 2015; Horta et al. 2015). Inversely, cross-514 
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sectional (Tanaka et al. 2002; Ferreira et al. 2003; Sandrock et al. 2008; Pälve et al. 2014) and interventional 515 

studies (Rauramaa et al. 2004; Anderssen et al. 2005; Chan et al. 2006) demonstrate that there is not yet a 516 

clear consensus regarding the effects of PA on carotid atherosclerosis. Consequently, more studies are 517 

needed to evaluate the beneficial impact of PA on suitable biomarkers of carotid plaque instability.  518 

CONCLUSION AND PERSPECTIVES 519 

As atherosclerosis is the leading cause of death, morbidity, and long-term disability in worldwide, it 520 

appears crucial to find new strategies to limit its development.  It is well known that PA plays a major role 521 

in primary and secondary prevention, in particular on anatomical plaque components like LDL, endothelial 522 

function, or macrophage accumulation (Figure 2). Whereas the beneficial impact of PA is clear in coronary 523 

atherosclerosis, it still has no consensus on carotid atherosclerosis. Nevertheless, recent observations 524 

regarding the impact of PA level on the risk factors for carotid plaque rupture such as thinning of fibrous 525 

cap, development of lipid-rich necrotic core, intraplaque hemorrhage or neovascularization suggest that 526 

PA may limit the plaque vulnerability compared to sedentary patients.  It can be hypothesized that the 527 

beneficial effect of PA may be driven, at least partially, by the reduction of inflammation and oxidative 528 

stress in the more active patient. Taken together all these results open new challenge for the future research 529 

to understand the mechanisms by which PA and exercise training can impact positively plaque rupture risk 530 

factors (Figure 2).  531 
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Table 1. Main attributes of stable and vulnerable plaques in coronary and carotids 1164 

Attributes Coronary atherosclerosis Carotid atherosclerosis 
Thin fibrous cap Plaque instability component Plaque instability component 
Large lipid-rich necrotic core Plaque instability component Plaque instability component 
Intraplaque hemorrhage Plaque instability component Plaque instability component 
Neovascularization  Plaque instability component Plaque instability component 
Stenosis percent Non-predictive factor  Predictive factor 
Plaque disruption mechanism Plaque rupture (60%) and plaque erosion 

(35%) 
Mostly plaque rupture 

Ischemic event cause Mostly luminal thrombosis Mostly embolism  
Mechanical forces involved Low shear forces Important shear forces 
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Figure legends 1182 

Figure 1. Main mechanisms of atherosclerotic plaque instability according to morphology attributes. The 1183 

figure displays the main anatomical factors involved in atherosclerotic plaque instability. Intraplaque 1184 

hemorrhage (IPH) has been shown to represent the major determining factor of plaque instability. IPH is 1185 

promoted by neovascularization, which is due to irregular neovessels from the adventitia vasa vasorum 1186 

invading the intima. This compensation could be due to the vascular wall being in a hypoxic state. IPH can 1187 

cause an accumulation of erythrocytes in the lipid-rich necrotic core which increases its volume and plaque 1188 

instability. Accumulated erythrocytes can release hemoglobin and iron and provoke cholesterol efflux [90]. 1189 

The lipid-rich necrotic core is composed of free cholesterol, cholesterol crystals, and cholesterol esters 1190 

derived from lipids [85]. Its development depends on apoptosis or necrosis of macrophages (in particular, 1191 

foam cells) and T cells [86]. Finally, plaque instability is due to the thinning of the fibrous cap. An optimal 1192 

width of 200μm of fibrous cap is proposed as the minimum thickness associated with a ruptured plaque 1193 

(Pelisek et al. 2012). 1194 

Figure 2. Effects of regular physical activity on parameters involved in atherosclerosis pathophysiology. 1195 

This figure displays the main factors involved in atherosclerotic plaque development and vulnerability. 1196 

Oxidative stress and inflammation have been shown to induce atherogenesis directly and indirectly by the 1197 

way of endothelial dysfunction, leukocytes adhesion and macrophage infiltration. Similarly, these two 1198 

parameters are known to enhance neovascularization and fibrous cap thinning leading to intraplaque 1199 

hemorrhage and lipid-rich necrotic core enlargement, which increase plaque vulnerability. Physical activity 1200 

was shown to limit oxidative stress, inflammation, endothelial dysfunction, leukocytes adhesion and 1201 

macrophages infiltration, leading to a decreased risk of atherogenesis. Effects of regular physical activity 1202 

on neovascularization, intraplaque hemorrhage, lipid-rich necrotic core enlargement and fibrous cap 1203 

thinning need to be elucidated by further studies. 1204 
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Figure 1. 1213 
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Figure 2.  1231 

1232 



 

 

  

  



 

 

