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RESUME 

L’athérosclérose est une maladie inflammatoire chronique déclenchée par l’accumulation de 

lipides et caractérisée par l’infiltration des cellules immunitaires dans la paroi artérielle. Les 

études de modèles animaux révèlent des résultats paradoxaux concernant l’effet des cellules B 

(protecteur ou pro-athérogène). Pour avoir une meilleure compréhension de la 

physiopathologie de l’athérome humain, nous avons caractérisé les LB résidents et leur 

production d’immunoglobulines. 

Treize patients subissant une endartériectomie carotidienne ont été examinés et disséqués 

pour isoler l’intima et l’adventice. Cette dernière est la couche principale de la domiciliation 

des cellules B qui constituent des infiltrats diffus ou des agrégats. L’analyse par RT-PCR 

montre la production locale d’IgA chez tous les patients et d’IgG chez la majorité. L’IgM est 

plus rarement détectée. De plus, les chaînes légères sont majoritairement d’isotype l. L’étude 

du répertoire des récepteurs d’antigènes montre que l’adventice contient un nombre limité de 

clones B avec une utilisation récurrente de quelques sous familles de VH. Ces lymphocytes 

secrètent majoritairement des immunoglobulines hypermutées. Ces anticorps ont été 

reconstruits et montrent une bonne capacité discriminante en reconnaissant des antigènes 

tissulaires particuliers. D’autre part, l’analyse des séquences suggère une maturation locale 

sous la pression des antigènes locaux. Des parties variables d’immunoglobulines différentes 

(H ou L) codent pour le même CDR3 montrant ainsi une maturation convergente. De plus, 

l’expression de la cytidine déaminase AID est détectée chez quelques patients, ce qui est 

compatible avec l’observation d’une commutation de classe dans certains clones B 

adventitiels. La majorité de cellules B de l’adventice artérielle sont des plasmablastes 

n’exprimant pas le marqueur CD20 et secrétant des cytokines inflammatoires (IL-6, GM-CSF 

et TNF-a). Les marqueurs clonotypiques CDR3 indiquent que l’adventice et la plaque ont des 

répertoires différents et qu’une population de cellules B circule entre l’adventice et les 

ganglions.  
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SUMMARY 

Atherosclerosis is a chronic inflammatory disease initiated by lipid accumulation and 

characterized by immune cells infiltration within arterial walls. Animal models suggest that B 

cells may have contradictory protective or pro-atherogenic effects. To further understand the 

pathophysiology of human atheroma, we analyzed Ig production and characterized resident B 

lymphocytes within vascular lesions. 

Tissue samples from 13 patients undergoing carotid endarterectomy were examined and 

dissected to isolate intimal plaques and tunica adventitia. This latter is the main site of B cells 

homing. These lymphocytes constituted diffuse infiltrates or formed small cell clusters. 

Functional IgA was present in all adventitias while IgG was detected in the majority. IgM 

transcripts were less abundant or even absent. Most L chain transcripts were of the l type. 

BCR analysis indicated that individual samples contained each a limited number of B cell 

clones with a bias for the recurrent utilization of some particular V region sub-families. These 

lymphocytes produced mainly hypermutated immunoglobulins. Engineered reconstructed 

antibodies were discriminative as recognizing tissue specific antigens. On the other hand, 

BCR sequence analysis suggests a local maturation and antigen driven evolution. Both 

intraclonal diversification and convergence of CDR sequences between different B cell clones 

were observed. Expression of the cytidine deaminase AID was detected in several arterial 

wall samples, in keeping with the observation of a local H chain class switch. The majority of 

resident B lymphocytes are CD20 negative plasmablasts that secrete inflammatory cytokines 

(IL-6, GM-CSF, and TNF-a). CDR3 clonotypic markers revealed that plaque and adventitia 

repertoires were different and indicated that a population of B cells was circulating between 

adventitia and draining lymph nodes. 
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1 Chapitre 1 : ATHEROSCLEROSE 

1.1 Généralités 

L’organisation mondiale de la santé (OMS) déclare qu’il y a 7,2 millions de décès annuels 

dans le monde par cardiopathies ischémiques et 4,6 millions par accidents cardiovasculaires 

cérébraux. Les maladies cardiovasculaires (CV) sont donc une véritable menace pour la santé 

publique. Elles sont la première cause de mortalité dans le monde et la deuxième en France. 

Bien que la mortalité baisse, l’incidence des maladies CV augmente significativement  (figure 

1) [1]. Parallèlement, l’augmentation effrayante de syndrome métabolique devrait entraîner 

une augmentation du nombre des patients atteints de maladies cardiovasculaires. Une 

croissance de 45 % de surpoids et de l’obésité en 2030 dans tous les pays du monde est 

prévue. 

L’athérosclérose est la principale cause des maladies cardiovasculaires. Elle se traduit par des 

pathologies chroniques comme l’angor d’effort et des maladies aigues souvent mortelles 

comme l’infarctus du myocarde et l’accident vasculaire cérébral. 

La définition de l’athérosclérose donnée par l’OMS est : «L’athérosclérose est une association 

variable de remaniement de l’intima des artères de gros et moyen calibre. C’est une 

accumulation focale de lipides, glucides complexes, de sang et de produits sanguins, de tissus 

fibreux et de dépôts calcaires». 

L’interaction complexe entre les différents acteurs cellulaires vasculaires contrôle l’intégrité 

de la paroi artérielle et de l’homéostasie vasculaire. Toute perturbation de cet équilibre 

conduit à un dysfonctionnement endothélial observé dans plusieurs pathologies vasculaires 

telles que l’athérosclérose. L’athérosclérose est une maladie complexe et multifactorielle dans 

laquelle l’inflammation joue un rôle majeur et participe à toutes les étapes du développement 

de la pathologie. Elle implique des facteurs génétiques autant que des facteurs métaboliques, 

environnementaux et vasculaires. Toutes ces facteurs contrôlent les premiers stades de 

l’athérosclérose et modulent la progression des lésions. 

 

Figure 1 : Nombre de décès et nombre d’incidences prévues pour maladies cardiovasculaires [2]. 

Cette maladie est une pathologie inflammatoire progressive déroulant en plusieurs étapes 

commençant dès l’enfance chez les nourrissons [3]. 
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Il est donc urgent de découvrir et de moduler les mécanismes pathologiques et inflammatoires 

qui contribuent à la progression de la maladie ainsi qu’aux complications comme l’ischémie 

et la thrombose [4].  

Des nombreuses études ont élucidé le rôle des cellules inflammatoires et leurs contributions à 

la pathologie. Par contre, la nature et les fonctions des cellules B restent non connues. Des 

études ont attribué des propriétés paradoxales aux cellules B circulantes. Elles se sont 

intéressées aux LB circulants d’une façon systémique et pas aux lymphocytes B résidents 

dans l’adventice qui agissent directement sur la progression de la maladie. 

Le but de notre étude consiste à caractériser les cellules B résidentes dans l’adventice et 

trouver leurs antigènes cibles. A cette fin, nous avons disposé de 13 adventices, 13 plaques, 

10 microdissections et quelques ganglions provenant de patients atteints. 

1.2 Structure d’une artère normale  

La paroi artérielle est constituée de trois tuniques concentriques : L’intima, la média et 

l’adventice (figure 2). 

-Intima : c’est la couche la plus interne, en contact avec la lumière artérielle. Elle est très fine 

et constituée d’une monocouche des cellules endothéliales formant un manteau protecteur. 

L’intima contient aussi un espace sous endothélial riche en matrice extracellulaire et tissu 

fibro-élastique. Cette couche sous endothéliale est la zone la plus sensible au déclenchement 

et au développement des lésions d’athérosclérose, suite à l’accumulation de LDL oxydées 

(LDLox) et de cellules immunitaires. Physiologiquement, l’endothélium participe à plusieurs 

processus physiologiques tels que la synthèse de médiateurs vasoactifs, l’inhibition de la 

thrombose et au recrutement des cellules immunitaires. 

-Média : c’est la tunique intermédiaire et la plus épaisse. Elle est le constituant majeur de 

l’artère de gros et moyen calibre. Cette couche est formée de cellules musculaires lisses 

(CML) organisées sous forme lamellaire. Le nombre de ces couches (lames) varie selon 

l’artère (rares dans les artérioles et nombreuses dans les artères élastiques). Ces cellules 

contractiles sont entourées par une matrice extracellulaire riche en fibres élastiques (collagène 

et élastine). Cette couche est bordée des 2 côtés par les limitantes élastiques interne et externe. 

Sa portion externe est vascularisée par les vasa vasorum provenant de l’adventice.  

-l’adventice : c’est la couche externe. Elle est constituée par un tissu conjonctif riche en 

collagène, CML et fibroblastes. Elle est entourée par un tissu graisseux. Cette couche est 

marquée par une innervation neurologique autonome et une riche vascularisation en vasa 

vasorum. De nombreuses études ont détecté des cellules immunitaires dans l’adventice 

suggérant une participation active de cette couche aux maladies cardiovasculaires. De plus, de 

nombreux auteurs considèrent que cette couche est le point de départ de l’athérosclérose.  

Cette couche, sujet de notre étude, va être discutée plus tard.  



20 
 

 

Figure 2 : Structure de l’artère normale de moyen et gros calibre. Elle est constituée de 3 

couches : intima, média et adventice. 

1.3  Physiopathologie de l’athérosclérose 

Actuellement, on peut affirmer que l’athérosclérose est une maladie inflammatoire chronique 

après avoir été longtemps considérée simplement comme une accumulation de lipides dans les 

parois vasculaires [5]. Les cellules qui interviennent dans la formation des plaques sont 

hétérogènes, comme les cellules endothéliales, les CML, les cellules de l’immunité innée et 

les lymphocytes [6]. Elles participent aux différentes étapes pour contribuer à 

l’athérosclérose.  

1.3.1  Modèles animaux  

L’étude d’athérosclérose in vivo chez l’homme est souvent difficile pour des raisons éthiques. 

C’est pour cette raison que des modèles expérimentaux ont été développés. Tout au début, les 

études étaient faites chez le lapin [7] mais d’autres modèles ont également été utilisés comme 

le porc et le chien [8]. Les modèles de souris sont maintenant les plus utilisés parce qu’ils sont 

économiques, faciles et rapides à obtenir. Les souris ayant des taux élevés de HDL (high 

density lipoprotein) et faibles taux de LDL (low density lipoprotein) et VLDL (very low 

density lipoprotein) sont résistantes à l’athérosclérose. Par contre, des manipulations 

génétiques ont permis d’avoir des modèles athéromateux par invalidation du gène Apoe [9] ou 

Ldlr (récepteur aux LDL) [10]. Le développement d’athérosclérose est ensuite favorisé et 

accéléré par un régime alimentaire riche en lipides (figure 3) [8]. 

L’apolipoprotéine E est une glycoprotéine jouant un rôle dans le transport et le métabolisme 

des lipides dont l’absence provoque une hypercholestérolémie et formation des lésions 

athérosclérotiques. Les lésions murines sont similaires aux lésions humaines [8]. Les souris 

Ldlr
-/- 

se comporte pareillement aux souris Apoe
-/-

 et développent des lésions identiques à 

celles de l’homme [10]. Ces modèles ont aidé à disséquer et comprendre les mécanismes 

impliqués dans l’athérosclérose humaine. Néanmoins, les différences anatomiques, 

métaboliques et au niveau d’expression des gènes empêchent l’extrapolation de la totalité de 

ces résultats à l’humain. Ces bons modèles de l’évolution des lésions ne permettent cependant 

pas d’étudier la rupture des plaques et toutes les complications de l’athéro-thrombose [11]. 
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Récemment, des travaux ont validé des modèles de thrombose induites par différents agents et 

facteurs (laser argon, actions photochimiques) même chez des souris Apoe
-/- 

[11]. 

Bien que les systèmes immunitaires humain et murin se ressemblent, il existe aussi des 

différences importantes. Les neutrophiles sont la population majeure circulante dans le sang 

humain tandis que le sang murin est plus riche en lymphocytes. Ces derniers caractérisés par 

des marqueurs de surface qui peuvent avoir, chez l’homme, des fonctions différentes de celles 

observées chez la souris. Il est encore possible que le développement progressif spontané de 

l’athérosclérose stimule, chez la souris et chez l’homme des populations différentes [12].
 

Toutefois, ces modèles ont permis de mieux comprendre les mécanismes pathologiques et de 

déterminer le rôle spécifique des différents types cellulaires, surtout ceux du système 

immunitaire. Le choix du modèle est critique et l’extrapolation des résultats à la pathologie 

humaine doit être faite avec prudence. 

 

Figure 3 : Chronologie du développement des lésions chez les souris Apoe
-/-

. Le régime gras 

accélère le dévelopement d’athérosclérose chez les souris Apoe
-/-

. 

1.3.2 Mécanisme de l’athérosclérose 

L’athérosclérose est une maladie inflammatoire chronique caractérisée par l’infiltration des 

cellules immunitaires dans les parois artérielles dès les phases précoces [6]. Le système 

immunitaire contribue au processus pathologique par ses deux branches : l’immunité innée 

comme les monocytes, les macrophages, les cellules dendritiques, les mastocytes, les 

neutrophiles…. et l’immunité adaptative par l’intermédiaire des lymphocytes T et B [13]. 

1.3.2.1 Infiltration de lipoprotéines  

L’étape initiale de cette maladie est l’infiltration des LDL dans l’intima. Leur petite taille 

facilite leur pénétration endothéliale. Des études in vitro ont montré le profil athérogène et les 

propriétés pathogéniques des particules LDL. Elles sont clairement associées aux maladies 

cardiovasculaires et métaboliques [14].  
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La formation des stries lipidiques a été bien décrite dans l’aorte du fœtus. L’étude, In utéro, 

montre que l’accumulation lipidique pourrait avoir lieu en absence des macrophages mais pas 

l’inverse. Les dépôts lipidiques de LDL natives sont exclus des macrophages. 

Une fois accumulées, les LDL s’oxydent, générant ainsi des réactifs indispensables à la 

formation des plaques d’athérome. Ces modifications des LDL se font par des mécanismes 

enzymatiques ou non enzymatiques dans les parois artérielles [15]. L’oxydation des LDL est 

une succession de plusieurs changements locaux dans la paroi artérielle (In situ) [16]. Ces 

remaniements empêchent la reconnaissance des LDL par leurs récepteurs spécifiques mais 

leurs permettent de se lier aux récepteurs scavengers SRA et CD36 [17]. 

Bien que les LDL soient faiblement détectées dans le plasma, elles sont majoritaires dans les 

plaques sous forme oxydées [18].  

1.3.2.2 Activation endothéliale 

Physiologiquement, les cellules endothéliales résistent à l’adhésion des cellules immunitaires 

mais elles peuvent être modulées par différents facteurs tels que le diabète, l’obésité, 

l’hypertension, le tabac….[19]. En plus des LDLox, des facteurs physiques peuvent activer 

les cellules endothéliales. Des études ont démontré que les turbulences du flux sanguin et les 

faibles forces de cisaillement favorisent la formation des plaques d’athérome qui se 

développent donc préférentiellement au niveau des zones de bifurcation [20].  

Suite aux altérations de l’intima, les cellules endothéliales expriment plusieurs types de 

molécules d’adhésion et de chimiokines qui permettent le recrutement et l’adhésion des 

monocytes et leucocytes circulants. VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule) ou ICAM-1 

(intracellular adhesion molecule) sont les plus connues pour se lier à des ligands de la famille 

intégrines présents sur la membrane de leucocytes [21, 22]. La fixation (rolling) des 

leucocytes sur l’endothélium résulte de l’interaction de la P-séléctine endothéliale avec 

PSGL-1 (P-selectin glycoprotein ligand-1) cellulaire (monocytes, neutrophiles et leucocytes). 

L’invalidation de la P-séléctine (de même que celle de l’E-sélectine) inhibe l’infiltration des 

macrophages et réduit la taille des lésions artérielles [23]. La double déficience en E- et P-

séléctine réduit de 80% la taille des plaques précoces [24]. Les molécules d’adhésion VCAM-

1 (vascular cell adhesion molecule) et ICAM-1 (inter cellular adhesion molecule) stabilisent 

l’interaction entre les leucocytes et l’endothélium. Un déficit en ICAM-1 diminue la taille des 

lésions chez les souris Ldlr
-/-

 [25]. 

1.3.2.3 Recrutement des monocytes 

Après leur adhésion, les monocytes pénètrent dans l’espace sous-endothélial suite à un 

gradient de la chimiokine monocyte chemokine protein-1 (MCP-1) libérée par les cellules 

endothéliales. Ensuite, les CML expriment du M-CSF (monocyte-colony stimulating factor) 

qui induit la différenciation des monocytes en macrophages. Les monocytes murins sont 

classés en deux catégories selon leur niveau d’expression du récepteur de chimiokines 

CX3CR1, des molécules de surface Ly-6c et Ly-6G et de l’antigène de différenciation 

myéloïde Gr-1 [26]. Ils peuvent infiltrer les sites inflammatoires et se différencier en 

macrophages et, à moindre degré, en cellules dendritiques [19]. Le rôle pro-athérogène des 

monocytes a été confirmé par leur déplétion qui entraîne la diminution de la formation des 

plaques chez le lapin [27]. Pourtant, la population monocytaire Ly-6C
Hi

, population sanguine 
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majeure sous un régime hypercholesterolémiant, était la seule capable de coloniser les plaques 

d’athérome [28]. Ces monocytes Ly-6C
Hi 

expriment plus des cytokines pro-inflammatoires et 

des protéases. 

La contribution de nombreux récepteurs de chimiokines impliqués dans le recrutement 

monocytaire a été évaluée. Chez les souris Apoe
-/-

, la délétion de CX3CR1 (récepteur de 

fractalkine) diminue de 32% la taille des lésions [29] ainsi que la double mutation CX3CR1
-/-

 

MCP-1
-/-

 réduit de 67% la taille des lésions. Cette réduction atteint 90% lors de l’invalidation 

simultanée de CCR5, MCP-1, CXCR3 [30]. Cependant, ces résultats ne sont pas valables 

chez l’homme dont les monocytes n’ont pas l’antigène Ly-6C (figure 4). 

Il y a deux populations monocytaires chez l’homme: CD14
high

 CD16
low

 (population majeure 

du sang) et CD14
low

CD16
high

. Elles se caractérisent également par l’expression de récepteurs 

des chimiokines et de molécules d’adhésion [31]. Ensuite, les monocytes se différencient, 

sous l’effet du M-CSF, en macrophages [32]. 

Figure 4 : Type de monocytes humains et murins [33]. Les monocytes humains (CD14, CD16) ont 

des marqueurs de surface differents de ceux des populations moncytaires murines (Ly-6c, Gr-1). 
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Molécules Etudes 

Effets sur lésions 

chez les souris Ldlr
-/-

 

ou Apoe
-/- 

(% Ldlr
-/-

 

ou Apoe-/-) 

Références 

Molécules d’adhésion 

Sélectine P
-/-

 Diminution de 2 fois 
(Collins, Velji et al., 

2000) 

Sélectine E
-/-

 
Diminution de 1,3 

fois 

(Collins, Velji et al., 

2000) 

ICAM
-/-

 
Diminution de 1,4 

fois 

(Collins, Velji et al., 

2000) 

Facteur de croissance M-CSF
-/-

 Diminution de 5 fois 
(Smith, Trogan et al., 

1995) 

Chimiokines 

CCR2
-/-

 Diminution de 3 fois 
(Boring, Gosling et 

al., 1998) 

MCP-1
-/-

 Diminution de 5 fois 
(Gu, Okada et al., 

1998) 

Récepteurs 

scavengers 
CD36

-/-
 Diminution de 4 fois 

(Febbraio, Podrez et 

al., 2000) 

 
SRA

-/-
 Diminution 

(Suzuki, Kurihara et 

al., 1997) 

Tableau 1 : Effet du déficit en facteurs d’adhésion sur la formation des stries lipidiques [34]. 
Toute inhibition du recrutement ou de la différenciation des monocytes inhibe le dévelopement des 

lésions d’athérosclérose. 

1.3.2.4 Rôle des macrophages et formation des cellules spumeuses 

Les macrophages de l’espace sous endothélial jouent un rôle pathogéne dans l’initiation et 

l’évolution de l’athérosclérose. Ils participent au métabolisme du cholestérol, à la formation 

du core lipidique et à la production des cytokines pro-inflammatoires dans l’intima [13]. La 

délétion du gène du M-CSF empêche le développement d’athérosclérose, même avec des taux 

élevés de cholestérol, ce qui prouve l’indispensabilité de ces cellules [32]. Il y a 2 types de 

macrophages : M1 connus comme des cellules inflammatoires et M2 anti-inflammatoires. Ces 

deux populations avec leurs effets paradoxaux sont présentes dans les plaques d’athérome 

[35]. 

Dans un premier temps, les macrophages se transforment en cellules spumeuses en captant 

des LDL oxydées par l’intermédiaire des récepteurs scavengers (SR-A1, SR-A2,….). Cette 

internalisation non contrôlée conduit à la formation de stries lipidiques. Les lipides 

intracellulaires se mélangent aux extracellulaires pour former un amas appelé cœur lipidique 

de la plaque. Ce dernier est protégé par une chape fibreuse, riche en CML et collagène, qui 

l’isole de la lumière artérielle. La totalité de cette chape contrôle la stabilité de la plaque 

d’athérome [36, 37]. Les souris déficientes en récepteurs scavengers SR-A et CD-36 sont 
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résistantes à l’athérosclérose [38]. Par contre, Moore et al., ont observé des effets inverses, 

lors de la déplétion de SR-A et CD36, marqués par l’augmentation de la taille des lésions et la 

formation de cellules spumeuses. Ces différences peuvent être dues aux différents stades de 

l’athérosclérose dans les 2 études [39]. 

Ces cellules néoformées sécrètent des cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-12,…) et 

induisent également l’expression de métallo-protéases matricielles et de produits oxygénés. 

Ces produits macrophagiques amplifient l’activation endothéliale et fragilisent les plaques 

[40]. 

Les effets de l’apoptose des macrophages varient en fonction du stade de la maladie. Dans les 

lésions précoces, l’apoptose des macrophages est associée à une diminution de la taille des 

lésions cellulaires. Cependant elle a, dans les lésions avancées, un effet pro inflammatoire dû 

à un déficit de clairance des débris apoptotiques [41, 42]. Ce résultat a été parallèlement 

confirmé et validé par deux autres approches chez les souris Ldlr
-/- 

soit en invalidant le gène 

pro-apoptotique Bax [43], soit en surexprimant le gène anti-apoptotique Bcl-2 (B-Cell 

Lymphoma-2 ) [44]. Les LDLox et les lipopolysaccharides (LPS) peuvent stimuler les TLR 

(Toll-Like Receptor) des macrophages et les cellules endothéliales [45]. Ces macrophages, en 

plus des cellules dendritiques, présentent les antigènes et stimulent les cellules de l’immunite 

adaptative. 

 

Figure 5 : Mécanisme et chronologie de la formation des stries lipidiques. 
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1.3.2.5 Les cellules dendritiques 

Ces cellules, connues comme cellules présentatrices d’antigènes, peuvent activer les cellules 

T naïves. Elles ont la capacité de stimuler la réponse immunitaire et contrôler 

l’immunotolérance [46, 47]. 

Bobryshev et Lord ont été les premiers à décrire la présence de cellules dendritiques (CD) 

dans les artères humaines par des études histochimiques et morphologiques [48-50].  

Les études histologiques dans les plaques d’athérosclérose se confrontent à différents 

problèmes techniques liés à l’utilisation des marqueurs classiques des cellules dendritiques. 

Par exemple, les marqueurs CD11c et CD123 utilisés pour répérer les cellules dendritiques 

sanguines sont également exprimés sur les monocytes, les macrophages (CD11c) et les 

cellules endothéliales (CD123). Il en va de même pour plusieurs autres marqueurs exprimés 

par d’autres cellules. En outre, les molécules CD83 et BDCA (Blood dendritic cell antigen ) 

peuvent être détectées dans les plaques humaines [51]. Actuellement le marqueur S100 est le 

marqueur général le plus relevant des CD dans les plaques mais pas dans l’adventice où il 

marque par défaut les nerfs. Le marqueur fascin peut donner également des bons résultats 

dans les lésions précoces avant la néo-angiogenèse [52]. 

Cependant, il n’y a pas de marqueur réellement spécifique aux CD. Tout marqueur 

caractéristique comme fascin ou S100 indique la présence d’un type particulier de CD mais 

n’identifie pas toutes les cellules comme le ferait la microscopie électronique [48, 49, 51]. 

Les précurseurs de cellules dendritiques myéloïdes et plasmacytoïdes sont détectés dans les 

artères coronaires athéromateuses (adventice et plaque). Leur localisation autour des micro 

vaisseaux suggèrent leur recrutement à partir du sang [51]. Les cellules dendritiques S100+ et 

fascin+ se présentent dans les artères normales ainsi que dans les lésions artérielles à 

différents stades [51, 53-55]. La présence de CD dans l’espace sous endothélial à proximité de 

l’intima, même dans les artères normales des enfants [56, 57], indique qu’elles sont 

impliquées dans la formation des VALT (vascular associated lymphoid tissue) contenant 

différentes cellules du système immunitaire [58, 59].  

L’accumulation des CD dans l’intima dépend de VCAM-1 et CX3CR1 [60]. Le nombre des 

CD augmente avec la progression de la maladie. Elles se retrouvent, dans le sites de rupture, 

en contact avec les lymphocytes T suggérant leur participation à la modulation de ces 

lymphocytes [54]. Les cellules dendritiques ont aussi des effets métaboliques qui compliquent 

l’étude de leur rôle immunologique. La prolongation de la survie des CD, grâce à la 

surexpression de Bcl-2, montre une augmentation de l’activité des cellules T sans moduler ou 

accélérer la progression des lésions. De manière intéressante, il existe parallèlement une 

diminution du taux plasmatique du cholestérol qui neutralise l’effet de l’augmentation de 

l’inflammation [61]. 

1.3.2.6 Lymphocytes T 

Les lymphocytes T (LT) sont impliqués dès les premières étapes de l’athérosclérose murine 

[13]. Les cellules immunitaires recrutées pénètrent dans l’espace sous-endothélial par 

diapédèse régulée par un gradient de chimiokines [62]. Les facteurs MCP-1, M-CSF, I-TAC 

(interferon inducible T-cell alpha chemoattractant), IP-10 (inductible protein-10) et mig 

(monokine induced par IFN-g) sont des chimiokines impliquées dans le recrutement des 
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lymphocytes T. Tout interruption de ce chimiotactisme (du MCP-1 ou de son récepteur par 

exemple) entraînait une diminution significative du développement des plaques [63, 64]. Des 

résultats similaires ont étés observés lors de l’invalidation d’autres chimiokines (IP-10, MIG, 

I-TAC) [65, 66]. 

Les lymphocytes présents dans les plaques sont surtout des lymphocytes T CD4+ dont la 

majorité possède un TCRab (récepteur des cellules T). La présence de LT CD4+ a été 

signalée dès les stades précoces chez les souris (10 à 20 % des cellules totales) [67]. 

Robertson et al., ont étudié le rôle des lymphocytes dans l’athérosclérose. Pour cela, ils ont 

croisé des souris immuno-déficientes (invalidation de Recombination Activating Genes : 

RAG1
-/-

, RAG2
-/-

) avec des souris Apoe
-/- 

ou Ldlr
-/-

. Ce type de souris montre une diminution 

de 90% de la taille des lésions due à l’absence des lymphocytes [68]. Dansky et al., ont 

également observé une réduction de l’athérosclérose chez les souris immuno-déficientes 

soumises à un régime normal. Par contre, des souris Apoe
-/-

 RAG2
-/-

 soumises à un régime 

gras développaient autant de lésions que les souris contrôles Apoe
-/-

. Cette contradiction 

pourrait être due à la différence de régime dans les 2 études. 

En plus le transfert des LT CD4+, par injection intraveineuse, à ces souris immuno-

déficientes provoque une augmentation significative des lésions aortiques [69] confirmant le 

rôle pathogène des lymphocytes T CD4+. Parmi les LT CD4+, on distingue les cellules Th1, 

Th2 (provenant d’un même précurseur T0), Treg et Th17 (figure 6).  

Cellules Th1 

Les LT CD4+ sont essentiellement de type Th1 dans les lésions athéroscléreuses. Chez les 

sujets atteints d’angor instable, les LT activés produisent surtout de l’IFN-γ [70]. On note une 

diminution de 60 % de la taille des lésions d’athérosclérose chez les souris Apoe
-/-

 invalidées 

pour le gène du récepteur de l’IFN-g. Il semble que l’IFN-g est responsable des effets majeurs 

de la voie Th1 [71]. La production de cette cytokine conduit à l’activation des macrophages et 

des cellules endothéliales, la production de protéases et de molécules inflammatoires, 

l’augmentation de l’expression des molécules d’adhésion d’une part et à une inhibition de la 

prolifération des CML et de la production de collagène d’autre part [72].  

De nombreux facteurs impliqués dans la voie Th1 peuvent contribuer à la progression de 

l’athérosclérose. Par exemple, l’IL-12 est un autre acteur qui participe à la fois à la 

différenciation en Th1 et au processus pathogénique [73]. Davenport et al., ont démontré que 

la déficience en IL-12 chez les souris Apoe
-/- 

est associée à une diminution des lésions 

d’athérosclérose [74]. De plus, la neutralisation de l’IL-12 ou l’IL-18 réduit la taille des 

lésions vasculaires révélant un rôle athérogène des cellules Th1 [20, 74, 75]. L’injection d’IL-

12 confirme son effet athérogène [76]. Par ailleurs, l’IL-18, connue comme facteur pro 

athérogène, induit la production d’IFN-g et l’augmentation des lésions athéromateuses chez 

les souris Apoe
-/-

. Cet effet pathogénique disparait cependant chez les souris déficientes en 

IFN-g
-/-

 [77]. L’analyse des plaques d’athérome humaines montre la présence de l’IL-18 dont 

l’expression augmente surtout au cours des phases symptomatiques [78, 79]. Enfin, le taux 

plasmatique d’IL-18 est considéré comme un facteur pronostic des maladies cardiovasculaires 

[80, 81]. En outre, l’absence du facteur de transcription T-bet, responsable de la 

différenciation Th1 et de la régulation de la balance Th1/Th2, réduit la taille des lésions et 

leur contenu en CML. Elle favorise une commutation vers une réponse Th2 [82]. 
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Cellules Th2  

Contrairement aux cellules Th1, les cellules Th2 ont été d’abord considérées comme 

protectrices en se fondant sur la réponse humorale, surtout IgM, favorisée par l’orientation 

Th2. La splénectomie induit une augmentation des lésions associée à une diminution des taux 

d’anticorps anti-LDLox de type IgM [83]. Un titre élevé de ces anticorps réduit la taille des 

plaques d’athérosclérose [84, 85]. Ces anticorps sont sécrétés par les lymphocytes B1  

Les lymphocytes Th2 secrètent de l’IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 et stimulent les lymphocytes B 

[86] dont le rôle controversé sera discuté plus bas. 

La voie Th2 est favorisée par la sécrétion de cytokines prototypiques (IL-6 et IL-4). Elle 

inhibe la voie Th1 et pourrait avoir un rôle anti-athérogène. Binder et al., ont validé cet 

hypothèse en montrant que l’orientation Th2 est accompagnée d’une diminution des lésions 

ainsi qu’une augmentation de la sécrétion d’anticorps naturels anti-LDLox protecteurs. Cette 

sécrétion est dépendante de l’IL-5 [73]. Cependant, des études originales ont montré que les 

Th2 ne sont pas forcément associées à un rôle protecteur et anti-athérogène [87]. Ces travaux 

récents mettent en évidence le paradoxe de l’orientation Th2 en lui attribuant un rôle 

pathogénique. L’IL-4, facteur clé de la voie Th2, a été détectée dans les lésions humaines et 

murines. La déficience en IL-4 réduit la taille des lésions au niveau du sinus aortique mais 

également au niveau de la crosse aortique chez les souris femelles Ldlr
-/- 

[88]. Le transfert 

d’une moelle osseuse déficiente en IL-4 inhibe l’athérosclérose chez les souris Apoe
-/- 

irradiées.  

L’IL-4, in vitro, induit l’expression endothéliale de VCAM-1 et MCP-1 qui permettent le 

recrutement et l’adhésion des cellules inflammatoires [74]. Ces études rapportent un effet 

athérogène de l’IL-4 et de la voie Th2. 

L’effet du Th2 sur les maladies cardiovasculaires humaines a été mis en évidence chez les 

patients asthmatiques caractérisés par une déviation de type TH2 des réponses immunes qui 

ont un risque d’atteinte cardiovasculaire supérieure à celui des patients non asthmatiques [89]. 

En conclusion, les voies Th1 et Th2 ne sont pas tout à fait opposées. 

 

Cellules T régulatices  

La population T régulatrice (Treg) a été récemment impliquée dans la physiopathologie de 

l’athérosclérose. La dysfonction lymphocytaire (Th1 , Th2) est souvent due à un défaut de ces 

cellules Treg [90]. Cette population immunosuppressive inhibe la réponse Th et T 

cytotoxique. Les Treg identifiées initialement dans certains maladies auto-immunes, jouent un 

rôle prépondérant dans le maintien de la tolérance au soi [91, 92]. Le déficit d’activation ou 

de formation de Treg était bien lié à l’apparition des maladies auto-immunes comme 

l’arthrite, l’encéphalomyélite, la myocardite, la thyroidite, le diabète et la myasthénie [92]. 

On peut distinguer deux sous types de lymphocytes T reg : Tr1 induit par l’IL-10 et Th3 

induit par le TGF-b (Transforming Growth Factor- b) [93]. La famille Treg comporte alors : 

l-les Treg naturels CD4+CD25+ (thymus) qui expriment intensément la molécule CD25 

membranaire et le facteur de transcription FoxP3 et secrètent faiblement des cytokines [94]. 

2-les Treg adaptatifs Tr-1 ou Th3. Les Tr-1 secrètent surtout d’IL-10, peu d’IL-4 et d’IFN-

g alors que les cellules Th3 secrètent du TGF- b [95]. 

L’administration des faibles doses antigéniques par voire intra-nasale génère des cellules Tr-1 

[96, 97] tandis que la voie orale (muqueuse digestive) induit des lymphocytes Th3 [98]. 

L’invalidation génétique du TGF-b ou de l’IL-10 augmente la taille des lésions avec une 

infiltration plus importante des cellules inflammatoires chez les souris [5, 99, 100]. Le déficit 
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en IL-10 déclenche la formation des lésions précoces chez les souris C57BL/6 nourries avec 

un régime riche en graisse [99, 101]. Il induit une déviation Th1 de la réponse immunitaire, 

associée à une accumulation accrue des cellules inflammatoires dans les lésions vasculaires 

des souris Ldlr
-/-

. Ces résultats suggèrent que l’IL-10 inhibe la formation des lésions et la 

progression de l’athérosclérose [102]. De façon intéressante, la surexpression de l’IL-10 dans 

les LT activés aboutit aux mêmes effets protecteurs chez les souris Ldlr
-/-

. De plus, ces LT 

inhibent l’activation des monocytes et l’apoptose des macrophages [103]. Cependant, chez 

ces souris transgéniques, cet effet protecteur de l’IL-10 est vraisemblablement attribué aux 

cellules Tr1 et pas à une réponse Th2 [104-106]. 

L’IL-10 est présente dans les plaques d’athérosclérose humaines et son taux plasmatique est 

prédictif d’événement cardiovasculaire chez les coronariens. Les patients atteints d’un 

syndrome coronarien aigu ont un taux plasmatique d’IL-10 plus faible que les individus en 

angor stable. La surexpression locale d’IL-10 est corrélée à une diminution de l’inflammation 

et de la mort cellulaire [107-109]. 

