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Résumé 

 

L’athérosclérose est un processus d’évolution lente, dont les premières étapes sont marquées par le 

dépôt de lipoprotéines de basse densité (LDL) dans l’intima des artères. Les études histologiques 

montrent que les cellules musculaires lisses (CML) sont prépondérantes dans l’intima des lésions 

précoces et qu’elles ont un rôle critique dans le développement des lésions. A l’inverse des CML 

saines de la média qui présentent un phénotype contractile, certaines CML de l'intima sont 

caractérisées par la synthèse de matrice extracellulaire, associée à une migration et une prolifération 

augmentées. Comme les macrophages, une fraction de ces CML peut internaliser les LDL et participe 

à la formation de cellules spumeuses. 

         Dans ce travail, nous avons cherché à déterminer le rôle du syndécan-1 dans la modulation du 

phénotype de la CML. Nous avons mis en évidence une surexpression du syndécan-1 par les CML 

intimales lors des stades précoces de l'athérosclérose. Dans le but de déterminer l'effet de cette 

surexpression, nous avons élaboré un vecteur lentiviral codant le syndécan-1 afin de le surexprimer 

dans les CML en culture. Nos résultats montrent qu'en réponse au transforming growth factor beta 

(TGF-β), les CML surexprimant le syndécan-1 présentent une augmentation amplifiée des gènes du 

collagène de type I et de certains marqueurs de fonction contractile incluant la SM α-actine, la 

calponine et la smootheline. 

         Un autre volet de l'étude s'est intéressé à l'origine des cristaux de cholestérol (CCs) dans les 

lésions. Fréquemment retrouvés dans les lésions avancées, les études montrent que ces CCs pourraient 

induire mécaniquement la rupture de la plaque. Par l'analyse de coupes d'aortes fraîches, nous avons 

observé que les CCs apparaissent au stade de la lésion fibrolipidique et qu'ils sont associés à la 

présence de CML mortes. In vitro, les CML chargées en cholestérol sont capables de produire des 

cristaux, un processus qui est accéléré par la présence de collagène de type I et par l'inhibition de 

l'autophagie et de l'estérification du cholestérol.  Nous avons montré que le collagène de type I 

entraine une diminution de p62 et une augmentation de Niemann-Pick C1, suggérant qu'il module 

l'expression de gènes associés à l'autophagie et au trafic du cholestérol. 

          L’ensemble de ce travail ouvre ainsi de nouvelles perspectives quant à l’identification des 

mécanismes initiant la modulation du phénotype de CML, et aux conséquences de cette modulation au 

niveau de la lésion.  
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Abstract 

 

Atherosclerosis is a chronic pathological process that is characterized, in the earliest stage, by low 

density lipoproteins (LDL) accumulation within the arterial intima. Evidences show that smooth 

muscle cells (SMCs) are preponderant in the intima of early lesions and play a major role in lesions 

development. Whereas medial SMCs are involved in the contractile function, intimal SMCs are 

characterized by increased proliferation and migration, loss of contractile markers, and extracellular 

matrix production. Like macrophages, these SMCs have the capacity to internalize LDL and become 

foam cells.  

      In this work, we explored syndecan-1 role in SMCs phenotypic modulation. We show that 

syndecan-1 expression is increased in intimal SMCs of early lesions. To determine the effect of this 

overexpression in SMCs in vitro, we elaborated the construction of a lentiviral vector encoding 

syndecan-1 cDNA. Our results demonstrate that syndecan-1 amplifies the up-regulation of type I 

collagen, SM α-actin, calponin, and smoothelin mRNA expression, induced by TGF-β.  

       In the second part of our work, we investigated cholesterol crystals (CCs) formation in 

atherosclerotic lesions. Besides to being a major component of the atheromatous core, studies have 

shown that CCs could promote plaque rupture by causing mechanical damage. Our observations of 

fresh aortas revealed that CCs first appeared at the fibroatheroma transition and are associated with the 

death of SMC. Cholesterol-loaded human SMCs were capable of producing CCs in vitro, a process 

that was enhanced by type I collagen and by inhibition of autophagy and cholesterol esterification. We 

found that type I collagen leads to a decrease in the expression of p62, and an increase in Niemann-

Pick C1, suggesting that collagen induces changes in genes relating to regulation of intracellular 

cholesterol levels and localization. 

         In conclusion, this work described a novel candidate potentially implicated in SMCs phenotypic 

modulation, and the important consequences of this modulation in lesions development.  
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L’athérosclérose 

 

 

Les maladies cardio-vasculaires représentent, avec 30% des décès, l'une des principales causes de 

mortalité mondiale. Dans la majorité des cas, les accidents ischémiques aigus tels que l’infarctus du 

myocarde et l’accident vasculaire cérébral, sont la traduction clinique de l'athérosclérose. Ce processus 

pathologique, caractérisé par le dépôt de plaques sur la paroi artérielle, est responsable de l’obstruction 

des vaisseaux conduisant à l’ischémie des organes distaux. 

 

 

I. Structure de la paroi artérielle  

 

La paroi artérielle est constituée de trois tuniques concentriques, qui de la lumière vers la périphérie de 

l’artère sont : l’intima, la média, et l’adventice (Figure 1). 

 

1. L’intima 

 

L’intima est la couche interne de la paroi artérielle, directement en contact avec le flux sanguin. A 

l’état normal, cette tunique est fine et à peine visible en microscopie optique. Elle est constituée d’une 

monocouche de cellules endothéliales étroitement jointes qui reposent sur une membrane basale, et 

plus en profondeur sur la couche sous-endothéliale constituée de matrice extracellulaire (MEC). Cette 

couche sous-endothéliale est le site initial de développement de l’athérosclérose. 

 

2. La média 

 

La média est la tunique la plus épaisse à l’état normal. Elle est constituée essentiellement de cellules 

musculaires lisses (CML), empilées en couches appelées unités lamellaires. Chaque unité lamellaire 

est composée de CML entourées de MEC, en particulier des collagènes fibrillaires et des fibres 

élastiques. L’élasticité de la média permet à l’artère de modifier son calibre et son état de tension, donc 

le niveau de pression du sang en se contractant et en se dilatant. Elle est séparée de l’intima par la 

limitante élastique interne et de l’adventice par la limitante élastique externe. 
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II. Physiopathologie de l’athérosclérose 

 

1. Description générale  

 

L'athérosclérose se caractérise par le dépôt progressif de plaques d'athérome sur la paroi des artères. 

C'est un processus pathologique distinct du vieillissement vasculaire, qui débute dès le plus jeune âge 

et tend à évoluer. Les lésions débutantes ressemblent à de simples trainées de dépôts lipidiques sur la 

paroi de l’artère. Les plaques d’athérome surviennent dans un second temps, et ont deux 

composantes : un coeur lipidique riche en cholestérol et débris cellulaires, et une chape fibreuse dure 

contenant des fibres de collagène. En référence à la dualité de ces plaques, le terme « athérosclérose », 

a été proposé en 1904 par Felix Marchand à partir des mots grecs athara qui veut dire « bouillie de 

farine », et skléros, signifiant « dur ».  

La formation et le développement de ces plaques résultent d'interactions complexes, faisant intervenir 

les éléments du sang circulant incluant les lipoprotéines et les macrophages dérivés de monocytes, et 

les composants de la paroi artérielle. Dans la plupart des cas, les plaques d’athérome sont 

asymptomatiques. Cependant, l’épaississement progressif d’une plaque peut provoquer un 

rétrécissement de la lumière artérielle (sténose) qui gêne le passage du sang et donc l’apport en 

oxygène à l’organe qu’elle irrigue. A terme, certaines plaques se fragilisent, rompent et exposent leur 

contenu thrombogène au sang circulant. Le thrombus formé peut ainsi obstruer localement le vaisseau 

ou être transporté  par la circulation sanguine et provoquer l’ischémie d’un organe situé en aval.  

 

Les manifestations cliniques de l’athérosclérose sont multiples et fonction de l’organe touché. La 

sténose des artères coronaires est à l’origine des angines de poitrine. Les conséquences d’une rupture 

de plaque sont quant à elles dépendantes du territoire ischémié par le thrombus : myocarde, cerveau, 

membres inférieurs ou intestin. 

 

Les facteurs de risques, déterminés lors d’études épidémiologiques, font intervenir des facteurs 

génétiques non modifiables (âge, genre, hérédité), des habitudes de vie modifiables (alimentation riche 

en sucre et graisse, tabac, sédentarité) et des situations pathologiques modifiables dans une certaine 

mesure (hypercholestérolémie, diabète, obésité, hypertension). 

Bien que l’hypercholestérolémie soit un facteur de risque, le risque athérogène ne dépend pas tant du 

cholestérol en lui-même, mais de la nature des lipoprotéines auxquelles il est associé. On distingue 

deux grandes classes de lipoprotéines aux propriétés antagonistes. Alors que les lipoprotéines de basse 

densité (LDL) exercent un effet athérogène en favorisant le dépôt de cholestérol dans les artères, les 

lipoprotéines de haute densité (HDL) ont plutôt un effet protecteur en ramenant le cholestérol en excès 
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des tissus périphériques vers le foie. De ce fait, le risque cardiovasculaire est proportionnel aux taux 

des LDL et inversement proportionnel aux taux des HDL.  

 

2. Classification des lésions  

 

La description moderne de l’athérosclérose retient trois stades évolutifs : la strie lipidique, la lésion 

fibro-lipidique, et la lésion compliquée (Figure 2) [1].  

 

a. La strie lipidique 

 

Les stries lipidiques apparaissent dès l’enfance. Ce sont les premières lésions visibles, qui se 

présentent sous la forme de traînées jaunâtres allongées dans le sens du flux sanguin. Elles sont 

formées par l’accumulation de macrophages et de CML qui se sont chargés de lipides, devenant des 

cellules spumeuses. Ces cellules spumeuses sont disposés en couches stratifiées dans la couche sous-

endothéliale de l’intima [2].  

 

b. La lésion fibro-lipidique 

 

A un stade plus avancé, une chape fibreuse vient entourer le centre lipidique, donnant naissance à la 

plaque fibro-lipidique. Le centre lipidique contient les cellules spumeuses et des lipides extra-

cellulaires, ainsi que des débris cellulaires, et cristaux de cholestérol. La chape fibreuse est constituée 

majoritairement de CML qui ont migré de la média vers l’intima, et d’une abondante MEC 

comprenant du collagène et des glycosaminoglycanes (GAGs). Macroscopiquement, les plaques fibro-

lipidiques se présentent comme un nodule blanchâtre surélevant l’endothélium, de consistance ferme, 

contenant à la coupe un matériel grumeleux, la bouillie athéromateuse, enkysté dans une coque 

fibreuse. En se développant, cette lésion peut engendrer une réduction de plus en plus importante de la 

lumière artérielle, et conduire à la sténose. 

 

c. Les lésions compliquées 

 

Les lésions compliquées sont associées à de graves complications cliniques :  

L’ulcération se traduit par une rupture de l'endothélium, mettant en contact le sang circulant et le 

contenu de la plaque, ce qui aboutit à la formation d’un thrombus. L'ulcération peut aussi provoquer la 

libération de matériel athéromateux ou de cristaux de cholestérol dans la circulation, causant des 

embolies [3] [4]. Les hémorragies intra-plaque sont liées soit à la pénétration de sang circulant dans le 

centre de la plaque après ulcération, soit à la rupture des vasa vasorum nés d’une néovascularisation 

qui s’étend à partir de l’adventice vers la plaque. Ces hémorragies entrainent une augmentation brutale 
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au centre lipidique une chape fibreuse. Avec l’élargissement du cœur nécrotique, ces plaques se fragilisent et 

peuvent rompre, ce qui conduit à la formation d’un thrombus. (Adapté de Bentzon et al [5]) 

 

III. Mécanismes de formation de l'athérosclérose 

 

1. Epaississement de l’intima et rétention des LDL par les protéoglycans 

 

Avant même le développement de l’athérosclérose, certaines régions des artères présentent une intima 

plus épaisse. Ces régions, décrites par Nakashima comme un « épaississement diffus de l’intima », 

contiennent des protéoglycans en abondance ainsi que des CML et de l’élastine. Aucun dépôt lipidique 

n’est présent, et on observe dans certains cas quelques macrophages isolés dans la couche superficielle 

[6].  Bien que les mécanismes précis ne soient pas connus, Stary a suggéré que l’épaississement de 

l’intima représentait une adaptation physiologique aux contraintes mécaniques [7].  

Il est généralement considéré que l’épaississement diffus de l’intima constitue un précurseur des 

lésions d’athérosclérose avancées. L’accumulation des lipoprotéines athérogènes dans l’intima, en 

particulier les LDL, est une étape essentielle dans le développement de l’athérosclérose. Nakashima a 

montré que ces régions enrichies en protéoglycans piègent les lipoprotéines extra-cellulaires, ce qui 

favorise leur accumulation dans l’intima (Figure 3) [8]. Les protéoglycans portent en effet des chaines 

de GAGs qui interagissent avec les composants protéiques des lipoprotéines, notamment les 

apolipoprotéines B et E, via des interactions électro-statiques [9]. L’infiltration des macrophages est 

subséquente au dépôt de lipides. Ces résultats renforcent l’hypothèse de « réponse à la rétention » 

établie en 1995 par Williams et Tabas, dans laquelle la rétention de lipoprotéines par les protéoglycans 

de l’espace sous-endothélial serait l’évènement initial de l’athérogenèse [10].  

Bien que tous les protéoglycans se lient aux lipoprotéines in vitro, les études histologiques identifient 

le biglycan comme étant le protéoglycan majeur impliqué dans la rétention des LDL [11].  

 

2. Modification des LDL et réponse immunitaire 

 

Suite à leur rétention dans la matrice extra-cellulaire, les LDL sont exposés à des agents oxydants et 

des enzymes qui vont conduire à des LDL oxydées et agrégées [12]. Ces LDL modifiées jouent les 

stimulateurs des réponses immunitaires.  

 

Les LDL oxydées  activent les cellules endothéliales en induisant l’expression de molécules 

d’adhérence et de chimiokines, ce qui conduit à l’infiltration de monocytes et de lymphocytes dans 

l’espace sous-endothélial (Figure 4) [13]. Une fois entrées dans l’intima, les monocytes acquièrent les 

caractéristiques morphologiques des macrophages. Le recrutement de monocytes dans la paroi 
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des LDL oxydées par les macrophages et CML, conduit à la formation d’un centre nécrotico-lipidique, qui 

s’entoure d’une chape fibreuse. (Adapté de Tabas et al [10]) 

 

 

 

 

 

Figure 4. Réponse inflammatoire induite par les LDL oxydées. Les LDL oxydées (oxLDL) activent les 

cellules endothéliales (CE), conduisant à l’entrée des monocytes (MO) et lymphocytes (LT). Les monocytes se 

différencient en macrophages (MP), qui internalisent les LDL oxydées, comme les CML. Les lymphocytes T 

(LT)  reconnaissent des peptides des LDL oxydées présentés par les macrophages et sécrètent des cytokines, qui 

participent à modifier les caractéristiques des CML.  (Tiré de Caligiuri et al [15]) 

 

3. Migration et transition phénotypique des CML 

 

L’accumulation de lipoprotéines, l’activation endothéliale, ainsi que les réponses inflammatoires 

conduisent à la modulation du phénotype des CML. Durant ce processus, les CML quiescentes 

contractiles diminuent l’expression des marqueurs de fonction contractile, comme la smooth muscle 

alpha actine (SM α-actine) et la myosine. Elles migrent de la média vers l’intima, où elles prolifèrent 

et acquièrent un phénotype sécrétoire, en augmentant leur production de MEC et protéoglycans [17].  
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Ce changement de phénotype est critique dans le développement des lésions. En sécrétant des 

protéoglycans, les CML de l’intima favorisent la rétention des LDL et leur oxydation subséquente. 