RRésumé : L’athérosclérose est une maladie cardiovasculaire complexe affectant la paroi artérielle où le 
développement et la progression de la plaque sont fortement favorisés par une inflammation chronique. 
L’instabilité de la plaque carotidienne peut conduire à de potentiels évènements ischémiques majeurs tels que 
l’accident vasculaire cérébral (AVC) dont le caractère imprévisible rend la prévention primaire très compliquée. 
Ainsi, il n’existe pas à l’heure actuelle de biomarqueurs prédictifs efficaces de la rupture de plaque. Néanmoins, il 
est maintenant clairement établi que l’hémorragie intraplaque (IPH), la néovascularisation et l’accumulation 
excessive de macrophages sont les principaux facteurs d’instabilité de la plaque. Sur la base de travaux précédents, 
l’objectif de cette thèse était d’évaluer de manière indépendante les effets de l’activité physique (AP) et de la 
sédentarité, premièrement sur les paramètres histologiques d’instabilité de plaque, et deuxièmement, sur les 
facteurs de risque secondaires de l’athérosclérose, que sont l’inflammation, le stress oxydant et le profil 
hémorhéologique de patients asymptomatiques à risque d’AVC traités chirurgicalement. La 1ère étude a montré 
que l’AP régulière était associée à une prévalence d’IPH diminuée, et était l’unique facteur protecteur de l’IPH. 
Cette étude a également suggéré un effet bénéfique de l’AP sur le stress oxydant, ainsi que sur l’accumulation de 
macrophages. Dans une 2ème étude, nous avons caractérisé l’état fonctionnel de protéines potentiellement 
impliquées dans les dysfonctions du système immunitaire, et l’implication des cellules inflammatoires dans ces 
mécanismes. Nous avons alors identifié une cytokine pro-inflammatoire jouant un rôle déterminant dans les 
processus inflammatoires de déstabilisation de plaque. L’étude 3 nous a permis de caractériser l’effet du niveau 
d’AP sur la réponse monocytaire chez des patients avec plaque d’athérosclérose, et d’identifier une chimiokine qui 
pourrait avoir un rôle dans la modulation de la réponse monocytaire par l’AP. Enfin, la 4ème étude démontre 
l’altération de paramètres hémorhéologiques chez des patients atteints de maladie carotidienne sévère, et 
comment l’AP permet de limiter cette altération via la diminution de l’agrégation érythrocytaire. Ce travail de thèse 
apporte des informations quant à la pratique de l’AP dans la prévention primaire de l’athérosclérose. Des études 
complémentaires seront toutefois nécessaires afin de confirmer ces résultats, en proposant notamment une 
approche interventionnelle en activité physique. 

Mots clés : Athérosclérose, Hémorragie intraplaque, Inflammation, Activité physique, Sédentarité, Stress oxydant, 
Agrégation érythrocytaire. 

Mechanisms and impact of physical activity and sedentary behavior on biological risk factors of carotid 
atherosclerotic plaque instability 

Abstract: Atherosclerosis is a complex cardiovascular disease that affects the arterial wall where plaque 
development and progression are severely promoted by chronic inflammation. Carotid plaque destabilization 
could lead to potential major ischemic events such stroke which is still unpredictable, making primary prevention 
very complex. Thus, there is still currently no suitable predictive biomarker of plaque rupture. Nevertheless, it is 
now clearly established that intraplaque hemorrhage (IPH), neovascularization and excessive macrophage 
accumulation are the three main risk factors of plaque instability. Based on previous studies, the aim of this work 
was to evaluate independently the impact of physical activity (PA) and sedentary behavior, first on histological 
parameters of plaque instability, and secondly on secondary risk factors of atherosclerosis, such as inflammation, 
oxidative stress and hemorheological profile of asymptomatic patients at high-risk of stroke who underwent 
endarterectomy surgery. The first study shows that regular PA was associated to a decreased occurrence of IPH 
and was the only protective factor for IPH. This study also suggested a beneficial effect of PA on macrophage 
accumulation as well as on oxidative stress. Then, in the 2nd study, we have characterized the functional state of 
proteins potentially implicated in immune system dysfunctions, and the implication of inflammatory cells in these 
mechanisms. We have identified a pro-inflammatory cytokine as a key driver of disrupting inflammatory process 
of plaque. In the same way, we have characterized in the 3rd study, the effect of PA on the monocytic response in 
atherosclerosis patients, and identified a chemokine associated that could explain the modulation of this 
monocytic response by PA. Finally, the 4th study demonstrates the hemorheological parameters alteration in 
carotid artery disease patients, and how PA could limit this alteration via red blood cell aggregation. This PhD thesis 
provided information regarding regular PA in primary prevention of atherosclerosis. However, additional studies 
are required to confirm these results, using in particular PA interventional approach.  

Key words: Atherosclerosis, Intraplaque hemorrhage, Inflammation, Oxidative stress, Physical activity, Sedentary 
behavior, Red blood cell aggregation. 
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