 

De même que l’IL-10, le TGF-b a des effets anti-inflammatoires surtout sur les CML [110]. 

La souris déficiente en TGF-b1, soumise à un régime riche en cholestérol, meurt rapidement à 

cause d’une inflammation non contrôlée qui atteint souvent le cœur et les poumons [111-113]. 

Mallat et al., ont étudié le rôle du TGF-b dans l’athérosclérose chez les souris Apoe
-/- 

. La 

neutralisation du TGF-b1, TGF-b2 ou TGF-b3 aggrave l'athérosclérose et enrichit les lésions 

en cellules inflammatoires [114]. La perturbation de la signalisation du TGF-b génère les 

mêmes effets chez les souris Apoe
-/- 

[115, 116]. Tous ces résultats suggèrent un rôle 

protecteur et anti-athérogène du TGF-b. Ces effets du TGF-b sont probablement liés à sa 

signalisation spécifique intracellulaire au niveau des cellules T [117, 118]. 

La transplantation de moelle osseuse mutée pour le récepteur type II du TGF-b exclusivement 

dans les cellules T à des souris Ldlr
-/- 

favorise la
 
différenciation des cellules T de la rate en 

Th1 et Th2 [117]. De plus, ce transfert augmente l’infiltration intimale des cellules T et inhibe 

la production du collagène par les CML. L’invalidation génétique du récepteur du TGF-

b chez les souris Apoe
-/- 

est marquée par des lésions importantes et une augmentation de la 

production d’IFN-g et d’IL-4 dans les plaques d’athérosclérose et dans la rate [118, 119]. 

Le TGF-b est donc une cytokine protectrice et stabilisatrice de la plaque d’athérome [119]. 

Aux stades avancés de l’athérosclérose, les patients ont un faible taux sérique de TGF-b 

[120]. Les effets anti-athérogènes des deux cytokines (IL-10 et TGF-b ) et leur caractère 

indispensable au fonctionnement des Treg suggèrent un rôle protecteur de ces cellules dans la 

progression de la maladie. 

Mallat et al., ont essayé de discriminer l’effet de chaque sous population de Treg (Tr1 et Th3). 

Ils ont prouvé le rôle protecteur des Treg de type Tr1 chez les souris Apoe
-/-

. L’administration 

des cellules Tr1 anti-ovalbumine inhibe la réponse immunitaire (Th1 et Th2) et réduit la taille 

des lésions d’athérosclérose chez les souris Apoe
-/-

. D’autre part, une augmentation 

significative de la sécrétion d’IL-10 par les lymphocytes T spléniques anti-ovalbumine était 

détectée chez ces souris. Ces résultats montrent que ces Tr1 inhibent l’inflammation 

indépendamment de la spécificité antigénique. Cet effet est plutôt dû à l’immunosuppression 

non spécifique des cytokines anti inflammatoires (IL-10) secrétées par les lymphocytes Tr1 

activés anti-ovalbumine [104]. 

Le rôle des Treg naturels a été élucidé dans différents modèles murins. L’injection de 

splénocytes sans Treg à des souris Apoe
-/- 

RAG2
-/- 

(dépourvues de lymphocytes T et B) 
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aggrave les lésions aortiques tandis que le transfert de lymphocytes Treg stabilise les plaques 

et réduit le nombre des cellules inflammatoires dans les lésions. Ce transfert dévie et détourne 

la réponse inflammatoire vers une réponse anti-inflammatoire. Quoique le ciblage des cellules 

Treg naturelles accélère la progression de la maladie vasculaire, leur déplétion n’a aucun effet 

dans les animaux insensibles au TGF-b [5]. 

Ces résultats semblent aussi être valables chez l’homme. Une diminution importante des Treg 

était signalée chez les patients atteints d’un accident cardiovasculaire aigu en comparaison 

avec ceux ayant des plaques stables [121]. 

 

Cellules Th 17 

Cette population est repérée par sa propre sécrétion d’IL-17. Elle est bien connue dans la 

défense contre les bactéries extracellulaires et les champignons [122-124]. Elle est aussi 

impliquée dans plusieurs maladies auto-immunes comme l’arthrite, la sclérose en plaques et 

le psoriasis [125]. La majorité des études attribue un rôle pro-inflammatoire à l’IL-17 qui 

active le facteur NF-kB et induit l’expression des cytokines inflammatoires IL-1, IL-6 et 

TNF-a [126]. 

Cependant, les cellules Th17 ont une production cytokinique dépendante du contexte. 

L’induction de l’IL-17 dans un environnement anti inflammatoire a des effets bénéfiques. Par 

exemple, la formation de Th17 en présence d’IL-6 et du TGF-b génèrent des cellules 

produisant à la fois de l’IL-17 et de l’IL-10 [127]. Ce rôle protecteur de Th17 a été révélé 

dans les cas d’asthme [128], de colite [129] et d’uvéite [130]. 

Le rôle des cellules Th17 dans l’athérosclérose n’est pas bien connu et les quelques études 

faites semblent paradoxales [67]. Des cellules T artérielles exprimant simultanément l’IFN-g 

et l’IL-17, ont été détectées chez les patients coronariens. Elles sont pathogénes et amplifient 

l’inflammation [131]. Les souris Ldlr
-/-

 IL6
-/-

, qui ont aussi une diminution d’IL-17, montrent 

une faible réduction des lésions suggérant ainsi un rôle secondaire des cellules TH17 dans 

l’athérosclérose [132, 133]. La transplantation de moelle osseuse déficiente en récepteur d’IL-

17 à des souris Ldlr
-/- 

irradiées inhibe la formation des plaques et le développement des 

lésions par rapport aux souris reconstituées par une moelle osseuse normale [134]. Cette étude 

se confronte à l’expression ubiquitaire du récepteur d’IL-17 surtout sur les CML et 

endothéliales des souris receveuses. De plus, la neutralisation de l’IL-17 réduit 

l’athérosclérose chez les souris Apoe
-/- 

[135]. Ces effets dépendent de l’anticorps utilisé [136]. 

Cependant, aucune donnée n'a été fournie sur la demi-vie de l'anticorps ni sur le degré 

d’inhibition de la signalisation de l’IL-17 sur le long terme [135, 137]. Toutefois, ces études 

indiquent un rôle pro-athérogène des cellules TH17. 

Pourtant, une étude récente a signalé un rôle protecteur de l’IL-17. Soraya et al., ont trouvé 

que l’hyperactivation de STAT3 (Signal transducer and activator of transcription 3) dans les 

LT CD4+ induit leur sécrétion d’IL-17 et d’IL-10 chez les souris Ldlr
-/-

. L’injection d’IL-17 

confirme ce résultat en réduisant la taille des lésions vasculaires. De manière intéressante, la 

neutralisation de l’IL-17 aggrave la maladie [138]. 

Bien qu’il n’y ait pas de corrélation entre la concentration sérique d’IL-17 et les événements 

cardiovasculaires, son expression locale élevée dans les lésions a été associée à la stabilité de 

la plaque [138]. L’effet de des cellules Th-17 nécessite des recherches plus approfondies et 

son rôle dans l’athérosclérose reste encore à déterminer.  
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Figure 6 : Polarisation de cellules T dans l’athérosclérose [13]. 

1.3.2.7 Stades avancés et compliqués - Progression des plaques 

La balance cellules inflammatoires/CML est un facteur déterminant de la stabilité des 

plaques. Les plaques instables contiennent plus de cellules inflammatoires et une chape 

mince, tandis que les plaques stables ont une couche épaisse de chape fibreuse constituée de 

CML et de matrice extra-cellulaire (MEC) [139]. 

Les lésions non sténosantes sont asymptomatiques et difficiles à détecter par angiographie. 

Ces plaques, ayant un gros cœur lipidique et une mince chape fibreuse, ont subi un 

remodelage vasculaire externe [140, 141]. Ces plaques ont un risque de rupture très élevé et 

représentent 70% des plaques rompues [142]. 

Lors de la progression d’athérosclérose, le taux de cellules inflammatoires augmente, 

favorisant ainsi l’instabilité et la rupture des plaques. Les macrophages jouent un rôle clé dans 

la fragilisation des plaques en sécrétant des MMP (Métalloprotéases Matricielles) et en 

stimulant l’apoptose des CML. Cette induction d’apoptose nécessite l’interaction entre les 

molécules Fas-L membranaires des macrophages et les récepteurs Fas sur les CML. Les 

lymphocytes T n’ont aucun effet sur l’apoptose des CML [143]. 

Dans les stades avancés, l’excès d’apoptose conduit à une destruction partielle de la plaque, 

ce qui suggère une clairance inefficace des cellules apoptotiques. Cette perturbation de 

phagocytose résulte soit de l’internalisation des composés non digérables par les macrophages 

soit de la compétition entre les LDLox et les réactifs oxydés du sang [144]. Le déficit en 

clairance accélère la progression de la maladie vers des plaques vulnérables susceptibles à la 

thrombose et la survenue d’infarctus myocardiques [41]. Bien que les CML secrètent 

constitutivement des TIMP (inhibiteurs tissulaires des MMP), elles peuvent également libérer 

des MMP (gélatinase, collagénase, stromelysin) sous l’effet de la stimulation par l’IL-1 ou le 

TNF-a. Ces cytokines, souvent secrétées par les lymphocytes T, contribuent aussi à la 

diminution de la sécrétion du collagéne [145, 146]. 

Toutes les cellules inflammatoires agissent simultanément pour provoquer la rupture des 

plaques. De plus, la majorité des cellules stimulent l’expression de facteur tissulaire par les 

CML et les macrophages [147]. 
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Aux stades avancés, l’hémorragie intra-plaque, due à la rupture des petits néo vaisseaux 

fragiles, aboutit à la formation d’un thrombus. Néanmoins, la thrombine libérée au cours de 

ce phénomène peut activer les plaquettes pour libérer du PDGF (platelet-derived growth 

factor) et du TGF-b. Le PDGF stimule la migration et prolifération des CML tandis que le 

TGF-b renforce la production musculaire (CML) du collagène, favorisant ainsi la stabilité de 

la plaque. La rupture de la chape fibreuse reste l’événement le plus dangereux et le plus grave. 

Cette fissure met en contact le cœur thrombogène de la plaque avec le sang déclenchant ainsi 

l’agrégation plaquettaire et la coagulation du sang [147]. La thrombose peut être transitoire et 

spontanément résolutive (figure 7). Ce phénomène asymptomatique peut réduire partiellement 

le diamètre de l’artère conduisant au syndrome d’angine de poitrine instable. Pourtant, il 

progresse souvent jusqu'à l’occlusion complète de l’artère, aboutissant à une ischémie aigue 

(figure 7) [140, 141, 148, 149]. 

 

Figure 7 : Progression de plaque d’athérosclérose humaine [139]. 

1.3.2.8 Adventice et structure lymphoïde tertiaire 

L’adventice a été considéré pendant longtemps comme un tissu nutritif qui ne participait pas à 

l’athérosclérose. Mais des études récentes ont mis en évidence son rôle et sa contribution 

active à cette pathologie [150, 151]. 

Au début, les investigations se sont intéressées aux vasa vasorum (vv) adventitiels qui 

semblent jouer un rôle important dans la progression et la déstabilisation des plaques 

(figure8). La prolifération des vasa vasorum est associée à la progression de la plaque ainsi 

qu’à l’inflammation [152]. Ces micro-vaisseaux sont plus denses dans le cas de plaques riches 

en lipides. Ils sont le siège d’une inflammation de proximité due à l’expression des molécules 

d’adhésion ICAM-1 et VCAM-1. Ces observations suggèrent que la néo-vascularisation 

adventitielle favorise la déstabilisation des plaques et maintient la migration des cellules 

inflammatoires [153]. De plus, des études faites sur le porc ont montré que l’occlusion du VV, 

sans affecter les autres couches, déclenche l’athérosclérose en stimulant la prolifération des 
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CML de l’intima [150]. Un régime riche en cholestérol, ainsi que l’hypertension, stimule et 

amplifie la néo-vascularisation adventitielle [154] avant toute modification ou perturbation 

intimale [155, 156]. Les fibroblastes adventitiels modulent les CML [157]. Chez l’homme, la 

néo-vascularisation est corrélée à la progression, à l’hémorragie et surtout à la rupture de la 

plaque [158, 159]. 

Cette couche est le siège d’une inflammation et d’accumulation de cellules immunitaires 

(figure8). Elle contient des TLR qui peuvent induire la formation et le remodelage d’une 

plaque suite à une stimulation [160]. Cette inflammation artérielle précède tout dépôt et 

accumulation lipidique chez l’homme [161]. Elle contribue à la progression des plaques et 

aux évènements cardiovasculaires humains. 80% des plaques rompues ont une inflammation 

adventitielle qui persiste aussi chez 62% des plaques non rompues [159, 162]. L’adventice est 

connectée par un système nerveux autonome [163] qui participe à la destruction des organes 

[164], à l’inflammation et à la thrombose [165]. L’adventice contient différentes cellules 

immunitaires innées et adaptatives. L’analyse histologique montre la présence de cellules B,  

LT-CD8, LT-CD4 [161], macrophages [158] et de mastocytes [166]. Ces cellules existent 

dans l’adventice de l’artère normale non inflammatoire murine ou humaine ainsi que dans 

l’artère pathologique [167-169]. Les lymphocytes (B et T) sont recrutées à l’adventice des 

artères par un mécanisme L-sélectine dépendant [167]. L’infiltration des cellules immunitaires 

adventitielles est corrélée à l’instabilité des plaques [161]. 

Au contraire des cellules intimales, les cellules immunitaires murines sont organisées en 

VALT (Vascular Associated Lymphoïd tissue) dans l’adventice [170]. L’anévrisme et 

l’athérosclérose partagent plusieurs caractéristiques communes dont la formation et 

l’organisation du VALT dans les parois artérielles humaines [169, 171]. La structure du 

VALT, similaire au centre germinatif (CG) [171], est centrée autour des lymphocytes B 

folliculaires (Les zones T entourent les follicules B) [172].  

 

Figure 8 : Accumulation des cellules inflammatoires dans l’adventice [13]. 
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En fait, la façon d’activer et de propager l’inflammation adaptative reste inconnue. La 

chronologie des étapes de l’athérosclérose est une problématique non résolue. Des études 

suggèrent que la stimulation de la réponse immune adaptative est indépendante des lésions de 

l’intima [173, 174]. Le VALT semble jouer un rôle important dans la réponse immunitaire 

locale à la fois cellulaire et humorale [48]. La formation de ces structures tertiaires se produit 

quand le système immunitaire n’arrive pas à éliminer les antigènes. Ces TLO (Tertiary 

Lymphoid Organs) amplifient la réponse immunitaire contre les antigènes locaux [175]. Une 

étude récente suggère que les LT sont préférentiellement recrutés dans les TLO des artères 

atteintes [170]. 

Le mécanisme de l’inflammation adventitielle du VALT humain et la nature des échanges 

intima-adventice restent encore mystérieux [171]. Cependant, Grabner et al., ont essayé de 

disséquer et comprendre ce mécanisme chez les souris Apoe
-/-

. Ils ont trouvé que la 

lymphotoxine b (LT-b) entre en synergie et coopère avec le TNF-1A pour activer les CML 

qui, à leur tour, sécrètent CXCL13 et CCL21. Ces 2 chimiokines jouent un rôle important 

dans le recrutement des lymphocytes et l’organisation de l’ATLO. Cette structure se forme 

aux stades avancés (78 semaines) marqués par la surexpression des gènes impliqués dans le 

recrutement, maturation des LB et l’architecture du GC (Cxcl13, Ccl21, Ltb, CC121). Le gène 

Glycam-1 (Glycosylation-dependent cell adhesion molecule-1), qui est impliqué dans le 

recrutement des LT, est exprimé exclusivement par l’endothélium des HEV (High endothelial 

Venules). En résumé, chez les souris Apoe
-/-

,
 
les CML soutiennent le développement et le 

maintien de l’ATLO par un mécanisme dépendant de la LT-b [170]. 

Les cellules mononuclées se domicilient de façon privilégiée dans l’intima au voisinage des 

sites où va se constituer le VALT [58]. Les infiltrats inflammatoires de l’intima et de 

l’adventice ont des compositions cellulaires distinctes. Cette différence résulte de l’absence de 

la migration cellulaire entre les deux couches [170]. A noter que les cellules du VALT 

existent dès l’enfance, mais elles ne sont activées qu’à partir de l’âge de 15 ans et acquièrent 

alors des propriétés pro-inflammatoires même chez les sujets asymptomatiques [57].  

1.3.2.9 Participation des cellules B à l’athérosclérose 

Les cellules B sont détectées dès les lésions précoces chez les souris [176, 177] mais 

seulement dans les phases avancées de l’athérosclérose humaine [178, 179]. Ces cellules sont 

surtout présentes dans l’adventice murine et humaine [176, 179]. 

Les cellules B murines du VALT sont CD19
+
 CD20

+
 à différents stades de maturation avec 

quelques plasmocytes occasionnels périphériques CD138
+
 [170]. Les LB CD20

+ 
folliculaires 

sont organisés en CG entouré par un manteau de cellules B IgD
+ 

[170]. Cependant, Zhou et 

al., ont signalé que le CD22, mais pas le CD19, est le bon marqueur des B adventitielles tout 

au long de la maladie chez les souris Apoe
-/-

. De façon étonnante, le marquage CD19 ne 

détecte aucune cellule. Ceci peut être dû soit à l’absence du CD19, soit au masquage de ce 

marqueur et par suite l’inaccessibilité des anticorps [177]. Il existe donc une ambiguïté et une 

incertitude sur les marqueurs exprimés sur les cellules B résidentes. 

L’analyse des lésions vulnérables humaines montre la prédominance des cellules B dans 

l’adventice par rapport à l’intima. Cependant, il n’y a pas de différence de composition 

cellulaire entre ces 2 couches d’artère dans les lésions stables. Par ailleurs, la proportion de 

cellules B adventitielles est associée à la progression de la maladie [180] et à la fragilisation 



35 
 

des plaques [161]. De même, les LB se concentrent et se focalisent dans l’adventice dans le 

cas d’anévrysme humain [181]. Ils expriment souvent d’IgG et à moindre degré d’IgM [182]. 

Ces lymphocytes B dominants forment des amas compacts au centre de l’infiltrat adventitiel 

[172] tandis qu’ils sont plutôt diffus et dispersés à la périphérie. La présence occasionnelle de 

plasmocytes a déjà été notée par quelques études morphologiques [161, 183] mais il n’y a pas 

d’étude par immuno-marquage pour la confirmer. Les plasmocytes sont détectés 

exclusivement dans les zones para-folliculaires en quantités variables [172]. Houtkamp et al., 

ont caractérisé les structures tertiaires humaines riches en cellules B folliculaires entourées 

par des cellules T. Ces LB sont : CD79a +, CD20+ et CD45A+ [170, 172]. L’analyse de 

différents marqueurs de cellules B (CD20 [172], CD19 [184], CD22 [185]) révèlent leur 

dominance à des stades avancés mais leur absence dans les stades précoces [58, 178, 186]. 

Les études histologiques ont aussi montré que les CD rentrent en contact avec les cellules B et 

T. Cette co-localisation des CD avec les lymphocytes suggèrent que l’activation 

lymphocytaire et la présentation antigénique sont des processus locaux (dans les parois 

artérielles). Schonbeck et al., ont suggéré que les LB sont indispensables à la stimulation 

CD40L pendant la progression de plaque [187]. Les LB folliculaires isolés des CG des 

maladies auto-immunes montrent une expansion clonale et une différenciation guidée par un 

antigène [188]. L’organisation des cellules B adventitielles en follicules [172] ainsi que 

l’analyse du répertoire des IgG des plaques humaines supportent l’hypothèse d’une expansion 

des LB guidée par un antigène [189]. Cependant, cet agrégat adventitiel est unique. Il est 

totalement différent des autres structures trouvées dans différentes maladies telles que la 

syphilis, l’artérite, l’aortite idiopathique et les infiltrats coronaires lors de l’arthrite 

rhumatoïde [183]. 

La déplétion des cellules B dans plusieurs maladies auto-immunes [diabète, Encéphalomyélite 

Autoimmune Expérimentale (EAE), lupus, arthrite)] a permis de leur attribuer un rôle 

important dans la modulation de l’immunité cellulaire indépendamment de leur production 

d’anticorps [190, 191].  

Les premières analyses histologiques ont trouvé des immunoglobulines (Ig) mais pas des 

cellules B dans les plaques humaines [192]. Pourtant, l’étude chez les lapins a montré la 

sécrétion des Ig par des plasmocytes présents dans les lésions [193]. L’IgM est répartie d’une 

façon similaire au marqueur CD22 mais l’IgG envahit toute la plaque. Ces résultats suggèrent 

que les IgM sont souvent secrétées par les LB locaux tandis que que les IgG peuvent 

également être produites par les LB locaux et circulants (sanguins) [177]. Par contre, la 

présence des Ig était restreinte au voisinage des dépôts lipidiques dans l’adventice [194] 

Les cellules B jouent un rôle important dans la modulation de la réponse immunitaire 

adaptative soit en sécrétant des anticorps et des cytokines, soit en régulant l’activation des 

cellules T. Au cours de l’athérosclérose, la participation de l’immunité humorale a été 

suggérée par l’augmentation des taux d’anticorps et d’immuns complexes (IC) dans le sérum 

(figure 9) [195]. Cependant les autres fonctions des cellules B n’étaient pas vraiment 

identifiées. Il en va de même de l’immunité humorale locale qui peut être totalement 

différente de l’immunité systémique.  

Calgiuri et al. ont été les premiers à étudier le rôle des LB dans l’athérosclérose. Ils ont 

démontré que la splénectomie aggrave l’athérosclérose chez les souris Apoe
-/-

. Cette 
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splénectomie était associée à une réduction des LB, des LT et des IgG anti-LDLox. Le 

transfert de la totalité des cellules spléniques ainsi que des cellules B purifiées diminue la 

taille des lésions et l’infiltration de LT CD4
+
, démontrant le rôle protecteur des cellules 

spléniques. Cette protection est une propriété des cellules B des souris âgées atteintes mais 

pas des lymphocytes T [83]. Ce résultat a été confirmé par la transplantation de moelle 

osseuse déficiente en cellules B (souris mMT) chez les souris Ldlr
-/- 

létallement irradiées (sans 

moelle osseuse). La souris receveuse ayant donc un déficit en cellules B et en anticorps 

souffre de lésions plus graves [196]. Ces résultats attribuent un rôle protecteur aux LB qui 

peut être due à leur activité humorale ou cellulaire. 

Cependant, des études récentes ont dévoilé un effet athérogène des cellules B. La déplétion 

des cellules B, par administration systémique de l’anti-CD20, réduit la taille de lésions chez 

les souris (Apoe
-/- 

ou Ldlr
-/-

) normo- ou hyper-cholestérolémiques. L’anticorps anti-CD20 

permet de cibler préférentiellement les cellules B2 conventionnelles dans le sang, la rate et la 

moelle osseuse résultant en une réduction de plus 95% des LB. Cette déplétion n’affecte pas 

vraiment les cellules B1 de la cavité péritonéale des souris Apoe
-/-

. Ce traitement est marqué 

par une diminution de taux sérique d’IgG anti-LDLox mais pas d’IgM [197]. Il n’est pas 

encore connu si cet anticorps permet la déplétion des cellules B tissulaires. 

La déplétion des cellules B réduit l’activation des cellules dendritiques et des cellules T CD4
+ 

locales. Au contraire de l’IFN-g (diminue), la production de l’IL-17 était amplifiée. La 

neutralisation de l’IL-17 réduit l’effet bénéfique de l’anti-CD20 suggérant que l’IL-17 

transmet l’effet protecteur de la déplétion des cellules B [197]. 

La déplétion des cellules B, synchronisée avec le régime riche en graisse (HFD), réduit 

l’infiltration des macrophages, le contenu lipidique de l’intima et le nombre des LB CD22+ 

dans les lésions (dès 8 semaines). Par contre, ce traitement n’a pas d’effet sur les LT CD4+ 

intimales ni sur les paramètres métaboliques (poids, LDL cholestérol, HDL cholestérol, 

triglycérides). Les effets bénéfiques de ce traitement sont atténués chez une souris déjà 

atteinte d’athérosclérose avec une plaque déjà établie. La déplétion post-HFD réduit de 50 % 

les cellules B circulantes mais n’affecte pas les LB CD22
+
 ni LT CD4

+
 des lésions. Ces 

données montrent une résistance des cellules intimales activées B CD22 à la déplétion anti-

CD20 chez les souris Apoe
-/-

 à des stades avancés [198]. 

La prévention de l’athérosclérose (déplétion synchronisée avec HFD) par anti-CD20 diminue 

le taux d’IgG total et anti LDLox, mais pas d’IgM (8 et 12 semaines). 

Quoique l’intervention anti-CD20 (déplétion post-HFD), durant l’athérosclérose, n’ait aucun 

effet sur les taux plasmatiques des différentes immunoglobulines (Ig, IgG, IgM) ni sur ceux 

des complexes immuns anti-LDLox, elle améliore la maladie. En résumé, ces effets, 

indépendants de la production de l’anticorps, suggèrent un rôle des cellules B dans la 

modulation de l’activité des LT. (Cet effet anticorps-indépendant est lié à l’absence de CD20 

sur les plasmocytes sécréteurs d’anticorps) (figure 9). 

Kyaw et al., ont continué à discriminer et caractériser le rôle des sous population des LB. Le 

transfert de cellules B2, mais pas de lymphocytes B1, à des souris TKO (lymphocytes 

déficientes) aggrave l’athérosclérose chez les souris Apoe
-/-

 hypercholesterolémiques et 

augmente la sécrétion de TNF-a mais pas d’IFN-g, IL-2, IL-4, IL-12. Ces cellules transférées 
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vont majoritairement se domicilier dans les lésions athérosclérotiques. Donc les cellules B2 

activées sont capables d’induire l’athérosclérose en absence de tout autre lymphocyte chez les 

souris Apoe
-/- 

[198]. 

Après, ils se sont intéressés à étudier l’effet protecteur de la splénectomie. Ils ont trouvé que 

la splénectomie réduit les cellules B1a péritonéales, l’IgM plasmatique et son dépôt lésionnel. 

Cette chute des IgM et des cellules B1a entraînent l’augmentation de la taille des lésions, du 

taux des LDLox et des débris apoptotiques dans les plaques. Par contre, les paramètres 

métaboliques et le contenu en collagène n’étaient pas affectés. Le transfert des cellules B1a 

reversait les effets de la splénectomie et inhibe le développement de l’athérosclérose. Cet effet 

protecteur est médié exclusivement par l’IgM vue que le transfert des cellules B1a sIgM
-/- 

(déficit en IgM) n’a aucun effet. Le taux plasmatique d’IgG est invariable dans ces études. 

En conclusion, il semble que ce paradoxe sur le rôle de cellules B est dû aux différentes 

populations ciblées par les études. La splénectomie déplète les cellules B1a protectrices tandis 

que l’anti-CD20 cible les lymphocytes B2 pathogéniques (FO). 

 

Figure 9 : Rôles possibles des lymphocytes B dans l’athérosclérose [199]. 

Toutes les études fonctionnelles des cellules B dans l’athérosclérose ont ciblé les LB 

circulantes d’une façon systémique mais pas vraiment les cellules B locales et l’immunité 

locale qui peut être totalement différent de l’immunité systémique. Doran et al., ont été les 

premiers à faire une approche qui cible les LB locaux. Ils ont empêché la domiciliation des 

cellules B dans la paroi artérielle en mutant Id3 (inhibitor of differentiation 3) chez les souris 

Apoe
-/-

. Cette étude a révélé un rôle protecteur des cellules B locales. Le transfert de cellules 

B Id3
+/+

 à des souris Apoe
-/-

 déficientes en cellules B (µMT) inhibe le déclenchement ainsi 

que la progression d’athérosclérose tandis que l’injection de cellules B Id3
-/-

 n’a aucun effet. 

Bien que l’administration de cellules B Id3
-/-

 se manifeste par leur reconstitution normale dans 

tous les compartiments, elles sont faiblement détectées dans l’artère [168]. Les cellules B 

Id3
+/+

 artérielles se localisent dans les régions lipidiques de l’adventice les plus susceptibles à 

développer l’athérosclérose [159, 168]. 
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La domiciliation adventitielle des LB murines dépend du facteur Id3 et de la chimiokine 

CCR6. Elle est associée à une diminution des macrophages artériels laissant ainsi supposer 

que les cellules B régulent l’accumulation macrophagique en sécrétant des cytokines. 

L’athéroprotection est indépendante des taux sériques d’Immunoglobulines. Quoique le taux 

sérique d’IgM anti-LDLox soit élevé, les souris Apoe
-/-

 Id3
-/-

 développent plus des lésions. La 

concentration sérique d’IgG n’est pas affectée par la mutation et elle est pareille chez les 

différents groupes. 

En résumé, ces données montrent que l’athéroprotection est souvent portée par les cellules B 

résidentes dans l’artère. L’effet des cellules B dépend du contexte et plutôt des sous 

populations des LB [176]. Le polymorphisme de l’Id3 est associé à l’augmentation de 

l’épaisseur et la densité de l’intima [200]. 

A noter que c’était déjà montré que les cellules B captent les antigènes lipidiques de LDL 

[201] et les présentent par CD1d aux cellules NKT (lymphocyte Natural Killer T) [201]. Ces 

données suggèrent que les cellules B sont également capables de présenter les parties 

protéiques de LDL aux cellules CD4+ [202]. 

1.4 Antigènes 

L’athérosclérose est un processus complexe multifactoriel qui se développe pendant des 

années. Pourtant, le fait que ces facteurs soient des vrais risques d’athérosclérose ou 

seulement des acteurs qui peuvent amplifier ce processus en des symptômes et signes 

cliniques n’est pas encore établi [203]. 

Ce doute est bien soutenu par la présence de 50 % des patients atteints d’une maladie 

cardiovasculaire avec une lipidémie normale [204]. En plus, la fréquence des facteurs de 

risque traditionnels (tabac, hypertension, hyperglycémie) chez des patients atteints d’une 

maladie vasculaire (cardiaque ou périphérique) est similaire à celle des individus âgés sains 

[205]. Ces résultats indiquent que les événements cardiovasculaires peuvent survenir 

également indépendamment des facteurs de risque traditionnels. Cependant, la présence au 

moins d’un facteur de risque, aggrave et amplifie les lésions artérielles. Les processus les plus 

confirmés et documentés d’athérosclérose sont le remodelage vasculaire et l’inflammation 

locale [203]. 

Les études expérimentales et cliniques ont révélés quelques antigènes possibles de 

l’athérosclérose tels que LDLox, HSP, bactéries … 

1.4.1 Lipoprotéines de basse densité oxydées (LDLox) 

Au début, la contribution de l’immunité humorale à l’athérosclérose a été signalée par la 

détection des complexes immuns anti-LDLox dans le sérum et les lésions humaines et 

murines [195, 206]. Les isoformes modifiées de LDL sont immunogéniques et activent la 

réponse cellulaire et humorale [207].  

Bien que les LT ne réagissent qu’avec les LDLox et pas native [195], une étude récente a 

démontrée que le LDL non modifié peut aussi induire l’athérosclérose en stimulant la réponse 

cellulaire des cellules T [208]. Les épitopes oxydés sont les premières cibles de la réponse 

immunitaire. Ces motifs modifiés constituent des DAMP (Danger Associated Molecular 

Pattern) exprimés sur les parois des cellules apoptotiques ainsi que des PAMP (Pathogen 
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associated molecular pattern) présents sur les microbes et les pathogènes. Ils sont capables de 

stimuler les 2 branches de l’immunité : innée (TLR, SR, PRR) et adaptative (figure 10) [209].  

L’antigénicité du LDLox a été validée au niveau cellulaire. 25 % des lymphocytes T isolés 

des lésions humaines sont auto-réactifs contre le LDLox [210]. Ces LT sont aussi présents en 

périphérie chez l’homme et dans les ganglions lymphatiques chez les souris Apoe
-/- 

[211, 212].  

Au niveau humoral, le taux d’IC anti-LDLox a été corrélé au risque de développement d’une 

maladie cardiovasculaire, néphropathie et de l’athérosclérose [213, 214]. L’étude clinique a 

révélé une corrélation positive d’IgG anti-LDLox avec l’athérosclérose à l’inverse de l’IgM 

[215]. Les IC humains contenant des IgG anti-LDLox déclenchent la formation des cellules 

spumeuses et amplifient l’accumulation intracellulaire de cholestérol [216-218]. La 

signalisation du récepteur FcgRI (récepteur du fragment cristallisable) sur les macrophages 

induit également la sécrétion de cytokines et de radicaux oxygénés [219]. 

L’étude des lésions humaines révèle la présence de dépôts d’IgM et IgG anti LDLox. L’IgG 

est l’isotype dominant qui est impliqué dans la formation des IC humains surtout l’IgG1 et 

l’IgG3 [207, 220, 221]. La majorité des études humaines sont des études cliniques mais pas 

fonctionnelles. Ces études suggèrent un effet pro-athérogène de l’IgG et protecteur de l’IgM 

mais aucune étude n’attribue un effet protecteur à l’IgG dans l’athérosclérose [207]. 

Ce sont les modèles murins qui ont permis d’étudier le rôle des AC anti-LDLox et de valider 

les résultats humains. Nicoletti et al., ont démontré que l’induction de la tolérance au LDLox 

atténue la réponse immunitaire et la progression d’athérosclérose chez les souris Apoe
-/-

. Cet 

effet de tolérance suggère un effet pro-athérogène de la réponse immunitaire (IgG) anti- 

LDLox. La maladie modifie le TCR qui se normalise lors de l’induction de la tolérance [212]. 

En plus, Palinski et al., ont trouvé une corrélation positive entre anticorps anti-LDLox et 

l’évolution de la maladie chez les souris Ldlr
-/-

 [222]. Alternativement, l’immunisation des 

souris Apoe
-/- 

et des lapins avec des LDLox augmente le taux d’IgG anti-LDLox d’une façon 

T-dépendante. Pourtant, elle diminue la taille des lésions et du taux de cholestérol [84, 223]. Il 

est intéressant d’avoir les mêmes effets par l’immunisation et la tolérisation. Ce paradoxe peut 

être attribué à différents mécanismes activés par ces traitements [206]. Il faut noter que les 

anticorps résultants de l’immunisation ont des caractéristiques différentes que ceux libérés 

spontanément (naturellement) [224].  

L’IgM naturelle inhibe l’internalisation du LDLox par les macrophages [73] tandis que l’IgG 

favorise la formation des cellules spumeuses chez les souris Ldlr
-/-

[222, 225].  

Ces conclusions ont été témoignées par l’interruption de l’interaction OX40/OX40L chez les 

souris Ldlr
-/-

. La neutralisation du ligand OX40L entraîne l’augmentation d’IgM et la 

réduction d’IgG. Ces variations sont accompagnées d’une diminution de 53% de la taille des 

lésions [226]. En plus, les souris Apoe
-/-

 FcgRI
-/- 

sont protégées contre l’athérosclérose, 

prouvant ainsi la contribution importante des complexes immuns à la progression de la 

maladie [227]. Les IgM peuvent activer le système du complément. Les voies classique et 

dépendante des lectines sont protectrices et inhibent la progression de l’athérosclérose en 

éliminant les cellules apoptotiques des plaques. Par contre, l’activation de la voie alterne est 

associée a un effet pro-athérogène [228].  

Les effets de ces anticorps IgG sont plutôt dus à leurs fonctions effectrices portées par leurs 

parties constantes. La formation de complexes immuns peut activer les FcgRI exprimées 

souvent sur les macrophages. Cette interaction aggrave l’athérosclérose humaine [229] tandis 
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que l’activation du FCgRIIb inhibe et réduit la taille des lésions chez les souris Apoe
-/-

 [230]. 