Elles participent également à l’accumulation de cellules spumeuses puisqu’elles internalisent les LDL 

modifiées comme les macrophages. La diversité des phénotypes exhibés par les CML, ainsi que les 

mécanismes conduisant à la transition phénotypique, seront développés dans un paragraphe dédié. 

 

4. Formation de cellules spumeuses : implication des macrophages et des CML 

 

Contrairement aux LDL natives, dont l’internalisation est soumise à un contrôle négatif strict, les LDL 

modifiées sont internalisées de manière non régulée. Elles s’accumulent alors dans le cytoplasme des 

cellules, conduisant à la formation de cellules spumeuses. 

Les LDL modifiées reconnues par les récepteurs scavengers incluent les LDL oxydées, acétylées, et 

les LDL enzymatiquement altérées. Les LDL agrégées sont internalisées par phagocytose médiée par 

le LDLR, ou par une voie indépendante des récepteurs. L’expression des récepteurs scavengers et 

récepteurs aux LDL a été décrite aussi bien dans les macrophages et les CML. Les macrophages 

expriment une variété de récepteurs incluant les récepteurs scavengers de classe A (SR-A) de types I et 

II, Cluster of differenciation 36 (CD36), Lectin-like Oxidized low-density lipoprotein receptor 1 

(LOX-1), et Cluster of Differentiation 68 (CD68) [18]. Chaque récepteur scavenger dispose d’une 

spécificité large, bien qu’il ait une préférence pour certains ligands. Comme les macrophages, il a été 

rapporté que les CML expriment les récepteurs scavengers de classe A et CD36 [19]. La tendance des 

CML à accumuler le cholestérol apparait cependant être variable selon leur phénotype. L’expression 

de récepteurs scavengers étant plus forte dans les CML intimales comparé aux CML de la média, la 

transition phénotypique semble critique à leur transformation en cellules spumeuses. 

Dans les macrophages comme dans les CML, des processus tels que l’internalisation des lipoprotéines, 

le stockage et l’hydrolyse du cholestérol, ainsi que son efflux, participent à l’homéostasie du 

cholestérol intracellulaire. Ces phénomènes, qui seront décrits en détail ultérieurement, contribuent à 

la balance entre l’accumulation de cholestérol provenant des lipoprotéines athérogènes, et la sortie de 

ce cholestérol des cellules. En condition athérogène, la dérégulation de ces mécanismes favorise la 

formation de cellules spumeuses [20]. 

La contribution des macrophages et des CML à la population de cellules spumeuses n’a pas été 

clairement élucidée. Le marqueur CD68, habituellement utilisé pour caractériser les macrophages dans 

les lésions, a été montré être également exprimé par des CML chargées en cholestérol [19] [21]. Ces 

observations montrent que des cellules spumeuses identifiées comme des macrophages par 

immunomarquage dans les plaques d’athérome humaines pourraient en fait être dérivées de CML. 

D’un autre côté, les macrophages peuvent, sous certaines conditions, exprimer des marqueurs de CML 

comme la SM α -actine [22]. Le manque de marqueurs spécifiques d’un seul type cellulaire rend donc 

difficile l’identification de l’origine des cellules spumeuses. 
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5. Développement du centre nécrotique et formation de la chape fibreuse 

 

Suite à l’accumulation de cellules spumeuses, un centre lipidique se forme. Le centre lipidique se 

constitue de cellules parfois mortes, dont les macrophages et CML, et de lipides extracellulaires sous 

forme de cristaux de cholestérol, d’esters de cholestérol et de phospholipides. Avec l’évolution de la 

lésion, le nombre de cellules mortes et la lyse cellulaire augmentent, ce qui aboutit à la genèse d’un 

cœur nécrotique. L’apoptose, ainsi que la nécrose secondaire des cellules spumeuses et des CML sont 

une cause importante de développement d’un coeur nécrotique. De nombreux facteurs capables 

d’induire l’apoptose sont présents dans les plaques, parmi lesquels les lipides, puisqu’il a été montré 

qu’un chargement excessif des cellules avec du cholestérol libre induit l’apoptose [23]. 

Par ailleurs, alors que les cellules et corps apoptotiques sont rapidement éliminés par les phagocytes 

tissulaires en condition physiologique, cette épuration est ralentie dans la plaque d’athérome. Ces 

processus conduisent à l’expansion d’un cœur nécrotique caractéristique des plaques avancées, qui 

contribue à la rupture de plaque et à la thrombose (Figure 5). 

Progressivement, une couche de tissu fibreux encapsule le centre nécrotique contenant les cellules 

mortes. Cette chape fibreuse est constituée d’une matrice qui contient des fibres de collagène de type I 

et III, des glycoprotéines dont la fibronectine, et des GAGs. Ce tissu est principalement produit par les 

CML de l’intima, en l’absence de fibroblastes qui sont les cellules habituellement impliquées dans la 

réparation tissulaire. Le processus diffère ainsi d’une réponse pro-fibrotique normale à l’injure. Les 

phénomènes de dédifférenciation, migration et prolifération des CML sont importants dans la 

constitution de la chape fibreuse. 

L’épaisseur de la chape fibreuse diffère selon les plaques, et traduit la balance entre prolifération et 

apoptose des CML, et entre synthèse et dégradation de la MEC. Elle constitue un élément déterminant 

de fragilisation de la plaque, puisqu’une chape fine associée à un large cœur lipidique est liée à un 

risque de rupture élevé. Les différents facteurs de vulnérabilité de plaque seront évoqués 

ultérieurement. 
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Figure 5. Rupture de la plaque fibro-lipidique. La mort des cellules spumeuses dérivées de macrophages et 

CML conduit à la formation d’un cœur nécrotique et l’accumulation de cholestérol extracellulaire. Une chape 

fibreuse entoure le cœur nécrotique. La sécrétion de MMPs contribue à fragiliser la chape fibreuse. La rupture de 

plaque expose les composants du sang au facteur tissulaire, initiant la coagulation, le recrutement des plaquettes 

et la formation du thrombus. (Tiré de Glass et al  [14]) 

 

 

6. Formation du thrombus 

 

Lors de la rupture de la chape fibreuse, les constituants du cœur nécrotico-lipidique (facteur tissulaire 

et molécules pro-agrégantes) rencontrent les éléments du sang circulant, et initient le processus 

thrombotique. 

Les premières étapes de formation du thrombus consistent en l’activation et l’agrégation des 

plaquettes sanguines au niveau de la plaque lésée. Les plaquettes adhèrent au collagène et autres 

facteurs du sous-endothélium par l’intermédiaire de leurs glycoprotéines membranaires. En réponse à 

ces interactions, les plaquettes s’activent. L’agrégation plaquettaire se fait grâce au fibrinogène qui 

établit des ponts entre les plaquettes, créant un premier thrombus fragile. Grâce à la libération des 

enzymes et contenu granulaire des plaquettes, d’autres plaquettes sont recrutées. 

La coagulation, initiée par le facteur tissulaire, met en jeu une cascade de réactions enzymatiques. Elle 

conduit à la formation d’un réseau de fibrine qui va stabiliser l’agrégat plaquettaire. La génération de 
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thrombine a un rôle important dans ce phénomène. En clivant le fibrinogène en fibrine, la thrombine 

permet la formation d’un caillot fibrinoplaquettaire stable. 

 

 

IV. La transition phénotypique de la CML dans l’athérosclérose 

 

Il est établi que les CML ont un rôle critique dans l’évolution des lésions d’athérosclérose, de par leur 

implication dans divers processus tels que la formation des cellules spumeuses, ou le développement 

de la chape fibreuse. La modulation  phénotypique de la CML, qui détermine ces processus, a été le 

sujet de nombreuses études et débats durant ces dernières années.  

 

 

1. Plasticité de la CML et dédifférenciation  

 

Dans les artères matures normales, les CML localisées dans la média sont des cellules quiescentes, 

fortement spécialisées et différenciées. Leur principale fonction est la contraction assurant le tonus et 

la vasomotricité des vaisseaux, indispensables au contrôle du débit sanguin des organes. Les CML 

contractiles contiennent peu d’organites dédiés à la biosynthèse et se caractérisent par un faible taux de 

migration et de prolifération. Elles expriment un répertoire unique de protéines contractiles du 

cytosquelette, de canaux ioniques, et de molécules de signalisation requises pour leurs propriétés 

contractiles [24]. 

   

L’état de différenciation de la CML est réversible, même chez l’adulte. La CML possède une 

remarquable plasticité et subit des changements réversibles de son phénotype permettant une 

adaptation rapide à un environnement fluctuant.  

A l’état physiologique, la plasticité de la CML est observée lors du développement et du remodelage 

vasculaire. Durant la morphogenèse du vaisseau sanguin, la CML présente un taux élevé de 

prolifération et de migration, alors qu’elle acquière dans le même temps ses propriétés contractiles. 

Elle synthétise les composants de la MEC tels que le collagène, l’élastine et les protéoglycans, 

constituant une majeure partie de la paroi vasculaire. De facon similaire, en réponse à une lésion 

vasculaire, la CML augmente son taux de prolifération, de migration, et sa capacité synthétique afin de 

favoriser la réparation tissulaire. Après résolution de la lésion et un retour aux conditions 

physiologiques normales, les CML acquièrent de nouveau une fonction contractile.  

Dans ces situations, la prolifération et la migration sont des processus normaux et nécessaires. 

L’habilité de la CML à modifier son phénotype est une propriété qui est restée chez les organismes 

évolués puisqu’elle conférait un avantage sélectif. En effet, les mutations inhibant l’habilité de la CML 
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Une variété de gènes sélectifs et spécifiques ont été identifiés comme des marqueurs de l’état relatif de 

différenciation de la CML. Ces marqueurs incluent un grand nombre de protéines contractiles, comme 

l’actine, la myosine, la calponine, et la tropomyosine. Les CML différenciées expriment également des 

protéines faisant partie du cytosquelette et qui sont potentiellement impliquées dans la régulation de la 

contraction, telles que la transgeline, la caldesmone, la vinculine, la smootheline et la desmine. Toutes 

ces protéines présentent un certain degré de spécificité de la CML différenciée. Toutefois, ces 

marqueurs peuvent également être exprimés par d’autres cellules dans certaines conditions, à 

l’exception de l’isoforme de la myosine, qui apparait être le marqueur le plus spécifique de la CML 

différenciée [28]. 

 

L’actine est l’un des premiers marqueurs de différenciation exprimé par la CML lors du 

développement [29]. C’est la protéine la plus abondante de la CML différenciée puisqu’elle représente 

40% des protéines totales de la cellule. Bien qu’elle constitue un marqueur sélectif de la CML adulte 

en condition normale, elle peut être exprimée de façon transitoire par d’autres types cellulaires, 

incluant le muscle squelettique lors du développement, les cardiomyocytes dans le cas de 

cardiomyopathie, les fibroblastes lors de la réparation tissulaire, ou les cellules endothéliales durant le 

remodelage vasculaire [25]. Malgré cela, un grand nombre d’études ont associé l’expression de 

l’actine à une identification évidente d’une lignée CML. 

De même, la plupart des marqueurs de CML sont exprimés sous certaines conditions par d’autres 

types cellulaires. Par exemple, la transgeline (ou SM22α) a un profil d’expression similaire à l’actine, 

puisqu’elle est exprimée dans le muscle cardiaque et squelettique lors du développement [30], mais 

aussi dans les fibroblastes stimulés par le transforming growth factor beta (TGF-β) [31]. La myosine 

quant à elle, est une protéine motrice composée de 2 chaînes lourdes et 4 chaînes légères, qui 

intervient avec l’actine dans le processus de contraction musculaire. La chaîne lourde de la myosine 

est présente sous 2 isoformes : SM1 qui est retrouvé dans les CML vasculaires durant le stade fœtal et 

jusqu’à l’âge adulte, et SM2 qui apparaît après la naissance sur des CML différenciées.  

Plutôt que de s’intéresser aux marqueurs supprimés lors de la transition d’un phénotype contractile à 

un phénotype synthétique, plusieurs laboratoires ont cherché à identifier les gènes apparaissant lors 

des stades intermédiaires. Nagai et son équipe ont identifié l’isoforme non musculaire de la myosine, 

SMemb, comme un marqueur efficace de la CML phénotypiquement modifiée [32]. Bien qu’il soit 

aussi exprimé par des lignées neuronales, ce marqueur semble être relativement spécifique aux CML 

embryonnaires ou dé-différenciées. Son expression est induite lors d’une lésion vasculaire et par les 

CML intimales des lésions d’athérosclérose [33].  

 

 

Les principaux marqueurs utilisés pour caractériser l’état de différenciation de la CML sont reportés 

dans le tableau 1. 
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Nom Fonction Pattern d’expression et spécifité Notes 

Smooth muscle 

actin 

Contraction  - Expression transitoire dans le muscle squelettique 

lors du développement 

- Exprimé chez l’adulte par les CML, 

myofibroblastes, cellules endothéliales 

Marqueur le plus couramment 

utilisé de la lignée CML 

SM MHC 

(Myosine) 

Contraction Fortement spécifique des CML différenciées Isoformes SM-2 rapidement 

perdu dans les CML en culture 

et les lésions intimales 

Calponine - Interaction avec l’actine, 

régulation de la contraction 

- Transduction de  signal 

CML, expression transitoire dans les 

cardiomyocytes 

 

SM22a 

(Transgelin) 

- Interaction avec l’actine 

- Fonction non connue 

CML et myofibroblastes, expression transitoire 

dans les cardiomyocytes,  

Pas d’altération de la fonction 

contractile chez les souris KO 

Smoothelin - Régulation potentielle de 

l’appareil contractile 

- Smoothelin A exprimé par les CML viscérales 

- Smoothelin-B prédominante dans les CML 

vasculaires bien qu’exprimé transitoirement par les 

CML viscérales 

 

Caldesmon Contraction - heavy-caldesmon : spécifique au CML 

- light- caldesmon : tissu non musculaire 

 

Tropomyosine Liaison à l’actine, 

stabilisation des 

microfilaments d’actine 

Exprimé par les CML contractiles, expression 

augmentée dans les CML en culture et lors de 

l’athérogenèse 

Marqueur des processus de 

réparation tissulaire 

SMemb Interaction actine-myosine - Exprimé par les CML embryonnaires, lors du 

développement vasculaire, et par les CML dans 

l’athérosclérose 

- Lignée neuronale 

 

Tableau 1. Marqueurs de différenciation de la CML 

 

Il est à noter que la difficulté des études explorant le rôle de la transition phénotypique dans les 

maladies vasculaires est de distinguer les marqueurs de différenciation, indiquant l’état différencié de 

la CML, des marqueurs de lignée, identifiant les CML en excluant les autres types cellulaires. En effet, 
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à l'exception de la myosine, la plupart des marqueurs de différenciation peuvent être exprimés, au 

moins de façon transitoire, par d’autres types cellulaires lors du développement ou d’un stimuli 

pathologique. En conséquence, certaines cellules ont pu être identifiées comme CML alors qu’elles 

n'en étaient pas. De même, il est probable que des CML n’aient pas été identifiés comme telles, en 

raison de la difficulté à reconnaitre une CML ayant perdu ses marqueurs spécifiques.   

 

 

3. Phénotype de la CML dans l’athérosclérose 

 

La complexité des différents phénotypes qui sont exhibés par la CML est évidente dans les lésions 

d’athérosclérose. En effet, les propriétés morphologiques et physiologiques de la CML varient aux 

différents stades de l’athérosclérose, mais également entre CML localisées dans différentes régions 

d’une même lésion. 