En conclusion, le FcgRI est athérogène tandis que FCgRIIb est protecteur. Chez les souris 

Apoe
-/-

, l’invalidation générale des récepteurs de Fc inhibe la maladie. Cet effet est attribué à 

l’absence des FCgR athérogène (FcgRI, FcgRIIIA) qui semble masquer l’effet 

athéroprotecteur de FcgRIIb [227]. Ces récepteurs engagent différentes voies de signalisation. 

L’activation des récepteurs athérogènes induit la formation des cellules spumeuses, 

l’activation des MAPK (mitogen-activated protein kinase) et la sécrétion des cytokines pro-

inflammatoires [229] alors que le FcgRIIb inhibe l’activation des cellules B et leur production 

d’anticorps anti LDLox et de cytokines inflammatoires [230]. 

Une seule étude récente a noté la présence de taux élevé d’IgE sérique anti-LDLox chez les 

patients atteints d’infarctus du myocarde. Cet isotype était aussi présent dans les lésions 

humaines surtout à proximité des macrophages. Il stimule l’interaction entre TLR4 et FceRI, 

induisant par suite la sécrétion des médiateurs inflammatoires et l’apoptose des macrophages 

chez les souris Apoe
-/-

. L’IgE peut également affecter la signalisation des CML et EC 

humaines [231]. 

1.4.2 Heat Shock Proteins (HSP) 

Les protéines de stress ou HSP sont induites par différents stimulus tels que la température, 

l’infection, les toxines et le stress mécanique [232]. Ces protéines, secrétées par les tissus 

lésés, sont impliquées dans plusieurs fonctions de repliement, transport intracellulaire et 

protection des protéines [233].  

HSP60/65 est bien conservée entre les différentes espèces surtout entre les bactéries et 

l’homme. Cet antigène majeur des microorganismes stimule la réponse humaine protectrice 

anti-bactérienne (humorale et cellulaire). Par contre, cette réponse peut être à l’origine des 

maladies auto-immunes à cause du risque de réactions croisées [233, 234]. L’HSP60/65 est un 

antigène potentiel dans plusieurs maladies auto-immunes (arthrite rhumatoïde, diabète, lupus 

érythémateux systémique et sclérodermie) [233, 235, 236]. La réponse immunitaire anti-HSP 

bactérienne et son homologue exprimé sur les cellules endothéliales peut être le lien entre 

l’infection et l’athérosclérose [237]. 

Les monocytes exposés aux LDLox libèrent du HSP [238]. L’immunisation des lapins avec 

l’HSP-65 induit le développement de lésions d’athérosclérose et la production d’anticorps 

sérique anti HSP-65 indépendamment du régime alimentaire [169]. Les cellules T locales 

montrent aussi une réactivité importante contre l’HSP-65. Cette immunisation augmente la 

formation des cellules spumeuses chez les lapins et les souris hyper-cholestérolémiques [239]. 

Pourtant, l’administration muqueuse de l’HSP65 inhibe l’inflammation et l’athérosclérose 

chez les souris Ldlr
-/-

. Cette immunisation est associée à une augmentation d’IL-10 ainsi qu’à 

une diminution du nombre de LT de la cavité nasale et du taux d’IgG totale anti-HSP [96]. Au 

contraire des lapins, l’immunisation des rats avec l’HSP-60/65 provoque la formation 

d’arthrite mais pas d’artériosclérose. Ces différences peuvent être due aux épitopes variés des 

HSP60/65 et à la varité des cellules cibles (cellules endothéliales, cellules synoviales…) 

[169]. Ces expériences montrent clairement l’impact du modèle choisi et de la voie 

d’administration des antigènes sur le type de la réponse immunitaire induite. 
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Le taux sérique humain d’anti HSP-60/65 est élevé au cours de l’hypertension [240] et de 

l’athérosclérose [241]. La présence d’Ac anti-HSP-60/65 est considérée comme un facteur de 

risque indépendant pour le dévelopement de l’athérosclérose [169] 

1.4.3 Glycosylphosphatidylinositol (GPI) et phospolipides 

Les patients lupiques ont souvent des taux sériques élevés d’Ig anti-phospholipides et ont un 

risque accru de développer une athérosclérose. Ces anticorps (IgG) entraînent une 

hypercoagulation et des thromboses veineuses [242]. Leur mécanisme pathologique implique 

la formation du complexe pro-inflammatoire IgG-b2GPI-LDLox [242]. La molécule b2 GPI 

est exprimée sur les plaquettes et également sur certaines cellules endothéliales. Pareillement 

aux anti-HSP, les anticorps sériques anti-GPI sont détectés dans plusieurs maladies 

inflammatoires dont l’athérosclérose [240, 243]. 

L’immunisation des souris Ldlr
-/-

 avec le b2 GPI induit des lésions athéroscléreuses, 

suggérant un effet pro-athérogène du b2- GPI [244]. Cet effet était confirmé par le transfert 

des cellules T spécifiques du b2-GPI [245]. D’autres anticorps anti-phospholipides ont été 

dépistés par plusieurs études cliniques : Pratico et al., ont trouvé une corrélation entre les IgG 

et les IgM anti-cardiolipine oxydé (CLox) et la progression de l’athérosclérose chez les souris 

Apoe
-/- 

[246]. 

La similarité moléculaire entre ces différents antigènes, que l’on retrouve aussi sur les 

membranes des cellules apoptotiques et chez certaines bactéries (Streptococcus pneumoniae), 

constitue le lien ente l’auto-immunité et la réponse pathogène dans l’athérosclérose. Ces 

antigènes communs sont reconnus par le même idiotype d’anticorps (T15) et les mêmes 

récepteurs d’immunité innée (figure 10) [247, 248]. L’immunisation de souris avec le 

pneumocoque induit la sécrétion d’anticorps, souvent IgM, qui ont une réaction croisée avec 

la phosphatidyl choline (PC) [249, 250]. 

La comparaison des anticorps naturels anti-LDLox et anti-phospholipides suggère que les 

anticorps anti-b2-GPI et anti-PC sont deux entités indépendantes et présentant une faible 

réaction croisée avec les LDLox [220, 251-253]. 

1.4.4 Bactéries 

Une étude épidémiologique suggère l’association entre l’infection à Chlamydia pneumoniae 

et l’infarctus. [254]. Cette infection est plus fréquente dans l’adventice de l’artère humaine. Sa 

présence dans l’intima est toujours associée à sa détection adventitielle mais pas l’inverse 

[151]. Elle aggrave l’athérosclérose et augmente la taille des lésions [255, 256]. 

L’immunisation par des pneumocoques des souris Ldlr
-/- 

augmente parallélement le taux des 

IgM naturelles anti-LDLox qui interagissent aussi avec des épitopes pneumococciques. Cette 

vaccination protège les souris et réduit l’athérosclérose [249]. L’HSP de chlamydophila 

pneumoniae est l’antigène bactérien le plus ciblé par les LT des lésions humaines [257] mais 

d’autres antigènes sont également impliqués tel que la phopholipase D qui stimule le 

récepteur TLR4 et favorise la déviation vers un profil Th17 [258]. Bien que la présence de 

Streptococcus pneumoniae ait été confirmée, son rôle pathogénique exact reste controversé 

[259, 260]. Des études ultérieures de la contribution des réponses immunitaires anti-

bactériennes à l’athérosclérose seraient souhaitables. 
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L’infection parodontale a été aussi associée à l’athérosclérose. Koren et al., ont noté la 

présence d’ADN bactérien dans les plaques humaines [261]. L’analyse de la composition 

bactérienne a révélé la présence de 13 phyla dans les plaques de 15 patients. Le 

Chryseomonas a été détecté chez tous les patients tandis que la Veillonella et le streptocoque 

ont été identifiés chez la majorité. De plus, de nombreuses espèces bactériennes sont 

communes à la cavité buccale, la flore intestinale et la plaque. Un taux de cholestérol 

plasmatique élevé est bien corrélé avec quelques infections bactériennes surtout celle lié au 

streptocoque. Cette étude suggère que la cavité buccale et la flore intesttinale sont des sources 

potentielles de bactéries de la plaque. De plus, la charge bactérienne de la plaque est associée 

à un recrutement leucocytaire dans l’intima. Ces résultats suggèrent que les bactéries 

stimulent la réponse immunitaire innée [261]. Cette hypothèse est aussi soutenue par la 

résistance à l’athérosclérose acquise par les souris déficientes en TLR (TLR2, TLR4) [262, 

263]. 

Par contre, d’autres études indiquent que les agents infectieux ne sont pas nécessaires au 

développement de l’athérosclérose. Wright et al., ont démontré que la progression de 

l’athérosclérose est indépendante du TLR4 et de la réponse aux bactéries Gram-négative. De 

plus, les souris axéniques développent de l’athérosclérose similairement aux souris sauvages 

[264]. 

 

Figure 10 : les épitopes oxydés sont responsables de la réaction croisée. Elles constituent des 
PAMP reconnues par différents acteurs de l’immunité innée [265]. 

1.4.5 Autres antigènes divers 

Des études cliniques ont détecté la présence d’auto-anticorps dirigés contre les cellules 

endothéliales dans plusieurs maladies et surtout dans l’athérosclérose. Ces auto-anticorps 

participent au dysfonctionnement et à la rupture endothéliale. Ils, surtout ceux qui ciblent le 

récepteur à la protéine C (ECPR) de l’endothélium, sont un véritable facteur de risque des 

évènements cardiovasculaires humains [266, 267]. 
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Des autoanticorps ciblant l’acide sialique N-glycolyneuraminic (Neu5GC) exprimé sur 

l’endothélium sont aussi sécrétés lors de l’inflammation. Ces anticorps stimulent l’activation 

endothéliale et la sécrétion des cytokines inflammatoires. Ils favorisent également les dépôts 

de complément et la fixation des monocytes. L’épitope Neu5GC, non codé génétiquement, est 

exprimé sur l’endothélium attaché aux plaques humaines et dans les régions sub-

endothéliales. Ces données montrent l’effet pathogène d’un régime alimentaire riche en 

Neu5GC [268]. 

1.5 Cytokines 

Les cytokines Th1 sont souvent associées à des effets athérogènes inflammatoires tandis que 

les cytokines anti-inflammatoires, sauf l’IL-4, ont vraisemblablement un rôle anti athérogène 

[269]. Par contre le rôle de quelques cytokines reste mal élucidé et défini. Parmi ces 

cytokines, se trouvent le GM-CSF, le TNF-a, l’IL-6 et la LT-a. 

1.5.1 Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor (GM-CSF) 

C’est un facteur qui régule la survie, la différenciation et la maturation de cellules myéloïdes 

[270]. Il induit la différenciation des monocytes en cellules dendritiques pendant 

l’inflammation [271]. Les LDLox induisent l’expression cellulaire du GM-CSF surtout dans 

les cellules endothéliales (humaines et murines) [270]. Cette expression affecte la 

prolifération et la migration des macrophages [270, 272]. Le rôle exact de ce médiateur dans 

l’athérosclérose reste inconnu. Les quelques résultats disponibles sont contradictoires. Ils 

varient en fonction du modèle expérimentale et régime utilisés. La déficience en GM-CSF 

réduit la taille de lésions, le nombre de cellules dendritiques et de lymphocytes T locales chez 

les souris Ldlr
-/-

. Il semble que le GM-CSF a un effet régulateur sur les cellules dendritiques 

[273]. Il peut induire la prolifération ainsi que la maturation des cellules dendritiques CD11c+ 

dans les lésions précoces (d’origine monocytaire) [274]. Par contre, cette déficience aggrave 

la maladie chez les souris Apoe
-/- 

[275]. 

L’analyse par RT-PCR montre l’expression du GM-CSF dans les lésions (humaines et 

murines). Ce facteur est exprimé par les macrophages, les cellules endothéliales et les CML. 

GM-CSF régule le phénotype des macrophages [276] et leur polarisation vers le phénotype 

inflammatoire M1 pro-athérogène [276, 277]. Il joue aussi un rôle critique dans la génération 

et le maintien des cellules TH17 en augmentant la sécrétion d’IL-6 par les CD [278]. D’autre 

part, le GM-CSF module le métabolisme lipidique. Il réduit le taux plasmatique de cholestérol 

en favorisant la clairance des LDL [279]. 

1.5.2 Interleukine-6 

Il semble que l’IL-6 soit un marqueur des maladies cardiovasculaires [280]. Les plaques 

instables sont associées à un taux sérique d’IL-6 plus élevé que celui des cas d’angine stable 

[281]. En plus, le taux élevé d’IL-6 est prédictif d’infarctus du myocarde même chez 

l’individu normal [282]. 

Les résultats expérimentaux ont attribué des fonctions opposées à l’IL-6 [283]. 

L’administration d’IL-6 augmente la taille des lésions ainsi que les taux sériques de cytokines 

inflammatoires, chez les souris Apoe
-/-

 et C57BL/6 nourris avec HFD [284]. La contribution 

athérogène de cette cytokine peut résider dans sa capacité à stimuler l’expression du SR-A 

[285]. Néanmoins, l’invalidation d’IL-6 engendre la formation des lésions plus graves, après 
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15 semaines de régime hyperlipidique. Elle est marquée par une augmentation du taux de 

cholestérol sérique [286]. Toutefois, la déficience en IL-6 n’a pas d’effet sur les souris Ldlr
-/-

 

[132]. Récemment, une étude a aussi révélé un rôle protecteur pour l’IL-6 chez les souris 

Apoe-/-. Cette protection a été maintenue pendant 1 an sous un régime normal [287, 288]. 

L’IL-6 stimule la phagocytose des débris apoptotiques ainsi que l’efflux du cholestérol des 

macrophages. L’injection d’IL-6 est accompagnée d’une augmentation de sécrétion de l’IL-4 

et de l’IL-10 [289]. 

En résumé, l’IL-6 peut exercer des effets contradictoires sur l’évolution de l’athérosclérose. 

Toutefois, cette cytokine est indispensable à la différenciation des cellules TH17 quelle que 

soit la voie empruntée (TGF-b ou IL-23) [290]. Il n’a pas encore été déterminé si les 

lymphocytes B dans l’athérosclérose sont la source majeure de la production de l’IL-6 comme 

c’est le cas au cours de certaines maladies auto-immunes [291]. 

1.5.3 Lymphotoxine-a (LT-a ) 

La LT-a est secrétée principalement par les LT et les LB [292]. Cette cytokine organise et 

entretient la formation des CG ainsi que la maturation des LB dans ces néo-structures [293, 

294]. Elle induit la formation des agrégats de cellules dendritiques folliculaires (CDF) autour 

des cellules B, indépendamment des cellules T et NK (Natural Killer) [294] et active 

également les cellules CD8+ [295]. Son rôle dans la formation des organes lymphoïdes a été 

examiné dans les plaques de Peyer. Bien que plusieurs cellules puissent sécréter de la LT-a 

[292], sa production par les LB est indispensable pour le maintien des follicules lymphoïdes 

[294, 296].  

La recherche histologique révèle sa présence dans les lésions vasculaires murines. L’analyse 

fonctionnelle a montré que la perte de la LT-a diminue de 3 fois la taille des lésions intimales, 

établissant son effet direct sur l’évolution de la pathologie. La déficience en LT-a  est 

associée à une réduction du taux plasmatique de cholestérol total et une augmentation de la 

fraction HDL [297]. 

1.5.4 Tumor Necrosis Factor-a (TNF-a) 

Quoique la présence du TNF-a dans les lésions humaines soit confirmée [298-300], son rôle 

reste encore ambigu. Les études animales révèlent des effets contradictoires [301, 302].  

Le TNF-a peut être sécrété par les macrophages, les cellules endothéliales, les CML [299] et 

les lymphocytes B [303]. L’internalisation des LDL modifiés amplifie la sécrétion du TNF-a 

par les monocytes [299]. De point de vue fonctionnel, cette cytokine induit l’expression de 

molécules d’adhésion leucocytaires [304-306], de chimiokines [307] et la sécrétion 

cytokinique [308]. Elle stimule également la prolifération cellulaire [309, 310], l’angiogenèse 

[311] et la nécrose cellulaire [299]. L’invalidation du TNF-a réduit la taille de lésions et 

inhibe le développement de l’athérosclérose chez les souris Apoe
-/-

 sans modifier le taux de 

cholestérol [312]. Ces effets démontrent un rôle pro-athérogène au TNF-a.  

Par contre, Schreyer et al., ont montré des effets protecteurs du TNF-a. La signalisation du 

récepteur P55 (TNFR1) inhibe le développement d’athérosclérose. Les souris P55
-/-

 sont 

caractérisées par une augmentation d’expression et d’activité du récepteur scavenger SRA. 

Ces résultats suggèrent que le TNF-a inhibe l’expression du récepteur scavenger par les 



45 
 

macrophages [302]. Ces différences peuvent être dues à la présence d’autres récepteurs pour 

le TNF-a (TNFR2) et au régime alimentaire dans chaque étude [312].  

Chez l’homme, différentes associations ont été faites. Skoog et al., ont signalé qu’un taux 

élevé de TNF-a est un facteur pronostic du risque cardiovasculaire [313] tandis qu’Elkind et 

al., ont trouvé que l’athérosclérose est plutôt corrélée au taux d’expression du TNF-R mais 

pas à celui du TNF-a [314]. 
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2 Chapitre 2 : LYMPHOCYTE B 

2.1 Généralités  

L’immunité humorale permet de lutter et de neutraliser un grand nombre d’antigènes et 

d’agents infectieux par les Ig qui peuvent exister sous forme membranaires (mIg) ou comme 

anticorps sécrétés. La grande diversité des BCR (récepteur pour l'antigène des lymphocytes 

B) résulte des réarrangements de différents segments d’ADN au cours de différentiation des 

cellules B. 

Les cellules B matures se développent, dans la moelle osseuse, à partir d’une cellule souche 

hématopoïétique indépendamment de l’Ag. Puis, elles circulent dans le sang et atteignent les 

organes lymphoïdes secondaires où ils rencontrent l’antigène. Ensuite, ces LB entrent en 

contact avec les LT pour continuer leur maturation et différenciation en cellules B mémoires 

ou plasmocytes sécréteurs d’anticorps.  

La synthèse des Ig est caractéristique des lymphocytes B. Cependant, les cellules B ont de 

nombreuses autres fonctions. Elles peuvent moduler l’activité des cellules T, contrôler la 

formation de structures lymphoïdes tertiaires et secréter des cytokines. La cellule B peut donc 

contrôler la réponse inflammatoire et moduler l’activité des autres cellules immunitaires.  

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés à l’immunité locale tissulaire et à la structure 

lymphoïde tertiaire formée dans l’adventice humaine adjacente à la plaque d’athérosclérose. 

Notre but consiste à caractériser le phénotype et les fonctions des cellules B résidentes. Pour 

cela, nous avons analysé le répertoire, les marqueurs de surface et la sécrétion cytokinique de 

ces lymphocytes. De plus, nous avons reconstruit certains des anticorps produits par les 

cellules B résidentes des parois vasculaires pour les utiliser comme réactifs afin d’identifier 

leurs antigènes cibles. 

2.2 Description des locus des immunoglobulines humaines 

Les Ig sont des hétérodimères protéiques extrêmement diversifiés et sécrétés exclusivement 

par les cellules B. Ils sont formés de l’association de 2 types de polypeptides appelés chaînes 

lourdes (H) et chaînes légères (L). Ces chaînes sont liées de façon covalente par des ponts 

disulfures. Le domaine N terminal de chaque chaîne (H ou L) constitue la région variable (V) 

tandis que la partie C-terminale représente la région constante. L’association des régions 

variables VH d’une chaîne lourde et VL d’une chaîne légère détermine le site de 

reconnaissance de l’antigène. La structure tertiaire de ces domaines est maintenue par 4 

régions de charpente très conservées FR ( Frame work Region) et entrecoupées par 3 régions 

de complémentarité à l’antigène CDR (Complementary Determining Region) (figure 12) 

[274, 315]. 

2.2.1  Chaînes lourdes 

Les gènes des chaînes H sont localisés sur le chromosome 14 chez l’homme. Ils comprennent 

125 gènes VH, 25 gènes D (diversité) et 6 gènes J (Jonction). Ces gènes comprennent 70 

segments fonctionnels (38 V+23 D +6 J). Ces segments peuvent être classés par homologie de 

séquence en 7 familles VH et 7 familles D. [316, 317]. Ces gènes des régions variables sont 

suivis par 11 gènes codants pour les différentes régions constantes (C) des classes et sous 
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classes d’Ig dont 9 sont fonctionnels. Les gènes productifs des régions constantes sont 

organisés dans l’ordre suivant : Cµ, Cd, Cg3, Cg1, Ca1, Cg2, Cg4, Ce1, Ca2 (figure 11). 

2.2.2 Chaînes légères 

Les locus codant les chaînes légères sont localisés sur le chromosome 2 pour les chaînes k et 

sur le chromosome 22 pour les chaînes l. Le locus Igk est constitué de 76 gènes Vk dont 31 à 

35 sont fonctionnels et 5 segments Jk . L’association de ces 2 segments compose la partie 

variable. Il n’existe qu’un seul segment Ck pour la partie constante (figure 11) [316]. 

Le locus Igl comprend 70 à 74 gènes Vl avec 30 segments fonctionnels et 4 gènes J 

fonctionnels parmi les 7 Jl  possibles. Le nombre de gènes IglC varie de 7 à 11 dont 4 sont 

fonctionnels. Chaque gène Cl est précédé d’un gène Jl qui lui est propre (figure 11). 

 

Figure 11 : Organisation du locus de chaînes lourdes et légères humaines [318]. 

 

Figure 12 : Structure d’un anticorps 

2.3 Réarrangements des immunoglobulines 

L’information génétique est codée par de nombreux segments du locus IgH et IgL. La 

différenciation des lymphocytes B est associée et corrélée aux différentes étapes de synthèse 
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des Ig. Cette production implique l’association de segments V-D-J pour les chaînes lourdes et 

V-J pour les chaînes légères par un processus appelé réarrangement ou recombinaison V(D)J. 

Elle débute par l’association d’un segment D à un autre J avec excision de l’ADN 

intermédiaire. Puis un des nombreux gènes VH s’associe à l’ensemble DJ recombiné pour 

engendrer un réarrangement VDJ. Des séquences signal de recombinaison (RSS) sont 

nécessaires à cette étape. Les RSS sont formées de deux motifs hautement conservés, un 

heptamètre et un nonamère espacés de 12 ou 23 nucléotides (figure 13) [316]. Ces séquences, 

localisées aux extrémités 3’V et 5’J ainsi qu’aux 2 extrémités de D, permettent l’orientation 

de réarrangement VDJ [319] et le recrutement des enzymes de recombinaison (RAG-1 et 

RAG-2) [316, 320]. Les gènes V sont suivis par des motifs RSS séparés de 12 nucléotides 

pour le locus Igk, 23 nucléotides pour les locus Igl et IgH. Par contre, les motifs en amont de 

J sont séparés de 23 nucléotides pour Igk et IgH et 12 nucléotides pour Igl (figure 13). Cet 

espace entre les motifs correspond à des tours complets de l’hélice d’ADN. Les 

réarrangements d’un locus ne peuvent se produire que si les espaces des RSS de V et J sont 

hétérogènes (12 et 23) [321]. Le complexe enzymatique Recombinase est capable d’achever 

la coupure de l’ADN
 
[322]. Cependant, la présence de cofacteurs protéiques (High mobility 

group protein : HMG-1, HMG-2) améliore l’efficacité de cette réaction [323]. D’autres 

enzymes sont impliquées dans la réparation de l’ADN ayant des extrémités non homologues 

(NHEJ : Non-Homologous End joining) libérées après le clivage (Ku70/80, DNA-PKc...) 

 
Figure 13 : Séquences signals de recombinaison chez l’homme. 

Mécanisme 

Le complexe RAG1-RAG2 reconnait les RSS des gènes pré-réarrangés et les réunit en un 

complexe synaptique (figure 14). L’activité hélicase permet au complexe RAG de couper 

l’ADN double brin conduisant ainsi à la libération des extrémités franches et à la formation 

d’une boucle intermédiaire en épingle à cheveux. 

Signaux de recombinaison de gènes V, D et J 
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L’étape suivante implique une large machinerie enzymatique de réparation de l’ADN. Le 

complexe protéique Ku70/80, qui reconnait les extrémités codantes des structures en épingle à 

cheveux, s’associe au DNA-PK pour recruter le facteur Artemis. Ce dernier est responsable 

du clivage de ces structures (figure 14) [324, 325]. 

L’ouverture des structures en épingle à cheveux est associée à l’addition ou à la délétion de 

nucléotides palindromiques P lors d’une coupure non symétrique. D’autres modifications 

(éliminations et additions) de nucléotides sont liées à l’activité de l’enzyme déoxynucléotidyl 

terminale transférase (TdT) [326]. L’isoforme courte de la TdT est responsable de l’ajout de 

nucléotides tandis que la plus longue a une activité exonucléase [327, 328]. La TdT ajoute 

souvent des nucléotides G et C d’une manière aléatoire en absence d’une matrice. Cette 

insertion de N nucléotides augmente la diversité des chaînes lourdes de BCR surtout au 

niveau des jonctions et donne une signature spécifique clonale aux lymphocytes B. 

Ensuite, les séquences sont liées entre elles pour former des segments codants. Cette liaison 

nécessite l’activation des plusieurs facteurs et enzymes protéiques (complexe XRCC4-

cernunnnos, TdT et DNA-ligase IV…). L’ARN pré-messager comportant l’exon VDJ 

réarrangé et la partie constante est ensuite épissé pour donner un ARNm mature. 

 
Figure 14 : Mécanisme de la recombinaison. 

2.4 Lymphopoïèse et différenciation des cellules B 

La maturation d’un LB à partir d'une cellule hématopoïétique se déroule dans la moelle 

osseuse. Cette phase indépendante de l’antigène produit des cellules B naïves exprimant des 
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IgM et IgD de surface. Elle dépend des étapes de réarrangement des immunoglobulines et de 

l’interaction avec les cellules stromales. 

Des étapes ultérieures de différenciation secondaire se produisent dans les organes 

lymphoïdes secondaires lors de la rencontre de l’antigène spécifique (hypermutations 

somatiques, commutation de classe..) aboutissant à la formation de plasmocytes et de cellules 

mémoires. 

2.4.1 Cellule souche progénitrice 

Une cellule souche hématopoïétique est une cellule multipotente capable de se différencier en 

toute cellule sanguine [329]. Elle peut engendrer également un progéniteur myéloïde ou un 

progéniteur lymphoïde. Ce dernier est à l’origine des cellules dendritiques, NK, T, B 

humaines et murines mais pas des cellules myéloïdes [330, 331]. Le précurseur lymphoïde 

peut engendrer la formation de 2 progéniteurs différents : un pour les LT et un autre pour les 

LB. Le précurseur de LT migre vers le thymus tandis que celui de lymphocytes B réside dans 

la moelle osseuse [332]. 

La différenciation des cellules B peut être décrite selon le stade de réarrangement des gènes 

d’Ig et les marqueurs de surface. 

2.4.2 Stade pré-pro B 

C’est à ce stade que l’on peut observer les premiers signes de l’engagement cellulaire dans la 

lignée B tels que l’expression des marqueurs de surface CD220 et CD43. A cette étape la 

molécule CD19 n’est pas encore présente [333, 334]. Les cellules pré-pro B expriment 

faiblement RAG-1 et RAG-2 mais fortement des transcrits germinaux JH-Cm (m0) : Le locus 

des CH n’est pas réarrangé [335] mais est activement transcrit [336, 337] laissant supposer 

que l’accessibilité des gènes d’Ig précède l’activité de Recombinase. 

2.4.3 Stade pro-B 

C’est à ce stade que commencent les réarrangements des gènes des chaînes H [338]. Ils 

débutent entre les gènes DH et JH des 2 allèles pour s’associer ensuite à un segment VH pour 

former un exon complet VDJ (figure 15). Les cellules pro-B expriment le CD19 ainsi que les 

antigènes des cellules souches CD34 et CD117. En outre, les corécepteurs Iga/Igb (CD79a et 

b) apparaissent à la membrane des cellules en association avec la calnexine [339]. 

Parallèlement, l’IL-7 induit l’expression de la pseudo-chaîne légère constituée des molécules 

V-pré B et l5 [339, 340] alors que le complexe CD79 (a et b) contrôle l’expression de 

quelques marqueurs de surface et la transition vers la cellule pré-B [339] ainsi que le 

développement normal dans la lignée B [341].  

2.4.4 Stade pré-B 

Le stade pré-B est caractérisé par le second réarrangement V-DJ (figure 15) permis par 

l’action du facteur Pax5 et de l’IL-7 [342, 343]. Cette étape entraîne l’apparition d’un pré-

BCR membranaire constitué de 2 chaînes lourdes m réarrangées associées aux pseudo-chaînes 

légères et au complexe Iga/Igb  [338]. Cette transition de pro-B en pré-B est contrôlée par le 

pré-BCR qui stimule la prolifération des cellules pré-B ayant un locus IgH réarrangé [344]. 

Ce récepteur peut être stimulé par la galectine-1 du stroma de la moelle osseuse [344]. 

D’autres observations suggèrent cependant que la signalisation de pré-BCR est indépendante 

du ligand [345]. 
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Toute mutation d’un facteur de ce complexe bloque la différenciation des cellules B. 

L’invalidation soit du Vpré-B [346], l5 [347], Igb [341] ou des chaînes µ [348] empêche la 

formation de cellules B naïves. De plus, la signalisation du complexe Iga/Igb inhibe 

l’expression des RAG [349] et le réarrangement du locus Igh du deuxième chromosome. 

Donc, ce récepteur maintient un point de contrôle essentiel à l’exclusion allélique [350, 351]. 

Ce stade est également marqué par les premiers réarrangements des gènes des chaînes L et la 

réexpression du complexe des RAG [338]. La recombinaison des chaînes légères débute sur le 

locus Igk d’un des 2 chromosomes. Le processus s’arrête à cette étape dans le cas d’un 

réarrangement fonctionnel. Si aucune recombinaison productive d’un des 2 allèles k ne s’est 

produite, les réarrangements se poursuivent au locus Igl [352]. 

Le stade pré-B est marqué par la perte des marqueurs de surface C-kit et CD43 et l’apparition 

du CD25 [353]
 
et du CD20. 

2.4.5 Stade B immature 

A ce stade, la cellule B exprime le récepteur membranaire BCR (figure 15). Ce récepteur est 

formé de : 

1- L’association de la chaîne lourde m, la chaîne légère correspondante qui va remplacer 

le pseudo chaîne légère.  

2- Complexe Iga/b (CD79a et CD79b), des phosphoprotéines transmembranaires à 

motifs ITAM (immunorécepteur tyrosine-based activating motif) [332]. La formation 

du BCR est un deuxième point de contrôle de la maturation de lymphocyte B. 

Les LB auto-réactives sont éliminées par apoptose tandis que les autres cellules migrent vers 

les organes lymphoïdes secondaires. Néanmoins, les cellules B humaines ou murines dont le 

BCR est dirigé contre le soi peuvent subir un réarrangement secondaire des chaînes légères 

modifiant ainsi leur spécificité antigénique [354-357]. Chaque lymphocyte B exprime 50000 

molécules BCR membranaires identiques. Des petites variations dans la structure de 

l’immunoglobuline sont largement suffisantes pour changer la spécificité du BCR [358]. 

Environ 90% des cellules de la lignée B n’atteignent pas le stade de cellules B immatures 

[359, 360] qui elles représentent 2% des lymphocytes B circulants [361, 362]. 

Les cellules B co-expriment ensuite 2 isotypes d’Ig membranaires : l’IgM et l’IgD ainsi que 

les marqueurs de surface CD21 et CD23. Ces cellules sont dites naïves parce qu’elles n’ont 

pas encore subi une maturation liée à l’antigène. Elles ont une durée de vie courte et sont 

programmées pour mourir en quelques jours [358]. Seulement 3 à 5% des LB engagés dans la 

voie de différenciation rejoignent le stock périphérique de cellules matures [363]. 
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Figure 15 : Relation entre recombinaison VDJ et différenciation des cellules B (chronologie). 

2.5 Maturation périphérique des LB 

Les lymphocytes B naïfs IgM
+
 IgD

+
 ayant un BCR fonctionnel et non auto réactif quittent la 

moelle osseuse et migrent aux organes lymphoïdes secondaires.  

Après rencontre de l’antigène, les cellules B se différencient soit en plasmocyte sécréteur 

d’anticorps soit en cellule mémoire. Cette différenciation peut suivre 2 voies différentes. Elle 

peut prendre le chemin extra-folliculaire aboutissant à la formation des plasmocytes de courte 

durée. Alternativement, elle peut s’engager dans un chemin plus complexe engendrant la 

formation d’une structure spécialisé appelée centre germinatif (CG) du follicule lymphoïde 

secondaire. Les lymphocytes ayant une affinité suffisamment forte pour un antigène vont 

s’engager dans la voie de différenciation des LB folliculaires (B FO) qui vont migrer pour 

rencontrer l’antigène présenté par les cellules folliculaires dendritiques [364-367]. Par contre, 

les cellules qui reconnaissent l’antigène avec une faible affinité se différencient en cellule B 

Cellule 
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Cellule    
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Cellule    
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de la zone marginale (B MZ) [365]. Toutefois, les cellules naïves peuvent se différencier en 

plasmocytes sécréteurs d’anticorps naturels [323].  

Par ailleurs, les cellules B participent à l’immunité adaptative spécifique T-dépendante (B2) 

ainsi qu’à l’immunité innée T-indépendante (B1, MZ). Cette différence dépend de la nature 

des différents antigènes [368]. Ces cellules se distinguent par leur localisation anatomique, 

leur fonction et leur phénotype [369]). 

2.5.1 Réponse primaire - Réponse T-indépendante (TI) 

2.5.1.1 Antigènes 

Cette réponse TI représente la première ligne de défense anti-pathogène. Elle est rapide et 

secrète souvent des IgM naturelles [316]. 

Quelques antigènes ont la capacité d’inciter une minorité de LB à se différencier en 

plasmocytes à courte durée de vie indépendamment des lymphocytes T [358, 370]. Ces 

plasmocytes secrètent des Ac de faible affinité, poly-réactifs en absence de toute stimulation 

antigénique exogène [371-373]. Ces anticorps, appelés anticorps naturels, sont souvent IgM 

mais peuvent être IgG ou IgA [374].  

Les antigènes impliqués dans cette réponse sont divisés en 2 classes (I et II) : 

-Les antigènes du type I agissent sur les cellules B indépendamment du BCR. Ils peuvent 

stimuler les TLR et déclencher ainsi une cascade d’activation aboutissant à la sécrétion 

d’anticorps [375]. Les lipolysaccharides bactériens sont un bon modèle de ce type d’antigènes 

[376]. Cependant, ces antigènes stimulent les cellules B matures autant qu’immatures sans 

aucune préférence [377]. 

-Les antigènes de type II sont incapables d’activer les LB [378] mais stimulent la 

polymérisation du BCR [376]. Cette association du BCR induit le recrutement d’un récepteur 

supplémentaire tel que le CD21 [379]. Cette réponse nécessite l’intervention des cellules 

dendritiques spécifiques qui sécrètent plusieurs facteurs tels que BLYS (stimulateur de 

lymphocyte B) et APRIL (A proliferation Inducing Ligand) [380]. La coopération cellulaire 

CD-B permet la différenciation des cellules B en plasmocytes [380]. Les antigènes impliqués 

sont souvent des macromolécules avec des structures répétitives telles que les polysaccharides 

bactériens (pneumonie, influenza) [378].  