Lors des phases précoces de l’athérosclérose, on observe un épaississement intimal diffus de l’artère 

humaine, qui contient des CML en abondance. Les évidences montrent que ces CML intimales 

diffèrent significativement des CML de la média, et qu’elles disposent de propriétés athérogènes 

faisant de l'intima un terrain fertile pour l’initiation des plaques (Figure 7).  

 

a. Migration et prolifération intimale 

 

La migration directionnelle des CML de la média vers l’intima prend place en réponse à des signaux 

extracellulaires. Pour migrer, la CML étend sa membrane vers le signal, en formant une structure 

appelée lamellipode. L’extension du lamellipode s’explique par un équilibre 

polymérisation/dépolymérisation de l’actine, la longueur du filament d’actine restant constante. Au 

niveau du front de migration, se forment des adhésions focales qui stabilisent l’adhérence de la 

membrane cellulaire à la matrice. Parallèlement, les contacts focaux à l’arrière se détachent, le 

cytosquelette est remodelé, et de la force est généré par la myosine dans le corps cellulaire afin de 

propulser la cellule [34]. Certains agents pro-migratoires comme le platelet-derived growth factor  

(PDGF) et le TGF-β, activent des cascades de signalisation qui déclenchent le remodelage du 

cytosquelette, modifient le degré d’adhérence de la cellule à la matrice, et activent des protéines 

motrices. Les voies de signalisation qui leur sont associées sont activées par des récepteurs à tyrosines 

kinases et des récepteurs couplés aux protéines G [24]. Quant à la prolifération des CML, elle peut être 

induite par la stimulation de facteurs de croissance, comme le PDGF, le fibroblast growth factor-2 

(FGF-2) et le TGF-β [35]. 

 

 

 



29 

 

b.  Formation de cellules spumeuses 

 

La formation de cellules spumeuses dérivées de CML représente une étape critique dans l'évolution 

d’un épaississement intimal en plaque d'athérome. Bien que les macrophages aient longtemps été 

identifiés comme la source majoritaire de cellules spumeuses, de nombreuses études ont fait depuis la 

démonstration de la co-localisation in vitro et in vivo de marqueurs de CML et de lipides [18]. 

Les CML expriment en effet une variété de récepteurs au cholestérol, incluant le récepteur au LDL, le 

récepteur au VLDL, CD36, et les récepteurs scavenger de type I et II. Les récepteurs scavenger CD36, 

SRA-I et SRA-II, sont principalement impliqués dans l’endocytose des LDL acétylées ou oxydées, 

alors que le récepteur LRP-1 est associé à l’internalisation de LDL agrégées. L’endocytose de LDL 

par les CML conduit à la formation de cellules spumeuses contenant de larges gouttelettes lipidiques 

dans leur cytoplasme [35].  

Les activités d’endocytose de la CML induisent la surexpression de protéines impliquées dans la 

fonction d’endosome/phagosome, telles que CD68, S100A9/A10, et la calprotectine, qui confèrent à la 

CML un phénotype de phagocyte. Par exemple, les CML stimulées par les LDL surexpriment le 

CD68, un marqueur de phagocytose qui est habituellement utilisé pour identifier les macrophages. De 

plus, dans l’intima d’artères sujettes à l’athérome précoce, des marqueurs comme la SM α-actine ou la 

myosine ont été détectées sur des cellules positives pour le CD68. Ces observations impliquent que 

certaines cellules ayant été identifiées comme des macrophages par ce marqueur pourraient être des 

CML. Le rôle de la CML dans l’athérome humain précoce a alors probablement été sous-estimé au 

bénéfice des macrophages. Il est à noter qu’en plus de la capacité à internaliser des molécules solubles 

comme les LDL, les CML ont une capacité de phagocytose de microparticules dérivées de plaquettes, 

de cristaux, de cellules apoptotiques, et de globules rouges [36].  

Les CML expriment en outre les composants nécessaires au transport inverse du cholestérol, l’ATP 

binding cassette (ABC) transporter, ABCA1.  La voie de transport inverse du cholestérol est le moyen 

par lequel les cellules métabolisent les lipides dont elles sont chargées et les exportent à des 

transporteurs afin de les amener au foie. Lors d’un chargement continu en cholestérol, les CML 

régulent négativement l’expression de transporteurs du cholestérol, ce qui conduit à son accumulation 

intracellulaire et à l'augmentation de la formation de cellules spumeuses [37].  

Les cellules spumeuses peuvent évoluer vers l’apoptose, mais aussi favoriser la prolifération intimale 

des CML adjacentes et la calcification, participant ainsi à la progression de la plaque. 

 

c. Production de cytokines 

 

L’accumulation de cellules et de matrice extra-cellulaire composant les lésions d’athérosclérose sont 

conduites par la libération locale de cytokines au niveau des sites de prédilection de formation des 

lésions. Ces cytokines sont produites par les lymphocytes T, les macrophages, les cellules 
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endothéliales, et les CML. Les CML en particulier sécrètent des cytokines qui attirent et activent les 

leucocytes, induisent la prolifération des CML, favorisent la dysfonction endothéliale, et stimulent la 

production de matrice extra-cellulaire. Bien que les CML soient capables de produire diverses 

cytokines, quelques unes des plus importantes sont le PDGF, le TGF- β, l’interferon gamma (IFN-γ), 

le monocyte chemoattractant protein (MCP-1) et le macrophage inhibitory factor (MIF) [38].  

 

d. Production de matrice extracellulaire et de MMPs 

 

L’une des caractéristiques majeures de la CML modifiée est la synthèse de MEC, qui s’accumule 

durant la progression de la lésion. Bien que les cellules endothéliales et les macrophages participent 

également à la production de MEC, les CML sont connues pour être les principales productrice du 

tissu conjonctif dans l'artère athéromateuse [39]. Alors que la MEC d’une artère saine est constituée de 

collagène fibrillaire de type I et III, les lésions d’athérosclérose contiennent plutôt des protéoglycans, 

avec des fibrilles de collagène de type I dispersées, et de la fibronectine. Cette transition altère non 

seulement l’architecture du vaisseau, mais aussi le contenu lipidique et la prolifération cellulaire. En 

effet, alors qu’elle a longtemps été considérée comme inerte, il est maintenant bien établi que la MEC 

joue un rôle actif et complexe dans divers évènements clés de l’athérosclérose. 

 

Lors des étapes initiales de l’athérosclérose, la MEC et notamment les protéoglycans participent à la 

rétention des LDL dans la paroi artérielle, comme cela a été décrit précédemment dans la partie 

évoquant l’hypothèse de réponse à la rétention [8].  La matrice a également d'importants effets sur le 

comportement des cellules puisqu'elle contrôle l’activation et la biodisponibilité des facteurs de 

croissance, et interagit avec les intégrines pour réguler l’adhérence, la migration et la prolifération 

cellulaire. Par ailleurs, l’exposition de la MEC après une rupture de plaque participe à l’adhérence des 

plaquettes et leur agrégation, générant le thrombus. Les plaquettes adhèrent préférentiellement aux 

régions de la plaque enrichies en collagène. Aux stades tardifs, la synthèse de MEC par les CML 

conduit à l’élargissement et à la restructuration de la lésion, qui se recouvre progressivement d’une 

chape fibreuse. 

En plus de la produire, les CML modulent la structure la MEC en sécrétant des métalloprotéases 

matricielles (MMPs) spécialisées dans la dégradation des constituants matriciels. En remodelant le 

substrat matriciel, les MMPs augmentent la migration et la prolifération cellulaire. En effet, pour 

migrer, les cellules doivent traverser des barrières physiques résultant de contacts existants, 

notamment entre les composants de la membrane basale et les intégrines de surface cellulaire. La perte 

de contact cellule-matrice peut également entrainer de nouvelles interactions, ou casser une interaction 

inhibitrice, ce qui conduit à l’activation de voies de signalisation menant à la migration et prolifération 

[40]. 
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production de MEC et de cytokines pro-inflammatoires, et la calcification. Cette modulation phénotypique est 

déterminée par les signaux de l’environnement local, incluant les facteurs de croissance, les cytokines, et les 

forces mécaniques. (Tiré de Alexander et al [42]) 

 

 

4. Facteurs impliquées dans la transition phénotypique de la CML 

 

a. Facteurs de signalisation solubles 

 

Les molécules de signalisation extracellulaire jouent un rôle majeur dans la détermination du destin 

phénotypique de la CML vasculaire. Une variété de facteurs de signalisation est impliquée dans la 

transition des CML à un phénotype prolifératif synthétique, incluant le PDGF, le FGF, l’angiotensine 

II. 

Le PDGF est un facteur de croissance connu pour induire la prolifération et la migration des CML. Il 

existe sous forme d’un dimère composé de 2 chaines A et B. Les molécules PDGF-A et PDGF-B sont 

importantes lors des stades initiaux de différenciation de la CML lors du développement vasculaire, 

qui sont caractérisés par le recrutement de cellules mésenchymateuses et la prolifération subséquente. 

Dans les CML adultes, les isoformes de PDGF induisent généralement un phénotype synthétique [43]. 

Le PDGF induit une diminution de l’expression des marqueurs de CML dans les CML en culture, et 

stimule la prolifération et la migration de ces cellules dans des modèles de lésion artérielle. In vivo, 

l’inhibition de PDGF-A ou PDGF-B réduit la prolifération et la migration des CML suite à une lésion 

artérielle chez l’adulte, réduisant la formation de néo-intima. 

A l’inverse, les isoformes de TGF-β sont essentiels pour l’induction d’un phénotype contractile. Il a 

été montré que le TGF-β favorise la différenciation de la CML en culture en induisant la surexpression 

de marqueurs sélectifs tels que la SM α-actine ou la myosine. Dans des modèles de lésion induite par 

ballonet, la surexpression de TGF-β augmente la formation de néo-intima, la déposition de MEC, et la 

prolifération des CML [44]. Le rôle protecteur du TGF-β a été mis en évidence par des études 

effectuées sur la souris ApoE -/-, suggérant que le TGF-β est critique pour la production de la matrice 

par les CML et le développement d’une plaque fibrotique stable.  

D’autres facteurs affectant le phénotype de la CML incluent l'angiotensine II, le NO (monoxyde 

d’azote), et les espèces réactives de l'oxygène (ROS) [26]. 

 

Les processus inflammatoires contribuent à la perte du phénotype contractile des CML. Les cytokines 

libérées par les cellules inflammatoires peuvent directement stimuler la croissance des CML et jouer 

un rôle important dans le développement de l’hyperplasie intimale. En particulier, plusieurs des 

facteurs générés par les macrophages ont été associés à une augmentation de la prolifération des CML, 

comme l’interleukin 1-beta (IL-1 β), l’interleukin-8 (IL-8), et le TNF-α (Tumor Necrosis Factor alpha) 
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[41]. Divers stimuli provenant de l’endothélium activé et des cellules inflammatoires induisent 

également chez la CML la production de cytokines telles que le MCP-1 et l’IL-8 [45]. L’expression de 

ces molécules par les CML synthétiques accélère la prolifération.  

 

b. Composants de la matrice extracellulaire 

 

La majeure partie de la matrice constituant la média comporte des isoformes de collagène, l’élastine, et 

les protéoglycans. Parmi ceux-ci, le perlecan, inhibe la prolifération des CML via ses chaines héparane 

sulfate qui séquestrent le FGF-2 [46]. L’héparine a par ailleurs été montrée favoriser la maintenance 

d’un phénotype contractile et diminuer la prolifération de la CML [47]. D'autres composants de la 

MEC sont impliqués dans cette modulation phénotypique. Le collagène fibrillaire de type I a été 

montré favoriser un phénotype contractile, alors que le collagène monomérique de type I active la 

prolifération [48].  

 

En modifiant l’architecture de la matrice, les métalloprotéases matricielles sont impliquées dans le 

processus de dé-différenciation des CML. Produites par les CML et les macrophages, elles sont 

responsables de la dégradation et du remodelage de la MEC entourant les CML. Le comportement de 

la CML est alors modulé suite à la modification d’interactions cellule-matrice, ainsi que cellule-

cellule. En exemple, plusieurs MMPs clivent la N-cadherine, qui représente une molécule majeure 

d’adhérence cellule-cellule [24]. Par ailleurs, la MEC est un réservoir de cytokines et de facteurs de 

croissance [26],et des changements dans sa composition peuvent par conséquent affecter directement 

la disponibilité de certains facteurs.  

 

c. Facteurs physiques 

 

Les vaisseaux sont en permanence soumis à des forces mécaniques associées à la pression artérielle et 

au flux sanguin. Les contraintes de cisaillement (ou shear stress) correspondent aux forces appliquées 

parallèlement à la paroi vasculaire par l’écoulement sanguin, tandis que les contraintes cycliques 

agissent tangentiellement sur la paroi (Figure 8). Toute variation de ces contraintes se traduit par un 

remodelage de la paroi vasculaire, associé à une modification des caractéristiques cellulaires. Alors 

que les cellules endothéliales sont principalement sensibles aux contraintes de cisaillement, les CML 

sont plus sensibles à la contrainte cyclique résultant de la pression pulsatile [49]. 
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Figure 8. Forces appliquées sur la paroi artérielle. Les cellules de la paroi artérielle sont soumises aux forces 

hémodynamiques exercés par le flux sanguin : les contraintes cycliques et les contraintes de cisaillement. La 

pertubation du flux induit alors des modifications cellulaires.  (Illustration de Qiagen) 

 

 

 Bien que les mécanismes de transduction ne soient pas bien connus, il est établi que la déformation 

des CML par étirement engendre une réponse cellulaire. En accord avec les études in vivo, les modèles 

cellulaires montrent qu’un étirement cyclique, semblable à celui induit par la pression artérielle, régule 

la prolifération et la migration des cellules, ainsi que la synthèse et réorganisation de la MEC. En effet, 

les CML étirées présentent une synthèse augmentée des composants de la matrice, en particulier le 

collagène et l’élastine [50]. A l’opposé de cette réponse orientée vers un phénotype synthétique, la 

contrainte cyclique peut également augmenter l’expression de marqueurs de la fonction contractile, 

incluant l’actine, la calponine, la caldesmon, la myosine, et la transgéline. En addition, des 

changements morphologiques sont observés. Soumises à un étirement, les CML s’allongent, 

accentuant une morphologie en fuseau caractéristique du phénotype contractile, et s’alignent 

perpendiculairement à la direction de la contrainte [51].  

En réponse aux contraintes mécaniques, la modification des caractéristiques cellulaires dépend de 

cascades de signalisation complexes. La transduction du signal implique l’activation des intégrines, 

mais également la stimulation d’autres structures telles que les récepteurs tyrosine kinases ou les 

canaux ioniques [52].  
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Figure 9 : Récapitulatif des facteurs impliqués dans la modulation phénotypique de la CML. Une diversité 

de signaux affecte l’expression des marqueurs de CML, parmi lesquels les forces mécaniques, les facteurs 

solubles (facteurs de croissance, cytokines), et la matrice extracellulaire. (Adapté de Rensen et al [26]) 

 

 

d. Régulation moléculaire de l’expression des gènes 

 

Ces dernières années, de nombreuses études se sont penchées sur l’identification des mécanismes 

contribuant à la régulation transcriptionnelle des gènes de marqueurs de CML. En particulier, un 

modèle basé sur l’axe CArG-SRF-myocardine, initialement découvert par Olson, a été largement 

décrit [53]. 

Le facteur de transcription Serum response factor (SRF) est impliqué dans la régulation de divers 

programmes cellulaires, incluant la prolifération et la différenciation des CML. SRF est fonctionnel 

sous forme d’homodimère et se fixe sur une séquence cible de l’ADN de type CC(A/T)6GC, appelée 

boîte CArG. Ces séquences CArG ont été identifiés dans les promoteurs et régions activatrices de près 

de 200 gènes, dont beaucoup sont impliqués dans la formation et la régulation du cytosquelette ou de 

l’appareil contractile. La plupart des gènes de la fonction contractile contiennent au moins une boîte 

CArG, comme la SM α-actin, la calponine, la myosine [42] (Figure 10).  