2.5.1.2 Cellules engagées 

Les cellules B activées par les Ag (I et II) prolifèrent et continuent leur différenciation dans la 

zone marginale des organes lymphoïdes secondaires (rate, ganglions lymphatiques…). Les 

cellules B répondant aux antigènes T-indépendant sont classées en 2 sous populations B1et B 

MZ [381]. Ces cellules sont aussi appelées cellules B innées [382].  

L’expression du marqueur CD5 permet de distinguer 2 types de cellules B1murines: B1-a 

(B220
low

 CD19
hi

 IgM
hi

 IgD
low

 CD43
+
 Mac-1

+
 CD5

+
) et B1-b (CD5

-
) [383]. Ces lymphocytes, 

caractérisés par leurs immunoglobulines non mutées, sont le plus fréquemment retrouvés dans 

la cavité péritonéale et pleurale, faiblement dans la rate mais jamais dans le sang ni dans les 

amygdales des souris [383]. Ces cellules participent à la production d’anticorps naturels en 

absence de toute stimulation antigénique [384]. Les cellules B1a sont plutôt impliquées dans 

la réponse contre les LPS tandis que les cellules B1b sont engagées dans la réponse contre des 

polysaccharides TI [385, 386]. Cette population est retrouvée chez l’homme avec une 

répartition tissulaire différente. On retrouve ces cellules B1 humaines dans le sang (10-20%), 

dans les amygdales (15-30%) et dans la rate (10%) [387]. Chez l’homme, les cellules B1a et 
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B1b (CD5
+
 et CD5

-
) participent également à la production d’anticorps naturels [371]. Elles 

constituent une proportion significative des plasmocytes IgA de l'intestin. Néanmoins, elles 

sont faiblement impliquées dans la réponse humorale T-dépendante [388]. Cette extrapolation 

des résultats chez l’homme doit se faire avec précaution [383]. Des études récentes remettent 

en question la validité du marqueur CD5 pour distinguer et différencier les cellules B 

productrices d’anticorps (B1 et B2). Des études phénotypiques supplémentaires des sous 

populations de cellules B devraient permettre de déterminer le profil de chacune [371]. 

 

La faible signalisation du BCR conduit à la formation de cellules MZ indépendamment des 

lymphocytes T [365]. Ces cellules MZ sont également capables de se délocaliser et s’engager 

dans une réponse TD par l’intermédiaire de molécules de surface (CD21) [389]. Elles peuvent 

se comporter comme des cellules CPA (Cellule Présentatrice d’Antigène) compétentes pour 

présenter les antigènes protéiques aux cellules T [390] ainsi que les antigènes lipidiques aux 

cellules NKT [391]. Ces lymphocytes se localisent, comme leur nom l’indique, dans la zone 

extra-folliculaire de la rate humain [392]. Des études récentes suggèrent que les lymphocytes 

B MZ sont la source majeure des Ac naturels dans la réponse contre les antigènes TI [393]. Ils 

participent préférentiellement aux réponses rapides contre des antigènes apportés par le flux 

sanguin [369]. Les marqueurs caractérisant le phénotype des cellules B MZ sont : CD27
+ 

IgM
+
 IgD

low
 CD23

-
 CD21

+
 Cd1c

+
 et souvent CD5

-
[394] (10-15% des lymphocytes B 

circulants) [395]. Le CD1c est vraisemblablement un bon marqueur des cellules B MZ 

circulantes [381].  

 

Les précurseurs de ces différentes populations cellulaires sont mal connus. Cette 

différenciation sélective reste toujours mystérieuse. Elles pourraient résulter d’une voie de 

différenciation distincte des cellules B classiques [368]. La spécificité du BCR guide la 

cellule B naïve à rejoindre et à se domicilier dans les régions B1 ou MZ plutôt que vers les 

compartiments folliculaires (B2). En conclusion, la signalisation du BCR oriente et maîtrise le 

destin des cellules B [388, 396-400]. 

2.5.2 Réponse T-dépendante (TD) 

La production d’anticorps neutralisants nécessite une différenciation périphérique des LB en 

présence d’antigènes qui sont souvent de nature protéique [401]. Cette différenciation a lieu 

dans les organes lymphoïdes secondaires tels que les ganglions, la rate et les amygdales ainsi 

que dans la majorité des organes et tissus périphériques de l’organisme. Ces organes sont le 

siège d’une réponse immunitaire locale [358]. 

Cette maturation périphérique engendre la formation de structures spécifiques appelées CG. 

Le lymphocyte B activé migre dans un follicule lymphoïde primaire et prolifère, engendrant 

la formation d’un CG et d’un follicule secondaire. Ces structures apparaissent dans un délai 

de quelques jours après la stimulation antigénique suite à l’accumulation des différentes 

cellules immunitaires [402]. Donc, ces lymphocytes B folliculaires (FO) sont impliqués dans 

les réponses T-dépendantes tardives et dans la production d’anticorps neutralisants contre des 

antigènes spécifiques [403]. 

Les organes lymphoïdes secondaires sont formés de 2 compartiments : zone corticale et para-

corticale. La zone corticale ou zone marginale est riche en follicules lymphoïdes surtout en 

LB tandis que la zone para-corticale contient surtout des LT et des CD. Les LB activés 

rencontrent les LT pour la première fois au bord de la zone folliculaire (entre zone folliculaire 
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et zone T). Ensuite, les cellules B pourraient soit migrer dans la zone folliculaire et élaborer 

un CG, soit migrer dans la zone extra-folliculaire et se différencier directement en 

plasmocytes à courte durée. 

L’expression du répresseur transcriptionnel BCL-6 (B Cell Lymphoma 6) engage les cellules 

B dans la voie folliculaire tandis que celle de Blimp-1 (B-lymphocyte-induced maturation 

protein-1) permet leur différenciation en plasmocytes à courte durée de vie dans la zone extra-

folliculaire [359, 404, 405]. La voie empruntée par les cellules B (extra ou CG) dépend de 

l’intensité de stimulation du CD40 et du BCR [366, 367].  

 

Centres Germinatifs : 

Le CG éloigne en périphérie (zone corticale) les lymphocytes B au repos et les cellules des 

follicules primaires qui constituent une couronne dont le phénotype est : IgM
+
 IgD

+
, CD5

+
, 

CD23
-
, CD39

+
. Ces follicules primaires stimulés prolifèrent pour engendrer les folliculaires 

secondaires qui sont à l’origine du CG [358]. La maturation dans le CG est indispensable à la 

survie des lymphocytes B et à la sécrétion des anticorps neutralisants (figure 16).  

Le CG est formé d’une zone sombre et une zone claire. Les lymphocytes B rentrent dans la 

zone foncée du CG se différencient en centroblastes proliférant massivement. Ils subissent des 

modifications locales telles que les mutations somatiques et acquièrent le phénotype : CD10
+
, 

CD23
-
 CD95

+
 Ig

-
. Ensuite, ces centroblastes cesseront de se diviser, migreront dans la zone 

claire et se différencieront en centrocytes (CD23
-
 CD95

+
 Ig

+
) [406] qui subissent une 

sélection en fonction de leur affinité antigénique. Les cellules B de faible affinité antigénique 

ou auto-réactives sont éliminées, tandis que les autres cellules spécifiques rentrent contact une 

deuxième fois avec les lymphocytes Th pour finaliser leur différenciation en plasmocytes et 

cellules B mémoires. 

Les LB sélectionnés (BCR de haute affinité) sont capables de reconnaître les antigènes 

présents à la surface des cellules folliculaires dendritiques pour les présenter, de suite, aux 

lymphocytes folliculaires CD4+ (TFh) [364, 407, 408]. Ces derniers contrôlent la survie des 

LB en fonction de l’affinité de leur BCR muté. Les co-récepteurs interviennent également et 

peuvent affecter la signalisation du BCR soit en inhibant via CD22 et CD72 soit en stimulant 

via CD19/CD81/CD21 [409]. Ce complexe membranaire peut moduler l’interaction T-B. 

Après la stimulation antigénique, les CG disparaissent en quelques jours ou semaines. Quant 

aux cellules B sécrétant des anticorps de haute affinité, elles persistent et survivent de 

quelques semaines à quelques années et représentent le répertoire mémoire [410, 411]. 
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Figure 16 : Schéma représentatif du centre germinatif 

2.6 Modifications  

Le GC est le siège de nombreuses modifications [406] qui sont indispensables à la maturation 

des lymphocytes B et à l’efficacité de la réponse immunitaire telles que la commutation de 

classe et les hypermutations somatiques. Les cellules B subissent ces changements sous 

l’action conjuguée du CD40L et des cytokines sécrétées par les LT activées. Cette interaction 

T-B induit l’expression de l’enzyme AID (Activation induced cytidine deaminase). 

2.6.1 Hypermutation somatique (HMS) 

Ce phénomène est responsable de la diversité et de la maturation d’affinité des anticorps 

(VDJ) lors de la réponse TD [412, 413]. Il consiste souvent à l’apparition de mutations 

ponctuelles (transitions plus que transversions) dans les séquences VDJ mais d’autres 

mutations telles que les insertions et délétions sont aussi possibles [414]. Des nombreuses 

études ont montré la corrélation entre la transcription et l’hyper mutation somatique [415]. La 

fréquence des mutations est inversement proportionnelle à l’éloignement du promoteur et le 

taux des HMS diminue après la délétion du promoteur [416]. Les mutations silencieuses sont 

couramment observées dans les FR tandis que les mutations des CDR entraînent souvent des 

changements d’acides aminés [417]. Ce processus nécessite une protéine nommée AID qui est 

induite In vivo d’une façon transitoire exclusivement dans les centres germinatifs [418]. 

L’enzyme AID provoque la déamination des cytosines (dC) en uraciles (dU) dans l’ADN 

créant un mésappariement qui recrute la machinerie de réparation de l’ADN [419, 420].  

Les différentes possibilités de traitement et de réparation des mutations déterminent leur 

devenir (figure 17) : 

-La mutation peut être ignorée et donc considérée comme une simple transition C en T.  

-l’uracile peut être éliminé par l’uracile glycosylase (UNG) entraînant l’absence d’une base 

qui peut être remplacée par une des quatre bases possibles [420]. 

-le mésappariement peut être réparé par le système de réparation de mésappariement 

nucléotidique (MMR) qui excise l’uracile ainsi que les bases adjacentes [421, 422]. 
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La présence d’AID est suffisante pour induire l’hypermutation somatique [423] aussi bien 

dans les LB que dans d’autres cellules comme les fibroblastes [424].  

 

 
Figure 17 : Implication de l’AID dans l’hypermutation somatique. Les différentes possibilités de 

traitement des mutations (phases 1, 2, 3). 

2.6.2 Commutation de classe 

La spécificité antigénique est codée par les régions variables tandis que la fonction effectrice 

dépend de la partie constante des chaînes lourdes [425]. 

Pendant la maturation des lymphocytes B dans les organes lymphoïdes (GC), les parties V et 

C sont également affectées. Les cellules B activées secrètent d’abord des IgM dont la partie 

constante peut être remplacée par d’autres isotypes en gardant la même partie variable (VDJ). 

Ce processus s’appelle commutation isotypique ou commutation de classe (CSR : class switch 

recombinaison). Il implique une recombinaison somatique qui rapproche la région VDJ et un 

segment constant autre que Cm. Par la suite, les lymphocytes B peuvent secréter différentes 

isotypes d’anticorps : IgG, IgA, IgE.  

Ce mécanisme est possible grâce à des séquences signal appelées « séquences switch S » 

situées en amont de chaque gène IGHC à l’exception de Cd. Elles sont composées de motifs 

(20 à 80 pb) répétés (gggt et gagct) [358]. La recombinaison somatique rapproche Sm d’une 

séquence S d’un autre isotype IGHC, entraînant ainsi l’excision de l’ADN intercurrent. En 

fait, une boucle va rapprocher VDJ du segment C correspondant favorisant ainsi la synthèse 

d’Ig avec une chaîne constante autre que Cm (figure 18) [426, 427]. 

L’enzyme AID est indispensable à ce processus. La déficience en AID ainsi qu’en CD40L 

entraîne le syndrome humain de déficit immunitaire avec hyper IgM (HIGM) dû au défaut de 

commutation de classe. Ces patients ont une forte susceptibilité aux infections bactériennes, 

attribuée à l’absence d’autres isotypes (IgG, IgA et IgE) [428].  
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La commutation de classe varie en fonction de l’organe lymphoïde secondaire. L’IgG est 

l’isotype dominant dans les ganglions lymphatiques et la rate tandis que l’IgA est majoritaire 

dans les plaques de Peyer, le tube digestif et les ganglions mésentériques. 

 

 
Figure 18 : Mécanisme de la commutation de classe des immunoglobulines chez la souris. 

2.6.2.1 Rôle des cytokines dans la commutation de classe des cellules B 

La commutation isotypique dépend de l’antigène et de l’environnement cytokinique [429, 

430]. Chez l’homme, il y a 5 classes de régions constantes IgM, IgD, IgE, IgG et IgA dont les 

deux derniers se répartissent en sous classes IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgA1, IgA2. Ces 

isotypes se différencient par leurs propriétés physicochimiques, biologiques et leurs fonctions. 

 

IgA : 

Les sous-classes d’IgA humaine (IgA1 et IgA2) sont codées par 2 gènes séparés (distincts) 

pour lutter contre des antigènes différents. L’IgA1 neutralise souvent les antigènes protéiques 

tandis que l’IgA2 cible plutôt les polysaccharides. 

De plus, ces sous classes ont une répartition différente. L’IgA1 est la forme dominante dans le 

sérum (90% IgA sérique), la rate, les ganglions lymphatiques, la muqueuse de l’intestin grêle 

tandis que l’IgA2 se trouve surtout dans les glandes salivaires et la muqueuse du gros intestin 

[431]. Le TGF-b1 peut guider la commutation de classe directe de l’IgM vers l’IgA en 

induisant les transcrits germinaux correspondants [432, 433] avec une expression 

préférentielle de l’IgA1 [432]. Le mécanisme responsable de l’expression sélective d’IgA1 ou 

IgA2 reste inconnu. Les promoteurs des 2 sous classes ont une similarité de 98% et répondent 

pareillement au TGF-b1 suggérant l’absence d’une séquence caractéristique ou restreinte à 

une sous classe [434, 435]. Pourtant, des hypothèses suggèrent l’intervention d’un mécanisme 
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TGF-b indépendant qui nécessite les séquences de l’activateur 3’ [436-438]. Il semble que le 

TGF-b ne soit pas le seul facteur déterminant la production d’IgA. Bien que le TGF-b soit 

présent  dans plusieurs situations physiologiques ou inflammatoires, l'expression d’IgA est 

généralement restreinte aux muqueuses [439]. La commutation vers l’IgA peut être directe out 

séquentielle
 
[440]. Toutefois, elle nécessite le contact avec les cellules T CD4+. 

Les patients ayant une mutation ou délétion du gène Cm ont aussi de faibles taux sérique 

d’IgA et sont soumis à un grand risque d’infections respiratoires. Ces infections sont 

associées à l’absence d’IgA dans la salive, l’intestin, et la muqueuse nasale [441, 442]. 

 

IgG : 

Les IgG se répartissent en 4 sous-classes qui sont présentes dans le sérum humain en 

différentes proportions : IgG1 (66%), IgG2 (24%), IgG3 (7%), IgG4 (3%) [443, 444]. 

De même que pour l’IgA, on ne peut pas déterminer un facteur unique responsable de la 

commutation vers chaque sous-classe. Cependant, plusieurs cytokines peuvent favoriser 

l’expression d’une sous classe particulière lors de la stimulation de la voie CD40. 

L’IL-4 stimule la production d’IgG4 et d’IgE par les cellules mononuclées du sang 

périphérique (PBMC) mais pas des cellules B purifiées [445, 446]. La combinaison d’anti-

CD40 et d’IL-4 induit la commutation en IgG1, IgG3, IgG4 [447, 448] tandis que 

l’association anti-CD40 et IL-10 stimule la production d’IgG1 et d’IgG3 par les cellules B 

purifiées mais pas celle d’IgG4 [448, 449]. L’IgG4 est l’isotype le plus dépendant de l’IL-4. 

Bien que la combinaison IL-4 et IL-10 amplifie la production d’IgG4, elle inhibe la synthèse 

d’IgE [450]. L’IFN-g et l’IL-6 coopèrent pour amplifier la production d’IgG2 tandis qu’elles 

sont antagonistes pour la production d’IgG1 dépendante de l’IL-6 [451]. 

Quel que soit l’environnement cytokinique, l’interaction CD40-CD40L est indispensable pour 

toute commutation de classe d’Ig. La déficience en CD40 ou CD40L entraîne le syndrome 

d’hyper-IgM [452, 453].  

En résumé, la combinaison de plusieurs facteurs peut favoriser et stimuler l’expression des 

différentes sous-classes d’IgG [448]. Par exemple, chez les patients déficients en IgA ou avec 

un déficit immunitaire commun variable (CVID common variable immunodeficiency), la 

combinaison IL-10 et anti-CD40 conduit à la sécrétion d’IgA et IgG en quantité normale 

[454-456]. 

 

 IgG1 IgG2 IgG3 IgG4 Références 

IL-4 X  X X [430, 461] 

IL-10 X  X X [462, 463] 

IFN-g  X   [430] 

TGF-b     [464] 

IL-21 X  X  [465] 

Tableau 2 : Cytokines et expression des sous classes d’IgG. Les interleukines 4 et 10 (IL-4 et IL-

10) favorisent l’expression de différentes sous classes sauf l’IgG2 qui est induit par l’IFN-g. L’IL-21 

stimule la production d’IgG1 et d’IgG3. Par contre, le TGF-b n’a pas d’effets sur la synthèse de 
différentes IgG. 
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IgE  

C’est l’isotype connu par sa capacité d’activer les mastocytes et les réactions 

d’hypersensibilité. La synthèse d’IgE nécessite 2 signaux. Le premier est assuré par les 

cytokines tandis que le second requiert l’interaction T-B [457]. 

L’IL-4 induit la sécrétion d’IgE par les LB humains périphériques non purifiés. La présence 

de monocytes ainsi que d’IL-5 et d’IL-6 optimise et amplifie l’expression d’IgE induite par 

l’IL-4. La production d’IgE est complètement bloquée par des Ac ciblant l’IL-4 tandis qu’elle 

est partiellement réduite lors de la neutralisation de l’IL-6. En conclusion, la synthèse de l’IgE 

nécessite la présence d’IL-4. 

Bien que l’IL-5 amplifie la sécrétion d’IgE dépendante de l’IL-4, son effet direct sur les 

cellules reste inexpliqué [445]. Les cellules B purifiées sont incapables de produire de l’IgE 

dans différentes conditions de culture, confirmant ainsi le caractère obligatoire de l’interaction 

T-B pour cette commutation [458, 459]. 

D’ailleurs, la présence d’IFN-g ou a inhibe la production d’IgE stimulée par l’IL-4 [460]. 

2.7 Différenciation terminale en lymphocytes B mémoires et 
plasmocytes 

La cellule B de haute affinité est sélectionnée dans le CG pour continuer sa différenciation en 

cellule mémoire ou plasmocyte sous l’effet de plusieurs cytokines [358]. 

Bien qu’on ne connaisse pas les facteurs responsables pour chacune des voies de 

différenciation (cellule mémoire, plasmocyte), il semble que le chemin emprunté par les 

cellules post CG dépend de la stimulation antigénique ainsi que des signaux reçus de 

différentes cellules (LT, CD). 

2.7.1 Lymphocyte B mémoire 

Les lymphocytes mémoires persistent pour longtemps même en absence d’antigène. Ils 

migrent du CG vers les tissus périphériques et les sites d’inflammation assurant une réponse 

humorale rapide et neutralisante [370].  

Au contraire des cellules B naïves, les cellules B mémoires sont caractérisées par leur 

expression d’Ig mutées de haute affinité [466]. Pourtant, il y a une fraction des cellules 

mémoires qui peut exprimer la molécule CD20 qui est utilisée comme marqueur des 

lymphocytes B naïfs [467]. En plus des marqueurs classiques des LB, ces lymphocytes 

expriment constamment [468, 469] un antigène particulier nommé CD27 qui est stimulé par 

CD70 présent sur les LT activés [470]. Le marqueur CD27 est acquis pendant la migration 

des cellules B vers la zone folliculaire [471]. Une petite fraction de LB mémoire CD27
-
 a 

aussi été identifiée [472]. D’autre part, les cellules B MZ expriment aussi la molécule CD27 

remettant en question sa validité comme marqueur de cellules mémoires [473]. Le maintien 

de l’expression du CD27 au cours de la différentiation des cellules B est discuté. Des études 

le considèrent comme un marqueur exclusif des LB mémoires [474] alors que des travaux 

récents ont montré sa persistence sur les plasmocytes [470]. 

Les patients atteints du syndrome hyper-IgM, ont un déficit de formation des CG et de 

production des cellules B mémoires. Pourtant, ils gardent toujours une fraction de cellules B 

CD27
+
 circulantes [365, 394]. Ces études suggèrent que le CD27 est exprimé par des cellules 

autres que les cellules mémoires. 

Bien que la fonction de la molécule CD27 ne soit pas clairement définie, sa signalisation est 

indispensable à la différenciation des cellules B en plasmocytes [474, 475]. Une étude récente 
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a montré que les cellules B mémoires sont caractérisées par l’absence du transporteur ATP-

binding cassette B1 transporter (ABC B1) présent sur les cellules B naïves. 

En conclusion, c’est la classification multiparamétrique qui peut nous aider à identifier les 

vraies cellules B mémoires. 

Apres leur différenciation, les cellules B mémoires rejoignent les cellules B circulantes et 

colonisent différents tissus. 

2.7.2 Plasmocyte 

C’est une cellule différenciée, spécialisée dans la sécrétion d’anticorps. Cette voie de 

maturation (centrocyte-plasmocyte) est régulée par plusieurs facteurs dont BCL-6 et Blimp-1 

sont les plus importants [370]. L’expression de Blimp-1 est corrélée avec les étapes finales de 

la différenciation plasmocytaire des LB. Elle est nécessaire à la sortie du CG [476]. Blimp-1 

est un répresseur transcriptionnel qui inhibe l’expression de certains facteurs tels que BCL-6, 

Pax5 ainsi que les modifications des immunoglobulines. Par ailleurs, Blimp-1 empêche le 

retour en arrière des plasmocytes (figure 19) [370]. Par contre, BCL-6 et Pax5, surexprimés 

dans la phase de CG, réprime la transcription des gènes impliqués dans la différenciation 

terminale des LB. BCL-6 et Blimp-1 sont engagés dans une boucle de rétrocontrôle négatif 

[404, 470, 477].
 
 

La différentiation plasmocytaire est complexe. Elle nécessite une interaction T-B qui recrute 

les 2 couples CD40/CD154 et OX40/OX40L [358]. Des cytokines sont aussi impliquées dans 

cette différenciation comme l’IL-6, l’IL-10, l’IL-2 [370, 478]. 

 

Les cellules plasmocytaires immatures produites dans les follicules secondaires sont appelées 

plasmablastes [360]. Quoique cette population (plasmablaste) minoritaire dans le CG ait un 

phénotype proche de celui des plasmocytes [476], elle est caractérisée par sa prolifération 

intense et l’absence du CD138 (CD20
- 
CD19+ CD138

-
) [479, 480]. Ces plasmablastes vont se 

différencier en cellules faiblement prolifératives et résistantes à l’apoptose appelées 

plasmocytes [332, 479, 481]. Ces derniers expriment des Ig intracellulaires mais pas 

membranaires. Cette différenciation plasmocytaire est accompagnée par l’expression de 2 

marqueurs spécifiques CD38 [479, 480], et CD138 [479, 480, 482]. 

La maturation plasmocytaire se fait également lors de la migration de ces lymphocytes pour 

se domicilier dans la moelle osseuse ou la lamina propria de la muqueuse gastro-intestinale. 

L’attraction vers la moelle osseuse est contrôlée par un gradient de la chimiokine SDF 

(stromal cell derived factor, CXCL12) produite par les cellules stromales [483]. L’interaction 

SDF-1/CXCR4 fournit des signaux de maturation aux plasmablastes et de survie aux 

plasmocytes [484]. La domiciliation des plasmocytes est stabilisée par des molécules 

d’adhésion comme la E- sélectine (endothelial-cell selectin) et VCAM-1 [370]. 

Au contraire de celle du récepteur CXCR4, l’expression de CXCR5 et CXCR7 diminue 

favorisant l’émigration vers la moelle osseuse. Ces 2 récepteurs sont responsables de la 

résidence dans les CG et organes lymphoïdes secondaires [370, 479]. 

En conclusion, la survie des plasmocytes dépend plutôt de leur environnement que de leurs 

propriétés intrinsèques [374].  
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Figure 19 : Rôles de BCL-6 et Blimp-1 dans la différenciation des cellules B [404]. 

 

 

 

 naïf Plamablaste plasmocyte mémoire 

CD19 + + +/- + 

CD20 + - - +/- 

CD138 - - + - 

CD38 +/- +++ +++ +/- 

CD27 - - - + 

CD27* - + +++ +++ 

CD79b + + + + 

BCL-6 - - - - 

Pax5 + + - - 

Blimp - +/- - - 

Tableau 3 : Marqueurs de surface des lymphocytes B humains à différents stades (naïf, 
plasmablaste, plasmocyte, mémoire).  * La signature du marqueur CD27 est discutable. Bien 

qu’il ait été considéré comme un marqueur pertinent des cellules mémoires dans la lignée B, des 

études récentes ont montré également de son expression à des stades avancés (plasmablastes et 

plasmocytes) [480, 482, 485].  

2.8 Régulation de la transcription : 

La régulation de la transcription des gènes d’Ig implique des séquences nucléotidiques 

consensus et des éléments régulateurs qui peuvent contrôler l’accessibilité de la machinerie 

enzymatique de recombinase et du réarrangement VDJ (exclusion allélique). L’interaction 

entre les différents facteurs contrôle l’expression et la spécificité de la production d’Ig par les 

LB [486]. Il est possible de distinguer parmi ces éléments régulateurs : 

2.8.1 Promoteur VH  

Des promoteurs existent en amont de chaque gène des régions constantes des chaînes lourdes 

d’Ig à l’exception de Cd. Ces promoteurs, faiblement actifs, régulent l’accessibilité du locus. 

Cependant le promoteur en amont du VH réarrangé est fortement activé lors de la 
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transcription. Il comporte une séquence consensus conservée TATA et une séquence octamère 

impliquée dans la spécificité cellulaire. Cette dernière est inversée entre les chaînes lourdes et 

les chaînes légères [487, 488]. De plus, ces activateurs transcriptionnels déterminent la 

spécificité cellulaire des gènes d’Ig. En résumé, le promoteur contrôle l’accessibilité aux 

régions VH en configuration germinale et régule l’expression des chaînes lourdes assemblées.  

2.8.2 Activateur transcriptionnel intronique Eµ 

L’activateur principal est localisé dans l’intron séparant les régions J des régions constantes. 

La délétion de cet intron est associée à une réduction du taux de réarrangement et de 

transcription [489, 490]. Pour les chaînes lourdes, cet intron contient une séquence agissant 

spécifiquement dans toutes les cellules lymphoïdes et qui est constituée d’un octamère et d’un 

corps. Ce dernier est responsable du fonctionnement de l’activateur durant tous les stades du 

développement des cellules B [491, 492]. Pourtant, la mutation de l’octamère réduit aussi 

l’effet activateur [493] 

2.9 Les Anticorps : Des molécules effectrices 

Les plasmocytes différenciés peuvent secréter des anticorps de différents isotypes : IgM, IgD, 

IgG, IgA, IgE. Ces variations isotypiques sont à l’origine des déterminants antigéniques des 

chaînes lourdes. Il y a également des variations isotypiques des chaînes légères kappa et 

lambda. Les déterminants allotypiques reflètent les variations des polymorphismes des gènes 

codant pour les anticorps. Chaque individu peut présenter des allèles différents pour les gènes 

codants des Ig engendrant des variations allotypiques. L’ensemble des allotypes codés par un 

même chromosome correspond à un haplotype [494]. En plus, les déterminants idiotypiques 

permettent de distinguer les anticorps de spécificité similaire. L’idiotype est un marqueur 

antigénique porté par les régions variables des Igs. Il se situe dans les régions adjacentes aux 

sites de liaison aux antigènes conférant une signature individuelle aux clones de cellules B.  

La spécificité des anticorps résident dans leurs parties variables tandis que leurs fonctions 

effectrices sont portées par leurs parties constantes. Les Fc des Ig peuvent se lier à des 

protéines sériques (complément) et à des récepteurs membranaires. Les anticorps permettent 

de bloquer l’action des agents pathogènes et de favoriser l’élimination de l’antigène suite à 

l’interaction de la partie Fc avec ses partenaires (complément, FcR). 

IgM 

L’IgM représente 8% des anticorps sériques. Elle existe soit sous forme membranaire ou 

secrétée [495]. L’IgM secrétée est, à son tour, divisé fonctionnellement en 2 catégories : 

naturelles et immunes [496]. Au contraire d’autres isotypes, les IgM naturelles sont présentes 

en quantité normale dans le sérum même en absence de toute stimulation exogène [496]. Ces 

anticorps sont souvent poly-réactifs et responsables des réactions croisées entre différents 

antigènes endogènes et exogènes [497]. 

L’IgM est impliquée dans le cas d’infection, d’inflammation, d’athérosclérose ainsi que dans 

le contrôle de l’homéostasie des cellules B [495]. Cet anticorps est capable d’éliminer les 

débris apoptotiques [495], d’activer la fraction C1q du complément [498, 499] et de se lier au 

récepteur Fcm R exprimé sur les lymphocytes (humains et murins) mais pas sur les phagocytes 

[500, 501]. Néanmoins, il se fixe également sur d’autres récepteurs, tels que le Fca/mR, 

exprimés sur les CFD, les macrophages et les cellules B. Ce dernier récepteur, activé aussi par 

IgA, inhibe la réponse T-indépendante [502, 503].  
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IgD 

L’IgD est une autre Ig fréquemment trouvée à la surface des cellules B. Quoique sa fonction 

précise dans le sérum soit inconnue, l’IgD membranaire fournit vraisemblablement des 

signaux apototiques. Après un épissage alternatif, elle est co-exprimée avec l’IgM à la surface 

de LB mature naïf. Pourtant, une commutation non conventionnelle d’IgM vers IgD pourrait 

se passer dans la muqueuse respiratoire générant ainsi des LB sécréteurs d’IgD. Cette 

molécule peut se fixer (réaction croisée) sur les basophiles et les cellules de l’immunité innée. 

Bien que le récepteur de l’IgD ne soit pas caractérisé, sa stimulation déclenche la sécrétion de 

cytokines pro-inflammatoires et de médiateurs anti-microbiens. 

IgG 

Les fonctions effectrices des différentes isotypes d’IgG dépendent de leur demi-vie et de leur 

affinité pour les Fc récepteurs. 

La nature de l’antigéne joue vraisemblablement un rôle dans la sélection de l’isotype exprimé.  

Les IgG1, IgG3 [504] et IgG4 [505-507] ciblent souvent des antigènes protéiques TD tandis 

que l’IgG2 est dirigé contre les antigènes polysaccharidiques dans le cas d’une réponse TI 

[430, 461, 505-508]. Les IgG1 et IgG3 sont marqués par leur haute affinité pour le composant 

C1q du complément et le récepteur FcgRI [192]. L’IgG3 est rapidement dégradée par les 

protéases et a donc une demi-vie courte [504]. Par ailleurs, l’IgG4 est impliquée dans les 

maladies allergiques et les maladies chroniques [505-507]. 

La majorité des sous classes d’IgG peut se lier à des récepteurs FcR exprimés à la surface de 

différentes cellules telles que les macrophages, les cellules endothéliales vasculaires, les 

cellules épithéliales et les neutrophiles [509]. Cette fixation coopérative stimule la 

signalisation du récepteur, aboutissant à l’endocytose du complexe immun (Ag-Ac). Les 

antigènes des complexes immuns internalisés peuvent être détruits ou présentés avec les 

molécules de classe I ou II du complexe majeur d'histocompatibilité (CMH) [510, 511]. 

Tous ces récepteurs Fc sont des activateurs caractérisés par leurs motifs ITAM (immuno-

tyrosine based activation motifs) à l’exception du récepteur inhibiteur FcgRIIb ayant un motif 

ITIM (immuno-receptor tyrosine-based inhibition motif) [512, 513]. Ces récepteurs (ITAM et 

ITIM) sont co-exprimés sur la majorité des cellules immunitaires innées et adaptatives. Ces 

FcR confèrent aux anticorps des propriétés inflammatoires (FcR activateurs) ainsi qu’anti-

inflammatoires et régulatrices (FcR inhibiteurs) [514]. La réponse finale intègre les différents 

signaux provenant des récepteurs exprimés sur une cellule. Toute perturbation de cet équilibre 

peut engendrer des maladies auto-immunes. Cependant, quelques populations de cellules 

immunitaires expriment préférentiellement et sélectivement un type déterminé de récepteurs. 

Les LB expriment souvent le récepteur FcgRIIb tandis que les NK expriment principalement 

le FcgRIIIa et dans de moindres proportions le FcgRIIb [515]. Les LT n’expriment pas de 

FcR.  

Les effets biologiques de l’activation de Fc dépendent des cellules cibles (NK, granulocytes). 

La fixation d’IgG sur le récepteur FcgRIIIa des cellules NK active la voie ADCC (Antibody-

Dependent Cell Cytotoxicity) conduisant au relargage de médiateurs cytotoxiques induisant la 

mort cellulaire [516]. Les affinités pour les différents FcgR dépendent des sous classes d’IgG. 
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Le FcgRIIB des cellules B contrôle l’activation et la survie des cellules B et des plasmocytes 

[517, 518]. Il permet la sélection des clones de haute affinité [516]. La déplétion de ce 

récepteur induit le développement de maladies auto-immunes murines [519] et est associée à 

une augmentation des taux d’anticorps de faible affinité [520]. Ces résultats sont 

vraisemblablement aussi valables chez l’homme. Les patients atteints de pathologies auto-

immunes humorales montrent une faible expression de ce récepteur [521, 522] associée à une 

augmentation du nombre des plasmocytes [518]. En résumé, le FcgRIIb contrôle 

l’homéostasie des cellules B activées et la nature de la réponse (qualité des anticorps) [523]. 

A noter qu’il y a d’autres récepteurs qui transmettent les effets anti inflammatoires des IgG 

parmi lesquels SIGN-RI (specific ICAM-grabbing non-integrin receptor) qui est exprimé sur 

les macrophages de la zone marginale [524] et les cellules dendritiques [525]. L’activation de 

ce récepteur par les Fcg sialylées induit la sécrétion des cytokines (IL-33 et IL-4) qui, à leur 

tour, inhibent l’expression des récepteurs activateurs FcgR [525-527].  

 IgG1 IgG2 IgG3 IgG4 Références 

Masse 

moléculaire 

(kDa) 

146 146 170 146 [528] 

% des IgG 

sériques 
66 24 7 3 [461] 

Demi-vie 

(jours) 
21 21 7 21 [461] 

Activation 

du 

complément 

(voie 

classique) 

++ + +++ - [377] 

Réaction 

avec le C1q 
6X 1X 40X 0 [528] 

Liaison aux 

phagocytes 

(FcR) 

+ - + -/+ [377] 

Tableau 4 : Caractéristiques des sous-classes d’IgG humaines 

IgA 

Elle est la première ligne de défense contre les microorganismes. Bien que l’IgA sérique soit 

minoritaire et monomérique (15%), elle est dominante et dimérique dans les sécrétions 

muqueuses et les voies respiratoires [529]. 

L’IgA assure la protection par des mécanismes directs et indirects. Elle peut induire la 

tolérance, l’exclusion immune et activer ses propres récepteurs. Le FCaR1 ou CD89 est le 

récepteur le plus important de l’IgA [530] avec une expression diversifiée sur les cellules 

myéloïdes, les monocytes, les macrophages et surtout sur les neutrophiles [531, 532] 

indépendamment de la présence d’IgA [533]. L’IL-8 et le TNF-a induisent l’expression de ce 

récepteur sur les neutrophiles [534] tandis que le GM-CSF stimule son expression sur les 

monocytes et les macrophages. L’activation du FcaRI entraîne son association avec le FCgR 

[535] qui est l’élément transducteur des effets du dimère formé [536]. Cependant, le FcaRI 

existe comme 2 isoformes dont une seule est capable de stimuler la production cytokinique 
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pro-inflammatoire des neutrophiles humains en l’absence de FcgR [537, 538]. Donc, ce 

récepteur maintien la balance de la réponse immunitaire en modulant l’inflammation. En 

résumé, le récepteur CD89 induit la phagocytose des complexes immuns [539], l’ADCC 

[540] et la clairance des IgA sériques [530]. Il neutralise les pathogènes et empêche leur 

entrée dans l’organisme par un mécanisme appelé exclusion immune. Au contraire du FCa 

monomérique, la polymérisation du récepteur conduit à l’activation cellulaire [536]. 

Il y a également d’autres récepteurs pour les IgA tel que FCa/mR exprimé sur les LB, 

macrophages. Il est responsable de l’endocytose des bactéries opsonisées par les LB murines 

[503]. La molécule CD71 est un autre récepteur mésangial spécifique de l’IgA1 mais pas de 

l’IgA2 [541]. Il est à l’origine des dépots sélectifs d’IgA1 dans la néphropathie humaine [541, 

542]. Enfin, le récepteur ASGP (asialogylcoprotein receptor), exprimé par les cellules 

hépatiques, qui reconnait les résidus galactoses d’IgA [543]. Il est impliqué dans la clairance 

d’IgA surtout d’IgA2 [544]. A noter que les polymères d’IgA peuvent se lier à des récepteurs 

présents au pôle basal des cellules épithéliales de la muqueuse qui vont constituer la pièce 

sécrétoire ajoutée aux régions Fc. Ils ont la capacité de neutraliser les pathogènes 

intracellulaires (tels que les virus de la grippe, de la rougeole, de l’immunodéficience 

humaine) dans les cellules épithéliales ainsi que les infections dans la lumière intestinale 

[545-548]. 

Bien que l’IgA soit un faible activateur de la voie classique du complément [549], il est 

capable d’activer la voie alterne [550, 551] et la voie des lectines [552]. (L’importance de 

cette activation reste incertaine). Enfin, l’IgA est l’isotype le plus efficace pour recruter les 

neutrophiles, qui représentent la population cytotoxique majeure humaine pour la lyse 

tumorale et cellulaire [553, 554]. 

IgE  

C’est l’isotype le moins abondant dans le sang parce qu’il est souvent associé à ses récepteurs 

(FCeRI, FCeRII) [555, 556].  

L’expression du récepteur de haute affinité FceRI sur les basophiles et mastocytes est 

responsable des réactions d’hypersensibilité immédiate [557]. Il induit la libération 

mastocytaire des médiateurs vasoactifs et cytokines inflammatoires [558, 559]. En revanche, 

son expression sur les CPA permet le transfert des antigènes cibles aux ganglions 

lymphatiques périphériques afin d’induire une réponse immunitaire [560].  

Le CD23 ou FCeRII, récepteur de faible affinité pour l’IgE, existe sous forme membranaire 

ou sécrétée [560]. On peut distinguer 2 isoformes : CD23a et CD23b. Cette dernière est 

exprimée sur différentes cellules telles que les lymphocytes T, les CD, les monocytes, les 

neutrophiles et les cellules épithéliales [561]. Par contre, l’expression du récepteur CD23a est 

restreinte et presque exclusive aux cellules B et sert comme régulateur de la propre sécrétion 

d’IgE [561, 562]. L’interaction CD23-CMHII favorise la dégradation des antigènes en 

peptides présentables aux LT CD4+ [561, 563, 564]. Les complexes immuns amplifient la 

réponse immunitaire de 100 fois par rapport à l’antigène administré seul
 
[565, 566]. A noter 

que l’IgE est également impliquée dans l’immunité anti parasitaire [567]. 

 IgA IgG IgM IgD IgE Références 

Masse 160 150 160 184 188 [377] 
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moléculaire 

(kDa) 

% Ig 

sériques) 
7-15 85 5 0,3 0,02 [374] 

Demi-vie 

(jours) 
6 7-21 10 3 2,5 [374, 377] 

Activation 

du 

complément 

(voie 

classique) 

- + + - - [377] 

Transfert 

placentaire 
- + - - - [377] 

Liaison aux 

phagocytes 
+ + - - + [377] 

Tableau 5 : Caractéristiques des différents isotypes d’anticorps humains. 

2.10 B régulateurs de l’immunité (sécrétion des cytokines) 

Bien que la sécrétion des anticorps soit la fonction majeure des cellules B, elles peuvent 

contrôler la réponse immunitaire par d’autres fonctions [568, 569]. Elles peuvent présenter les 

antigènes aux cellules T, organiser les structures lymphoïdes tissulaires et secréter des 

cytokines [570]. 

2.10.1 Sécrétion de Cytokines 

Les LB humains activés produisent un large spectre de cytokines pro-inflammatoires (IL-1, 

IL-6, IL-8, TNF, LT-a), et anti-inflammatoires (TGF-b, IL-10) et de facteurs de croissance 

hématopoïétique (G-CSF (Granulocyte Colony-Stimulating Factor), GM-CSF) [571]. Ces 

cytokines peuvent moduler les fonctions des macrophages et des cellules dendritiques (TNF-

a, IL-6, GM-CSF activateurs et IL-4, IL-10, TGF-b inhibiteurs), des cellules NK (IFN-a et 

g), et des LT (IL-1, TNF-a, GM-CSF). Elles participent aussi au chimiotactsime des cellules 

inflammatoires (G-CSF, GM-CSF, IL-8)[571].  

 

La sécrétion cytokinique permet de distinguer 2 types de cellules B : Breg (régulatrices) et 

Beff (effectrices) [572, 573]. Breg sont caractérisés par leur sécrétion d’IL-10
 
et de TGF-

b tandis que les Beff produisent soit des cytokines de type Th1 (IFN-g, IL-12) et sont 

nommées Be1, soit des cytokines de de type Th2 (IL-2, IL-4, IL-13, TNF-a) et sont appelées 

Be2 [568, 572]. Les cellules Be-1 humaines sont détectables dans le sang périphérique, les 

amygdales et les tissus lymphoïdes [574-576] alors que les cellules Be-2 sont présentes dans 

les centres germinatifs et les tumeurs des fosses nasales [303, 577, 578]. L’origine de ces sous 

populations reste à déterminer. Les souris déficientes en cellules B MZ sont tout à fait 

capables de produire des cellules B effectrices Be1 et Be2 [568]. D’ailleurs, la stimulation des 

TLR induit la sécrétion d’IFNg par les cellules B FO mais pas par les cellules MZ [579]. Une 

étude récente a établi ces données en montrant une grande susceptibilité des cellules B FO à 

sécréter les cytokines IFNg, IL-12, IL-4 et l’IL-2 [580]. Ces données suggèrent que les 

cellules B FO se comportent comme des cellules effectrices sécrétrices de cytokines. Ces 2 

types de cellules ont des voies de différenciation distinctes. Le développement des cellules 

Be-1 dépend de l’activation du facteur de transcription T-bet et du récepteur de l’IFNg [581] 
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alors que la formation des lymphocytes Be-2 est liée à la signalisation du récepteur de l’IL-4 

[582]. La différentiation des cellules Be2, mais pas Be1, est T-dépendante [581]. Cependant, 

les cellules Be-1 sont impliquées dans la différenciation plasmocytaire [582].  

Quoique le rôle des Beff dépende du contexte et varie selon la maladie, les B reg gardent 

toujours leur activité suppressive [573]. Ces cellules, productrices d’IL-10, sont protectrices 

dans plusieurs maladies auto-immunes tels que l’encéphalomyélite autoimmune 

expérimentale (EAE) [583, 584], l’arthrite [585, 586], et lors des infections [587, 588]. Le 

TGF-b sécrété par les LB a été aussi décrit comme un facteur régulateur [589, 590] stimulant 

la différenciation et la formation des Treg [591]. Cependant, les différentes sous populations 

B1a, FO B, MZ peuvent sécréter également de l’IL-10 et de se comporter comme des Bregs 

[573]. La stimulation des TLR des lymphocytes B1a murins induit leur sécrétion d’IL-10 

entraînant ainsi une diminution des cytokines Th1 et l’amplification de la réponse Th2 [592, 

593]. Ces cellules B1a constituent la majorité des cellules Breg chez les souris nouveau-nées 

mais pas chez les adultes [594]. Les lymphocytes Breg d’adultes expriment les marqueurs 

CD1d et CD19 ressemblant plutôt à des cellules B MZ [578, 595]. Ces différences sont liées à 

l’environnement cytokinique qui contrôle la différenciation des cellules B. Bien que l’IFN-I 

amplifie la production d’IL-10 par les B1a néonatales, il stimule la production cytokinique 

des cellules Beff chez les adultes [594]. 

La balance entre les cytokines pro- et anti-inflammatoires produites par les cellules est un 

élément déterminant de la réponse immunitaire. Toute perturbation de cette balance peut 

engendrer l’apparition de maladies. 

Les effets bénéfiques de la déplétion B par l’anti-CD20 dans plusieurs maladies auto-

immunes (arthrite, lupus érythémateux disséminé LED) reflètent l’effet modulateur des 

cellules B durant l’inflammation [570]. La sclérose en plaque (SEP) est marquée par la chute 

de la sécrétion d’IL-10 par les cellules Breg [596] tandis que le lupus est associé à 

l’hyperproduction d’IL-10 par les cellules B MZ [597, 598]. Les cellules B reg sont aussi 

impliquées dans la lutte contre les infections (virales et bactériennes) et l’immunité anti 

cancéreuse [599]. Le TNF-a et la lymphotoxine agissent comme des facteurs autocrines de 

croissance des cellules B et des lymphomes de Burkitt [600]. Les cellules B isolées des 

patients, ayant une maladie auto-immune (hypergammaglobulinémie, maladie de Castleman, 

gammopathie IgM), secrètent des taux élevés d’immunoglobulines autant que d’IL-6 et de 

TNF-a [601]. La cellule B est la source majeure d’IL-6 qui aggrave les maladies auto-

immunes (surtout dans les maladies du système nerveux) [291] et la maladie parodontale 

[602] expliquant ainsi l’effet bénéfique de la déplétion des cellules B. La sécrétion 

cytokinique varie quantitativement et qualitativement d’une pathologie à l’autre. Les cellules 

B secrètent constitutivement de l’IL-8 dans la maladie de Crohn et la maladie parodontale, 

stimulant ainsi l’accumulation de neutrophiles et l’aggravation de la maladie. Des études 

récentes indiquent que les cellules B produisent des taux élevés d’IL-1b et de TNF-a dans les 

maladies inflammatoires [602]. En plus, la neutralisation du TNF-a inhibe la sécrétion d’IL-6 

et d’IgG par les cellules B sanguines des patients lupiques [603]. Par ailleurs, l’IL-6 et le 

TNF-a modulent l’expression de virus dans les cellules infectées (HIV) [601].  

Les LB peuvent aussi sécréter d’autres médiateurs comme le RANKL qui induit la 

différencation des ostéoclastes et la destruction de l’os, indépendamment des LT [602]. 

En résumé, la sécrétion cytokinique des cellules B dépend du contexte. Elle varie selon les 

conditions physiologiques [604]. En plus, la localisation des cellules B peut jouer un rôle 
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important dans la maintenance de l’inflammation chronique. L’infiltration tissulaire des 

cellules B, à des stades précoces, suggère la contribution de cellules B au recrutement d’autres 

cellules inflammatoires via la sécrétion de cytokines (obésite, diabète type2). Par contre, les 

cellules B sont dominantes seulement à des phases avancés de la maladie parodontale [602]. 

2.10.2 Présentation d’antigènes 

La cellule B peut contribuer aux maladies auto-immunes en se comportant comme CPA qui 

régule l’activité des cellules T. Cette interaction a été le sujet de nombreuses études. La 

déplétion des cellules B réduit l’activation des cellules CD4+ murines [605, 606]. Les LB sont 

capables de moduler l’activité des cellules T par un mécanisme nécessitant un contact 

cellulaire ainsi que par la sécrétion cytokinique (TNF-a) [303]. Les LB agissant comme CPA 

induisent la différenciation et l’activation des cellules T effectrices [568, 574, 607]. 

Elles expriment également plusieurs molécules co-stimulatrices telles que B7, CD40 et 

OX40L qui maintient l’activation des cellules T [608, 609]. 

Donc, les cellules B peuvent agir avec grande efficacité comme des cellules présentatrices 

d’antigènes. Elles contrôlent la polarisation et modulent l’activation des cellules T (par la 

sécrétion de cytokines telles que l’IFN-g, l’IL-4 et l’IL10) [591]. 

2.10.3 Néo-organogénèse 

Les cellules B sont compétentes pour entraîner la formation de structures lymphoïdes 

tertiaires dans les sites d’inflammation. Le déficit en cellules B altère les structures 

lymphoïdes locales (tissulaires) et systémiques (ganglions, organes lymphoïdes secondaire), 

réduit le nombre des follicules lymphoïdes spléniques [610] et entraîne l’absence de plaques 

de Peyer chez les souris [611, 612]. En outre, la déplétion des cellules B par l’anti-CD20 

supprime les formations ectopiques déjà existantes dans l’arthrite humaine et murine [613]. 

Les cellules B secrètent du TNF-a et de la LT-a qui contrôlent le développement des cellules 

folliculaires dendritiques [293, 614] et des follicules B [615] dans différents organes cibles 

des maladies auto-immunes [616]. Bien qu’il y ait plusieurs cellules capables de sécréter la 

LT-a [292],  sa propre sécrétion par les LB est essentielle et suffisante pour la formation de 

CDF ainsi qu’à la mise en place d’une réponse humorale efficace (primaire, secondaire et 

mémoire). En résumé, la cellule B assure un signal (LT-a) qui induit et maintient la formation 

du CG et qui permet la maturation des LB dans ces néo-structures [293, 294]. Les 

lymphocytes T déficients en LT-a peuvent contribuer à la formation du CG et la maturation 

périphérique normale des LB (commutation de classe) [293]. 

La contribution des LB à la formation des organes lymphoïdes a été élucidée dans les plaques 

de Peyer et l’intestin. Les cytokines LT-a et TNF-a libérées par les cellules B sont 

indispensables pour maintenir les follicules lymphoïdes [294, 296]. 

Ces formations lymphoïdes constituent des sites locaux d’inflammation, d’activation et de 

différenciation des lymphocytes T et B. Des formations lymphoïdes tertiaires avec des zones 

organisées de cellules B sont détectées dans la synoviale des patients atteints de polyarthrite 

rhumatoïde, les glandes salivaires dans le cas du syndrome de Sjogren, les reins des patients 

lupiques et au voisinage des ventricules cérébraux dans les patients atteints de SEP [617-621]. 
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Abstract: 

Animal models of atherosclerosis suggest that B cells have contradictory protective or pro-

atherogenic effects that are also subset- and context-dependent. To further understand the 

pathophysiology of human atheroma, we characterized local Ig production and functional 

properties of resident adventitial B cells in human arterial lesions. Ig repertoires were 

analyzed by RT-PCR in carotid endarterectomy samples. Cytokine, differentiation marker and 

transcription factor mRNA expression was studied on adventitial lymphocytes isolated by 

laser capture microdissection. In adventitia, B lymphocytes constituted diffuse infiltrates or 

formed small cell clusters. Ig sequence analysis revealed that individual samples contained 

each a limited number of B cell clones. Functional a and g mRNAs comprised the majority of 

H chain mRNAs. Clonal evolution of Ig V regions, expression of the cytidine deaminase AID, 

clonal H chain switch and an inverted l/k ratio of Ig L chain usage indicated that a local 

differentiation process was taking place in arterial walls. Clonotypic markers revealed 

different plaque and adventitia Ig repertoires and a B cell re-circulation between adventitia 

and draining lymph nodes. Most resident B lymphocytes are CD20 negative plasmablasts but 

lack markers of terminal differentiation to plasma cell (CD138 and Blimp-1). Microdissected 

adventitial B lymphocytes had an activated phenotype expressing IL-6, GM-CSF and TNF-a 

whereas IL-2, IL-4, IL-10, M-CSF and IFN-g were not detected. Oligoclonal adventitial B 

cells of atherosclerotic patients are mainly mature B2 lymphocytes presenting hallmarks of 

antigen-driven maturation and could act on inflammation and disease progression directly or 

by promoting polarization of other immune cells. 
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Introduction: 

 

Atherosclerosis is characterized by a lipid initiated chronic inflammation of vascular walls 

involving both innate and adaptive immune cells in the pathophysiologic process (1). 

Macrophages recruited in tunica intima play a crucial role during initial steps of 

atherosclerosis by up taking modified lipoproteins (mainly oxidized LDL (oxLDL)
4
) leading 

to foam cell formation, a hallmark of arterial lesions (2). Macrophages participate to 

inflammation by secreting cytokines, growth factors and enzymes that increase plaque 

instability. The adaptive immune system is also involved in atheroma development (3). T 

cells are present within plaques at all stages of the disease. Activated TCRαβ+ CD4+ cells 
constitute the dominant T lymphocyte population in vascular lesions and are mainly of the T 

helper 1 (Th1) type. Natural regulatory T cells (Treg) or induced peripheral Tregs efficiently 

inhibit experimental atherosclerosis development in several experimental models whereas 

Treg depletion aggravates plaque formation (4). Accordingly, immune-mediated 

inflammation in atherosclerosis has been initially envisioned as solely orchestrated by T cells. 

However, B cell depletion in animal models has recently challenged this conclusion (5, 6). 

B cells home in adventitia of normal arteries as the result of a partially L-selectin dependent 

physiologic process (7). B lymphocytes represent a minor component of tunica intima in 

normal as well as atherosclerotic vessels (7-13). However, B lymphocytes and plasma cells 

accumulate in lamina adventitia adjacent to arterial plaques of human patients and of 

atherosclerosis prone mice and their number generally parallel the severity of vascular lesions 

(8-15). The structural organization of the inflammatory infiltrates ranges from solitary cells 

and small lymphoid cell clusters in early lesions to densely clustered cellular aggregates in 

advanced atherosclerosis. Such an organization suggests a local B cell maturation. Whether B 

lymphocytes are a major cell population in these tertiary lymphoid structures remains 

controversial. 

B cells have originally been presented as atheroprotective. Indeed, B cell deficiency in Ldlr 
-/-

 

mice was associated with an increase in arterial lesion area (16). Moreover, splenectomy 

aggravates plaque formation in aortas of Apoe 
-/-

 mice whereas reinfusion of splenic B cells 

limits disease progression (17). Part of the B lymphocyte related protection depends on Ig 

production. Impaired maturation of innate-like B1 and marginal zone (MZ) B cells producing 

natural antibodies, and particularly anti-OxLDL IgM of the T15 clonotype, accelerates 

atherosclerosis in hyperlipidemic mice (18). Presence of protective IgG and IgA has been 

demonstrated in sera of laboratory animals immunized with OxLDL (19, 20). However, titers 

of anti-OxLDL IgG correlate well with atherosclerosis severity in mouse models (21-23) 

whereas findings in humans are controversial (24, 25). Two independent reports have 

demonstrated the proatherogenic role of conventional B2 B lymphocytes (5, 6). This apparent 

discrepancy with earlier concepts is likely due to the fact that splenectomy selectively 

depletes B1a cells whereas anti-CD20 antibodies preferentially target mature B2 lymphocytes 

(26, 27). Whether B2 cells exert their proatherogenic effects by reducing T lymphocyte 

activation or from their own right is still an unresolved question. Recently, the protective role 

resident B lymphocytes in diseased arterial wall was shown to be subset- and context-

dependent (28). 

Herein, we have characterized Ig repertoires and functional properties of arterial wall 

infiltrating B cells in advanced human atherosclerosis, with a special emphasis on the 

adventitial population. We demonstrate that most resident B lymphocytes expressed switched 
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isotypes of Ig heavy (H) chains (frequently and sometimes exclusively of the IgA type) that 

also featured hypermutated variable (V) regions. B cell responses were oligoclonal with a bias 

for a recurrent utilization of some particular V region genes. Clonal diversification of V 

regions by additional somatic mutations, clonal H chain switch, inversion of the l/k ratio of 

light (L) chain usage and activation-induced cytidine deaminase (AID) expression witnessed a 

skewed recruitment and an in-situ maturation of arterial wall B cells. The resident B2-type 

lymphocytes were CD20 negative activated plasmablasts expressing IL-6, GM-CSF and TNF-

a. 
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Materials and Methods: 

Patients and Surgery: Tissues from patients undergoing carotid endarterectomy (CEA) were 

obtained from the Montpellier-Nîmes University Hospital. Patients (n=19, 7 women and 12 

men) were aged from 52 to 86. They all gave written informed consent according to our 

university hospital ethical committee guidelines. The surgical procedure to ablate vascular 

lesions involved dissection though the tunica media. Therefore, the resulting tissue samples 

further termed “plaque” contain the intima and a portion of the smooth muscle cell layer. A 
sample of tunica adventitia was obtained from each patient. When requested by the surgical 

protocol, one of the deep lateral cervical lymph nodes (n=6) was removed and included in our 

analysis. 

Laser-Capture Microdissection (LCM): Carotid endarterectomy samples (n=6, patients 14 

to 19) were immediately extensively washed in PBS, immersed in RCL2 fixative (Alphelys, 

Plaisir, France) and embedded in paraffin as previously described (29). Tissue sections (7 µm 

thickness) were affixed onto Superfrost glass slides, deparaffinized for 5 minutes in absolute 

ethanol at 60°C and then stained by hematoxylin and eosin in RNase-free conditions. Sections 

were then kept in a desiccation chamber for at least 15 minutes. LCM was then performed 

using a PixCell II apparatus (Arcturus Molecular Devices) of the microdissection platform of 

the CHU Montpellier, Laboratoire de Biologie Cellulaire et Hormonale, Hôpital Arnaud de 

Villeneuve, Montpellier, F-34000 France. The different specimens of patients 14, 16 and 19 

were obtained from different sections in temporally independent experiments. Depending on 

the sample, 60 to 1,340 spots were collected, corresponding to 100 to 2,500 mononuclear cells 

of lymphocytic appearance. The caps containing the thermolabile polymer-cell composites 

were affixed on 0.5 ml tubes containing 400 µl of Qiagen® RLT buffer, reversed to maintain 

contact between cells and buffer for 1 hour at room temperature. To ensure optimal nucleic 

acid recovery, tubes were subsequently placed 30 min in an oven at 42°C, in wet atmosphere, 

then vortexed and centrifuged. 

Immunohistochemistry: Anti-CD3e (Confirm
TM

, 2GV6, Ventana) and anti-CD20 

(Confirm
TM

, L26, Ventana) monoclonal antibodies were used on 3 mm thick sections of RCL2 

fixed tissues. RCL2 is an alcohol based formalin free fixative suitable for subsequent nucleic 

acid studies but some difficulties may arise and cause discrepancies in immunohistochemial 

reactivity for certain antigens
 

(30). As indicated by the manufacturer 

(http://www.alphelys.com/alph01/prod/rcl2/us/rcl2_histo.php) and in our hands too, the use of 

anti-CD19 or anti-Ig H chain antibodies resulted in inconstant staining, precluding their 

validation as reliable reagents in this particular experimental setting. 

RNA Extraction: Portions of the plaque samples corresponding to intraplaque hemorrhage, 

thrombosis or necrosis were eliminated to minimize contamination by non-resident cells. 

Before preparation of whole tissue extracts, adventitia and plaque specimens (n=13, patients 1 

to 13) were throughoutly washed with PBS to eliminate blood cells and chopped into small 

pieces. Tissue fragments were resuspended in Tripure® isolation reagent (Roche) and 

homogenized with a Polytron® apparatus. Samples were then processed to extract RNAs 

according to the manufacturer protocol. RNAs were prepared from microdissection samples 

using Qiagen® QIAshredder system and RNeasy mini kits. 
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Reverse Transcription: 300 ng RNA (adventitias and plaques) or the totality of extracted 

RNAs (microdissections) were denaturated 5 mn at 70°C and reverse transcribed in a total 

volume of 40 ml containing 2 ml of dNTP mix (10 mM each), 8 ml 5x buffer, 4 ml 0.1M DTT, 1 

ml oligo-dT primer (1 mg/ml) and 1 ml Superscript III reverse transcriptase (Invitrogen®) for, 

40 min at 37°C, 40 min at 40°C and 40 min at 42°C. RT was heat inactivated for 15 min at 

70°C. 

PCR amplification: PCR was carried out with specific primers (see detailed list in 

Supplemental Fig. S1) and thermostable DNA polymerases (recombinant Taq polymerase, 

Invitrogen or Ex Taq polymerase, Takara). Reactions (50 µl) were amplified using the 

following protocol: one cycle of 94°C for 10 min; 26 (32 or 36) cycles of 94°C for 45 s, 55°C 

for 30 s and 70°C for 1 min 30 s and one cycle of 10 min at 72°C. In some instances, second-

round PCRs were performed with specific immunoglobulin nested primers using the same 

protocol with 26 cycles. All the primer pairs combinations used in this study yield readily 

detectable amplification products in single round PCRs (32 cycles) using total spleen cell 

cDNAs as templates. 

The RT-PCR system designed to characterize expressed Ig sequences is based on the 

utilization of 14 VH, 13 Vk and 15 Vl upstream primers able to amplify almost full-length 

open reading frames belonging to all known V region families. Reverse primers were chosen 

sufficiently downstream to allow, when necessary, the unambiguous identification of the 

classes and subclasses of expressed constants regions. 

Cloning: PCR products were characterized on 2% agarose gels, purified as recommended by 

Quiaquick® and cloned into PCR II Topo vector (Invitrogen). Ligation reactions were 

transfected to competent E. coli, by heat shock at 42
o
C for 1 min as recommended by the 

manufacturer. Transformed bacteria (100 ml) were plated onto LB Petri dishes containing 100 

mg/ml ampicillin and 0.17 mg/ml X-Gal. 

Plasmid preparation and sequencing: Plasmids were extracted from bacteria following an 

alkaline lysis protocol. Nucleic acid sequences were commercially purchased from MWG®. 

Mutation analysis of the variable region sequences were performed using the V Quest 

software of the international ImMunoGeneTics information system®, (IMGT®, 

http://www.imgt.org (31)). Fully annotated nucleotide sequences of the adventitial Ig H and L 

chain cDNAs have been deposited in EMBL database 

(http://www.ebi.ac.uk/embl/Access/index.html). 
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Results: 

1- Lymphoid cells in arterial wall samples: 

Plaque specimens were 3 cm long on average and comprised most of the carotid artery 

circumference which greatly differed in size for each patient. They often contained 

hemorrhagic, necrotic and calcified areas. Adventitial tissue samples were more homogenous 

upon macroscopic examination, had a crescent shape (5 mm length, 4 mm maximal width and 

2 mm thickness) and weighted 15-30 mg. Due to the discontinuity and heterogeneity in 

inflammatory elements and fibrous content, total cell count in specimens used for whole 

tissue RNA extraction were almost impossible to achieve in intimal plaques and could only be 

determined indirectly in adventitias. For the latter, estimations made from representative 

hematoxylin-eosin stained slides used for LCM (3 patients) resulted in figures ranging from 5 

to 15 10
5
 nucleated cells per adventitia specimen. Cells with a lymphocyte or plasma cell 

morphology accounted for 10% to 30% (plaques; 4 patients) or for 30% to 70% (adventitias; 

3 patients) of the total cell content. Immune cells were mainly found close to vasa vasorum 

and often formed diffuse infiltrates but were sometimes organized in small cell clusters 

containing up to 400 lymphoid cells (Fig. 1). We did not observe structures that could 

resemble high endothelial venules. 

2- B cells in arterial walls preferentially express IgA and IgG: 

In the arterial walls of a first group of 13 patients, an overall assessment of H chain isotype 

expression was achieved by RT-PCR amplification of Ig transcripts using joining (J) and 

constant (C) region primers. All adventitial whole tissue extracts but one contained Ig 

mRNAs whereas 3 plaques lacked completely Ig expression and 2 contained only trace 

amounts of Ig transcripts (Fig. 2). Alpha H chain mRNAs were present in all adventitia 

specimens that expressed Ig and were the sole IgH transcripts in 3 cases. In many instances, 

the JH-Ca amplification products appeared as doublets, due to the difference in length 

between the a1 and a2 hinge regions, indicating that both isotypes were concomitantly 

produced. This finding was further confirmed by RT-PCR using a subclass specific primers 

and digestion of the amplification products with the Pst1 restriction enzyme that cleaves the 

CH1 a1 but not the CH1 a2 sequence (not shown). Nine adventitial specimens contained g 

chain transcripts (Fig. 2). Subclass-specific PCR primers identified the existence of g1 

transcripts in all of them whereas g2 mRNAs were found only in 7 samples. Trace amounts of 

g3 mRNAs were sometimes present and there were no g4 transcripts (not shown). Five 

adventitia samples contained m H chain transcripts and low amounts of d H chain mRNAs 

were found in 3 of them (Fig. 2). There were no functional e H chain mRNAs. Thus, in a 

majority of samples, the absence of m and/or d mRNAs ruled out a possible blood cell 

contamination and the isotype distribution was evocative of some degree of selection amongst 

resident B lymphocytes. This conclusion was also supported by observation of only 4 cases of 

concordant Ig H chain expression patterns between individual patient adventitia and plaque 

samples (Fig. 2). Further insights on Ig H chain expression were obtained by analyzing 10 

microdissection samples from arterial tissues of a second group of 6 patients. Plaque and 

adventitia lymphocytes isolated by LCM all expressed at least one H chain isotype. Ig a and g 

chain transcripts were indeed predominant and only 2 specimens contained m mRNAs (Fig. 

2). Interestingly, different H chain isotypes were expressed by 2 independent nodular cell 

aggregates from patient 16: m type transcripts were exclusively found in the adventitial one 

whereas a mixture of a and g mRNAs was present in the intimal one (Fig. 2). 
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3- Adventitia is populated by low number of B cell clones: 

We then examined the Ig VH and VL region repertoires of adventitial B cells in samples 

representative of different H chain isotype distributions (IgM+G+A producers: patients 4 and 

6, IgG+A producers: patients 5 and 9, IgA only producers: patients 10 and 12; none of the 

selected samples contained d chain transcripts). Using our RT-PCR amplification system of 

full length V regions, the total number of amplified bands detectable in each patient adventitia 

ranged from 2 to 16 for the cumulated H chain isotypes (Fig. 3A), from 0 to 7 for k L chains 

and from 2 to 10 for l L chains (these numbers include consideration of some very weak 

bands) (Fig. 3B). For a given adventitia, numbers of H and L amplification products were 

generally in good correlation with sometimes a slight excess of L chains that may be due 

either to a more efficient amplification of the shorter L chain mRNAs, to certain degree of 

promiscuity in VL primers or to the presence of non-functional transcripts (see below).  

To assess their homogeneity, we cloned and sequenced a number of representative PCR 

products. The Ig H and L chain transcripts had an open reading frame throughout the entire 

V(D)J and constant regions (except for 2 independent l L chain mRNAs from patient 5 that 

contained a frame shift mutation in CDR3 resulting in the appearance of a premature stop 

codon in the constant region) and therefore could encode functional proteins. Iterative 

sequencing of 18 VH PCR products yielded a single sequence in 15 cases and two different 

sequences in 3 samples. In all cases, the amplified sequences strictly corresponded to the VH 

(sub-) family specified by the upstream oligonucleotide. Therefore, 83% of the VH 

amplification products were homogeneous, making the enumeration of DNA bands on 

agarose gels a fair estimation for the number of B cell clones actually present in the arterial 

wall samples. DNAs of 13 VL bands (4 k and 9 l) were also cloned and sequenced: 50% 

corresponded to a single sequence and 50% to two sequences. However, several duplicated 

sequences were explained by some promiscuity within VL oligonucleotides leading to the 

redundant amplification of certain L chain transcripts. In all adventitias but one (patient 5) 

there was a majority of Ig l over Ig k clones (overall ratio 70.6% l vs 29.4% k). Taken 

together, these results indicate that each adventitial sample contained a limited number of B 

cell clones. 

4- Adventitial B cells preferentially express a limited set of hypermutated VH regions: 

When results from all patients under study were aggregated, the majority of expressed V 

regions belonged to the VH3, VH4 and VH5 gene families (Supplemental Fig. S2). 

Nevertheless, the observed frequencies were not significantly different from those expected 

from random gene usage. However, a preferential usage of a small number of specific 

individual family members accounted for the overrepresentation of VH3 sequences: the VH3-

23 gene that is normally expressed by 6-7% of blood B cells (32) contributed for 30% of 

cumulated adventitial VH3 sequences and was present in the arterial wall samples of 4 out of 

the 6 analyzed patients. VH3-66 was found in three instances and VH3-73 twice. Thus more 

than one half (58%) of the VH3-IgH sequences came from only three individual VH genes. 

Conversely, no particular DH or JH region appeared to be preferentially expressed. 

Whereas only two m H chain mRNAs contained unmodified VH, DH and JH germ-line 

regions, all the other Ig transcripts featured extensive somatic modifications. In the g, a and 

one m mRNAs, the number of mutations ranged from 7 up to 39 per sequence (average 21) for 

the sole VH portion. Somatic diversification was further extended by N and P insertions and 

numerous DH mutations (Supplemental Fig. S2). The VL regions were also targets for 
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somatic mutations (7-21 per V region in k chains and 9-21 in functional l chains) 

(Supplemental Fig. S2). 

5- Arterial wall B cells present hallmarks of local adaptive maturation and selection: 

Expression of AID was detected in 3 adventitias (whole tissue extracts from patients 3 and 12 

and some microdissected cells from patient 16) and two plaques (patients 4 and 6) (Fig. 4 and 

Supplemental Fig. S3). Interestingly, in patient 16, AID was expressed in the adventitial 

diffuse cell infiltrate (sample 16b) but was not detected within B cell clusters producing IgM 

only (adventitial sample 16a) or IgG and IgA (plaque sample 16c). Transcripts resulting from 

a clonal H chain class switch event were evidenced in patient’s 9 tunica adventitia: a fully 
identical VH-DH-JH sequence was associated either to a Cg1 or a Cg2 region (Supplemental 

Fig. 4). In the same sample, two clonally related IgA1 mRNAs featured a common 

complementarity determining region (CDR) 3 sequence resulting from a VH3-23-DH2-15-

JH4 rearrangement whose formation has necessitated the incorporation of 13 non template 

(N) nucleotides and 2 mutations in the D region. However, they were representative of two 

divergent subclones having accumulated independent mutations in FRs and CDR 1 and 2 

regions (23 differences leading to 13 amino-acid replacements; Supplemental Fig. 4). Two 

different IgA1 transcripts from patient 4 and 9 shared the same nucleotide sequence in their 

VH3-23 portion, including 7 identical mutations in CDR2 and a germ line CDR1. Yet their 

CDR3 regions were dissimilar, using 2 different DH regions (Supplemental Fig. 4). Within L 

chain transcripts of different patients, it was also possible, in two cases, to identify common 

CDR3s either at the DNA or at the protein level (Supplemental Fig. 4). In both instances, the 

V genes that contributed the final CDR3 sequences were different. 