L’habilité de SRF à activer des programmes de transcription dépend de la présence de co-activateurs et 

de répresseurs spécifiques. Parmi ces co-activateurs, la myocardine a émergé comme un régulateur 

central de la différenciation cellulaire puisqu’elle induit l’expression de tous les gènes connus de 

marqueurs de CML dépendants de CArG, incluant ceux codant la SM α-actine, la myosine, la SMα 22, 
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et la calponine [54]. Elle joue par exemple un rôle dans l’augmentation de l’expression des gènes de 

CML induite par l’angiotensine II [55].  

La régulation de l’expression de gènes de CML dépend en partie, de l’habilité de SRF à se lier à des 

boîtes CArG dans un contexte de chromatine intact. L’unité de base de la chromatine est le 

nucléosome, composé d’ADN enroulé autour d’un octamère de protéines d’histones. Les mécanismes 

épigénétiques modifient les histones au niveau post-traductionnelle, notamment en apposant des 

groupements méthyles.  Ces modifications sont induites par l’environnement et ne modifient pas la 

séquence de l’ADN [42]. 

Bien que les mécanismes ne soient pas certains, l’opinion courante est que les modifications de 

l’histone altèrent directement ou indirectement la conformation de la chromatine, régulant ainsi 

l’accessibilité de l’ADN à des activateurs/répresseurs transcriptionnels séquence-spécifique. 

L’épigénétique apparait alors comme déterminante dans le processus de différenciation/dé-

différenciation de la CML. 

 

 

 

 

 

 

Figure 10. Régulation de l’expression des gènes par l’axe CArG-myocardine-SRF. Lors de la différenciation 

phénotypique, des modifications épigénétiques (incluant l’acétylation d’histones 3 et 4 (H3ac et H4ac) et la 

diméthylation de l’histone H3 de la lysine 4 (H3K4dime)) apparaissent sur les promoteurs de gènes spécifiques 

de CML comme la SM-actine ou la SM-MHC. Ces modifications rendent accessibles les régions CArG pour la 

liaison à SRF/myocardine ou d’autres activateurs transcriptionnels. (Tiré de Gomez et al [54]) 
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e. Origine embryologique des CML et diversité phénotypique 

 

En plus des facteurs locaux tels que le flux sanguin ou la composition de la paroi vasculaire, il a été 

proposé que l’hétérogénéité dans l'origine des CML influence la localisation et la progression de la 

maladie [47]. De récentes études de traçage de lignée ont montré que différents vaisseaux, ou 

différentes régions d'un même vaisseau, étaient composés de populations de CML provenant de 

sources embryologiques distinctes. Alors que les CML de l'aorte ascendante, de l'arche aortique et du 

tronc pulmonaire, dérivent de la crête neurale, les CML de l'aorte descendante proviennent du 

mésoderme somatique [56]. Ces CML provenant de progéniteurs distincts présentent des différences 

dans l’expression des gènes, et les propriétés fonctionnelles. Par exemple, une étude faite chez 

l’embryon de poulet montre que les CML dérivées de crêtes neurales ne réagissent pas de la même 

facon au TGF-β, comparé aux cellules dérivées du mésoderme [57] [58]. De ce fait, une part des 

variations dans les populations de CML pourrait s’expliquer par leurs diverses origines 

embryologiques.  

 

 

V.  Facteurs de rupture de la plaque 

 

Certaines plaques dites stables, fibreuses et très dures, n’entrainent pas de complications majeures. Ce 

qui rend une plaque stable, c'est l'épaisse chape fibreuse fabriquée par les CML insérées dans une 

matrice riche en collagène. Lorsque les plaques présentent un risque élevé de rupture, on parle de 

plaque « vulnérable ». Les critères morphologiques qui définissent la plaque vulnérable sont un large 

cœur lipidique et nécrotique, recouvert par une chape fibreuse fine. 

L’infiltration de cellules inflammatoires et la protéolyse matricielle participent à la vulnérabilité de la 

plaque. Les lymphocytes T activés au sein de la plaque stimuleraient la production des MMPs par les 

macrophages. Ces enzymes dégradant la matrice pourraient ainsi être responsables de la dégradation 

de la chape fibreuse, et donc de la rupture. L'apoptose des macrophages et des CML participe 

également à l'évolution d'une plaque d'athérome en plaque à risque, puisque ce phénomène augmente 

la taille du cœur nécrotique et forme des corps apoptotiques qui sont pro-coagulants.  

Un autre facteur critique de l’instabilité de la plaque est l’hémorragie intraplaque. Elle est étroitement 

associée à la néo-angiogenèse, formant des néo-vaisseaux immatures qui sont fragiles et susceptibles à 

la rupture [59][60]. Ces néo-vaisseaux favorisent ainsi l’infiltration des éléments du sang dont les 

cellules inflammatoires et les globules rouges, qui s’accumulent dans la plaque. Parmi ces composants, 

de récentes études montrent que les neutrophiles enrichissent la plaque en protéases, la rendant très 

vulnérable. De plus, les globules rouges contribuent à l’expansion du cœur nécrotique puisque leurs 

membranes sont riches en cholestérol libre [61] [62]. La rétention de cholestérol libre dans les cellules 
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et tissus peut conduire à la formation de cristaux. Il a d’ailleurs été montré que les membranes de 

globules rouges co-localisaient avec les cristaux dans les plaques athérothrombotiques [63]. Les 

cristaux de cholestérol ont pendant longtemps été considérés comme un composant passif de la plaque, 

exposant à un risque d’embolie en cas de relargage, mais ne contribuant pas à la rupture de la plaque. 

Cependant, des études initiées par Abela ont montré qu’en cristallisant, le cholestérol augmente de 

volume en formant de fines aiguilles qui peuvent perforer des tissus fins, comme l’intima [64]. Ces 

résultats, observés in vitro puis sur des lésions humaines, suggèrent que la cristallisation du cholestérol 

participe à la fragilisation de la plaque et au risque de rupture. 
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En lumière transmise par microscopie à champ large, les formes liquide et cristal-liquide apparaissent 

de la même façon, sous la forme d’inclusions sphériques de tailles variables. Les deux états se 

distinguent en lumière polarisée [66]. Comme la forme liquide est isotrope, le rayon lumineux polarisé 

le traverse sans changer de direction et n’est pas divisé ni ralenti, elle apparaît alors sous forme de 

sphère homogène. A l’inverse, la forme cristal-liquide est anisotrope et se manifeste donc par une bi-

réfringence, c'est-à-dire le dé-doublement du rayon lumineux. Les cristaux liquides apparaissent alors 

comme des figures symétriques lumineuses, constitués de quadrants. Structurellement, cet état de la 

matière est à mi-chemin entre le liquide et le solide cristallin, il combine l’orientation moléculaire d’un 

cristal à la fluidité d’un liquide [67] (Figure 12). Quant aux cristaux solides de cholestérol, ils sont 

identifiés par leur forme et leur biréfringence vive et constante, même à des températures élevées [65]. 

Morphologiquement, ces cristaux prennent l’aspect de plaques ou d’aiguilles. 

 

 

 

 

Figure 12. Représentation de la structure des inclusions riches en esters de cholestérol. A gauche, l’image 

illustre un exemple de l’orientation des molécules d’esters de cholestérol dans une inclusion lipidique. 

L’observation de cette structure en lumière polarisée, illustrée à droite, dévoile une figure géométrique composée 

de quadrants. (Adapté de Hata et al [66]) 

 

 

2. Détection des cristaux solides de cholestérol  

 

Malgré l’intérêt grandissant sur l’origine des cristaux de cholestérol, il est difficile d’analyser les 

cristaux dans les tissus par des techniques standards.  Une des principales difficultés est leur solubilité 

dans les solvants organiques, tels que l’alcool et les solutions typiquement utilisés en histologie pour la 

fixation, le déparaffinage, et la ré-hydratation. De ce fait, dans les préparations histologiques 

standards, les seules traces de cristaux de cholestérol sont des fentes biconvexes vides, produites par la 

dissolution des cristaux larges (Figure 13). Il existe à l’inverse une possibilité de cristallisation 
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artefactuelle du cholestérol durant la préparation du tissu. Stewart a montré que sous congélation, des 

cristaux solides se formaient à partir d’inclusions de lipides cristalline-liquides présentes dans des 

artères athéromateuses fraîches. Ainsi, des cristaux artefactuels peuvent apparaître dans les coupes 

congelées, qui sont souvent utilisées pour l’analyse de tissus athéromateux [68] 

 

 

 

 

 

Figure 13. Traces de cristaux de cholestérol sur une coupe histologique de plaque carotididienne 

(marquage Trichrome Masson). Sur une coupe déparaffinée, les cristaux de cholestérol dissous par les solvants 

se présentent comme des fentes vides (échelle = 200 µm). (Tiré de Abela et al [69])  

 

 

3. Implication des cristaux de cholestérol dans la rupture de plaque 

 

Alors qu’ils ont longtemps été considérés comme un composant passif de la plaque, des évidences 

récentes suggèrent que les cristaux de cholestérol pourraient favoriser la progression de 

l’athérosclérose, et ce dès le début de la formation de l’athérome. 

En 2005, Abela et son équipe ont montré qu’en cristallisant, le cholestérol augmente de volume et 

forme de fines aiguilles qui peuvent perforer des membranes biologiques fines (Figure 14). Ces 

résultats, obtenus in vitro, suggèrent que la cristallisation du cholestérol a le potentiel d’induire des 

dégâts mécaniques [70]. La même équipe a étudié cette hypothèse à partir de segments d’artères 

coronaires et carotidiennes de patients ayant présenté des évènements cardiovasculaires ou 

neurologiques, respectivement. L’observation de ces tissus en microscopie électronique a montré la 

présence de cristaux de cholestérol regroupés au niveau des sites de rupture de plaque, et perforant la 

chape fibreuse et l’intima [69]. Ces observations ont été rendues possibles par la déshydratation sous 

vide des tissus, afin d’éviter l’utilisation de solvants dans le processus de  préparation des tissus. Ces 
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décrit une même voie d’activation de NLRP3, due aux dommages lysosomaux : les cristaux induisent 

la rupture des lysosomes, qui répandent leur contenu protéolytique dans le cytosol [73][74]. L’étude de 

Latz montre également que les cristaux de cholestérol sont détectés dès les stades précoces de 

l’athérosclérose dans un modèle de souris ApoE-/-. Toutefois, il est à noter que ces derniers résultats 

se basent sur l’observation de coupes congelées, pouvant entraîner une cristallisation artefactuelle du 

cholestérol. Dans l’ensemble, ces deux études identifient les cristaux de cholestérol comme une source 

potentielle d’inflammation dans les lésions. 

 

A partir des données connues, Abela a émis l’hypothèse d’un modèle de rupture de plaque, comportant 

deux phases d’activités inflammatoires (Figure 15). Dans le premier stade, les cristaux de cholestérol 

se forment dans les cellules spumeuses, et déclenchent une réponse inflammatoire locale. Ils activent 

la voie de l’inflammasome NRLP3, et conduisent à l’apoptose des cellules spumeuses qui libèrent 

alors des lipides extracellulaires. Un cercle vicieux se met en place, les macrophages, attirés au site de 

l’inflammation, deviennent à leur tour spumeux, et forment un pool de lipides. Le cœur nécrotique 

ainsi formé constitue un environnement propice à la cristallisation du cholestérol. Dans le deuxième 

stade, les cristaux de cholestérol induisent la rupture de la chape fibreuse et de l’intima, entrainant une 

réponse inflammatoire systémique. La production locale de IL-6 par les lymphocytes survient en 

réponse à la blessure intimale, et circulent jusqu’au foie où elle signale la production de la protéine C 

réactive hs-CRP, un marqueur de l’inflammation (aigue) qui a été lié au risque cardiovasculaire [64]. 
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Figure 15. Modèle de rupture de plaque induite par les cristaux de cholestérol. (1) Les cristaux de 

cholestérol internalisés dans les macrophages induisent la formation de l’inflammasome NLRP3, activant la 

caspase-1 et résultant en l’apoptose des cellules spumeuses et la libération subséquente de lipides 

extracellulaires. (2) Dans les plaques avancées, les cristaux déclenchent la rupture mécanique de la chape 

fibreuse, conduisant à une réponse inflammatoire systémique. (Tiré de Grebe et al [71]) 

 

 

 

4. Facteurs physiques influant sur l’état de cristallisation du cholestérol 

 

Lorsque le cœur nécrotique se forme dans l’espace confiné de la paroi artérielle, il devient sujet à des 

variations locales physiques et chimiques. Différents paramètres tel que la saturation, la température, 
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la pression, et le pH, pourraient individuellement ou en combinaison déclencher la cristallisation du 

cholestérol au sein de la lésion [75]. 

La saturation en cholestérol est un pré-requis à la cristallisation, et un déclencheur majeur de la rupture 

de plaque. Dans des modèles in vitro, la quantité de cholestérol en solution est un facteur critique dans 

sa cristallisation. 

L’effet de la température est un facteur connu de la formation de cristal. A une température diminuée, 

le volume d'expansion des cristaux de cholestérol et leur vitesse de formation est plus rapide. Dans une 

étude in vitro, Vedre a observé une augmentation de la cristallisation même avec un léger changement 

des températures physiologiques (34-37°C). Il émet la possibilité qu'une variation de 1°C serait 

suffisante pour déclencher la cristallisation, en particulier en association avec d'autres facteurs 

physiques. 

L'hydratation du cholestérol est également associée à une expansion des cristaux. La forme 

prédominante du cholestérol détecté dans les plaques d’athérosclérose est le cholestérol monohydrate, 

comme l’ont montré de récentes études de diffraction à rayons X. L'hydratation pourrait en effet 

conférer au cholestérol des propriétés similaires à l'eau, entrainant une croissance et expansion comme 

pour l'eau se transformant en glace. Dans des modèles in vitro de cristallisation de cholestérol 

intracellulaire, les cristaux formés ont également les caractéristiques du cholestérol monohydrate.   

Quant au pH, il peut varier dans la plaque suite à l’inflammation et au déplacement d'électrolytes. Il a 

été montré in vitro qu’une augmentation de pH favorisait la cristallisation, mais étant donné que les 

plaques inflammées semblent plus acides, il est difficile d'établir un lien avec la formation de cristaux 

in vivo. 

 

 

II. Métabolisme intracellulaire du cholestérol  

 

Le cholestérol est un lipide essentiel à la viabilité des cellules des mammifères, jouant un rôle essentiel 

dans la structure et la perméabilité membranaire. Toutefois, des niveaux élevés de cholestérol ont des 

conséquences néfastes et peuvent favoriser des pathologies comme l’athérosclérose. Les cellules ont 

alors développé des mécanismes complexes pour réguler la distribution du cholestérol dans les 

cellules.  

 

1. Stockage et efflux du cholestérol 

 

Les cellules récupèrent le cholestérol exogène principalement par la captation de LDL venant de la 

circulation sanguine. Les LDL entrent dans la cellule par endocytose via les récepteurs aux LDL, et 

sont hydrolysées dans les lysosomes, ce qui libère du cholestérol libre. Ce cholestérol libre est délivré 
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à d’autres organites : à la membrane plasmique, pour entrer dans sa composition en s'insérant dans la 

bicouche lipidique ou pour l'efflux, ou au réticulum endoplasmique pour son estérification.  