In a limited number of patients, using oligonucleotides specific of individual CDR3 sequences 

as clonotypic identifiers, we could design RT-PCRs that allowed detection of the traffic of 

certain lymphocyte clones between adventitias and available draining lymph nodes (Fig. 5). 

We were able to re-clone, from patient 6 lymph node RNAs, a number of VDJ cDNAs 

corresponding to the 06_59A and 06_60A prototypes already identified in adventitia. 

Whereas all the 06_59A related sequences remained fully identical, members of the 06_60A 

family presented signs of ongoing clonal maturation (Supplemental Fig. 4). Of note, the 

inserted Arg 60 in somatically diversified 06_60A family sequences is specified by different 

codons that may indicate a strong selective pressure for the maintenance of this mutation. 

Using this approach, we also found that plaque and adventitia repertoires were essentially 

different (Fig. 5 and data not shown) thus confirming the observed difference in H chain 

isotype expression. 

6- Most adventitial B lymphocytes are representative of late stages of differentiation and 

express pro-inflammatory cytokines: 

Immunohistochemical staining by anti-CD3 and anti-CD20 antibodies of arterial wall tissue 

sections revealed 0.5-2% and <1% positive cells respectively in plaque samples and even 

lower percentages in adventitia (data not shown). Thus, this combination of T and B cell 

markers only identified a small proportion of the resident lymphocytes. For there was some 

uncertainty about arterial wall B lymphocyte surface CD marker detection by 

immunohistochemical techniques (11, 33, 34) and since anti-Ig reagent utilization could also 

identify non-B cells bearing Ig loaded Fc-receptors, we decided to microdissect cells in 

lymphoid infiltrates by simply selecting on morphological criteria. The LCM specimens (5 

adventitias and 5 plaques) corresponding to 100 - 2.500 cell equivalents were surprisingly 
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homogenous in term of lineage marker expression: samples all contained transcripts coding 

for Igs (Fig. 2) and the short isoform of CD79b whereas CD3e, CD11b or CD11c mRNAs 

were under the threshold of detection in our reactions (Fig. 4). This indicated a predominance 

of B lymphocytes within the LCM samples since T and monocytic cell lineage markers (CD3e 

and CD11b transcripts) could be detected in the arterial wall whole tissue extracts 

(Supplemental Fig. 3). In addition, the captured cells did not contain CD5, CD20 and CD138 

transcripts (Fig. 4). This result was confirmatory of data obtained on total arterial mRNAs 

showing that expression of these molecules was infrequent in arterial wall lesions 

(Supplemental Fig. 3). CD27 transcripts, were also absent from microdissected B cells (Fig. 

4) whereas they were indeed contributed by other cell types in total adventitia extracts 

(Supplemental Fig. 3). Finally, B cell differentiation reciprocal and antagonistic transcription 

factors BCL6 and Blimp-1 were not expressed by LCM cells (with one exception for the 

latter). In summary, adventitial B cells mostly express switched IgH isotypes with 

hypermutated V region and their phenotype is compatible with their classification as 

plasmablasts. 

Within the complex array of cytokine transcripts present in whole tissue extracts 

(Supplemental Fig. 3), LCM of arterial wall lymphocytes allowed identification of a more 

restricted pattern of expression. Several adventitial and plaque LCM samples that featured B 

cell related mRNAs also contained transcripts coding for the pro-inflammatory cytokines IL-

6, GM-CSF and TNF-a (Fig. 6). Conversely, IL-1b, IL-2, IL-4, IL-10, IL-12, IFN-g, M-CSF, 

TGF-b, lymphotoxin A and lymphotoxin B mRNAs were never detected within 

microdissected cells (Fig. 6 and data not shown). 
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Discussion: 

 

In atherosclerosis, lymphocyte infiltration in the adventitia has been known for a long time 

(35, 36) but description of its B cell component is more recent (7-13). Adoptive transfer 

experiments showed that vascular wall B lymphocytes constitutively home within arterial 

regions prone to lesion development (6, 7, 15, 28) indicating a high degree of specialization. 

However, many of the properties of these resident B cells remain to be described. Herein, we 

addressed the question of local Ig production for all H chain classes. Interestingly, adventitial 

IgA producing lymphocytes are an integral feature of the local immune response and are 

frequently associated to IgG expressing cells whereas IgM producing cells are often missing. 

IgA is definitely the dominant isotype produced by mammalian organisms but is mainly 

found in mucosal tissues; its presence in artery wall is more surprising. Whether IgA 

achieves, in this peculiar location, immune protection while avoiding deleterious 

inflammation and local tissue damage, as it does in the gut, remains to be determined. Both 

IgA1 and IgA2 are produced in arterial walls and distribution of a1 (n = 10) and a2 (n = 2) 

sequences in adventitia transcripts is close to that observed in blood where IgA1 represent the 

major (90%) IgA subclass (37). Arterial wall resident immune response associates production 

of IgG1 (the prototypic isotype of immune responses to T-dependent protein antigens (38)) 

and IgG2 (the major isotype elicited by T-independent polysaccharide antigens). These IgG 

subclasses also differ by their cytophilic properties. B cell maturation towards production of 

IgG1, IgG2 or IgA each involves different cytokine micro-environments requiring IL-4, IFN-g 

and TGF-b respectively and genes encoding these cytokines were actively transcribed in the 

arterial walls under study (not shown). 

Diversity of Ig expression within arterial wall has been evaluated only in human but was 

differently appreciated. Walton et al found a polyclonal BCR repertoire in 24/25 cases of 

abdominal aneurysms (10). On the other hand, Burioni et al demonstrated an oligoclonal 

expansion and evolution of local IgG1/k producing intimal lymphocytes interpreted as signs 

of antigen-driven maturation (39). Interestingly, VH3-23 or VH3-73 were the most 

represented VH genes in 4 out of the 6 intimal plaques examined in this latter study, but their 

CDR3 regions generated by the recombination process differed from those we found in 

adventitias. We show herein that low numbers of B cell clones populate the adventitial 

specimens. However, this conclusion needs to be balanced by taking in account the patchy 

nature of lymphocyte infiltration in arterial lesions. Moreover, since structure and 

inflammatory cell composition of diseased arterial wall may differ according to anatomic 

location (15), extrapolation of results to a whole organism has to be made with caution. 

Interestingly, the question of clonality of resident T cells in atherosclerotic lesions has also 

been addressed with contrasting results. Initial data pointed to a polyclonal origin for T cells 

in plaques (40, 41) but more recent studies demonstrated that resident T cells were locally 

activated and expanded and recognized oxLDL and heat shock protein (HSP) using a 

restricted TCR repertoire (42, 43). 

BCR sequence analysis indicated that only a minority of adventitial B cells used germ-line 

VDJ regions and could therefore be classified as innate-like B1 or marginal zone (MZ) B 

lymphocytes. Accordingly, LCM isolated B cells did not feature the CD5 and CD27 markers 

present respectively on B1a and MZ sub-populations. By far, mutated VDJ sequences 
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identified a great proportion of resident B cells as fully differentiated B2 lymphocytes 

expressing switched isotypes. However most of these B cells were not yet committed towards 

a memory or plasma cell phenotype since they respectively lacked CD27 and BCL-6 or 

CD138 and Blimp-1 expression. The absence of CD20 expression by a majority of adventitial 

B cells may allow their classification as plasmablasts or early plasma cells (44). 

Evidence of local differentiation of B lymphocytes gathered by the present study includes 

recurrent preferential utilization of certain VH genes, clonal diversification by additional 

somatic mutations, similarities in CDR sequences between independent B cells, clonal H 

chain switch and inversion of the l/k ratio of L chain utilization. AID that mediates somatic 

hypermutation and H chain class switch is, at a first glance, inconstantly present in arterial 

wall samples. However, this enzyme is normally expressed during limited steps of B cell 

differentiation and its detection in samples that are snapshots of long lasting lesions indicates 

that it likely plays a role in the natural history of the disease. Taken together, our results 

suggest the existence of an adaptive selection and it is tempting to speculate that resident 

adventitial B lymphocyte differentiation is an antigen-driven process. Indeed preliminary 

experiments in our laboratory with genetically engineered reconstructed adventitial antibodies 

indicate that they react with discrete components of arterial wall cell extracts. 

B cells traffic regionally between adventitia and cervical lymph nodes. Despite limitations 

due to the human model (only a restricted portion of the arterial wall and a single lymph node 

can be examined per patient) and the low number of lymphocytes under study, clonally 

related B cells were easily found in different anatomic locations. It remains to be determined 

if B cells expressing isotypes other than IgA also circulate and if vascular wall lymphocytes 

can home in more distant lymphoid organs. In an individual arterial lesion, both CH and VH 

region expression differed between plaque and adventitia confirming the limited 

inflammatory cell traffic observed between these compartments in mouse atherosclerosis (15). 

Animal models have shown that B lymphocytes impact on atherosclerosis physiopathology by 

different mechanisms. Natural anti-Ox-LDL IgM produced by B1a cells attenuate whereas B2 

cells (directly or indirectly) promote atherosclerosis (5, 6, 26). However, adventitial B 

lymphocytes may be also early responders to atherogenic signals, limiting macrophage 

accumulation in intimal plaque through local production of anti-inflammatory cytokines (28). 

Results herein, obtained in a different context (advanced end stage lesions of aged patients), 

suggest different conclusions. Human arterial wall B cells produce GM-CSF which is known 

to be a regulator of lesional dendritic cell accumulation and differentiation (45). GM-CSF is 

one of the general determinants of macrophage polarization towards the pro-inflammatory M1 

phenotype (46, 47) and is also clearly associated with IL-17-producing helper T cells (Th17 

cells) pathogenicity (48). A correlation of Th17 cell frequencies with the extend and severity 

of carotid artery plaques has been established recently (49). Resident B cells produce IL-6 and 

TNF-a. Elevated serum levels of these cytokines are generally found in patients having poor 

prognosis or more severe arterial lesions (50, 51). Animal models aimed to decipher the role 

of IL-6, TNF-a and GM-CSF in atherosclerosis are far to be fully conclusive since 

experimental settings (feeding diet, location of the lesions and sex of the animals) largely 

determine the outcome of lesion evolution (52-59). In this study we show that IL-6, TNF-a 

and GM-CSF production is inconstant but characteristic of resident B cells whereas the lack 

of expression of the other tested cytokines is a permanent feature. Whether the observed 

differences also reflect discrete stages of arterial lesion evolution remains to be determined. 
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Indeed different cell types can synthesize these cytokines but IL-6 producing B cells were 

recently demonstrated to be major contributors to the pathogenesis of well-known T cell–
mediated autoimmune conditions (60). Finally, the pattern of cytokine production by resident 

B cells described here does not fit well with the classification of effector B lymphocytes (61) 

in Be1 B cells (producing the pro-inflammatory Th1 type cytokines IFN-g, IL-2 and IL-12) 

and Be2 B cells (producing the Th2 type cytokines IL-4, IL-6 and IL-10). Rather, resident B 

lymphocytes have an activated phenotype close to the one observed after in vitro B cell 

combined stimulation of the CD40 and BCR pathways (62). 

Data herein are indeed compatible with B cells being a major component of the adventitial 

lymphocyte population within the severe carotid lesions of many patients, in agreement with 

the observations indicating that B cell parietal infiltration increases with progression of 

atherosclerosis (11, 15). The tertiary lymphoid tissue that develop in chronically rejecting 

heart allografts are predominantly B cell in origin or have compartmentalized B/T areas (63). 

AID and switched isotypes are expressed in the lymphoid structures within those grafted 

hearts. B lymphocytes also formed a prominent part of the inflammatory cells in renal 

transplants (64) or kidney diseases (65). A fundamental pathogenic role for B cells was 

demonstrated in human diseases such as type 2 diabetes or periodontal disease (66) and in 

obesity-associated insulin resistance and glucose intolerance (67). Our results strongly 

suggest that B cells may be also important contributors in the physiopathology of human 

atherosclerosis. 

Reduction of arterial lesion burden by anti-CD20 ablation of B lymphocytes in mouse 

atherosclerosis has raised the question of its possible use for disease management in human. 

Our data indicate that most resident B cells, that produce potentially deleterious cytokines, 

may not be suitable targets for global deletion protocols at end stages of the disease. 

However, modulating functional properties of arterial wall resident lymphocytes may still 

represent an interesting therapeutic option provided further understanding of B cell subset 

physiology was achieved, allowing selective therapeutic approaches.  
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Legend to Figures: 

 

 

 

Figure 1: Morphology of arterial wall lymphoid infiltrates and Laser Capture Microdissection. 

A: Diffuse lymphoid infiltrate in the vicinity of a vasa vasorum (arrow) in patient 15 

adventitia. Magnification 100x. 

B: Nodular lymphocyte aggregate in patient 16 adventitia. Magnification 200x. 

C and D: Examples of LCM of patient 15 (C) and 14 (D) adventitial diffuse lymphoid 

infiltrates at different cell densities. Before (1) and after (2) laser shot; captured cells in cap 

(3). 
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Figure 2: Expression of Ig H chain isotypes in atherosclerotic lesions. 

Single round RT-PCR (32 cycles; adventitias and plaques) or nested RT-PCR (32 and 26 

cycles; microdissections) using a forward JH primer with class-specific CH reverse primers. 

Microdissected cells in patient 16a and c samples were obtained from 2 independent 

adventitial and plaque nodular lymphocyte aggregates whereas all the other LCM specimens 

were representative of diffuse lymphoid infiltrates. Sequencing of patient 3 JH-CH e PCR 

products identified amplification of sterile transcripts due to a cross-reaction between the JH 

primer and the germ line sequences. RNAs extracted from normal individual peripheral blood 

lymphocytes (PBL) or absence of RNA template (CT) are respectively used as positive and 

negative controls. The empty lane present on original gels between these 2 controls has been 

removed. Since samples were anonymized during this study, gel images corresponding to 

microdissections in Figure 2, 4B and 6 have been recomposed from original gel photographs 

to achieve coherent numbering of patient’s specimens. 
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   B 

                   

 

Figure 3: Adventitia samples each contain a limited number of B cell clones. 

A: Nested RT-PCR (32 and 26 cycles) using forward VH family specific primers and reverse 

Cm, Cg and Ca reverse primers. Templates are constituted by RNAs extracted from 

adventitias representative of the different IgH isotype distributions (2 in each group: 

IgM+IgG+IgA producers, IgG+IgA producers, IgA producers). The same analysis performed 

on RNAs extracted from normal individual peripheral blood lymphocytes (PBL) is given for 

comparison. 

B: Single round RT-PCR (32 cycles) using forward Vk or Vl family specific primers and 

respective Ck or Cl reverse primers. Patients are analyzed in the same order as in Figure 3A. 
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Figure 4: Markers of cellular differentiation in microdissected lymphoid cells. 

Nested RT-PCR (32 and 26 cycles) performed on total RNAs obtained from microdissected 

lymphoid cells using specific primer pairs. Reactions resulting in undetectable amplification 

product were further amplified up to 50 cycles in the secondary rounds and remained negative 

(not shown). CT: control reaction in the absence of RNA template.  
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Figure 5: B lymphocyte traffic between adventitia and draining lymph nodes. 

Single round RT-PCR (32 cycles) was performed on adventitia, plaque and available 

autologous draining lymph node using forward oligonucleotides specific of individual CDR3 

sequences and reverse class-specific Cm, Cg or Ca primers. A: adventitia, P: plaque, LN: 

lymph node 
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Figure 6: Arterial wall B lymphocytes preferentially express pro-inflammatory cytokines. 

Nested RT-PCR (32 and 26 cycles) performed on total RNAs obtained from LCM arterial 

wall lymphoid cells using specific primer pairs. IL-4 and IL-10 PCRs are shown as 

representative negative results. CT: control reaction in the absence of RNA template. 
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Supplementary data 

 

Figure S1: Primers used for PCR amplification 

 

Figure S2: V, (D), J and C region usage in Ig H and L chain produced in representative 

adventitial samples. 

The first two digits in sequence identification correspond to patient numbering. Identical VH 

region genes are identified in shades of grey. Numbers of mutations are given for cumulated 

FR1+2+3 regions and CDR 1+2 regions (H chains) or CDR 1+2+3 regions (L chains). Color 

code for CDR3 sequences: red: V region; green: N nucleotides; black: D region; blue: J 

region. Mutations in L chain sequences are in lower case letters. V, N, D and J nucleotides 

were identified using IMGT V-Quest software. 

# : nonfunctional transcript 

 

Figure S3: Cytokine, differentiation marker, AID and transcription factor expression in 

patient’s adventitias and plaques. 

Nested RT-PCR (32 and 26 cycles) performed on whole tissue RNAs using cytokine (A), 

differentiation marker (B) and AID and transcription factor (C) specific primer pairs. CT: 

control reaction in the absence of RNA template. All PCRs were performed on the same day 

and with the same reaction mixtures used to amplify the corresponding transcripts in 

microdissected cells and thus also served as positive controls for the relevant experiments. 

The b-actin positive control in panel C corresponds to single round PCRs (32 cycles). 

 

Figure S4: Sequence analysis of Ig transcripts demonstrating local maturation of resident B 

cells. 

In all sequences – indicates an identity. * indicates a gap. 

A: Clonal H chain class switch in patient 9 adventitia. 09_23B and 09_15C cDNAs each 

contained a 100% identical VH3-72*01-DH3-9*01-JH5*02 sequence, associated respectively 

to a Cg1 or a Cg2 region. CDR and CH sequences are over lined. Sequence differences 

allowing g H chain subclass identification are underlined. CDR and CH1 sequences are over 

lined in light and dark grey respectively. 

 

B: Clonal diversification in patient 9 adventitia. The IgA1 mRNAs 09_66A and 09_88B 

featured a common CDR3 sequence resulting from a VH3-23*01-DH2-15*01-JH4*02 

rearrangement whose formation has necessitated the incorporation of 13 N nucleotides (over 

lined in dark grey and underlined) and 2 mutations in the D region (over lined in light grey). 

However, 09_66A and 09_88B cDNAs had each accumulated independent mutations in FRs 

and CDR 1 and 2 regions (23 differences leading to 13 amino-acid replacements; over lined in 

light grey) that indicate a further somatic diversification of this B cell clone. 
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C: Shared CDR1 and 2 sequences between Iga1 transcripts of patient 9 (09_88B) and patient 

4 (04_58A) using identical VH3-23 and JH4 sequences but different DH2-15 and DH3-10 

regions respectively. CDRs are over lined. Somatic mutations in CDR2 09_88B sequence are 

under lined and in bold characters. 

D: Common CDR3 sequence at the DNA level between patient 10 (10_61A) and patient 12 

(12_75A) l L chain transcripts. Somatic mutations compared to germ line sequences are over 

lined. 

E: Creation of an identical Ig l CDR3 protein sequence by independent IGLV2-8*01-

IGLJ3*02 (cDNA 09_83A) and IGLV2-11*01-IGLJ3*02 (cDNA 12_76B) rearrangements 

and somatic mutations (over lined bases). N insertions are indicated in lower case letters. 

Sequences start at invariant 104 CYS codon (IMGT numbering). 

F: Nucleotide sequence comparison of germ line (GL) VH3-23*04 gene and representative 

06_60A family cDNAs in adventitia (Adv) and cervical lymph node (LN) of patient 6. CDR 

sequences are over lined. N nucleotides are in lowercase letters. Figures refer to IMGT codon 

numbering. CDR3 sequences of all cDNAs were identical. Since the clonotypic amplification 

oligonucleotide contributed the 20 last bases of the presented 142A and B sequences (4 N 

nucleotides and part of the JH3 exon), we amplified an overlapping CDR3-Ca fragment 

which was shown to be fully homogenous by extensive cloning and sequencing. 
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Fig S1: 

Primers for first round PCRs. 

 

PCR Forward primers (5'-3') Reverse primers (5'-3') 

      

b-actin ACTACCTCATGAAGATCCTCA CAGGAGGAGCAATGATCTTGA 

CD3e CCTGGATCTGAAATACTATGGC CCTTGTTTTGTCCCCTTTGC 

CD5 TATGAGGCCCAGGACAAGAC AGTTGTCAGGCTGCATGGAG 

CD11b ATGGTGAGGACTCCTACAGG ATCAGGAGGTGGTTATGCG 

CD11c AGACCACAAGCAGTAGCTCC GAAGTTCAGACGCAAGGTAATG 

CD20 CAGGGATCTATGCACCCATC TGATCTTGGGGAGGTTCTGG 

CD27 ACATGCAGACTCTGGCTGAC CCGGTTTTCGGTAATCCTCC 

CD79b ATGGCCAGGCTGGCGTTGTC CTCCTGGCCTGGGTGCTCAC 

CD138 TGGGGATGACTCTGACAAC CGTCCTTCTTCTTCATGCG  

AID AGGCGTGACAGTGCTACATCCTTT AGCTGTCTGGAGAGACGAACTGAA 

BCL-6 AGAGCCACTCACCACTCTAC GGTAAGGTTTCTCTCCTGTGTG 

Blimp1 ACATGACCGGCTACAAGAC AGTTCCCTTTCAGGTGAACC 

GM-CSF AGAGCCTGCTGCTCTTGGGC CAGTCAAAGGGGATGACAAG 

IL-1b  GCTCGCCAGTGAAATGATG TGCTTGAGAGGTGCTGATG 

IL-2 TCAACTCCTGCCACAATGTA  GTGAAACCATTTTAGAGCCCC  

IL-4 TGTCACTGCAAATCGACACC  TCAGCTCGAACACTTTGAATAT 

IL-6 AGGAGCCCAGCTATGAACTC  CAACATAAGTTCTGTGCCCAG 

IL-10 GCAAAAGAAGGCATGCACAGCTC  GCCACCCTGATGTCTCAGTTT 

IL-12 GCGCCTCGGGACAATTATAAA  GGACCTCGCTTTTTAGGAAGC 

IFN-g GGCTTAATTCTCTCGGAAACG  GGCAGGACAACCATTACTGGGA 

LT-a ATGACACCACCTGAACGTC GCCCTGGATACACCATCTTC 

LT-b GCCCCAGGATCAGGGAGGAC AAGTCCACCATATCGGGGTGAC 

M-CSF TGTCGGAGTACTGTAGCCAC TCTGGGACCCAATTAGTGCC 

TGF-b1 TCAAGACCACCCACCTTCTG  GGTGTCCTTAAATACAGCCCC  

TNF-a CCTCTTCTCCTTCCTGATCGTG ATCCCAAAGTAGACCTGCCCAG 

      

JH-CH1m Rev ACMMYGGTCACCGTCTCYTCAG AGGAAGTCCTGTGCGAGGCAG 

JH-CH1a Rev ACMMYGGTCACCGTCTCYTCAG GAACCTAAGAGCAGGTCCTCGA 

JH-CH1g Rev ACMMYGGTCACCGTCTCYTCAG TCCTTGGGTTTTGGGGGGAA 

JH-CH1d Rev ACMMYGGTCACCGTCTCYTCAG GGGTGGTACCCAGTTATCAAG 

JH-CH1e Rev ACMMYGGTCACCGTCTCYTCAG GTCGACCCAGTCTGTGGACGAT 

      

VH1a-CH CAGGTKCAGCTGGTGCAG CH2(g,a)-CH1m Rev 

VH1b-CH CAGGTCCAGCTTGTGCAG CH2(g,a)-CH1m Rev 

VH1c-CH SAGGTCCAGCTGGTACAG CH2(g,a)-CH1m Rev 

VH1d-CH CARATGCAGCTGGTGCAG CH2(g,a)-CH1m Rev 

VH2a-CH CAGATCACCTTGAAGGAG CH2(g,a)-CH1m Rev 

VH2b-CH CAGGTCACCTTGARGGAG CH2(g,a)-CH1m Rev 

VH3a-CH GARGTGCAGCTGGTGGAG CH2(g,a)-CH1m Rev 
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VH3b-CH CAGGTGCAGCTGGTGGAG CH2(g,a)-CH1m Rev 

VH3c-CH GAGGTGCAGCTGTTGGAG CH2(g,a)-CH1m Rev 

VH4a-CH CAGSTGCAGCTGCAGGAG CH2(g,a)-CH1m Rev 

VH4b-CH CAGGTGCAGCTACAGCAG CH2(g,a)-CH1m Rev 

VH5a-CH GARGTGCAGCTGGTGCAG CH2(g,a)-CH1m Rev 

VH6a-CH CAGGTACAGCTGCAGCAG CH2(g,a)-CH1m Rev 

VH7a-CH CAGGTSCAGCTGGTGCAA CH2(g,a)-CH1m Rev 

      

Vk1a-Ck Rev RACATCCAGATGACCCAG TGGAGGGCGTTATCCACCTTC 

Vk1b-Ck Rev GMCATCCAGTTGACCCAG TGGAGGGCGTTATCCACCTTC 

Vk1c-Ck Rev GCCATCCRGATGACCCAG TGGAGGGCGTTATCCACCTTC 

Vk1d-Ck Rev GTCATCTGGATGACCCAG TGGAGGGCGTTATCCACCTTC 

Vk2a-Ck Rev GATATTGTGATGACCCAG TGGAGGGCGTTATCCACCTTC 

Vk2b-Ck Rev GATRTTGTGATGACTCAG TGGAGGGCGTTATCCACCTTC 

Vk3a-Ck Rev GAAATTGTGTTGACRCAG TGGAGGGCGTTATCCACCTTC 

Vk3b-Ck Rev GAAATAGTGATGACGCAG TGGAGGGCGTTATCCACCTTC 

Vk3c-Ck Rev GAAATTGTAATGACACAG TGGAGGGCGTTATCCACCTTC 

Vk4a-Ck Rev GACATCGTGATGACCCAG TGGAGGGCGTTATCCACCTTC 

Vk5a-Ck Rev GAAACGACACTCACGCAG TGGAGGGCGTTATCCACCTTC 

Vk6a-Ck Rev GATGTTGTGATGACACAG TGGAGGGCGTTATCCACCTTC 

Vk6b-Ck Rev GAAATTGTGCTGACTCAG TGGAGGGCGTTATCCACCTTC 

      

Vl1a-Cl Rev CAGTCTGTGCTGACTCAG GCTCCCGGGTAGAAGTCACT 

Vl1b-Cl Rev CAGTCTGTGYTGACGCAG GCTCCCGGGTAGAAGTCACT 

Vl1c-Cl Rev CAGTCTGTCGTGACGCAG GCTCCCGGGTAGAAGTCACT 

Vl2-Cl Rev CAGTCTGCCCTGACTCAG GCTCCCGGGTAGAAGTCACT 

Vl3a-Cl Rev TCCTATGWGCTGACTCAG GCTCCCGGGTAGAAGTCACT 

Vl3b-Cl Rev TCCTATGAGCTGACACAG GCTCCCGGGTAGAAGTCACT 

Vl3c-Cl Rev TCTTCTGAGCTGACTCAG GCTCCCGGGTAGAAGTCACT 

Vl3d-Cl Rev TCCTATGAGCTGATGCAG GCTCCCGGGTAGAAGTCACT 

Vl4/9-Cl Rev CWGCCTGTGCTGACTCAG GCTCCCGGGTAGAAGTCACT 

Vl4-Cl Rev CAGCYTGTGCTGACTCAA GCTCCCGGGTAGAAGTCACT 

Vl5-Cl Rev CAGSCTGTGCTGACTCAG GCTCCCGGGTAGAAGTCACT 

Vl6-Cl Rev AATTTTATGCTGACTCAG GCTCCCGGGTAGAAGTCACT 

Vl7-Cl Rev CAGRCTGTGGTGACTCAG GCTCCCGGGTAGAAGTCACT 

Vl8-Cl Rev CAGACTGTGGTGACCCAG GCTCCCGGGTAGAAGTCACT 

Vl10-Cl Rev CAGGCAGGGCTGACTCAG GCTCCCGGGTAGAAGTCACT 
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Primers for nested PCRs. 

 

PCR Forward primer (5'-3') Reverse primer(5'-3') 

      

b-Actin TGGACTTCGAGCAAGAGATG AGGGCAGTGATCTCCTTCTG 

CD3e AGGCAGTGATGAGGATCACC TGGCCTTGGCCTTTCTATTC 

CD5 AGCAGCATCTGTGAAGGCAC TCATTCCCGTTGGGCCAATC 

CD11b GCTTCCCTTGGAAACAAACTG GAAGCTCAGCCAGAAAGTC 

CD11c ATGGAGGATGAAGGCCGAAG AGTGCCTGCCCAAAATACTG 

CD20 CATTGAGCCTCTTTGCTGC GGAAGATGTTTCAGTTAGCCC 

CD27 GGCAGCTGCCTGCCCGGACT GCTGTAACGACAAGGCTCT 

CD79b AAGGGCCGCATGGAAGAGTCCCA AATGTCCAGGCCCTCGTAGG 

CD138 ATTCCCACGTCTCCAGAAC CCACTACAGCCGTATTCTCC 

AID TGGAATTGCTCTTCCTCCGCTACA AGCCCTTCCCAGGCTTTGAAAGTT 

BCL6 ATGCAGAGATGTGCCTCCAC ACGGGTGCCACAGATTTCAC 

Blimp1 AAGACTTTCGGCCAGCTCTC GCTTGTGCAGTTTCAGGTGC 

GM-CSF AGACACTGCTGCTGAGATG  TCCTTCAGGTTCTCTTTGAAAC  

IL-1b  TACGAATCTCCGACCACCAC CATCTTTCAACACGCAGGAC 

IL-2 AGAATCCCAAACTCACCAGG  ACAATGGTTGCTGTCTCATCAG  

IL-4 AGTTCTACAGCCACCATGAG ATCGTCTTTAGCCTTTCCAAG 

IL-6 AAGATTCCAAAGATGTAGCCG  CAAATCTGTTCTGGAGGTACTC  

IL-10 TGTTGTTAAAGGAGTCCTTGC TGGCTTTGTAGATGCCTTTC  

IL-12 TTTTATGATGGCCCTGTGC TGAAGAAGTATGCAGAGCTTG 

INF-g AGCGGATAATGGAACTCTTTTC  TGTATTGCTTTGCGTTGGAC  

LT-a ACCTGCTGCTCACCTCATTG TGAGGAGAGGCACATGGAAG 

LT-b AGCCAGAAACAGATCTCAGCC TGTTGACGTACACCCTCTC 

M-CSF  GCGCTTCAGAGATAACACC TCAGTTCCCTCAGAGTCCTC 

TGF-b1 CCATTCATGGCATGAACCG  AGCGCACGATCATGTTGGAC  

TNF-a ATCTTCTCGAACCCCGAGTGAC AAGACCCCTCCCAGATAGATGG 

      

VH1 Nest-CH1 TCTGGRSCTGAGGTGAAGAAG  CH1(m,g,a) 

VH2 Nest-CH1 CTGGTGAAACCCACASAGACC CH1(m,g,a) 

VH3 Nest-CH1 GACTCTCCTGTGCAGCCTCTG CH1(m,g,a) 

VH4 Nest-CH1 CAGGACTGKTGAAGCCTTCG  CH1(m,g,a) 

VH5 Nest-CH1 TGGAGCAGAGGTGAAAAAGCC  CH1(m,g,a) 

VH6 Nest-CH1 GGTCCAGGACTGGTGAAGCCC  CH1(m,g,a) 

VH7 Nest-CH1 GGTCTGAGTTGAAGAAGCCTG  CH1(m,g,a) 

      

VHn-CH1m Nest VH1 to VH7 CACGCTGCTCGTATCCGACGG 

VHn-CH1a Nest VH1 to VH7 GGCAGGGTCAGCTGGCTGCTC 

VHn-CH1g Nest VH1 to VH7 AGGGCACGGTCACCACGCT 
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Forward primers used as clonotypic markers in PCR reactions: 

 

04_CDR3_48b   5’-CAACTACGGTGACTACGTAG-3’ 

09_CDR3_15   5’-GGTCTATGGGACGATATGATGA -3’ 

09_CDR3_22   5’-ATATTTCTGTGTGAGAGATCCAT-3’ 

06_CDR3_59   5’-GAAGCCCGGGGAGTAAGCTTAA-3’ 

06_CDR3_60a   5’-CGGCTCACAGTGGGAGCAACTA-3’ 

06_CDR3_60b   5’-GAGCAACTAGAGCTACGGGGC-3’ 

 

Reverse primers used as clonotypic markers in PCR reactions: 

 

06_59A_CDR3_rev  5'-CATGTAGTAGTAGAAGTAGA-3' 

06_60A_CDR3_rev  5'-CTTGGCCCCAGATATCGCCC-3' 

 

Reverse primers used for Ig subclass identification: 

a1 rev   5’-AGGGAGATGGGGTAGGTGGAG-3’ 

a2 rev   5’-CAGCATGGGGGAGGTGGGGG-3’ 

g1 rev   5’-TGTGAGTTTTGTCACAAGATTTGGG-3’ 

g2 rev   5’-GGCACTCGACACAACATTTGC-3’ 

g3 rev   5’-TGTCACCAAGTGGGGTTTTGA-3’ 

g4 rev   5’-GCATGGGGGACCATATTTGGT-3’ 
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Fig S2: 

A: 
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B: 
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Fig S3: 
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Fig S4: 

A: 

      CDR 1 

09_23B  GACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCAGGATCAGTAACCACTATATGGACTGGGTCCGCCAGGCTCCA 

09_15C  -------------------------------------------------------------------- 

 

       CDR 2 

09_23B  GGAAAGGGGCTGGAGTGGGTTGGATGTATTAGAGACAAAAATAACGATTATCGCCCGGAGTATGCCGC 

09_15C  -------------------------------------------------------------------- 

 

09_23B  GTCTGTGAAAGGCAGATTTATCATCTCAAGAGATGATTCAAGGAATTCGCTATTTCTAGAAATGAACA 

09_15C  -------------------------------------------------------------------- 

 

         CDR 3 

09_23B  GCCTGAAAACCGACGACACGGCCATGTATTATTGTGCTAGGTCTATGGGACGATATGATGATTGGTGG 

09_15C  -------------------------------------------------------------------- 

 

         CH1 g 

09_23B  TTCGACCCCTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCAGCGTCTCCTCTGCCTCCACCAAGGGCCCATCGGTCTT 

09_15C  -------------------------------------------------------------------- 

 

09_23B  CCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACT 

09_15C  ---------G----G-----G---------C-A-A--------------------------------- 

 

09_23B  ACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACAC   Cg1 

09_15C  ---------------C------------------------T--------------------   Cg2 
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B: 

 

 --FR1-IMGT--------->______________ CDR1-IMGT ___________<----- 
09_88B GACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTT............AGCAGCTATGCCATGAGC 
09_66A GACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGAATCCCCCTT............AGGAATTATGGCATGAGT 
 
 
 
  --------------- FR2-IMGT ------------------->_________CDR2- 
09_88B TGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGGTCTAAGTGGTAGT..... 
09_66A TGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGCTCTCATCTATAAGTGGTAGT..... 
 
 
 
 -IMGT ________<----------------------------------------------- 
09_88B .GGAGAGAGCACACACTACGCAGACTCCGTGAAG...GGCCGGTTCACCATCTCCCGAGACA 
09_66A .GGTGGAAGCACATACTACGCTGGCTCCGTGAAG...GGCCGCTTCACCATCTCCAGAGACA 
 
 
 
 --------- FR3-IMGT ------------------------------------------- 
09_88B ATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGGGAGCCGAGGACACGGCCGTCTAT 
09_66A ATTCCAAGAATACGGTGTATCTCCAAATGAACAGCCTGGGAGCCGAGGACACGGCCGTCTAT 
 
 
 
 ----->_________________ CDR3-IMGT ______________ 
09_88B TACTGTGCGAAGCAGTACGGGGTGGTTCCTACTACTCCGATGGACTAC 
09_66A TACTGTGCGAAGCAGTACGGGGTGGTTCCTACTACTCCGATGGACTAC 
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C: 

 

      CDR1 

09_88B  GACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTTAGCAGCTATGCCATGAGCTGGGTCCGCCAGGCTCCA 

04_58A  -------------------------------------------------------------------- 

 

       CDR2 

09_88B  GGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGGTCTAAGTGGTAGTGGAGAGAGCACACACTACGCAGACTCCGT 

04_58A  -------------------------------------------------------------------- 

 

09_88B  GAAGGGCCGGTTCACCATCTCCCGAGACAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGG 

04_58A  -------------------------------------------------------------------A 

 

        CDR3 

09_88B  GAGCCGAGGACACGGCCGTCTATTACTGTGCGAAGCAGTACGGGGTGGTTCCTACTACTCCGATGGAC 

04_58A  -------------------G--------------A—-TCGG-AA------***-T----TATT-T--- 

 

 

09_88B  TACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCAG 

04_58A  -------A----------------------------- 
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D: 
 

   <---------------------------------- FR1-IMGT --------------- 

10_61A IGLV1-44*01  CAGTCTGTGCTGACTCAGCCACCCTCA***GCGTCTGGGACCCCCGGGCAGAGGGTCACC 

12_75A IGLV1-47*01  ---------------------------***------------------------------ 

 

 

 

   ----------------->______________ CDR1-IMGT ___________<----- 

10_61A IGLV1-44*01  ATCTCTTGTTCTGGAAGCAGCTTCAACATC************GGAAGAAATACTGTAAAC 

12_75A IGLV1-47*01  ----------------------C---T---************---G-T---------T-- 

 

 

 

   --------------- FR2-IMGT ------------------->___________CDR2 

10_61A IGLV1-44*01  TGGTACCAGCAGATCCCAGGAACGGCCCCCAAACTCCTCATCTATGGTAAT********* 

12_75A IGLV1-47*01  ------------C--------------------------------G-----********* 

 

 

 

 

   -IMGT ________<--------------------------------------------- 

10_61A IGLV1-44*01  ************AATCAGCGGACCTCAGGTGTCCCT***GACCGATTCTCTGGCTCCAAG 

12_75A IGLV1-47*01  ************---------C-------G------***--------------------- 

 

 

   --------- FR3-IMGT ----------------------------------------- 

10_61A IGLV1-44*01  ******TCTGGCACCTCAGCCTCCCTGGCCATCAGTGGGCTCCAGTCTGAGGATGAGGCT 

12_75A IGLV1-47*01  ******-------------------------------------A---T------------ 

 

 

 

   ----------->___________ CDR3-IMGT ________ 

   GATTATTACTGTGCAGCATGGGATGACAGCCTGAATGGGGTG 10_61A JL3*02     

----------------------------------A---GGT- 12_75A JL3*02 

E: 

 

09_83A   Vl2-8*01        N   Jl3*02 

   TGC AGT TCA TAT GCA GGC AAC AAG AAa TGG GTG TTC 

Common CDR3   C   S   S   Y   A   G   N   K   K   W   V   F 

   --- A-T —G- --- --- --- -ac aaa aaa TGG GTG TTC 

12_76B     Vl2-11*01   N       Jl3*02 
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F: 

    23   CDR1 

VH3-23*04 (GL)  CTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTTAGCAGCTATGCCATGAGCTGGGTCCGCCAGGCT 

06_60A  (Adv)  --------------------------------A-A------------------------C--- 

06_142A  (LN)   --------------------------------G-A-----------------------G---- 

06_142B  (LN)   --------------------------------G-A-----------------------G---- 

 

    46       CDR2      60 

VH3-23*04 (GL)  CCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGCTATTAGTGGTAGT***GGTGGTAGCACATACTAC 

06_60A  (Adv)   G----------T--------------C--C--C-----C---CGT---CT---------TC-- 

06_142A  (LN)   G----------T-----------------C--C-----C---AGG---TT---------T--- 

06_142B  (LN)   G----------T-----------------C--C-----C---AGG---TT---------T--- 

 

VH3-23*04 (GL)  GCAGACTCCGTGAAGGGCCGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGTATCTG 

06_60A  (Adv)   -----A-----------------------------------------A-G------------- 

06_142A  (LN)   -----A--G--------------------------------------A--------------- 

06_142B  (LN)   -----A--G--------------------------------------A--------------- 

 

    90       CDR3 

VH3-23*04 (GL)  CAAATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCCGTATATTACTGTGCGAAAGA/.. 

06_60A  (Adv)   ----------A------------------------T--C-T--------G---cggctcac 

06_142A  (LN)   ----------A------------------------T----T--------G---cggctcac 

06_142B  (LN)   ---C------A-------C----------------T----T--------G---cggctcac 

 

D1-26*01 (GL)  AGTGGGAGCTACTA/..     .../GATATCTGGGGCCAAG  JH3*02 (GL) 

06_60A  (Adv)   ---------A----gagctacggggc---------------- 

06_142A  (LN)   ---------A----gagctacggggc---------------- 

06_142B  (LN)   ---------A----gagctacggggc---------------- 
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4 Chapitre 4 : Identification des antigènes  

4.1 Introduction  

L’athérosclérose implique une inflammation systémique et locale [59]. Le taux sérique des 

auto-Ac (anti-HSP, anti LDLox) est un des marqueurs pronostiques de l’inflammation 

systémique et du risque de la maladie mais ne reflète pas la composante locale [622]. 

Au niveau tissulaire, les cellules immunitaires s’organisent en VALT qui est impliqué dans la 

protection et la surveillance locale des antigènes (endogènes et exogènes) [169-171]. 

Le traitement actuel de l’athérosclérose est fondé sur la réduction des lipides combinée à une 

thérapie anti-inflammatoire. Bien que ces approches ralentissent la progression de la maladie 

(30-40%), elles sont incapables d’inhiber complètement la formation des plaques [623]. 

La caractérisation du rôle majeur du système immunitaire dans le développement des lésions 

vasculaires nous aide à concevoir des traitements immunologiques efficaces contre 

l’athérosclérose. Ces études immunologiques sont toujours à la recherche des nouvelles cibles 

dans le but de prévenir les maladies cardiovasculaires. Il est important et urgent de trouver 

d’autres traitements ciblant directement la paroi artérielle [12] car l’artérite se déclenche avant 

la réponse systémique [56, 59]. La modulation de l’immunité locale semble être une approche 

prometteuse [12, 623]. Ces interventions nécessitent la détermination et l’identification des 

antigènes locaux à cibler [59]. 

L’athérosclérose est une maladie multifactorielle dont la cause principale reste inconnue 

[624]. La majorité des antigènes potentiels d’athérosclérose est constituée des PAMP et/ou 

DAMP communs entre plusieurs maladies et infections [265]. Il serait essentiel et 

indispensable d’identifier un antigène spécifique de l’athérosclérose [622, 623].  

Des LT isolés de la plaque montrent une réactivité contre les LDLox [210] et les HSP [625]. 

Ces 2 types d’antigènes stimulent une réponse systémique ainsi qu’une inflammation locale 

dans l’intima. Par contre, on ne connaît pas vraiment les antigènes de l’adventice à l’origine 

d’une réponse tissulaire[12, 622]. 

La domiciliation des cellules B adventitielles est due pour partie aux signaux fournis par le 

BCR. Ces lymphocytes B résidents contribuent à la réponse humorale locale en sécrétant des 

anticorps IgM, IgG [177, 182] et IgA (article 1). Nos résultats du chapitre 3 (article 1) 

montrent une domiciliation sélective ainsi qu’une maturation locale d’un nombre limité de 

clones de LB adventitiels. Ces derniers se différencient sous la pression sélective des 

antigènes locaux qui permettent le recrutement, d’une façon récurrente, de cellules avec un 

BCR spécifique. 

La restriction du répertoire des lymphocytes B suggère également la contribution d’un 

nombre limité d’antigènes comme cibles de la réponse adventitielle. De manière intéressante, 

le répertoire des LB de l’adventice est différent de celui des cellules B de la plaque laissant 

ainsi supposer que les antigènes reconnus dans les 2 couches sont différents. Ces résultats 

nous encouragent et nous incitent à explorer les antigènes adventitiels. A cette fin, nous avons 

développé quelques Ac pour les utiliser ultérieurement comme outils expérimentaux 

spécifiques. Pourtant, ces Ac pourraient avoir également des retombées dans les domaines 

diagnostiques ou thérapeutiques.  

4.2 Choix méthodologique 

Les Ac sont utilisés dans des domaines variés tels que le diagnostic, l’imagerie et la 

thérapeutique [626]. De plus, les Ac monoclonaux constituent la classe de protéines 
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thérapeutiques se développant actuellement le plus rapidement. Leurs domaines d’application 

et d’utilisation sont extrêmement larges et diversifiés : cancers, infections, maladies 

cardiovasculaires, maladies auto-immunes. 

La méthode que nous avons utilisée est la plus conventionnelle pour construire des Ac. Elle 

nécessite l’isolement de l’ADN codant pour les domaines VH et VL des Ac exprimés chez les 

patients. Ces fragments sont ensuite liés à l’ADN codant les domaines constants H (MoG2A) 

et L murins (MoCl). La production d’Ac consiste aussi à faire exprimer de façon stable, dans 

des lignées lymphocytaires B, les gènes réarrangés des chaînes (H+L) isolés à partir des 

patients. Notre approche permet de disposer de molécules entières d’Ig et de tester plusieurs 

combinaisons possibles (H+L). Les constructions ont été introduites dans les cellules 

myélomateuses de souris NS0 ne sécrétant pas d’Ig (Sp2/0-Ag14) [627, 628].  

Le système d’expression choisi joue un rôle important dans la qualité de la protéine produite. 

Bien qu’il ait plusieurs systèmes capables de produire des Ac recombinants (champignons, 

bactéries, levures), les cellules de mammifères sont souvent le meilleur choix et le système le 

plus adapté pour produire un Ac car elles permettent un repliement fonctionnel et des 

modifications post-traductionnelles semblables à celles de l’homme. Les systèmes bactériens 

se révèlent supérieurs pour la production de fragments [629, 630]. Les systèmes eucaryotes 

permettent également la formation de ponts disulfures, le clivage protéolytique et la sécrétion 

des protéines solubles [631]. Ces modifications (surtout les glycosylations) sont impliquées 

dans la formation des sites d’interaction de la partie Fc avec ses différentes partenaires 

(complément, FcR) [631, 632]. Par contre, l’effet de la glycosylation sur la fixation à 

l’antigène n’a pas encore été démontré [633, 634]. Il faut noter que ces changements post-

traductionnels dépendent du type des cellules receveuses et des conditions de culture [631, 

633-636]. Bien que des variations de profil de glycosylation entre les différentes cellules de 

mammifère soient observées (CHO et NS0), il n’y a pas encore de preuves cliniques qu’ elles 

modulent l’activité des Ac In vivo [637]. D’autre part, ces cellules présentent quelques 

désavantages tels que le coût élevé de leur culture, leur croissance lente et le grand risque et 

susceptibilité de contamination par les microorganismes. La productivité des clones peut 

décroître au fur et à mesure de la culture, par la perte des gènes codants pour l’Ac [638]. 

Les lignées mammifères les plus utilisées peuvent être d’origine murine (NS0), humaine 

(HEK293 : Human Embyonic Kidney) ou d’autres espèces (Hamster(CHO), rat). Quoique 

toutes les cellules mammifères puissent sécréter des Acs, il y a des lignées qui sont plus 

adaptées. Le repliement et l’assemblage ainsi que la sécrétion peuvent être des étapes 

limitantes de la production d’Ac. Les protéines impliquées dans ces fonctions sont exprimées 

différemment entre les différentes cellules de mammifère. NS0 est un plasmocytome de souris 

sans gène productif d’Ig qui possède toute la machinerie nécessaire pour sécréter les Ac. Le 

choix de NS0 s’est basé sur les caractéristiques de cette lignée. Ces cellules se multiplient 

indéfiniment en donnant naissance à des populations de cellules filles identiques entre elles. 

D’autre part, chaque clone de cellules filles produit un même Ac. De plus, elles peuvent être 

gardées pendant des années en culture in vitro ou congelées, sans modification de l’Ac 

qu’elles produisent. Ainsi, NS0 est une source illimitée de cellules produisant toujours le 

même Ac avec la même affinité et les mêmes propriétés. 

Ces cellules étaient cultivées dans le milieu DMEM (Dulbecco's Modification of Eagle's 

Medium) supplémenté par de la L-glutamine et 10% de sérum de veau fœtal (SVF). Un 
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mélange d’antibiotiques (pénicilline et streptomycine) a été ajouté au milieu à la 

concentration de 100 µg/ml. La culture était maintenue à 37°C sous une atmosphère contenant 

5% de CO2. 

4.3 Matériels et méthodes 

4.3.1 PCR 

La PCR, technique de base de la construction de l’Ac, a permis d’amplifier les fragments 

cibles des chaînes fonctionnelles murines et humaines. Des oligonucléotides spécifiques ont 

été conçus pour amplifier les fragments d’intérêt nécessaires à la construction ou pour 

contrôler l’orientation des ligations. Les réactions de PCR ont été réalisées dans un volume 

final de 50 µl contenant 1 à 100 ng d’ADN matrice, 25 pmoles de chaque amorce, 400 µM de 

chaque dNTP, 1.5 mM MgCl2, 5 µl de tampon PCR 10X et 2.5 U de Taq ADN polymérase. 

Les réactions de PCR consistent en une étape de dénaturation pendant 10 min à 94°C suivie 

de n cycles d’amplification. Chaque cycle est constitué d’une succession d’étapes : 

dénaturation à 94°C pendant 45 s, hybridation à 55°C pendant 30 s et polymérisation à 70°C 

pendant 1 min 30 s. Une étape d’élongation finale à 72°C termine la PCR pour assurer 

l’homogénéité des produits. La réaction est menée, durant 26 à 32 cycles, dans un appareil 

automatisé. 

Tampon PCR 10x : 200 mM Tris-HCl PH 8,4, KCl 500mM 

4.3.2 Electrophorèse sur gel d’agarose 

Les réactions de PCR ainsi que les produits de digestion ont été analysés sur des gels 

d’agarose. Ces molécules d’ADN sont séparées en fonction de leur taille par migration 

électrophorétique dans un tampon TBE 1x (Tris-Borate-EDTA). L’agarose a été préparée à 

partir d’agarose ultra-pure (sans RNase et DNase) avec des concentrations (0,8 %-2%) variant 

en fonction de la taille de la bande à identifier. La bande d’intérêt a été isolée et purifiée en 

utilisant des kits Qiagen selon les instructions fournies par le fabricant. 

TBE (1X) : 89 mM Tris, 89 mM acide borique, 2 mM EDTA Na2. 

4.3.3 Purification des fragments d’ADN issus de gels d’agarose  

Après fractionnement sur gel d’agarose, le fragment d’ADN d’intérêt est découpé sous 

lumière UV. L’ADN est ensuite récupéré par simple filtration 5 min à 5000 g sur colonne 

ultra-pure (QIAGEN). La bande d’agarose est dissoute dans le tampon QG, passée sur la 

colonne et lavée avec du tampon PE. Enfin, l’ADN est élué par 50 ml d’eau ultrapure. 

4.3.4 Clonage d’un produit de PCR 

Le Kit TOPO II-TA cloning® Invitrogen permet le clonage efficace et rapide d’un produit 

obtenu par PCR dans un plasmide vecteur. Ce système ne nécessite aucune ligase et aucune 

étape supplémentaire après l’étape de PCR. Le vecteur linéaire PCR® II-TOPO® possède un 

résidu (dT) 3’ cohésif qui s’hybride avec le désoxy-adénosine (dA) ajouté à l’extrémité 3’ des 

produits PCR. En plus, le mélange réactionnel contient de la topo-isomérase I qui permet 

d’assembler le produit de PCR avec le vecteur. Le produit de la ligation est directement utilisé 

pour transformer les bactéries compétentes.  
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Protocole: 

Le produit de la réaction de PCR (4,5 µl) est incubé 5 min à température ambiante avec 0,5 ml 

de vecteur PCR®II-TOPO® et 1 µl de la solution saline (1,2 M NaCl, 60 mM MgCl2). 2 ml 

du milieu réactionnel est ensuite ajouté à un tube de bactéries compétentes (60µl) 

Oneshot®TOP 10, et laissée 30 min sur la glace. Ensuite un choc thermique est effectué en 

plaçant successivement le tube 1 min à 42°C puis 5 min dans la glace. Après une incubation 

d’une heure (1h) à 37°C dans du milieu S.O.C permettant l’expression du gène de résistance 

codé par le vecteur, les bactéries sont étalées sur des boîtes de Pétri LB-Agar contenant 100 

µg/ml d’ampicilline. Pour utiliser le système de criblage bleu/blanc, 50µl de X-Gal (5-bromo-

4-chloro-3-indolyl-beta-D-galactopyranoside) à 50 mg/ml (Cf = 0.17 mg/ml) sont aussi 

ajoutées et étalées sur les boîtes de Pétri. Les colonies contenant un plasmide recombinant 

sont blanches. 

Milieu SOC : 2% tryptone, 0,5% extrait de levure, 10mM NaCl, 2,5mM KCl, 10mM MgCl2, 

10mM MgSO4, 20mM glucose 

Milieu LB : extrait de levure 5g/l, bactrotryptone 10g/l, NaCl 10g/l, pH 7,0 

Mileu LB-agar : milieu LB additionné de 1,5 % d’agar (Poids/Volume : P/V). 

milieu SOC : 2% tryptone, 0,5% yeast extract, 10mM NaCl, 2,5mM KCl, 10mM MgCl2, 

10mM MgSO4, 20mM glucose. 

4.3.5 Ligation 

L’assemblage des fragments d’ADN des chaînes chimères a été fait à l’aide de la T4 DNA 

ligase. Ces ligations ont été précédées par une étape de déphosphorylation du vecteur pour 

empêcher l’auto-ligation. Comme la température adéquate de la réaction de ligation varie en 

fonction des réactifs, le milieu réactionnel est placé toute la nuit dans un seau de glace laissé à 

température ambiante. Ainsi l’augmentation croissante de la température permet d’atteindre 

les conditions optimales de ligation. Un aliquot de la réaction de ligation est ensuite transfecté 

dans les bactéries compétentes. 

Le milieu réactionnel de 20 ml contient : 

-10 à 20 ng de vecteur. 

- le fragment d’ADN, dans un rapport molaire insert/vecteur compris entre 2 et 3. 

-4 ul de tampon de ligation 5x. - 1U de T4 ADN ligase.  

Tampon de ligation 5x : 

Tris-HCl PH 7,6 250 mM, MgCl2 50 mM, ATP 5 mM, DTT 5mM, PEG 25 % (P/V). 

4.3.6 Préparation de l’ADN plasmidique 

L’ADN de plasmide a été isolé, selon la quantité désirée, à partir de mini ou de midi-

préparations. Les termes mini et midi désignent le volume de départ de la culture bactérienne. 

L’extraction nécessite une lyse alcaline des bactéries [639], suivie d’une étape de purification 

sur colonne. Les préparations en petit volume (minipreps) utilisées souvent pour la sélection 

des clones, sont préparées à partir de 2 ml de culture bactérienne. Le protocole expérimental 

fourni avec le kit Promega®plasmid a été suivi pour les Minipreps. 
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Pour les quantités plus importantes d’ADN, les plasmides ont été isolés à partir de 100 à 200 

ml de culture bactérienne à l’aide du plasmid Midi Kit QIAGEN®. Toutes les étapes de 

purification sont réalisées dans les conditions préconisées par le fabriquant. Une étape 

supplémentaire de stérilisation à l’éther était accomplie juste avant la transfection. 

4.3.7 Extraction d’ADN génomique  

Cette extraction nécessite une lyse des cellules ou des tissus par des détergents (SDS 1% -

Sodium Dodécyl Sulfate), qui vont dégrader les membranes et les protéines, en particulier 

celles associées à l'ADN dans la chromatine. L’addition d’EDTA (0.05M) et de protéinase K 

(100µg/ml) améliore l’efficacité de l’extraction. (La protéinase K permet de libérer l’ADN 

nucléaire en digérant les histones qui lui sont associées dans le chromosome). La solution 

obtenue est en général très visqueuse car l'ADN ainsi libéré forme de très longs filaments. 

L'étape suivante est la déprotéïnisation de la solution qui se fait par une extraction en utilisant 

un mélange de solvants phénol/chloroforme. Les protéines dénaturées forment un précipité à 

l'interface phénol-eau, tandis que l'ADN reste en solution dans la phase aqueuse et surnage à 

la surface de la solution. On récupère uniquement la phase supérieure qui est ensuite 

précipitée par 2 volumes d’éthanol absolu en présence de NaCl (0,5 M). Le culot est ensuite 

lavé plusieurs fois dans de l’éthanol à 70 % et resuspendu dans 100 µl d’eau. 

4.3.8 Quantification de l’ADN et de l’ARN 

Le dosage des acides nucléiques a été réalisé par spectrophotométrie. L’absorbance de la 

solution est mesurée à 260 nm et à 280 nm (A260 et A280) pour un trajet optique de 1 cm. Le 

rapport A260/A280 nous renseigne sur la pureté de la solution (il doit être compris entre 1,7 et 

2). Les concentrations sont ensuite calculées en utilisant les coefficients d’extinction molaire 

6200 M
-1

.cm
-1

et 7700 M
-1

.cm-1 respectivement pour l’ADN double brin et l’ARN. 

4.3.9 Analyse des séquences 

Le séquençage d’ADN a été réalisé par la société MWG. Les plasmides ont été préparés à la 

concentration décrite. Les vecteurs PCR®II-TOPO® ont été séquencés en utilisant les 

promoteurs universels T7 ou M13. Cependant les constructions finales dans les vecteurs 

PSV7-néo ont été séquencées en utilisant différentes amorces spécifiques des fragments 

constituant la chaîne afin de disposer de la totalité de la séquence. L’analyse des séquences a 

été accomplie sur le site internet du National Center for Biotechnology Information (NCBI) 

tandis que l’identification des FR et CDR a été faite par l’outil en ligne IMGT/V-QUEST. 

4.3.10 Digestion par des enzymes de restriction  

La digestion a surtout été utilisée pour contrôler la présence d’insert dans le plasmide. Le 

vecteur PCR®II-TOPO® contient des sites EcoRI aux 2 extrémités de la région d’insertion, 

permettant ainsi d’identifier les clones d’intérêt. 

Par contre, l’organisation du vecteur PSV7-néo est différente. Des enzymes compatibles 

sélectionnées selon chaque séquence, permettent de contrôler la présence et l’orientation 

d’insert. 5 ml d’ADN purifié ont été digérés dans un volume total de 20 µl à 37 °C pendant 1h 

30 min et analysés sur un gel d’agarose. 
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4.3.11 Transfection Cellulaire 

L’électroporation est une technique qui permet d’introduire l’ADN dans une cellule. Cette 

technique est à la fois très efficace et très simple à mettre en œuvre. Les cellules sont d’abord 

cultivées en milieu complet (DMEM + 10 SVF + L-Glutamine + antibiotiques), puis 

centrifugées et resuspendues dans 50µl de ce milieu. L’ADN est ensuite ajouté et les cellules 

en suspension sont transférées dans une cuvette d’électroporation. Un choc électrique (180 V, 

99 µs) rend l’enveloppe cellulaire perméable et permet l’entrée de l’ADN. 

Après 2 jours d’incubation (milieu complet), les cellules sont cultivées dans un milieu sélectif 

contenant du Géniticine (G418-SIGMA) à 0.5 mg/ml. 

4.3.12 Electrophorèse dénaturante sur gel de polyacrylamide (PAGE) 

La migration sur gel de polyacrylamide est utilisée pour la séparation des protéines. Le gel 

comporte deux parties : un gel de concentration et un gel de séparation. 

Il est préparé à partir d’une solution d’acrylamide N, N’ méthylène bis-acrylamide (19/1) de 

15 % dans du tampon Tris-HCl. Les mailles de la matrice sont définies par le rapport 

polyacrylamide / N, N’ méthylène bisacrylamide. La porosité du gel d’acrylamide (5 à 12 %) 

varie selon la taille des protéines à fractionner. La polymérisation du gel est catalysée par 

l’addition de persulfate d'ammonium [APS : 0,1% (P/V)] et de TEMED 

[Tetraméthyléthylenediamine : (0,035% (V/V)].  

Avant de les charger sur un gel d’acrylamide, les échantillons sont préparés en mettant une 

quantité égale de lysat cellulaire et de tampon de charge 2x (en condition réductrice ou non). 

Les échantillons sont ensuite bouillis 5 minutes avant d’être déposés (15 à 20 ml) sur un gel 

SDS-PAGE. Le marqueur de poids moléculaire des protéines seeBlue® sert de référence. La 

migration s’effectue à 100 V dans le tampon de migration.  

 

Gel de concentration : Acrylamide 5 %, Tris-HCl PH 6.8 100 mM, SDS 0.1% (P/V). 

Gel de séparation : Acrylamide, Tris-HCl, PH 8.8 100 mM, SDS 0.1 % (P/V). 

Tampon de charge : 0,5M Tris-HCl pH 6,8, 20% glycérol, 10% SDS, 0,1% bleu de 

bromophénol avec ou sans 5% β-mercaptoéthanol. 

Tampon de migration : Tris 50 mM - Glycine 0,2 M - SDS 0,1% - pH 8,3 - 8,8. 

4.3.12.1 Coloration 

Une fois la migration terminée, le gel est fixé et coloré au bleu de Coomassie pendant une 

heure dans une solution de coloration sous agitation lente constante, puis décoloré par 

plusieurs passages dans une solution de décoloration. 

Solution de coloration : acide acétique 10% (v/v) ; éthanol 25 % (v/v) ; bleu de coomassie 

0.25% (p/v). 

Solution de décoloration : acide acétique 10% (V/V), éthanol 20 % (V/V). 

4.3.13 Immuno-révélation de type Western blot 

Cette technique consiste à révéler une protéine à l’aide d’Ac spécifiquement dirigés contre 

cette protéine. Elle nécessite la fixation des protéines sur une membrane. 

Les protéines ont été d’abord séparées sur un gel 12 % d’acrylamide puis transférées sur une 

membrane de nitrocellulose 0,2 µm. L’ensemble est disposé en sandwich entre 6 feuilles de 

papier Whatman imbibées avec du tampon de transfert dans une cuve à électro-transfert semi-
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sec. Le gel et la membrane sont placés de sorte que les protéines se fixent sur la membrane en 

migrant de la cathode vers l’anode. Ce transfert est effectué à 0,8 mA par cm
2
 de membrane 

pendant 1h. La membrane est saturée et les sites aspécifiques de fixation sont bloquées par 

incubation, pendant 1 heure sous agitation, dans du tampon bloquant (PBS - 0.1% Tween - 

5% lait). L’Ac primaire spécifique est ajouté à la solution, puis l’ensemble est incubé une nuit 

à 4 °C (ou 1h à 2h à température ambiante) sous agitation. La membrane est ensuite lavée 3 

fois 10 min (PBS-Tween 0,1%) puis immergée dans un tampon de saturation contenant l’Ac 

secondaire anti-IgG de souris couplé à la peroxydase (MILLIPORE). L’ensemble est agité 

une heure à température ambiante, puis lavé 3 fois 10 min avant révélation. 

 

Tampon de transfert : 25 mM Tris, 192 mM glycine, 10% méthanol. 

Tampon de saturation : PBS-Tween 0.1%, 5% lait. 

Tampon de lavage : PBS-Tween 0.1 %. 

4.3.13.1 Révélation 

On utilise une révélation par kit ECL (Enhanced Chemical Luminescence) (MILLIPORE) qui 

consiste en une réaction de chimiluminescence catalysée par la peroxydase. Dans la pratique, 

les conditions préconisées par le fournisseur sont suivies. La membrane ayant fixé l’Ac 

secondaire, est ensuite incubée avec le substrat pendant 5 min et l’émission lumineuse est 

révélée par autoradiographie. 

4.3.14 Purification 

Cette méthode se fonde sur la spécificité et l’affinité d’interaction entre la partie Fc d’IgG et 

la protéine A. Le surnageant cellulaire (100 ml de culture) est déposé et passé sur une colonne 

de protéine A-Sepharose à pH 8 (20 mM Tris pH 8, 20 mM NaCl). L’Ac a été élué par une 

solution d’acide acétique pH 4 (0,1 M acide acétique, 0.15 M NaCl) et récupéré dans des 

fractions de 1 ml dont chacune a été immédiatement neutralisée avec 120 µl de 2M Tris pH 8. 

L’Ac purifié a été contrôlé par ELISA et chargé sur un gel de polyacrylamide 5% dans des 

conditions non dénaturantes et sur un autre de 12% dans des conditions dénaturantes en 

présence de b mercapto-éthanol. 

4.3.15 ELISA (Enzyme-Linked Immuosorbent Assay-indirect) 

L’Ac commercial anti-IgG de souris (MILLIPORE) est d’abord incubé sur une plaque 

multipuits (NUNC- Thermo Scientific) pendant une nuit. Les puits de la plaque sont rincés 

puis les sites non spécifiques sont saturés par l’addition de lait. Le surnageant à tester est 

disposé ensuite sur la plaque. Les Ac chimères se comportent comme un antigène reconnu par 

le réactif fixé à la plaque. L’excès de surnageant est éliminé par rinçage et un Ac secondaire 

spécifique anti-MoG2A couplé à la peroxydase est ajouté au milieu. Enfin l’ajout du substrat 

permet par réaction enzymatique de vérifier la présence et de mesurer la concentration de 

notre Ac. 

4.3.16 Extraction protéique 

La première étape consiste à broyer et homogénéiser le tissu puis le resuspendre dans 500 µl 

de tampon de lyse. Un homogénéisateur à piston permet de briser la plupart des cellules de 

mammifères. Le contenu du tube est bouilli pendant 5 min puis passé environ 10 fois à travers 

une aiguille 26g pour dissocier les agrégats tissulaires et les amas protéiques. La 
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centrifugation du mélange à 13000 g pendant 15 min à 4ºC sépare 2 phases dont le surnageant 

(le lysat cellulaire) est transféré dans un nouveau tube propre. 

 

Tampon de lyse : 1% SDS, 1.0 mM sodium ortho-vanadate, 10 mM Tris pH 7.4. 

4.3.17 Clonage et dilution limite  

Elle consiste à diluer la suspension cellulaire pour qu’on puisse s’attendre statistiquement à 

une seule cellule par 300 µl (3 cellules par ml). Chaque clone est ensuite amplifié avant d’être 

testé pour l’expression du gène d’intérêt. Les clones ayant la meilleure productivité sont 

ensuite cultivés à grande échelle pour produire les protéines d’intérêt. 

4.4 Résultats 

4.4.1 Sélection des séquences 

Trois séquences pertinentes ont été choisies pour les construire et identifier leurs antigènes 

cibles (figure 20). L’analyse RT-PCR du répertoire VH-Cg du patient 5 montre une bande 

monoclonale (05_2A). Cette particularité nous a motivé à cloner et construire cette séquence 

pour voir sa spécificité antigénique. Nous avons ensuite choisi la séquence 09_15c (Patient 9) 

qui correspond au clone adventitiel ayant opéré une commutation g1-g2 (et gardé le même 

réarrangement VDJ) suggérant que leur antigène cible est un acteur puissant dans la réponse 

adventitielle. Finalement, les séquences 09_66A et 09_88B (Patient 9) sont représentatives 

d’une diversification clonale. Elles partagent le même CDR3 mais avec des différentes 

mutations dans les autres régions. Cette caractéristique nous a incité à identifier et déterminer 

leur cible vraisemblablement commune en construisant la chaîne 09_66A. 

Les réarrangements VDJ de ces séquences ont été associés au promoteur humain et à la région 

MoG2A. D’autre part, les chaînes légères isolées des patients ont été également construites. 

Les diverses combinaisons (H+L) associées à un patient ont été transfectées dans les cellules 

NS0. Cinq chaînes légères fonctionnelles ont été isolées pour chacun des adventices 

concernés : 3k et 2l pour le patient 5 et 2k et 3l pour le patient 9 (tableau 6). 

 

 
Tableau 6 : Les chaînes légères isolées des patients (05 et 09) et utilisées dans les constructions.  

plasmides VH IMGT JH IMGT

05_11A IGLV9-49*01 (non productive) IGLJ3*02

05_11D IGLV9-49*01 (non productive) IGLJ3*02

05_12C IGLV2-8*01 IGLJ1*01

05_12D IGLV2-8*01 IGLJ1*01

05_7B  IGKV1-27*01 IGKJ4*01

05_7C IGKV1-39*01 IGKJ2*01

05_9B IGKV1-6*011 IGKJ4*01

09_19D IGKV2-30*01 IGKJ1*01

09_19E IGKV2-30*01 IGKJ1*01

09_20B IGLV1-44*01 IGLJ3*02

09_20E IGLV1-44*01 IGLJ2*01

09_21c IGLV7-46*01 IGLJ3*02
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Figure 20 : Matériel génétique de départ. Ces schémas représentatifs montrent la carte de restriction 

des séquences ainsi que les sites qui ont été utilisés pour la construction des Ig. Les zones noires sont 
les régions du vecteur PCR®II-TOPO®, limitées par 2 sites EcoRI. 

4.4.2 Construction des chaînes légères chimères 

Les parties variables l isolées des patients ont d’abord été assemblées avec le promoteur 

humain. Cet ensemble est associé à l’activateur humain Eµ puis à la région constante murine 

lambda (MoCl). Chaque fragment généré a été cloné dans le vecteur PCR®II-TOPO®. 

Ensuite, cet assemblage est inséré dans le vecteur d’expression PSV7-néo.  

La première étape consiste à assembler le fragment promoteur (figure 21A-ii) et la partie 

variable Vl (VJ) (figure 21A-i). Ceci est réalisé par la technique d’extension des fragments 

chevauchants par PCR en utilisant 2 couples d’amorces (2 externes et 2 internes). Ces 2 

fragments de PCR ont une zone complémentaire située à l’extrémité 3’ du promoteur et 5’ de 

la région variable. L’amplification du mélange de ces 2 produits génère un fragment Vlpr-Jl 

d’environ 800 pb (500+300) (figure 21A-iii), qui a été cloné dans un vecteur PCR®II-

TOPO®. Ensuite, ce nouveau plasmide (promoteur et région V) et celui du MoCl sont 

linéarisés par une digestion avec l’enzyme de restriction Xba1. Une première ligation 

assemble les fragments Vlpr-Jl et MoCl. Ce produit est ensuite amplifié (figure 21A-iiii) et 

cloné dans un vecteur PCR®II-TOPO®. Le criblage d’insert par PCR a été accompli sur une 

dizaine de clones en utilisant des amorces comprenant un site de restriction HindIII (VprlH3-

MoClH3). La longueur de la bande attendue (Vprl-MoCl02as) est de 1800 pb (figure 21A-

iiii). Parallèlement, l’activateur humain Eµ a été inséré dans le vecteur PSV7-néo à la suite 

d’une double digestion BamH1-HindIII.  

Finalement, une digestion HindIII du nouveau plasmide [(PSV7néo-ENH) H3] suivie d’une 

ligation avec le produit de PCR [(VprlH3-MoClH3), 1800pb)], a permis de transférer la 
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chaîne légère au vecteur d’expression contenant l’activateur (figure 22A). Toutes ces 

constructions conservent toujours le même cadre de lecture. 