Deux protéines, Niemann-Pick disease type C1 et C2 (NPC1 et NPC2) sont essentielles au 

déplacement du cholestérol vers les organites cibles. Ces protéines ont été nommées d'après la maladie 

rare de Niemann-Pick de type C, qui est caractérisée par une accumulation du cholestérol libre dans les 

lysosomes des cellules du foie et du cerveau. Cette maladie cause la plupart du temps une 

neurodégénérescence. Bien que leur mécanisme d'action ne soit pas clair, NPC1 et NPC2 aideraient au 

transfert du cholestérol en dehors du système lysosomal [76]. 

L'accumulation de cholestérol libre peut être toxique pour les cellules. Lorsque celui-ci est en excès, il 

est converti en esters de cholestérol par l’acyl-CoA acyl-transferase (ACAT). Les esters de cholestérol 

sont stockés sous forme de gouttelettes lipidiques dans le cytosol, et peuvent être libérés sous l’action 

de la cholesterol ester hydrolase (CEH). Ce cycle cholestérol/ester de cholestérol a lieu rapidement, ce 

qui permet le stockage du cholestérol qui peut être libéré pour être acheminé vers d’autres 

compartiments.  

 

L’efflux de cholestérol est essentiel au maintien de l’homéostasie cellulaire. Les cellules peuvent 

stocker, mais ne peuvent pas dégrader le cholestérol. Dans les cellules des tissus périphériques, l’excès 

de cholestérol nécessite donc d'être déplacé et transporté jusqu’au foie pour son recyclage et son 

excrétion. Ce processus est appelé le transport inverse du cholestérol. Les HDL servent d’accepteurs 

du cholestérol libéré par les cellules extra-hépatiques, leur taux est ainsi inversement corrélé au risque 

cardiovasculaire. L’efflux du cholestérol a lieu par deux mécanismes : la diffusion passive, et le 

mécanisme médié par l’apolipoprotéine apo-A1. Lors de la diffusion passive, le cholestérol est déplacé 

par gradient de la membrane cellulaire aux HDL. L’autre mécanisme est médié par l’apo-A1, la 

protéine majeure des HDL, et conduit à l’assemblage de HDL naissantes avec des phospholipides et 

du cholestérol. La protéine ABCA1, localisée à la membrane plasmique, joue un rôle essentiel dans ce 

processus. D’autres facteurs, notamment le transporteur ABCG1, sont nécessaires à la maturation de 

ces HDL [77] (Figure 16). 
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3. Mort des cellules spumeuses et induction de l’autophagie 

 

Aux stades tardifs de l’athérosclérose, la mort des cellules spumeuses fragilise la plaque et favorise sa 

rupture. De nombreuses études identifient l’excès de cholestérol libre comme la principale cause de 

mort cellulaire, puisqu’il a été montré induire une toxicité dans des macrophages et des CML en 

culture.  

D’un point de vue morphologique, les cellules chargées en cholestérol libre présentent aussi bien des 

signes d'apoptose que de nécrose. Dès les temps précoces du chargement en CL, une fraction des 

cellules montre les caractéristiques biochimiques de l’apoptose, tels que l’externalisation de la 

phosphatidylsérine et la fragmentation de l’ADN. Plus tardivement, des signes de nécrose 

apparaissent, incluant la rupture de membranes plasmique et le gonflement des organites [79]. 

 

Plusieurs mécanismes de cytotoxicité induite par le cholestérol libre ont été proposés. Lorsque le taux 

de CL est élevé, l'augmentation du ratio CL/phospholidides entraine une rigidité des membranes 

cellulaires. Cette perte de fluidité inhibe la fonction de protéines essentielles résidant dans la 

membrane, comme par exemple les transporteurs de glucose ou les pompes ATPase Na+ K+, ce qui 

conduit à la mort cellulaire.  

D'autre part, l'accumulation de CL peut déclencher une réponse apoptotique qui implique l'induction 

de la voie Fas/Fas ligand, indépendamment des effets des CL sur la membrane plasmique. En plus de 

cette voie, une voie d'apoptose passant par la libération de cytochrome c par la mitochondrie a été 

observée. Une autre possibilité inclue les effets toxiques directs des CL sur les membranes 

mitochondriales, activant des voies de signalisation pro-apoptotiques. Cette dernière hypothèse a été 

proposée par Xu Kedi dans un modèle de CML surchargées en cholestérol. L'étude montre que les CL 

endommagent la structure et la fonction de certains organites cellulaires comme la mitochondrie et le 

réticulum endoplasmique. La dysfonction mitochondriale augmente la génération de ROS, ce qui 

activerait une voie d’apoptose médiée par la mitochondrie [23] [80]. 

Parmi les autres mécanismes potentiels impliqués dans la mort cellulaire, on observe la cristallisation 

du cholestérol intracellulaire. Des cristaux de cholestérol en forme d'aiguilles se forment lorsque le CL 

atteint un niveau élevé. Ces cristaux ont été observés aussi bien dans des macrophages en culture 

surchargées en cholestérol, que dans des cellules spumeuses isolées directement de lésions  

athéromateuses. Les cristaux de cholestérol intracellulaires endommagent probablement les cellules en 

rompant physiquement l'intégrité des structures intracellulaires.  

 

Durant les processus d'accumulation de CL, l’activation de l’autophagie devient impliquée dans un 

mécanisme de survie qui prévient la mort cellulaire. L’autophagie est un processus catabolique 

permettant d'éliminer les organites et autres composants cytoplasmiques défectueux, et de libérer des 

éléments essentiels, comme les acides aminés, qui peuvent être ré-utilisés. Elle est notamment activée 
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en condition de stress bio-énergétique, comme une déprivation des cellules en micronutriments. Xu et 

son équipe montrent que le chargement en CL déclenche l'autophagie dans les CML, observée par 

l'accumulation de vacuoles d'autophagie et la conversion du microtubule associated protein 1 light 

chain (LC3-I) en sa forme conjuguée LC3-II. Cette autophagie, qui prévient la mort des CML, est 

inhibée par la 3-methyladenine (3-MA) [81]. 

 

 

III.  Formation de cristaux in vitro 

 

Bien que l’origine des cristaux de cholestérol ne soit pas connue, il a été proposé qu’ils se forment soit 

à partir de lipides accumulés dans les cellules spumeuses, soit à partir de lipides extracellulaires piégés 

dans la matrice de la lésion. Dans le premier cas, un phénomène de nucléation (l’apparition des 

premiers germes de cristal) surviendrait dans les cellules à partir d'une forte concentration de lipides, 

conduisant à la formation de cristaux. Alternativement, les lipides déposés par les LDL et les cellules 

spumeuses mourantes pourraient cristalliser dans le milieu de la lésion. 

En 1994, l’équipe de Tangilara est la première à montrer la formation de cristaux de cholestérol in 

vitro [82]. Dans un modèle de macrophages chargés en CE, ils observent une accumulation de CL 

dans les lysosomes, générés par l’hydrolyse des CE. Au bout de 48 heures, à des concentrations 

élevées, le CL cristallise, formant des cristaux ayant l’apparence et les caractéristiques physiques de 

cholestérol monohydraté. Les cristaux sont ensuite relargués par les cellules et retrouvés dans le milieu 

de culture. Au microscope à fort grossissement, une membrane entourant les cristaux est observée, 

contenant des débris et des produits de réaction de la phosphatase acide, caractéristiques des 

lysosomes. Ces résultats suggèrent que la formation des cristaux de cholestérol a lieu dans les 

lysosomes enrichis en cholestérol. 

Par la suite, Keinell Weiber a étudié la formation des cristaux dans des macrophages murins enrichis 

en lipides [83]. Dans leur modèle, l'ACAT est inhibée afin de faire pencher la balance en faveur de 

l'hydrolyse du cholestérol et engendrer une accumulation de CL. Comparé aux cellules non traitées, les 

cellules traitées à l’ACAT contiennent une large quantité de CL, révélés par un marquage à la filipine. 

Lorsqu’une concentration massive de CL intracellulaire est atteinte, l'apparition de cristaux en forme 

d'aiguilles et de plaques a été observée. Une fois que la nucléation a lieu, le cristal est rapidement 

expulsé de la cellule ou devient trop grand pour être contenu dans la cellule. Au bout d’un certain 

temps d’incubation, le nombre de cristaux reste constant alors que leur taille moyenne continue 

d'augmenter. Ceci montre que les cristaux extracellulaires continuent d'ajouter des molécules de 

cholestérol à leur surface. Les auteurs ont alors émis la possibilité que les cristaux pourraient provenir 

de l'intérieur des cellules, pour être ensuite expulsés, et continuer à grandir par l'ajout de cholestérol 

provenant de débris cellulaires et/ou de CL dérivés des LDL. 
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Ces études in vitro ont reproduit la formation de cristaux de cholestérol libre dans des modèles de 

macrophages spumeux. Elles montrent que l’accumulation de CL dans les lysosomes enrichis en 

lipides favorise la cristallisation. Cette accumulation intracellulaire de CL serait aidée par l'inhibition 

de l'ACAT, qui perturbe la balance entre le CE et le CL. 
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Le syndécan-1 

 

 

I. La famille des syndécans 

 

Les interactions cellule-MEC sont requises lors du développement normal, mais également impliquées 

lors de processus physiologiques et pathologiques, tels que la réparation tissulaire, la migration, 

l’apoptose. Les principaux récepteurs impliqués dans ces interactions sont les intégrines et les 

protéoglycans associés aux cellules. Parmi les protéoglycans, les syndécans ont émergé comme des 

acteurs majeurs régulant la signalisation et le phénotype cellulaire [84]. 

 

 

1. Structure  

 

Les syndecans forment une famille de protéines transmembranaires constituées d’un domaine 

extracellulaire portant des chaines heparane sulfate et chondroitine sulfate. Alors que les invertébrés 

n’expriment qu’un type de syndécan, quatre syndécans différents sont retrouvés chez les 

vertébrés (syndécan-1, -2, -3, -4). Chaque membre de la famille des syndécans a un profil d’expression 

spatial et temporel distinct. Dans les tissus adultes, le syndécan-1 est principalement exprimé par les 

cellules épithéliales et les cellules plasmatiques, bien qu’il soit également exprimé à un niveau plus 

faible dans d’autres types cellulaires. Le syndécan-2 est retrouvé dans les cellules endothéliales et 

mésenchymateuses, alors que l’expression du syndécan-3 est restreinte aux cellules dérivées de la 

crête neurale. Le syndécan-4 est exprimé de manière ubiquitaire mais à un niveau plus faible comparé 

aux autres syndécans [85]. Structurellement, chaque syndécan est constitué d’un ectodomaine portant 

des chaînes de GAGs, d’un domaine transmembranaire, et d’un court domaine cytoplasmique 

conservé (Figure 17). 
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Figure 17. La famille des 4 syndécans. Les syndécans sont des protéoglycans transmembranaires constitués 

d’un ectodomaine lié à des chaînes de GAGs, et d’un domaine intracellulaire. Le domaine intracellulaire 

comprend les régions C1 (juxta-membranaire) et C2 (C-terminale), entourées d’une région V variable.  Les 

syndécans diffèrent par leur taille et leur composition en GAGs. (Manon Jensen, FEBS Journal 2010) 

 

 

L’ectodomaine porte des chaînes de GAGs associées au cœur protéique au niveau de résidus sérines. 

Excepté ces sites d’attachement, la séquence en amino-acides de l’ectodomaine varie 

considérablement entre les membres de la famille de syndécans. L’héparane sulfate est le principal 

GAG présent chez les quatre syndécans, bien que les syndécans -1 et -3 comportent également des 

chaînes chondroitine sulfate. Les GAGs sont composés d’un enchaînement de 50 à 150 disaccharides 

répétés, qui sont soit le N-acetylglucosamine et l’acide uronique dans les chaines héparane sulfate, soit 

le N-acetylgalactosamine et l’acide uronique dans les chaînes chondroitine sulfate. La variabilité des 

chaines de GAGs résulte de leur longueur, de leur charge, de la composition en sucres, et du degré de 

modifications (sulfatation). De la composition des chaînes héparane sulfate résulte l’interaction des 

syndécans avec divers facteurs solubles et composants de la MEC [86]. 

 



53 

 

Contrairement à l’ectodomaine, le domaine transmembranaire est fortement conservé entre les quatre 

membres de la famille des syndécans. Composé de 25 résidus d’acides aminés hydrophobes, il 

contient un motif GxxxG qui est responsable de la dimérisation/oligomérisation des syndécans. La 

liaison de ces homo-multimères a la particularité d’être résistante au détergent anionique SDS (sodium 

dodecyl sulfate) [87]. Cette oligomérisation non-covalente apparait cruciale dans l’habilité des 

syndécans à transmettre des signaux de la MEC au cytosol de la cellule [88]. 

Le domaine cytoplasmique, bien que de petite taille, comprend plusieurs régions importantes. Il est 

divisé en deux régions conservées C1 et C2, séparées par une région variable (V).  

Le domaine C1, immédiatement adjacent à la membrane plasmatique cellulaire, est identique chez les 

quatre membres des syndécans [89]. Il est connu pour être impliqué dans la dimérisation des 

syndécans et dans la liaison à certaines protéines intracellulaires, notamment la cortactin et la Src-

kinase qui sont impliqués dans la croissance cellulaire [90], et l’ezrine qui interagit avec le 

cytosquelette [91]. Le domaine conservé C-terminal C2, contient un site de liaison (PDZ) et deux 

résidus tyrosine. Les protéines qui interagissent avec ce site de liaison PDZ incluent : la synténine, la 

synectine, la synbindine, et la protéine kinase dépendante du complexe calcium calmoduline. Ces 

interactions exercent des effets divers. Par exemple, la synténine est impliquée dans le recyclage des 

syndécans à la membrane plasmique [83], alors que la liaison de la synectine au syndécan-4 inhibe la 

migration cellulaire [92]. La région V, bien que conservée entre espèces, est spécifique à chaque 

syndécan. Elle a été particulièrement décrite chez le syndécan-4 à cause de ses caractéristiques 

particulières. La région V du syndécan-4 contient en effet un site de liaison au phosphatidylinositol-

4,5-biphosphate (PIP2) qui est impliqué dans la dimérisation. De plus, la liaison au PIP2 module 

l’activation de la Protéine Kinase C alpha (PKCα), une enzyme qui joue un rôle clé dans la 

signalisation du syndécan-4. Peu de données sont disponibles concernant le rôle de la région V chez 

les autres syndécans, bien qu’elles participent probablement à leur spécificité fonctionnelle et 

d’interaction. 

 

De par leur structure, les syndécans exercent diverses fonctions. Généralement, ils agissent en tant que 

co-récepteurs, facilitant l’interaction des ligands avec leur récepteur primaires. C’est le cas des 

syndécan-1 et –4, qui  présentent le FGF-2 à son récepteur à tyrosine kinase FGFR et stabilisent le 

complexe ainsi formé [93]. Les syndécans peuvent également transmettre des signaux intracellulaires 

en réponse à l’engagement avec la MEC. Etant donné leurs interactions multiples avec des kinases, 

GTPases, et molécules du cytosquelette, ils exercent des rôles importants dans divers phénomènes 

cellulaires telles que l’adhérence, la migration, l’organisation du cytosquelette, et la différenciation. 

Par ailleurs, il a été décrit que le syndécan-1 et le syndécan-4 sont capables de générer une 

signalisation propre. En effet, l’internalisation de la protéase-nexine 1 par le syndécan-1 dans les 

fibroblastes stimule une voie de signalisation Ras-Extracellular Signal-Regulated Kinases (ERK).[94] 
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Quant au syndécan-4, il agit comme un co-récepteur de la chimiokine Regulated on Activation, 

Normal T Cell Expressed and Secreted (RANTES)/CCL5, et active une voie de signalisation PKCα 

par l’intermédiaire de son domaine intracellulaire, ce qui aboutit à la migration de cellules 

endothéliales in vitro [95]. 