Le séquencage du plasmide final contenant le gène chimère dans la bonne orientation a été 

effectué comme ultime contrôle. L’analyse des ADN recombinants en utilisant la base de 

données IMGT, après chaque étape, montre que ces constructions gardent les mêmes CDR et 

FR que les gènes de départ sans aucune modification. La séquence signal n’est pas exprimée 

car elle est clivée lors de l’adressage et de l’exportation de l’Ac sécrété. En conclusion, les 

gènes chimères sont capables de coder des protéines de structure similaire à celle des chaînes 

isolées à partir des adventices.  

De la même façon que pour les gènes l, le fragment (Vprk-Jk) a été amplifié (figure 21B) 

puis inséré dans un vecteur pMoCk contenant déjà l’activateur k 5’ de souris associé à l’exon 

Ck murin, en utilisant les sites HindIII et EcoR1communs à ces deux partenaires (figure 22B). 

4.4.3 Développement des chaînes lourdes chimères  

La stratégie utilisée pour la construction des chaînes légères a aussi été appliquée pour celle 

des chaînes lourdes. La région VH (VDJ) a été amplifiée à partir de l’ADNc des patients puis 

clonée dans un vecteur PCR®II-TOPO®. La construction de chaque chaîne est un cas 

particulier et est étudiée individuellement. Les étapes ultérieures de construction dépendent de 

la séquence isolée et de ses sites de restriction. Toutefois, on a toujours besoin, quelque soit la 

séquence d’origine, d’un vecteur d’expression contenant l’activateur humain 5’ et la région 

constante g2a de souris (MoG2A). 

Le travail a été fait sur 2 axes en parallèle : 

1- Création d’un fragment constitué de la partie variable VDJ associée à la région du 

promoteur. 

2- Insertion de l’activateur et de la partie constante MoG2A dans le vecteur d’expression 

PSV7-néo. 

Premièrement, le promoteur correspondant à la partie variable a été amplifié à partir de 

l’ADN génomique humain en utilisant des amorces spécifiques qui amplifient un fragment 

d’une taille d’environ 550 pb. Ainsi la région amplifiée partage une zone de 20 pb dans la 

zone FR1 avec le réarrangement VDJ dans les 3 cas de chaînes lourdes.  

Pour récupérer la partie VDJ cloné dans du vecteur PCR®II-TOPO®, différentes approches 

ont été utilisées. Les plasmides 05_2A (VDJ) et 09_15C sont digérés par PvuII (ils ont un site 

à l’extrémité 5’ de la région VDJ) libérant ainsi un fragment de 900 pb (figure 21C-i-1). De 

l’autre côté, le plasmide 09_66A est digéré par EcoRI permettant la relargation de l’insert 

(500 pb) (figure 21C-i-2). Ensuite, un mélange des produits de PCR promoteur (Vpr–VH FR1 

rev) (figure 21C-ii) et de la digestion de VDJ, est utilisé pour l’amplification Vpr-JH (figure 

21C-iii). La longueur de la bande attendue, qui est clonée dans du vecteur PCR®II-TOPO® 

(plasmide1), est d’environ 800 pb.  

Parallèlement (axe 2), l’activateur a été extrait de son plasmide PCR®II-TOPO® et inséré par 

un clonage directionnel dans le vecteur PSV7-néo. La digestion de ce plasmide (au niveau du 

site HindIII) permet alors l’insertion de la région MoG2A amplifiée via des amorces 

contenant des sites de restriction HindIII.  

La digestion partielle (09_15C) ou totale (05_2A, 05_66A) par EcoRI du produit de l’axe 1 

(plasmide 1), permet son insertion ultérieure au niveau du site EcoRI du vecteur linéaire final 

(psv7néo + ENH + MoG2A). Le produit final résultant de cette fusion a une taille 

approximative de 8500 pb (figure 22C). 
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Le criblage de clones a été réalisé par digestion avec des enzymes de restriction pour vérifier 

la présence d’insert et par une PCR permettant de sélectionner les clones ayant la bonne 

orientation après chaque étape. L’analyse et l’alignement des séquences en utilisant l’outil 

IMGT, confirme l’assemblage correct des différentes régions et l’absence des mutations 

délétères induites par les amplifications par PCR. Les séquences de ces produits s’alignent 

parfaitement avec les régions VDJ isolées des patients et les fragments du départ tout en 

gardant le même cadre de lecture. 

 

 

Figure 21 : Amplification des fragments d’ADN constituant les chaînes chimères. Ce schéma 

représente les différentes étapes qui ont abouti à la formation du vecteur final (l, k, H). La région 

V(D)J d’intêret isolée soit par PCR (k et l) (A-i, B-i) ou digestion enzymatique (chaînes H- C-i-1 et 
C- i-2), a été associée à la région du promoteur amplifiée à partir de l’ADN génomique humain (ii) 

puis amplifiée par le couple d’amorces (Vpr – J) (iii). Une PCR supplémentaire est réalisée à la fin 

pour récupérer la totalité de fragment (Vpr-MoCl) dans le cas d’une chaîne l (iiii). (pr : promoteur). 
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Figure 22 : Constructions finales des différentes chaînes (l, k, H). Chaque vecteur d’expression 

contient la parties variable V(D)J associé au promoteur, l’activateur et la partie constante adaptée. A, 

B, C correspondent respectivement aux constructions des chaînes l, k et H. (NéoR : gène de résistance 

à la généticine, AmpR: gène de résistance à l’ampicilline). 

4.4.4 Expression de l’anticorps chimère  

Les plasmides des constructions finales (figure 22) ont été linéarisés par une digestion PvuI 

dans un site unique situé dans le gène de la b-lactamase du vecteur final. Une électrophorèse 

sur un gel d’agarose 1% a permis de confirmer la digestion totale de ces plasmides.  

Des cellules NS0 ont été co-transfectées avec un mélange équimolaire du couple de plasmides 

chimères linéaires (H+L) afin de secréter l’Ac complet. Les différentes combinaisons 

possibles (H+L) d’un patient ont été réalisées. 48 h après la transfection, les cellules ont été 

remises en suspension dans un milieu sélectif contenant 0.5 mg/ml G418.  

L’analyse (ELISA) du surnageant a permis de détecter l’expression ainsi que la sécrétion 

stable d’Ac dans trois clones différents (D22, F14, L16) qui correspondent respectivement 

aux 3 chaînes lourdes de départ (05_2A, 09-15C, 09_66A). Les Ig secrétées sont purifiées sur 

une colonne de protéine A-Sepharose et analysées par électrophorèse sur un gel de 

polyacrylamide (12% et 5%). La première électrophorèse a permis d’analyser les Ig en milieu 

réducteur (avec b-mercapto-éthanol). Les bandes observées sont à 50 et 25 kDa correspondant 

respectivement aux chaînes lourdes et chaînes légères (figure 23A). 

C 

A 

C

B B
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La deuxième électrophorèse en milieu non réducteur montre une bande à 150 kDa, ce qui 

correspondrait à l’Ig complète H2L2 (figure 23B). 

Les cellules sécrétant un Ac complet sont clonées par dilution limite dans des plaques de 96 

puits. La sécrétion des Ac a été surveillée pendant plusieurs mois dans un milieu sélectif 

validant ainsi l’établissement et la formation de 3 clones stables sécréteurs d’Acs.  

 

 
 

Figure 23 : Analyse des Ig secrétés. A). Expression des 2 chaînes d’immunoglobulines. Le gel révèle 

les différentes combinaisons (H + L). B). L’électrophorèse en milieu non réducteur montre 
l’association de 2 chaînes en une seule bande à 150 kDa. L’échelle de masse moléculaire est le 

Seeblue (Invitrogen). 

4.4.5 Identification des antigènes : 

Les Ac purifiés sont ensuite utilisés pour essayer d’identifier leurs Ag cibles en utilisant la 

technique d’immuno-détection sur différents extraits protéiques. 

La première expérience faite sur les extraits protéiques des différentes lignées cellulaires 

(Nalm6, Ramos, BL2, BL14, HL60, CD mature, CD immature) ne révèle aucun signal. Par 

contre, chaque Ac reconnaît un composant discret sur les extraits protéiques d’artère de rat 

dans les différentes conditions (réductrices et non réductrices). Les composants détectés ont, 

pour chaque Ac, une taille différente (figure 24).  
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Figure 24 : Immuno-révélation sur les extraits protéiques des artères du rat en utilisant les 3 Ac 
chimères obtenus (D22, F14, L16). L’échelle de masse moléculaire est le Seeblue. 

4.5 Discussion  

Il y a plusieurs modalités pour produire In vitro des Ac (phage display, ScFv…). La mise au 

point de systèmes et de méthodes d’expression efficaces est essentielle afin d’exploiter au 

maximum le potentiel de ces molécules. Les paramètres expérimentaux peuvent moduler les 

fonctions effectrices de l’Ac sans modifier sa spécificité. Le développement d’anticorps 

thérapeutiques est complexe et nécessite des précautions vue la nécessité d’avoir une 

molécule similaire à l’Ac humain avec les mêmes modifications post traductionnelles. Notre 

étude consiste à développer un réactif expérimental spécifique qui nous permettrait 

d’identifier, In vitro, l’antigène ciblé. Pourtant, la production en grande quantité est 

importante quelles que soient les utilisations ultérieures. 

La transfection des constructions finales aux cellules NS0 aboutit à la sécrétion stable, en 

quantité proche de celle observée pour les hybridomes [640], de 3 différents Ac complets. Les 

chaînes chimères construites ont une taille proche de celle de chaînes humaines. Ces résultats 

valident nos démarches et nos constructions des chaînes ainsi que notre choix de la lignée 

NS0 comme cellule réceptrice possédant toute la machinerie nécessaire pour produire et 

secréter différents Acs (humains, murins, chimères). 

Note méthode amplifie d’abord les régions d’intérêt de chaque Ac en une première PCR. Les 

régions sont ensuite assemblées par une deuxième PCR à l’aide des amorces de chaque 

extrémité de la chaîne chimère. Une autre méthode d’assemblage est la ligation des régions 

amplifiées. Il était impossible d’associer tous les fragments par une seule ligation. Après 

plusieurs essais, la meilleure façon de réaliser l’assemblage a été d’effectuer des ligations 

séparées. Le risque associé était d’augmenter la probabilité d’introduire des mutations dans 

les séquences puisque chaque produit de ligation était sélectionné et amplifié par PCR. 

Cependant, l’analyse de séquences des constructions nous a permis de contrôler, par des 

alignements CLUSTAL, la conservation de la séquence du réarrangement VDJ.  
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Bien que nous ayons transformé les cellules NS0 avec 15 combinaisons différentes (H+L), 

nous n’avons obtenu finalement que 3 clones stables producteurs d’Ac. Le premier clone est 

formé de la combinaison (H : 05_2A et L : 05_12C). Nous avons tenté d’associer 2 chaînes 

lourdes provenant du patient 9 avec les chaînes légères correspondant à cet adventice. 09-15C 

est une chaîne d’isotype g tandis que 09-66A a une région constante a. Les seuls clones 

obtenus producteurs d’Ig complet résultent de l’association de (H : 09_15c et L : 09_19E) et 

de l’assemblage (H : 09_66A et L : 09_20B). Donc, 2 chaînes lourdes provenant d’un même 

patient s’associent avec 2 isotypes différents de chaînes légères (k : 09_19E et l : 09_20B). 

Parmi les différents arrangements, 09_15C a été transfectée séparément avec 2 chaînes légères 

différant de 2 acides aminés seulement (09_19D et 09_19E). La combinaison (H : 09_15C + 

L : 09_19E) a abouti à la sécrétion d’un Ac mais pas celle avec 09_19 D. Il est possible que 

ces différences observées dans 09_19D ne soient pas tolérées par l’Ac et qu’elles aient un 

impact important au niveau de l’association (H+L). La substitution d’un seul acide aminé 

dans la région VH ou VL pourrait être suffisante pour modifier l’association et la spécificité. 

Ces données soulignent le rôle important des mutations somatiques dans l’acquisition de la 

spécificité antigénique et de l’association (H + L). 

 

L’absence d’un signal lors de l’immuno-détection sur les différentes lignées cellulaires 

indique que les Ac construits ne reconnaissent pas des protéines constitutives qui sont 

exprimées dans toutes les cellules (HSP, actine…..). Les Ig produites par les lymphocytes B 

adventitiels ne semblent pas cibler les Ag majoritairement reconnus par les TCR des plaques 

(LDLox et les HSP) ou les BCR des plaques qui interagissent avec les LDLox [195, 206], les 

bactéries et les protéines du cytosquelette (Transgelin 1) [210, 624, 625, 641]. Il semble donc 

que les antigènes de l’adventice soient différents de ceux de la plaque, ce qui tout à fait 

concordant avec le résultat du chapitre 3 (article 1) montrant que le répertoire de l’adventice 

est distinct de celui de la plaque. 

La détection spécifique de trois composants sur l’extrait artériel, mais pas sur l’extrait 

cellulaire, suggère que les Ag reconnus sont des Ag tissulaires. Toutefois, des études 

ultérieures sont nécessaires pour identifier et caractériser l’expression de ces antigènes. Ces 

Ac sont hautement spécifiques car ils reconnaissent chacun un constituant unique. Les Ac F16 

et L14 sont isolés d’un même patient mais reconnaissent des Ags différents confirmant ainsi 

l’aspect multifactoriel et multi-antigénique de l’inflammation locale dans l’athérosclérose 

[203][article 1]. De plus, le même profil de révélation était observé dans des conditions 

réductrices ou non. Cette interaction constitutive Ac-Ag suggère que les cibles reconnues sont 

plutôt des épitopes séquentiels indépendants de la structure tertiaire. La faible intensité de la 

bande peut être due soit au faible degré de similitude moléculaire entre les antigènes humains 

et ceux du rat, soit à l’expression minoritaire des antigènes d’intérêt. 

Toutefois ces résultats montrent clairement la capacité discriminante des Ac construits. Il est 

intéressant que ces réactifs soient monospécifiques même sur l’extrait de l’artère de rat. 

L’identification et la caractérisation ultérieure des antigènes est une étape cruciale et 

importante à la compréhension de l’immunité locale et à sa modulation par les facteurs de 

risque traditionnels (diabète, tabac, alcool…). 
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5 Conclusions 

La cellule B est une cellule multifonctionnelle qui est impliquée dans plusieurs pathologies 

[568, 569]. Elle peut circuler dans le sang autant que résider dans les organes lymphoïdes 

secondaires ou les tissus périphériques non lymphoïdes. La survie tissulaire des LB est un 

processus complexe qui nécessite en particulier la stimulation par des antigènes spécifiques. 

D’autres facteurs déterminants participent aussi au recrutement ainsi qu’à la domiciliation des 

LB. Les caractéristiques et les fonctions des lymphocytes tissulaires sont encore mal connues. 

L’étude récente d’un modèle murin a dévoilé la contribution active des LB résidents à 

l’évolution de la maladie athéromateuse [176]. Cependant, la pathologie humaine diffère de 

celle de modèles expérimentaux. De plus, les propriétés fonctionnelles et phénotypiques des 

lymphocytes ainsi que leurs conditions d’activation varient entre les différentes espèces [12]. 

L’étude humaine est donc une étape essentielle et indispensable pour explorer les cellules 

résidentes et confronter nos résultats à ceux des modèles murins.  

Notre étude est la première à s’intéresser à l’analyse de l’expression des Ig (isotypes et 

répertoire) ainsi qu’à la caractérisation des cellules B adventitielles alors que des études 

précedentes se sont seulement interéssées au répertoire des IgG au sein des plaques 

athéromateuses. Nous montrons que la sécrétion locale d’IgA est une caractéristique 

commune à tous les patients et associe les sous-classes IgA1 et IgA2. L’IgG est détectée dans 

la majorité des adventices tandis que la production d’IgM est souvent absente. Une réponse 

IgA au sein de la paroi artérielle était inattendue alors que cet isotype est principalement 

présent et sécrété dans la muqueuse intestinale [529]. Bien que l’IgA soit souvent associée à 

un effet protecteur dans le tube digestif [536], son rôle dans l’athérogenèse n’a pas encore été 

décrit. Il n’existe pas actuellement d’étude clinique appréciant le rôle de l’IgA, en particulier 

celle d’origine locale. La sécrétion locale des différents isotypes est favorisée par l’existence 

d’environemments cytokiniques compatibles (IL-4, IFN-g, TGF-b). D’autre part, des effets 

opposés ont été attribués à l’IgG sérique (anti-LDLox) [84, 212, 222, 223]. Pourtant, ces 

études systémiques et cliniques ne reflètent pas forcément la contribution des déterminants de 

l’inflammation locale.  

L’analyse des répertoires VH et VL montre la domiciliation adventitielle d’un nombre 

restreint de clones des LB, une observation qu’il faut tempérer en prenant en compte la petite 

taille des échantillons étudiés. Cette restriction du BCR s’accorde avec les données montrant 

une oligoclonalité du TCR des cellules locales [195, 206]. Les lymphocytes B locaux sont 

majoritairement des cellules B2 qui secrètent des anticorps hypermutés différents des 

anticorps naturels sécrétés par les cellules B1, ce qui est tout à fait compatible avec l’absence 

des marqueurs CD5 et CD27 exprimés respectivement sur les cellules B1 et MZ. Un autre 

point, méritant également d’être mentionné, est la coéxistence de la production de petites 

quantités d’IgM naturelle et d’IgM hypermutée par les cellules B résidentes.  

Les cellules B2 transférées de souris Apoe
-/-

 à des souris immuno-déficientes se domicilient 

dans les lésions vasculaires et aggravent la maladie [198]. A l’inverse, Doran et al. ont 

suggéré un rôle protecteur des cellules B résidentes [176]. Ce paradoxe révèle que le rôle des 

LB dépend du contexte. Il est possible que l’effet de sous populations de cellules B dépende 

de l’isotype sécrété.  
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Par ailleurs, ces cellules B résidentes ont des effets indépendants des Ac en secrétant des 

cytokines inflammatoires (IL-6, GM-CSF, TNF-a). La cellule B productrice d’IL-6, joue un 

rôle délétère majeur dans les maladies auto-immunes [291] suggérant ainsi une contribution 

pro-athérogène de cellules B adventitielles. Une étude récente a également démontré que les 

cellules IgA+ intestinales sécrètent les médiateurs inflammatoires TNF-a et la synthase 

inductible de l’oxyde nitrique (iNOS) [642]. Bien que nous n’ayons pas détecté une sécrétion 

d’iNOS par les LB artériels, l’analyse par RT-PCR montre qu’ils expriment du TNF-a. Les 

lymphocytes B1 peuvent sécréter du GM-CSF au cours d’infections microbiennes [643]. Dans 

les lésions d’athérosclérose, nous avons détecté l’expression de cette cytokine dans les 

cellules B2 résidentes sécrétrices d’IgG et d’IgA (patient 15 et 16b). Ce profil cytokinique 

inflammatoire des LB pourrait être expliqué par l’absence de cellules B1 inhibitrices de 

l’inflammation [644]. La présence inconstante de ces cytokines chez les patients pourrait être 

due aux différences d’âge des lésions et de profil de chaque individu. Toutefois, l’absence des 

cytokines suppresives (IL-10 et TGF-b) est une caractéristique commune à tous les patients. 

Actuellement, il est difficile d’attribuer un rôle définitif à chacune des voies (Ac ou 

cytokines), d’autant que la contribution pathologique des cytokines reste encore ambigüe et 

dépende du modèle utilisé. 

La domiciliation sélective, l’expression d’AID, la maturation d’affinité, la commutation de 

classe, la diversification clonale sont des caractéristiques de la réponse humorale adventitielle. 

Globalement, les comparaisons des séquences des régions V suggèrent une évolution clonale 

et une maturation loco-régionale (directement dans l’adventice ou avec des phases de 

migration dans les ganglions drainants) des cellules B sous pression antigènique. Quel que 

soit le traffic cellulaire, la détection d’AID qui est exprimé transitoirement durant la 

maturation des cellules B ainsi que la commutation de classe g1-g2 sont des preuves de 

modifications intra-adventitielles. 

Les réseaux de canaux entre l’intima et l’adventice laissent passer de petits antigènes et 

molécules solubles [170, 645, 646] permettant des échanges entre les deux tuniques. Les Ig 

seraient de taille trop importante pour traverser ce réseau. Notre étude d’isotypes exprimés et 

du répertoire ainsi que de l’immuno-détection montre aussi que les cellules B ne circulent pas 

entre l’adventice et la plaque. Bien que certaines régions V soient utilisées à la fois dans nos 

séquences isolées des adventices et celles isolées des plaques par Burioni [189], elles ne 

montrent pas de similitude des portions CDR3. Il semble donc que les LB se répartissent de 

manière différentielle entre les différents compartiments (adventice/plaque). Cette hypothèse 

est aussi supportée par l’immuno-détection qui suggère que l’HSP est un antigène majeur de 

la plaque mais pas de l’adventice [239, 625].  

La déplétion en cellules B est utilisée couramment pour le traitement des maladies auto-

immunes chez l’homme [647, 648]. Cette intervention est également efficace pour modifier 

l’évolution de l’athérosclérose murine. Pourtant, il n’y a pas encore de données cliniques qui 

évaluent l’effet de l’anti-CD20 dans le cas de l’athérosclérose humaine. Cette approche se 

confronte à plusieurs obstacles et paramètres limitants. La période d’intervention est le 

premier facteur déterminant des effets induits. Quoique l’anti-CD20 cible la majorité des 

cellules B circulantes, son degré d’accessibilité et d’efficacité sur les lymphocytes artériels 

reste inconnu. De plus, notre étude montre que les cellules B adventitielles (au moment de la 

chirurgie) n’expriment pas CD20. L’analyse par RT-PCR montre aussi l’absence de 
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marqueurs conventionnels des cellules mémoires (CD27, BCL-6) et des plasmocytes (CD138, 

Blimp-1), et les lymphocytes B adventitiels ressemblent alors à des plasmasblastes CD20
 

négatif. 

6 Perspectives 

L’identification d’antigènes des LB résidents chez un patient permettrait de comparer la 

réponse locale à la réponse systémique. La recherche d’antigènes nécessite l’utilisation des 

anticorps sur des extraits protéiques, sur des coupes histologiques d’artères saines et 

pathologiques et sur des puces à protéines de densité élevée, suivie par spectrométrie de 

masse. La réalisation de ce travail sur une large cohorte de patients serait indispensable pour 

repérer les antigènes ou les épitopes récurrents, s’ils existent. Les maladies auto-immunes 

présentent une succession de phases cliniques et la rupture de la tolérance aux antigènes a lieu 

seulement à des stades tardifs [170, 649]. Il est possible que des LB auto-réactifs soient 

générés à des phases avancées et contribuent à la progression de l’athérosclérose comme c’est 

le cas pour les maladies auto-immunes [170, 649]. Enfin, nos échantillons sont uniquement 

carotidiens et pourraient avoir des caractéristiques différentes de celles des autres artères. La 

nature et l’abondance des Ags ainsi que leur accessibilité aux cellules immunitaires, peuvent 

déterminer l’évolution hétérogène de l’athérosclérose au sein de différents sites anatomiques 

du même patient. 

Par ailleurs, l’étude des chimiokines impliquées dans le recrutement sélectif des LB dans la 

plaque et l’adventice chez l’homme est aussi une perspective passionnante. Chez les souris 

Apoe
-/-

, CCL20 (ligand du récepteur CCR6) est responsable de l’attraction des LB adventitiels 

dans les phases précoces tandis que CXCL13 et CCL21 (ligands des récepteurs CXCR5 et 

CCR7 respectivement) sont plutôt impliquées dans l’organisation de l’ATLO à des stades 

avancées. De plus, l’expression de récepteurs de chimiokines différents à la surface des 

cellules B nous informerait sur leur devenir (CXCR4 responsable de la migration vers la 

moelle osseuse) ainsi que sur la possibilité d’agir sélectivement sur leur domiciliation et de 

moduler l’inflammation adventitielle. 

L’adventice est aussi riche en récepteurs TLR dont l’activation contribue à déstabiliser la 

plaque [160]. Ces récepteurs sont stimulés par plusieurs molécules (lipides, carbohydrates, 

ADN) possédant des motifs PAMP ou DAMP parmi lesquelles on trouve des antigènes 

potentiels de l’athérosclérose (LDLox, GPI…). Pourtant, l’activation spécifique des TLR des 

lymphocytes B est capable d’induire la sécrétion d’IL-10 inhibant l’inflammation et la 

progression de la maladie [650]. L’analyse de la contribution des LB à cette voie nécessiterait 

l’identification des TLR exprimés. 

Des clones adventitiels (IgA+) ont aussi été facilement détectés dans les ganglions. Bien qu’il 

soit diffcile d’établir leur sens de circulation et leur lieu de maturation, il serait intéressant de 

déterminer s’ils circulent dans le sang et s’ils peuvent être utilisés pour le diagnostic de cette 

pathologie.  

Une étude approfondie des anticorps et des cytokines sécretées pourrait être réalisée par 

l’utilisation de modèles murins. Premièrement, il faudrait vérifier si nos résultats s’appliquent 

aussi aux souris Apoe
-/-

 et y mettre en évidence une éventuelle sécrétion locale d’IgA. Le rôle 

particulier de chaque isotype d’Ig pourrait être étudié à l’aide de souris Iga-/-
 ou Igg-/-

 ou plus 

particulièrement en transférant des LB mutés (Iga-/-
 ou Igg-/-

) à des souris Apoe
-/-

 Id3
-/-

.  
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D’autre part, les LB peuvent aussi moduler l’attraction cellulaire par leur production 

cytokinique. L’isolation directe par microdissection capture laser (MCL) de cellules 

homogènes de même isotype (après immunohistochimie anti-IgA et anti-IgG) permettra 

d’établir une corrélation entre les isotypes et les cytokines secrétées. Les données disponibles 

sur le rôle des LB (murins et humains) nécessitent un réexamen de la cinétique d’infiltration 

des différentes sous populations de LB. Cette approche établirait la chronologie du 

recrutement et de la domiciliation des cellules B. En effet, ces dernières peuvent être parmi les 

acteurs précoces de la réponse immune en inhibant [176] ou amplifiant l’inflammation et 

l’accumulation de macrophages [198]. Il est tout à fait raisonnable d’étudier in vitro le 

dialogue entre les cellules B adventitielles et les macrophages après isolation à partir de souris 

Apoe
-/-

. L’invalidation spécifique de ces cytokines dans les cellules B permettrait de définir 

leur impact sur la progression de la maladie. De plus, la caractérisation et l’analyse 

chronologique des propriétés de LB résidents permettraient de comprendre leur rôle et 

d’optimiser les traitements immunologiques. 

Les changements et modifications locales résultent de l’activation et de la formation de 

diverses formes de TLO (ou CG) dans l’adventice où s’accumulent les cellules immunitaires 

[651-656]. Ces structures peuvent se développer dans divers sites et tissus en réponse à une 

inflammation chronique en particuler lors des maladies auto-immunes [653, 657-659]. Leur 

formation, souvent accompagnée de la destruction des organes, est aussi bien corrélée à 

l’infiltration adventitielle de LB durant l’athérosclérose [170, 172, 180]. Les agrégats de 

cellules B et les auto-anticorps sont des facteurs potentiels d’érosion endothéliale et de 

rupture des plaques [170] justifiant ainsi l’étude du rôle des LB dans la né-organogenèse et la 

thrombose. Les mécanismes de développement et d’organisation des ATLO dans 

l’athérosclérose humaine restent encore à déterminer. La présence de cellules B est essentielle 

et suffisante pour induire la différenciation et la maturation de FDC [293, 294]. Les LB 

peuvent également agir comme des CPA pour les LT et les NK [201, 202]. Il serait intéressant 

d’isoler les LB pour analyser leur expression de molécules de co-stimulation afin de nous 

renseigner sur la capacité des cellules B à se comporter comme des CPA. En plus, elles 

pourraient également secréter, à certaines périodes de l’évolution des plaques, de la LT-a qui 

est indispensable à la formation de TLO [294, 296]. Il faudrait invalider les LT (a et b) 

spécifiquement dans les LB. Cependant, des informations supplémentaires pourraient 

provenir de l’étude des souris chimères déficientes en anticorps seulement, en remplaçant la 

région JH avec la protéine LMP2A d’Epstein Barr Virus (EBV). Ces souris représentent un 

meilleur modèle que celles déficientes en Cm car elles conservent une architecture normale 

des tissues lymphoïdes, permettant ainsi d’apprécier le rôle des différents médiateurs sécretés 

par les LB. D’autre part, le rôle potentiel des auto-anticorps rend nécessaire l’injection des 

Acs chimères identifiés à des souris à phases avancées d’athérosclérose, pour évaluer leur 

contribution potentielle aux accidents vasculaires.  

Les récepteurs de BAFF (B-cell activating factor) et d’APRIL (a proliferation-inducing 

ligand) sont exprimés principalement sur les cellules B. L’expression de BCMA (B cell 

maturation antigen) et de TACI (TNFR homolog transmembrane activator) est faible sur les 

cellules B immatures mais augmente progressivement durant le développement des cellules B 

périphériques. BAFF et APRIL induisent la différentiation et la prolifération des cellules B. 

BAFF est nécessaire pour le développement et la maturation périphérique des cellules B in 

vivo. Pourtant, la surexpression de BAFF chez la souris induit le développement murin des 
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maladies autoimmunes (lupus, arthrite). Les antagonistes ou les modulateurs sont des 

candidats thérapeutiques intéressants ciblant les cellules B dans les maladies autoimmunes 

[660]. D’une manière intéressante, l’invalidation du récepteur du BAFF est associée à une 

déficence des cellules B2 et une diminution de la taille des lésions dans les souris Apoe
-/-

, 

confirmant ainsi l’effet athérogène des cellules B2 et la participation de la voie BAFF/APRIL 

à l’évolution de la maladie [661, 662]. Cette conclusion nécessite une recherche plus 

approfondie pour évaluer la contribution de la voie BAFF/APRIL à la différentiation des 

cellules B et à la sécrétion de différents isotypes. 

Une intervention anti-CD20 ne pourrait être efficace qu’aux étapes précoces de l’évolution de 

la maladie. L’absence de la molécule CD20 sur les lymphocytes résidents aux stades avancés 

de l’athérosclerose rend nécessaire l’étude d’autres marqueurs des sous populations B. Le 

traitement anti-CD20 ne permet cependant pas la distinction ou la déplétion sélective des sous 

populations de LB. Pourtant, d’autres approches (anti-CD19 et anti-CD22) ciblant 

sélectivement des sous populations des cellules B (B2, B activées) mériteraient d’être essayés 

sur les modèles murins d’athérosclérose. Enfin, une étude clinique corrélant les 

caractéristiques des cellules B résidentes et le profil métabolique de chaque patient (obèse, 

diabétique) pourrait nous aider à comprendre l’effet des différents facteurs de risque sur 

l’inflammation locale. 

 

  



136 
 

 

Annexe 

 

Tableau 1 : Oligonucléotides utilisées pour les constructions d’anticorps. Les bases soulignées 

indiquent les sites de restriction des enzymes corresposantes affichées dans la première case. 

    

PCR Amorce Forward 01s 5'---3' Amorce Reverse 02as 5'---3'

VH3-66 pr - JH4 don BamH1 ATCTCCCCCAGGAGACTTCA GGGATCCCGGTTGTGAGGACTCACCTGAGGAGACGGTGACCAG

VH3-72 pr - JH5 don BamH1 CCTGAGAGATAGGATTACTGCC GGGATCCCGGTTGTGAGGACTCACCAGAGGAGACGCTGACCAG

VH3-23 pr - JH4 don BamH1 CACAGATCTCCCCGAGGACAT GGGATCCCGGTTGTGAGGACTCACCTGAGGAGACGGTGACCAG

Vk1-27 pr - Jk4 don H3 GAGATGTTTTTCCCTAGCAGACC GGGAAGCTTAGGAAAGTGCACTTACGTTTGATCTCCACCTCGGTCCC

Vl2-8 pr - Jl1 don BamH1 GTGCCCAGGCCTGGAGGGTCAC GGGATCCTTGAGAGCCACTTACCTAGGACGGTGACCTTGGTC

Vk1-39 pr - Jk2 don H3 GAAGGCCTGATAGACCCACC GGGAAGCTTAAAAAGTACTTACGTTTGATCTCCAGCTTGGTCC

Vk1-6 pr - Jk4 don H3 CCCCCTTCCCTAAATGGAATC GGGAAGCTTAGGAAAGTGCACTTACGTTTGATCTCCACCGTGGTCCC

Vk2-30 pr - Jk1 don H3 TGAAAGGGCCAAATCTGAAC GGGAAGCTTAAATTCTACTCACGTATGATTTCCACCTTGGTC

Vl1-44 pr H3 - Jl3 don Xba1 GGAAGCTTCACACCCTGACATCCTCAAG GGTCTAGAGAGAAGAGACTCACCTAGGACGGTCAGCTTGGTC

Vl1-44 pr H3 - Jl3bis don Xba1 GGAAGCTTCACACCCTGACATCCTCAAG GGTCTAGAGAGAAGAGACTCACGTAGGACGGTCAGCTTGGTC

Vl7-46 pr H3 03s - Jl3don Xba1 GGAAGCTTGTTCAAACTTAATGAACCCTGC GGTCTAGAGAGAAGAGACTCACCTAGGACGGTCAGCTTGGTC

VH3-66 pr - VH3 FR1 ATCTCCCCCAGGAGACTTCA CAGAGGCTGCACAGGAGAGTC

VH3-23 pr - VH3 FR1 CACAGATCTCCCCGAGGACAT CCAGAGGCTGCACAGGAGAGTC

VH3-72 pr -VH3 FR1 CCTGAGAGATAGGATTACTGCC CAGAGGCTGCACAGGAGAGTC

Vk1-27 pr - Vk1-27 FR1 GAGATGTTTTTCCCTAGCAGACC AATGCCCTGACTCGCCCGGCAAG

Vk1-39 pr -Vk1-39 FR1 GAAGGCCTGATAGACCCACC CAGATGCAGACAGGGAGGATGG

Vk1-6 pr -Vk1-6 FR1 CCCCCTTCCCTAAATGGAATC GCAAGTGATGGTGACTCTGTCTCC

Vk2-30 pr -Vk2-30 FR1 TGAAAGGGCCAAATCTGAAC AGGCTTTGACTAGACCTGCAG 

Vl1-44 pr -Vl1-44 FR1 GGAAGCTTCACACCCTGACATCCTCAAG GGGGTCCCAGACGCTGAGGGT

Vl2-8 pr -Vl2-8 FR1 GTGCCCAGGCCTGGAGGGTCAC CTGGTTCCAGTGCAGGAGATGGTGAC

Vl7-46 pr -Vl7-46 FR1 GGAAGCTTGTTCAAACTTAATGAACCCTGC ACAGGTGAGAGTGACTGTCC

Vl1-44 pr H3 - MoCl H3 GGAAGCTTCACACCCTGACATCCTCAAG CCAAGCTTGCCAAGACATTCCACACACTAC

Vl2-8 pr H3 - MoCl H3 CCAAGCTTGTGCCCAGGCCTGGAGGGTCAC CCAAGCTTGCCAAGACATTCCACACACTAC

Vl7-46 pr H3 - MoCl H3 GGAAGCTTGTTCAAACTTAATGAACCCTGC CCAAGCTTGCCAAGACATTCCACACACTAC

MoG2A GAGGAGGAAGGTGCTTACCCTG GGCTGTCCTCCAACCCTGGCCAG

MoG2A H3 CCAAGCTTGAGGAGGAAGGTGCTTACCC CCAAGCTTGGCTGTCCTCCAACCCTGGCC

MoCl CGCAGAGAGGATTCAAGAGCTGG GCCAAGACATTCCACACACTAC

Hu ENH BamH1-Hu ENH GGGATCCTGCTACTGCCTGTGGGGTTTC CCAAGCTTGGCTGTCCTCCAACCCTGGCC
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