 

            2. Régulation de l’activité par le shedding 

 

Les syndécans subissent un clivage protéolytique, au niveau de la région juxta-membranaire, nommé 

« shedding » (Figure 18). Bien que l’ectodomaine des syndécans soit constitutivement sheddé en 

condition physiologique, ce processus peut être accéléré en réponse à certains stimuli, comme les 

facteurs de croissance, les chimiokines, le stress cellulaire [86]. Ce shedding génère des ectodomaines 

solubles qui peuvent agir comme des effecteurs paracrine ou autocrine, ou  inhiber de façon 

compétitive les syndécans intacts en se liant aux ligands extracellulaires de l’environnement 

péricellulaire. Etant donné que les syndécans sont d’importants co-récepteurs, notamment pour les 

récepteurs d’adhérence et les récepteurs de facteurs de croissance, la perte de l’ectodomaine peut 

également aboutir à une terminaison de la signalisation [96]. La partie restante liée à la membrane, 

incapable de lier les ligands, est prise en charge par le complexe presenilin/ y-secretase, ce qui aboutit 

à sa protéolyse. 

 

Le shedding de l’ectodomaine est un processus régulé qui requiert l’action directe d’enzymes, les 

sheddases. Les évidences indiquent l’implication de plusieurs  MMP dans le clivage des syndécans. La 

matrilysin (MMP-7) clive le syndécan-1, les gélatinases MMP-2 et MMP-9 peuvent cliver les 

syndécans -1,-2 et -4, alors que les métalloprotéases associés à la membrane MT1-MMP et MT3 

MMP3 sont connus pour cliver le syndécan-1. Le syndécan-4 est clivé par les sérines protéases, la 

plasmine et la thrombine. La famille des disintegrin et metalloproteinase ADAM participe également 

au shedding, notamment ADAM17 qui est connu pour cliver les syndécan-1 et -4. Alors que les 

sheddases tels que les MMP et ADAM libèrent des ectodomaines solubles, les endosulfatases et 

héparanases modifient la structure et la disponibilité des chaines héparane sulfate, inhibant leur 

habilité à lier certains ligands [97]. 

 

Plusieurs évidences indiquent que le clivage des syndécans est impliqué dans divers processus 

physiopathologiques, incluant la réparation tissulaire, le cancer, et les maladies infectieuses. Un taux 

circulant élevé d’ectodomaines du syndécan-1 est notamment retrouvé chez les patients ayant fait un 

sepsis, ainsi que dans certains types de cancer [98]. L’importance du shedding a particulièrement été 

observée chez les patients atteints de myélome, un cancer de la moelle osseuse, où le taux élevé de 

syndécan-1 sheddé est associé à un mauvais pronostic [99]. 
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Figure 18. Le clivage des syndécans. Les syndécans sont sheddés par des enzymes, comme par exemple la 

MMP-9 qui clive au niveau juxta-membranaire. Ce shedding libère des ectodomaines solubles. L’héparanase 

clive uniquement les chaînes héparane sulfate. (Tiré de Manon Jensen et al [96]) 

 

 

 

II. Rôle du syndécan-1 en physiopathologie  

 

Le syndécan-1 (également appelé CD138) a le potentiel d’interagir avec une grande variété de ligands, 

parmi lesquels des facteurs de croissance, cytokines et molécules de la MEC impliqués dans la 

réparation vasculaire, l’hypoxie, l’angiogenèse, la fonction immunitaire [100]. Cependant, les souris 

déficientes en syndécan-1 sont viables et fertiles, et ne présentent pas de pathologies majeures. Des 

phénotypes particuliers émergent lorsque ces souris sont mises au contact de conditions ou d’agents 

pathogènes. Par exemple, alors que les souris déficientes en syndécan-1 développent un tissu épithélial 

normal, la réparation tissulaire en réponse à une blessure de la peau est affectée [101] Il est alors 

possible que les autres syndécans compensent de facon fonctionnelle la perte de syndécan-1 lors du 

développement, mais pas lors de phénomènes post-développemental telle qu’une condition 
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pathologique. Ce phénomène de compensation n’a toutefois pas été clairement démontré. Néanmoins, 

les études utilisant des modèles animaux indiquent que le syndécan-1 exerce un rôle important dans 

divers processus pathologiques incluant l’inflammation, le cancer, ainsi que certaines maladies 

cardiovasculaires. 

 

         1. Inflammation 

 

L’inflammation est une réponse fondamentale de l’hôte suite à un agent pathogène pouvant causer une 

lésion du tissu. La réponse inflammatoire implique une étape de recrutement des leucocytes au site de 

la lésion, durant laquelle  les leucocytes circulants adhèrent à l’endothélium puis migrent vers le tissu. 

Une des principales fonctions du syndécan-1 dans l’inflammation est de réguler négativement 

l’adhérence des leucocytes et leur migration, possiblement en inhibant l’interaction entre les intégrines 

des leucocytes et les récepteurs d’adhérence des cellules endothéliales, ICAM-1 et VCAM-1. Cet effet 

a été démontré dans plusieurs modèles de maladies inflammatoires, incluant la dermatite allergique de 

contact ou la colite [102]. 

Le syndécan-1 régule également la génération et l’activité des gradients de chimiokines, qui dirigent la 

migration des leucocytes vers le site de lésion. La coopération entre le syndécan-1 et les chimiokines a 

notamment été montrée dans un modèle de fibrose pulmonaire. En effet, dans cette pathologie, les 

cellules épithéliales sécrètent d’une part des chimiokines qui se lient au syndécan-1, et d’autre part  la 

métalloprotéase matrilysine. Cette dernière clive le syndécan-1, libérant ainsi les complexes 

ectodomaine-chimiokines qui créent alors le gradient chimiotactique [103]. Une autre étude, 

s’intéressant aux gradients de l’IL-8,  montre une conséquence du shedding différente. Dans ce modèle 

in vitro, les complexes chimiokine Il-8/syndécan-1 sont immobilisés sur l’endothélium et guident la 

migration trans-endothéliale des neutrophiles. Dans ce cas, en décrochant les complexes syndécan-

1/IL-8, le shedding du syndécan-1 inhibe la migration [104]. Une fois que les agents pathogènes sont 

éliminés, il est impératif d’arrêter l’inflammation avant qu’elle ne soit délétère pour les tissus. Dans un 

modèle de choc endotoxique chez la souris, il a été montré que le shedding du syndécan-1 facilite la 

résolution de l’inflammation, en déplaçant les chimiokines séquestrées dans le tissu. Plusieurs 

mécanismes ont été proposés. D’une part, le shedding permettrait de relarguer les chimiokines attachés 

au syndécan-1 de la surface cellulaire. D’autre part, il libèrerait des ectodomaines libres qui déplacent 

les chimiokines liées aux syndécan-1 de surface [85]. 

 

2. Cancer  

 

L’expression du syndécan-1 est dérégulée dans plusieurs types de cancers, incluant le cancer de la 

prostate, du sein, du pancréas, de l’ovaire, et du colon. Une faible expression du syndécan-1 dans les 

tissus est associée à un mauvais pronostic au niveau des cancers des voies aérodigestives supérieures 
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(cavités orale et nasale, pharynx, larynx), des poumons [105], et colorectal [106], alors qu’un niveau 

élevé de syndécan-1 sheddé dans le sérum est associé à un mauvais pronostic dans le cancer du 

poumon et le myélome [99]. Ces résultats indiquent que le syndécan-1, comme d’autres protéoglycans, 

a d’importantes fonctions dans la biologie de la tumeur. Les études suggèrent d’ailleurs que le 

syndécan-1 module plusieurs étapes clés de la tumorigenèse, telle que la prolifération des cellules 

cancéreuses, l’apoptose, l’angiogenèse, et la dissémination des métastases [107]. 

 

a. Croissance des cellules cancéreuses et apoptose 

 

Le syndécan-1 affecte la tumorigenèse en régulant des médiateurs de la survie et de la prolifération des 

cellules tumorales. Il fonctionne notamment comme un co-récepteur dans la voie de signalisation Wnt,  

qui induit la tumorigenèse mammaire. Dans le myélome, l’interaction du syndécan-1 avec le facteur de 

croissance Hepatocyte Growth Factor (HGF) potentialise la voie de signalisation du récepteur à 

activité tyrosine kinase Met, qui est impliqué dans la croissance des cellules myélomateuses [108].  Le 

syndécan-1 a également un effet paracrine sur l’activation de la voie Met, par l’intermédiaire de ses 

ectodomaines clivés qui présentent le HGF aux ostéoblastes, conduisant à l’inhibition de la formation 

osseuse. Certaines études suggèrent que le syndécan-1 inhibe l’apoptose des cellules tumorales [109]. 

Dans d’autres cas, il a été montré que le syndécan-1 stimule l’apoptose, notamment dans des cellules 

de cancer du sein [110]. En fonction du microenvironnement tumoral, l’activité des chaînes héparane 

sulfate serait modifiée pour favoriser ou atténuer la croissance des tumeurs.  

 

b. Invasion cellulaire et métastase 

 

La métastase des cellules cancéreuses implique des phénomènes d’adhérence cellulaire, de migration 

et de dégradation de la MEC. Il a été montré que le syndécan-1 favorise l’adhérence de ces cellules à 

la matrice et retarde leur migration. Dans une étude de cellules de carcinomes par exemple, la perte de 

syndécan-1 entraine une augmentation de l’invasion des cellules sur collagène [107]. La coopération 

du syndécan-1 avec les intégrines stabilise les adhésions focales et le cytosquelette d’actine, résultant 

en une locomotion réduite. La perte du syndécan-1 de surface favoriserait alors l’acquisition d’un 

phénotype métastatique des cellules cancéreuses.  

 

c. Angiogenèse tumorale 

 

L’angiogenèse est le bourgeonnement de nouveaux vaisseaux sanguins à partir de vaisseaux déjà 

formés.  C’est un processus physiologique normal qui a lieu lors du développement, mais qui est 

également sollicité en conditions pathologiques lors de la croissance des tumeurs. En effet, lorsqu’une 

tumeur atteint une certaine taille, sa croissance ralentit puisqu’elle n’est plus suffisamment alimentée 
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par la circulation sanguine. Les cellules cancéreuses stimulent alors l’angiogenèse tumorale afin de 

générer de nouveaux vaisseaux permettant l’apport de nutriments et d’oxygène. Le syndécan-1, qui se 

lie à des facteurs pro-angiogéniques tels que FGF-2 et VEGF, peut favoriser l’angiogenèse en 

présentant ces ligands à leurs récepteurs sur les cellules endothéliales. Il a également été montré une 

implication des ectodomaines solubles du syndécan-1 sur l’angiogenèse. Le niveau de syndécan-1 

clivé dans l’environnement tumoral est associé à une angiogenèse élevée et à un mauvais pronostic du 

myélome. Dans le myélome, le shedding du syndécan-1 facilite l’invasion endothéliale et 

l’angiogenèse subséquente [111]. La liaison des ectodomaine du syndécan-1 aux intégrines αvβ3 et 

αvβ5 apparait nécessaire à sa fonction pro-angiogénique, puisque la synstatine, un peptide inhibiteur 

qui mime la partie de l’ectodomaine liant les intégrines, empêche cette interaction et inhibe l’invasion 

des cellules endothéliales et la croissance tumorale in vivo [112]. 

 

3. Maladies infectieuses 

 

Une grande variété de pathogènes, incluant les virus, les bactéries et les parasites, utilisent les chaînes 

héparane sulfate de la surface cellulaire comme récepteurs d’attachement. Les études suggèrent que le 

syndécan-1 est impliqué dans plusieurs étapes de l’infection, incluant l’attachement initial et l’entrée 

subséquente de pathogènes dans les cellules hôtes, ainsi que l’inhibition des mécanismes de défense de 

l’hôte. Par exemple, le virus de l’hépatite E, ainsi que le virus HPV responsable du papillomavirus, se 

lient au syndécan-1 pour s’attacher à leur cellule hôte. Certaines bactéries, telles que Pseudomonas 

aeruginosa ou Staphylococcus aureus, sont connues pour induire le shedding du syndécan-1. Dans le 

cas de P. aeruginosa, le shedding du syndécan-1 augmente la virulence bactérienne dans les cellules 

épithéliales de poumon. De même, S. aureus exploite la capacité des ectodomaines du syndécan-1 à 

inhiber l’action des neutrophiles pour promouvoir l’infection de la cornée [85]. 

 

4.  Syndécan-1 et pathologie cardio-vasculaire 

 

a. Fibrose cardiaque 

 

Souvent associée à l’hypertension ou l’infarctus du myocarde, la fibrose est un des mécanismes clés 

du remodelage pathologique. Elle se caractérise par l’accumulation excessive de protéines de la MEC, 

résultant en une rigidité du myocarde. Ce remodelage matriciel altère les fonctions de contraction 

(systole) et de relâchement (diastole) du cœur, aboutissant à terme à l’insuffisance cardiaque. Les 

mécanismes mis en jeu ne sont pas élucidés mais certains facteurs tels que l’angiotensine II, le TGF-β, 

et le Connective Tissue Growth Factor (CTGF) sont associés à l’augmentation de synthèse du 

collagène et d’autres protéines matricielles impliqués dans ces changements structurels.  
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Schellings et al ont identifié le syndécan-1 comme étant un médiateur essentiel dans la fibrose 

cardiaque induite par l’angiotensine II. En effet, chez la souris traitée à l’angiotensine II, l’expression 

du syndécan-1 est augmentée et prédomine dans les régions profibrotiques du cœur. Chez la souris 

déficiente en syndécan-1, le développement de la fibrose et la dysfonction cardiaque sont atténués, cet 

effet étant associé à une diminution de l’expression du CTGF. Ainsi, le syndécan-1 serait un important 

régulateur du développement de la fibrose cardiaque par son effet sur l’expression du CTGF [113]. 

 

b. Anévrismes de l’aorte abdominale 

 

Les anévrismes de l’aorte abdominale (AAA) sont définis par une dilatation anormale de l’aorte 

abdominale. Classiquement, l’athérosclérose est considérée comme la cause la plus fréquente de 

l’AAA, bien que d’autres facteurs, génétiques ou environnementaux, soient associés au 

développement de la maladie. Les caractéristiques histopathologiques de l’AAA incluent une 

fragmentation de l’élastine, l’infiltration de cellules inflammatoires, et la dégradation de la média.  

Dans un modèle expérimental d’AAA par perfusion d’élastase ou infusion d’angiotensine II, Wen 

montre que l’expression du syndécan-1 associé aux macrophages est augmentée dans la paroi artérielle 

durant le développement de l’anévrisme [114]. Chez les souris knock-out, la déficience en syndécan-1 

favorise la formation de l’anévrysme et  est associé à une augmentation de la dégradation de l’élastine, 

et un recrutement augmenté de cellules inflammatoires dans la paroi artérielle. Les macrophages 

exprimant le syndécan-1 modifient l’environnement en chimiokines, conduisant à une diminution de 

l’infiltration des lymphocytes T. Le syndécan-1 aurait une fonction protectrice importante dans la 

formation des anévrismes qui serait en partie liée à son effet modulateur des réponses inflammatoires 

[115]. 

 

c. Artériogenèse post-ischémique 

 

L’artériogenèse est le remodelage d’une artère déjà formée en réponse au flux sanguin. Ce processus 

est une réponse compensatoire importante dans l’occlusion artérielle causée par l’athérosclérose. Une 

étude de 2015 montre que le syndécan-1 affecte l’artériogenèse en réponse à une ischémie des 

membres inférieurs et que sa présence dans l’environnement tissulaire local est requise pour un 

développement normal des artères [116]. 

 

5. Syndecan-1 et métabolisme des lipoprotéines 

 

L’accumulation de lipoprotéines riches en triglycérides (TRLs) dans le sang, est un facteur de risque 

des maladies cardiovasculaires. Ces TRLs circulantes proviennent de l’alimentation (chylomicrons) ou 

de lipides synthétisés de novo par le foie (VLDL). Dans la circulation, les triglycérides des 
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chylomicrons et des VLDL sont hydrolysées par la lipoprotéine lipase (LPL), qui est immobilisé à la 

surface des cellules endothéliales. Les acides gras libérés sont alors récupérés par les tissus 

environnants et utilisés pour la production d’énergie ou le stockage.  Les restes de lipoprotéines 

circulantes, dont le cœur a été appauvri en triglycérides, sont éliminés de la circulation et métabolisés 

dans le foie par l’intermédiaire de récepteurs d’endocytose [117]. Plusieurs récepteurs, dont les 

protéoglycans à chaines héparane sulfate et le récepteur au LDL, avec le récepteur docking SR-B1, 

contribuent au catabolisme de ces restes de lipoprotéines.  

La démonstration d’une implication des protéoglycans à chaînes héparane sulfate (HSPGs) dans la 

clairance des TRLs a été initié par K.J. Williams et R.W. Mahley [118] [119]. Leurs résultats ont mis 

en évidence une diminution de l’internalisation des lipoprotéines par des cellules déplétées 

pharmacologiquement en GAGs, et sur des cellules CHO déficientes en enzymes de synthèse des 

chaines héparane sulfate. Par la suite, les études ont été étendues à l’identification du syndécan-1 

comme étant le protéoglycan majeur impliqué dans la clairance des TRLs. Dans une publication 

récente, Stanford a montré que la souris déficiente en syndécan-1 présente une clairance retardée des 

TRLs [117]. Ce défaut n’étant pas augmenté chez la souris double déficiente en syndécan-1 et en N-

Deacetylase/N-Sulfotransferase 1 (NDST1), l’enzyme requise pour l’assemblage des chaînes héparane 

sulfate sur tous les HSPGs hépatique, le syndécan-1 apparait comme le principal protéoglycan 

impliqué. Par ailleurs, le croisement de souris mutantes à la fois pour l’enzyme NDST1 et pour le 

récepteur au LDL (LDLR) résulte en une accumulation plus élevée de TRLs par rapport aux souris 

mutées uniquement pour le LDLR, suggérant que les HSPGs agiraient indépendamment du LDLR 

Parmi les protéines associées aux lipoprotéines, l’apoB, l’apoE, l’apoA-V, la lipase hépatique, et le 

LPL ont une affinité pour les chaînes héparane sulfate [120].  Récemment, une étude a ainsi montré 

que l’apoE et l’apoAV sont les particules dominantes impliquées dans la liaison des TRLs aux HSPGs 

chez la souris [121]. La voie d’endocytose médiée par le syndécan-1 diffère considérablement de 

l’internalisation médiée par le LDLR. Alors que l’endocytose par le LDLR passe par une voie rapide 

dépendante de la clathrine avec un temps de demi-vie des récepteurs à la surface de 5-10 minutes, 

l’internalisation médiée par le syndécan-1 nécessite un clustering et se ferait par la voie d’un raft 

lipidique à une cinétique lente (t1/2=20-60minutes).  

En plus d’agir comme un récepteur, le syndécan-1 pourrait également faciliter indirectement 

l’internalisation des TRLs dans le foie. En effet, le syndécan-1 localisé à la surface des hépatocytes ou 

sécrété dans l’espace de Disse (entre le vaisseau sanguin et l’hépatocyte), pourrait piéger les TRLs afin 

de les passer à d’autres comme le LDLR ou la Lipoprotein-related Receptor Protein (LRP) [122] 

(Figure 19). 

 

 



61 

 

 

 

Figure 19. Protéoglycans à chaînes héparane sulfate et métabolisme des lipoprotéines. Après hydrolyse par 

la LPL, les TRLs entrent dans l’espace de Disse où ils interagissent avec les HSPGs. L’endocytose des 

lipoprotéines se fait par le LDL R, par les HSPGs, ou par le LRP. (Tiré de Bishop et al [120])  

 

 

6.  Syndécan-1 et physiologie de la CML 

 

Les CML vasculaires présentent une continuité de phénotypes qui peuvent être altérés lors du 

remodelage vasculaire. Les études antérieures rapportent que les changements de l’environnement 

cellulaire modifient le phénotype de la CML via des interactions avec une variété de récepteurs 

d’adhérence. Alors que les syndécans ont émergé comme des régulateurs complexes et puissants de la 

fonction cellulaire, leur rôle dans la physiologie de la CML n’est pas bien connu. 

Lors d’une lésion artérielle, les CML de la média migrent vers l’intima où elles prolifèrent et élaborent 

la MEC. Dans l’artère du lapin, Wang a observé que le syndécan-1 est surexprimé dans la néo-intima 
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formée à la suite d’une lésion induite par cathéter à ballonnet [123]. Dans ce contexte, la formation de 

néo-intima serait en partie due au stress mécanique subi par la paroi artérielle, et qui est associée à la 

contrainte exercée par le ballonnet. De même, une corrélation existe entre les sites de prédisposition à 

l’athérosclérose et les zones de turbulences sanguines. Au niveau des branches de divisions et 

bifurcations, les contraintes mécaniques cycliques dues à la pulsation du flux sanguin seraient un 

important stimulus de l’athérosclérose. Julien a étudié l’expression du syndécan-1 en réponse à 

différents profils de forces, représentatives des contraintes mécaniques subies par les CML in vivo. 

Alors qu’une contrainte statique induit peu de variation d’expression du syndécan-1, l’application de 

contraintes cycliques induit une surexpression du syndécan-1 ainsi que l’augmentation de son 

shedding [124].  

Par la suite, Fukai a étudié l’effet du syndécan-1 sur la formation d’une néo-intima, à partir d’un 

modèle de souris où l’artère carotidienne a été ligaturée. Chez la souris déficiente en syndécan-1, une 

large lésion néo-intimale se développe alors que la souris sauvage n’en présente pas ou peu. Comparé 

aux CML contrôle, la prolifération des CML de souris déficientes est augmentée en réponse à divers 

facteurs de croissance, tel que PDGF-BB et FGF2. Cet effet est inhibé par l’extinction de l’expression 

de PDGFR-β, ce qui suggère que le syndécan-1 pourrait limiter l’épaississement intimal dans les 

artères lésées en supprimant l’activation de la CML par PDGFR-β [125]. 

En 2014, une étude de Chaterji montre que la déficience en syndécan-1 altère le phénotype de la CML 

en le conduisant vers un état dédifférencié. Les CML isolées de souris knock-out ont en effet une 

prolifération augmentée, et présentent une réduction de l’expression des marqueurs de fonction 

contractile, telle que l’actine et la calponine, associée à une augmentation de l’expression du facteur 

tissulaire comparé aux cellules des souris sauvages. Stimulées par le TNF-α, ces CML ont une 

expression de IL-6 et MCP-1 doublée par rapport aux CML contrôles, suggérant une sensibilité plus 

forte aux stimuli inflammatoires. L’inhibition des interactions entre le syndécan-1 et les intégrines 

αvβ3 et αvβ5 par l’utilisation d’un peptide inhibiteur, la synstatine, apparait avoir des effets similaires 

au knock out du syndécan-1 sur la CML, indiquant que l’activité du syndécan-1 serait liée à ces 

intégrines [126]. 

Dans l’ensemble, ces résultats identifient le syndécan-1 comme un modulateur du phénotype de la 

CML, capable de réguler divers aspects de la biologie de la CML, incluant la contraction et 

l’inflammation. En maintenant l’état différencié de la CML, la présence du syndécan-1 pourrait avoir 

un effet vasculo-protecteur dans un contexte de pathologie et de lésion vasculaire. 
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Objectifs de la thèse 

 

Comprendre les mécanismes cellulaires conduisant au développement de l’athérosclérose est essentiel 

afin d’identifier des stratégies limitant la progression de la maladie. Pendant longtemps, les revues 

décrivant les étapes initiales de l’athérosclérose se concentraient sur le rôle de l’endothélium et des 

cellules inflammatoires. Le rôle des CML était considéré plus tardivement, lorsqu’après avoir migré 

dans l’intima elles sécrètent de la MEC pour stabiliser la plaque. Mais les études montrent que les 

CML sont présentes dans l’intima dès les premiers stades de l’athérosclérose, et même avant, dans les 

régions susceptibles de développer des lésions. Ces CML, qui ont subi une modulation phénotypique, 

présentent diverses fonctions qui favorisent la genèse et le développement des lésions. 

 

Ce projet de thèse porte sur la modulation phénotypique de la CML, et sur l’implication de ces cellules 

dans l’évolution des lésions d’athérosclérose. Il s’articule en deux parties.  

        La première partie s'intéresse au processus de modulation phénotypique de la CML lors des 

stades précoces de l’athérosclérose. Nous avons voulu déterminer le rôle d’un protéoglycan particulier, 

le syndécan-1, dans ce phénomène. Alors que le rôle des protéoglycans de la MEC dans 

l'athérosclérose a été bien décrit, notamment au niveau de la rétention des LDL dans l'espace sous-

endothélial, l'implication des protéoglycans portés par les cellules n'est pas connue. Parmi les 

récepteurs présents à la surface des CML, le syndécan-1 est un protéoglycan important dans la 

physiologie de ces cellules. Il a été montré être un modulateur du phénotype de la CML, puisque sa 

déficience chez la souris conduit la CML vers un phénotype dé-différenciée, avec une diminution de 

l'expression des protéines contractiles et une augmentation de la prolifération. Il a par ailleurs la 

capacité d'interagir avec les lipoprotéines et a été identifié comme un acteur majeur de la clairance 

hépatique chez la souris. Son rôle dans l'athérosclérose n’ayant pas été élucidé, un des objectifs de la 

thèse a été de caractériser son expression dans les stades précoces de l’athérosclérose. Nous avons 

également cherché à étudier son influence sur certaines fonctions des CML, en particulier 

l’internalisation des LDL ainsi que l’expression des marqueurs de fonction contractile et des protéines 

de la MEC.  

 

Parallèlement à ces travaux, une deuxième partie porte sur la formation des cristaux de cholestérol 

dans la plaque, un phénomène arrivant plus tardivement. Les études montrent que ces cristaux sont 

directement impliqués dans la rupture de plaque puisqu'ils peuvent induire une rupture mécanique de 

la chape fibreuse, ou déclencher des voies inflammatoires fragilisant la plaque. Bien que la présence 

des cristaux dans les plaques avancées ait été bien décrite, leur origine n’a pas été élucidée. L’objectif 

de ce projet est donc de déterminer le stade d’apparition et les mécanismes de formation de ces 
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cristaux. Afin d'éviter la dissolution des cristaux ou la cristallisation artefactuelle, nous avons travaillé 

principalement sur des coupes d’aortes fraîches, non paraffiné et non congelé. Par ailleurs, 

l’implication des CML sur la formation des cristaux a été explorée.  

 

 

Dans les deux parties du projet, l’étude s’appuie sur l’utilisation d’échantillons humains provenant de 

la biobanque de l’unité. Les tissus sont des échantillons d’aortes de patients sains, et présentant des 

stries lipidiques et plaques fibrolipidiques, ce qui en fait un matériel particulièrement adapté à 

l’observation des phénomènes survenant aux stades précoces de l’athérosclérose. Les mécanismes 

pathologiques impliquant les CML ont été étudiés sur des CML primaires différenciées, obtenus à 

partir de prélèvement d'aortes saines et caractérisées afin de vérifier qu'elles expriment bien les 

marqueurs de protéines contractiles.  
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Partie I  

 

Expression du syndécan-1 dans les lésions précoces d’athérosclérose 

humaine et implication dans la modulation du phénotype de la CML 

 

 

 

Introduction 

 

Les cellules musculaires lisses (CML) sont prépondérantes dans l’intima des lésions précoces 

d’athérosclérose. Contrairement aux CML de la média qui sont différenciées et contractiles, certaines 

CML de l’intima ont subi une transition phénotypique et acquièrent diverses fonctions qui favorisent 

le développement des lésions. Cette transition est sous l’influence de certains facteurs solubles comme 

le TGF-β1, qui est un puissant inducteur de leur état contractile. Les CML dé-différenciées présentent, 

quant à elles, une augmentation de la prolifération et de la migration, associée à une capacité accrue de 

synthétiser de la matrice extracellulaire. Il a par ailleurs été montré qu’une fraction de ces CML 

internalise les lipoprotéines de basse densité (LDL) et participe à la formation de cellules spumeuses. 

La transition phénotypique est un évènement critique dans les stades précoces de l’athérogenèse, mais 

les mécanismes contribuant à ces modifications n’ont pas été clairement définis.  

 

Le syndécan-1 est un protéoglycan transmembranaire qui se lie à divers ligands, régulant les 

interactions entre les cellules et leur environnement. Présent à la surface des CML, il a été identifié 

comme un intervenant potentiellement important dans le comportement des CML lors du remodelage 

de la paroi artérielle. Des études ont en effet montré que le syndécan-1 est surexprimé par les CML 

lors de l’application de contraintes mécaniques cycliques in vitro [124], ainsi que chez le lapin après 

angioplastie par ballonnet, où il inhibe la formation de la néo-intima [125]. En 2014, les travaux de 

Chaterji ont montré que le syndécan-1 maintenait l’état différencié de la CML en favorisant 

l’expression des gènes de marqueurs contractiles (SM α-actine, myosine) [126]. De plus, le syndécan-

1 a été identifié comme étant un récepteur majeur pour la clairance hépatique des lipoprotéines chez la 

souris [117]. Compte tenu de ces différentes observations, nous avons émis l’hypothèse que ce 

protéoglycan pourrait-être régulé dans la plaque d’athérosclérose, et qu’il pourrait moduler l’état de 

différenciation ainsi que l’internalisation des lipoprotéines par ces cellules.  

 

L’expression du syndécan-1 a été analysée dans les lésions athéromateuses humaines aux niveaux 

messager et protéique. Nous avons observé que le syndécan-1 est surexprimé dans les stries lipidiques 
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et les lésions fibrolipidiques, et particulièrement par les CML localisées dans l’épaississement intimal 

et la chape fibreuse. Son impact sur le phénotype de la CML a été analysé à l’aide d’une stratégie 

basée sur la transduction lentivirale afin d’obtenir des cellules surexprimant le syndécan-1 de manière 

stable. Nos résultats indiquent que le syndécan-1 n’a pas d’implication dans l’internalisation des LDL 

par les CML, mais qu’il contribue à la modulation de l’expression de la SM α-actine, de la calponine 

et de la smootheline, ainsi que du collagène de type I, induite par le TGF-β1.  
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Abstract 

 

During atherogenesis, some vascular smooth muscle cells (vSMCs) switch from a contractile 

phenotype to a proliferative phenotype, characterized by increased proliferation and migration, loss 

of contractile markers, and extracellular matrix production. Syndecan-1 is a heparan sulfate 

proteoglycan that has been shown to modulate vSMCs phenotype and affect the response to arterial 

injury, but its function in atherosclerosis is unknown. Here, we investigated syndecan-1 expression in 

human atheromatous tissue and its effect on vSMC phenotypic modulation. 

We observed in human tissue samples that syndecan-1 expression is increased in vSMCs of early 

human atheromatous versus healthy aortas. Quantification of protein levels by ELISA showed a 

significant increase of syndecan-1 levels in both intima and media of fatty streaks and fibrolipidic 

lesions compared to healthy aorta. To determine the effect of syndecan-1 overexpression on human 

vSMCs phenotype, we constructed a lentiviral vector containing the coding sequence of human 

syndecan-1. Lentiviral transduction of cultured vSMCs induced a stable and robust overexpression of 

syndecan-1, confirmed at the mRNA and protein levels. Immunocytochemistry and flow cytometry 

experiments indicated an increase in syndecan-1 cell surface for about 80% of transduced cells. Flow 

cytometry experiments showed that in contrast to mouse hepatocytes, syndecan-1 is not a major 

receptor of low density lipoproteins (LDL) uptake by human vSMCs. Real time PCR was used to define 

the role of syndecan-1 on vSMC phenotypic modulation induced by transforming growth factor-βϭ 

(TGF-βϭͿ. We found that syndecan-1 amplifies the up-regulation of type I collagen, smooth muscle α-

actin, calponin and smoothelin expression induced by TGF-βϭ.  

Altogether, these results show that syndecan-1 overexpression in early atheromatous aortas is 

mostly restricted to vSMCs. Our results further suggest that syndecan-1 amplifies TGF-βϭ effect on 

the maintenance of vSMCs specific markers gene expression, while on the other hand promoting the 

increase of type I collagen expression in the early phase of the disease.  
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List of abbreviations: 

 

 

CTGF: Connective Tissue Growth Factor 

ECM: Extracellular Matrix 

LDL: Low Density Lipoprotein 

PDGF: Platelet-Derived Growth Factor 

SM MHC: Smooth Muscle Myosin Heavy Chain 

SM α-actin: Smooth Muscle alpha-actin 

vSMC: Vascular Smooth Muscle Cell 

TGF-βϭ: TƌaŶsfoƌŵiŶg Gƌoǁth FaĐtoƌ-beta 1 

TGFBR: Transforming Growth Factor-beta Receptor 
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INTRODUCTION 

 

Atherogenesis involves a variety of cell types in the vessel wall, including endothelial cells, 

lymphocytes, monocytes, and vascular smooth muscle cells (vSMCs). While the role of endothelial 

and inflammatory cells in the early stages of atherogenesis has been largely documented, the 

implication of vSMCs was preferentially studied in advanced lesions, due to their role in fibrous cap 

formation as they migrate to the neointima and stabilize the plaque by secreting matrix proteins. 

However, early histological studies had shown that vSMCs are preponderant in regions prone to the 

development of atherosclerosis whereas few are present is resistant regions, and recent findings 

indicate that vSMCs are in fact involved in all steps of the disease [1][2][3].  

Evidence indicate that intimal vSMCs differ from medial healthy vSMCs and have atherogenic 

properties that promote the initiation of plaques [4][5]. While medial vSMCs predominantly express 

proteins involved in the contractile function, intimal vSMCs express lower levels of differentiation 

markers such as smooth muscle alpha-aĐtiŶ ;“M α-actin), calponin, smooth muscle myosin heavy 

chain (SM MHC), and transgelin. This phenotypic switch is associated with the ability of vSMCs to 

perform a variety of functions. These de-differentiated vSMCs have higher proliferative and 

migratory levels, and a greater synthetic capacity for extracellular matrix (ECM), proteases, and 

cytokines. Furthermore, vSMCs can express receptors for lipid uptake, and transform, like 

macrophages, into foam cells which participate in the accumulation of lipid within the plaque [6]. 

Whereas all these functions contribute to atherogenesis, the contributions of the factors influencing 

vSMC pathological behavior are not fully understood.  

It has been proposed that vSMCs are plastic cells that reversibly switch between the contractile 

(differentiated) non proliferative state and the synthetic (de-differentiated) proliferative phenotype 

in response to various atherogenic stimuli, local cytokines and growth factors, mechanical forces, 

reactive oxygen species, and lipids [5]. Among these factors, transforming growth factor-βϭ ;TGF-βϭͿ 

is known to be a potent inducer of the differentiated phenotype by increasing vSMC contractile 
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markers and regulating cell proliferation and migration. These processes may also be modulated by 

components of the ECM, such as the proteoglycan perlecan [7]. While the role of ECM proteoglycans 

has been largely described in the context of atherosclerosis [8] [9] [10], little is known about 

transmembrane proteoglycans.  

Recent observations identified syndecan-1 as a modulator of vSMC behavior in pathology. Syndecan-

1 is a transmembrane heparan and chondroitin sulfate proteoglycan belonging to a family of four 

syndecans (syndecan-1 to -4). Syndecan-1 binds various ligands, like components of the ECM, 

cytokines and growth factors [11] and has critical roles during development, wound healing and 

pathogenic conditions, by controlling cell proliferation, differentiation, adhesion and migration [12]. 

Although our knowledge concerning its role in atherosclerosis remains limited, syndecan-1 has 

emerged as an important modulator of cellular processes in vascular biology [13]. Previous works 

have shown that syndecan-1 is overexpressed in rabbit neointima after vascular injury and limits 

vSMC proliferation [14]. In mice, syndecan-1 deficiency promotes vSMC proliferation in response to 

platelet derived growth factor (PDGF), thrombin and fibroblast growth factor-2 [7]. In addition, 

silencing syndecan-1 in cardiac fibroblasts inhibits TGF-βϭ sigŶaliŶg [ϭϱ]. Moƌe ƌeĐeŶtlǇ, Chateƌji aŶd 

colleagues observed that the loss of syndecan-1 in mice enhances basal vSMCs proliferation, while 

decreasing gene expression of differentiation markers [16], supporting the idea that syndecan-1 

could prevent vSMCs dedifferentiation. Syndecan-1 has also the ability to bind lipoproteins and has 

been identified as a major receptor for their hepatic clearance in mice [17]. Altogether, these 

observations suggest that syndecan-1 could be an important modulator of vSMC functions during 

atherogenesis. 

We therefore assessed whether syndecan-1 was regulated during the early stages of atherogenesis 

and whether it could modulate the behavior of vSMCs. Our study demonstrates that syndecan-1 is 

overexpressed in vSMCs of early human atheromatous aortas, in particular in fatty streaks, and in the 

fibrous cap of fibro-lipidic lesions. Lentiviral-mediated syndecan-1 overexpression in cultured human 

vSMCs suggested that vSMC syndecan-1 is not involved in low density lipoprotein (LDL) uptake, but 
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modulates type I collagen and vSMC differentiation markers expression in response to TGF-βϭ 

stimulation.
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MATERIAL AND METHODS 

 

Preparation of human tissue samples 

Normal aortas were obtained from organ transplant donors with the authorization of the French 

Biomedicine Agency (PFS09-007). Immediately after reception, the fresh aortic rings were opened 

longitudinally, their outer adventitia was partially removed to ease sectioning, and small tissue pieces 

were separately cut. Macroscopic characterization was performed to separate healthy areas, fatty 

streaks, and fibrolipidic lesions. Aortic tissue preparation consisted in an immediate dissection to 

separate intimal, medial, and adventitial layers followed by either direct freezing or enzymatic 

digestion for vSMCs primary cultures. To obtain sections for immunostaining, healthy and early 

atheromatous samples were fixed in 3.7 % paraformaldehyde, embedded in paraffin, and sectioned 

at 6 µm. 

 

Measurement of syndecan-1 and syndecan-4 levels in tissue samples 

Frozen tissues from healthy and early atheromatous aortas were pulverized using liquid nitrogen 

freezer mill (6870 SPEX Certiprep 6750). Protein extraction was performed by incubating powder in 

RIPA buffer (10 mg/500 µL) for 30 min at 4°C, and supernatant was collected after centrifugation at 

13 000 g for 15 min. Titrations of syndecan-1 and syndecan-4 in human samples were determined by 

ELISA (SEB966Hu and SEB939Hu, Cloud-CloŶeͿ folloǁiŶg the ŵaŶufaĐtuƌeƌ’s iŶstƌuĐtioŶs. Foƌ RNA 

extraction, approximately 50-100 mg of crushed powder were homogenized in Trizol Reagent 

(Invitrogen). Total RNA was extracted and purified using RNeasy extraction kit (Qiagen), and 1 µg was 

reverse transcribed with RT Maxima First Strand kit (K1642, Thermo Scientific). Real-time PCR was 

performed on complementary cDNA using a Light Cycler (Roche). Levels of mRNA were normalized to 

hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransférase (hPRT). Primers sequences were listed in table 1. 
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Measurement of syndecan-1 level in tissue conditioned media 

For preparation of conditioned media, intimal lesions and media from aortas were separated by 

dissection, cut into small pieces (5 mm
3
) and separately incubated in RPMI-1640 medium (Gibco 

Invitrogen, Paisley, UK) for 24 hours at 37°C (6 mL per g of wet tissue). The tissue conditioned media 

containing soluble factors were then collected and stored at -80°C until used. Syndecan-1 content 

was determined by ELISA (SEB966Hu, Cloud-CloŶeͿ folloǁiŶg the ŵaŶufaĐtuƌeƌ’s iŶstƌuĐtioŶs. 

 

Immunostaining of human aortas 

Tissue sections were permeabilized with 0.1% Triton X-100 for 5 min, and epitope retrieval was 

peƌfoƌŵed ďǇ heatiŶg seĐtioŶs iŶ Taƌget Retƌieǀal “olutioŶ ;DakoͿ. WheŶ usiŶg ϯ,ϯ’-diaminobenzidine 

(DAB), peroxidase activity was quenched with 3% hydrogen peroxide in water for 10 min. Sections 

were then incubated with biotin-blocking system (Dako), followed by Dako protein block solution. 

Immunostaining of syndecan-1, syndecan-4, and vSMCs, was performed using goat polyclonal 

antibody to syndecan-1 (AF2780, R&D Systems, 5 µg/mL) and syndecan-4 (AF2918, R&D Systems, 5 

µg/mL), and mouse monoclonal antibodies to SM MHC (ABT293, Millipore, 5 µg/mL) and smooth 

muscle α-actin (SM α-actin ) (1A4, Dako, 2 µg/ml). All sections were incubated on night at 4°C with 

the primary antibody diluted in PBS, followed by the appropriate secondary antibodies. Negative 

controls were the corresponding isotypes. For immunofluorescence, sections were incubated with 

biotinylated anti-goat antibody (Santa Cruz, 4  µg/ml), and rabbit anti-mouse alexa fluor (Molecular 

probe) for 1 hour at room temperature. The amplification reaction was detected using streptavin 

alexa fluor conjugate (Molecular Probes, 2 µg/ml) for 30 min. Nuclei were stained by DAPI. Slides 

were then mounted with fluorescence mounting medium (Dako) for microscopy. The resulting 

fluorescence was observed with a Zeiss Axiovert microscope. For immunohistochemistry, sections 

were revealed with biotinylated secondary antibody, followed by DAB staining (Dako). Nuclei were 

staiŶed ďǇ MaǇeƌ’s heŵatoǆǇliŶ. “lides ǁeƌe dehǇdƌated aŶd ŵouŶted ǁith Eukitt ŵouŶtiŶg 

medium. 
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Primary culture of human aortic vSMCs 

Medial samples of normal aortas were incubated in collagenase 0.1% and elastase 0.1% solution (3 

hours, 37°C) to obtain primary cultures of human aortic vSMCs. vSMCs were routinely cultured in 

SMC medium (Promocell) containing 5% fetal calf serum, primocin (100 µg/mL), plasmocin (5 µg/mL), 

insulin (5 mg/mL), and growth factors (human epidermal and fibroblast growth factors, 0.5 and 2 

µg/mL, respectively). For all experiments, vSMCs were cultured on fibronectin (50 µg/mL), and grown 

to confluence. Passages 3 to 5 were used.  

 

Lentiviruses production  

Parental plasmid containing syndecan-1 coding sequence (Origen) was amplified by PCR (Taq High 

fidelity, Invitrogen) and ligated into the pTRIP lentiviral (gift from Pierre Charneau). HEK 293T cells 

ǁeƌe ŵaiŶtaiŶed iŶ DulďeĐĐo ŵodified Eagle’s medium, high glucose (Life Technologies) 

supplemented with 10% fetal calf serum, penicillin, streptomycin and ampicillin. Stocks of pTRIP 

infectious particles were prepared in HEK 293T cells by co-transfection using calcium phosphate. 

Transfected vectors were the corresponding expressing vector, a packaging plasmid 8.71, and a 

vesicular stomatitis virus G protein (VSVG) envelope plasmid. Two days after transfection, the cell 

supernatant containing recombinant lentiviral vectors was harvested and concentrated by 

ultracentrifugation. The amount of lentiviral particles was evaluated by measuring HIV-1 Gag p24 

with an antigen capture enzyme-linked immunosorbent assay, and by their ability to induce a 10- to 

20-fold syndecan-1 mRNA overexpression in vSMCs. Aliquots of vector stocks were stored at -80°C 

until use. 

 

vSMC transduction and treatment with TGF-β1 

For vSMC transduction, a mix of lentiviruses diluted in complete cell medium with polybren (8 

µg/mL) was added to the cells. After 24 hours, the mix was replaced by fresh complete medium. 

Experiments were performed 48 hours after initial transduction. Syndecan-1 overexpression was 
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confirmed by RT-PCR, immunoblot, and flow cytometry (see below). After 4 hours of serum 

deprivation, vSMCs were treated with TGF-βϭ (C8667, Sigma, 30 µg/mL) diluted in serum-free 

medium.   

 

Characterization of transduced-vSMCs 

Western blot. Protein were extracted by cell lysis in lysis buffer (50 mM Tris, pH 7.5, 150 mM NaCl, 3 

mM EDTA, 0.1% SDS, 1% Nonidet P-40) containing a protease inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich), 

followed by centrifugation at 5000 g for 5 min at 4°C. Concentrations were measured using a BCA 

Pierce Protein assay (Interchim). Proteins were separated by electrophoresis on 4-15 % Mini-Protean 

Precast gel (Biorad), and immunoblots were performed using the goat polyclonal anti-syndecan-1 

antibody (AF 2780, R&D) followed by horseradish peroxydase (HRP)-conjugated secondary antibodies 

(Jackson ImmunoResearch) at a 1:50000 dilution. Immunoreactivity was visualized by 

chemiluminescence (ECL, Amersham). 

Flow cytometry analysis. Cells grown on 6-wells plate were detached by EDTA 0.5 mM for 5 min and 

resuspended in PBS. Cells were then incubated with the anti-syndecan-1 antibody (R&D, 5 µg/mL) for 

30 min, followed by rabbit anti-goat Alexa Fluor 488 (Thermofischer, 4µg/mL) for 20 min at room 

temperature, and analyzed on a LSRII flow cytometer (BD Biosciences). Photomultiplicators for FSC, 

SSC and fluorescent canals were adjusted on unstained cells. Data were analyzed on DIVA software 

(BD Biosciences). 

Immunocytofluorescence. Cells were fixed with 4% formaldehyde in PBS for 20 min and 

permeabilized or not in 0.1% Triton X-100 for 5 min. Non-specific binding was blocked by incubation 

with 3 % Bovine Serum Albumine (BSA) for 1 hour. Immunostaining was performed using anti-

syndecan-1 antibody (R&D, 5 µg/ml), followed by rabbit anti-goat Alexa Fluor 555 secondary 

antibody (Thermo Fischer, 4 µg/mL). Nuclei were stained by DAPI. 

Analysis of gene expression was performed 24 hours after transduction by RT-PCR (see below). 
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LDL isolation and incubation with vSMC 

LDL were isolated from a pool of plasma from healthy volunteers. Plasma was adjusted to a density 

of 1.22 by adding solid KBr. The solution was then distributed into centrifuges tubes (Beckman) and a 

density gradient was made by adding KBr solution with a density of 1.063. The tubes were 

ultracentrifugated in a Beckman ultracentrifuge (CTZ08B02) equipped with a MLA-55 rotor, at 

120000 g for 5 hours at 10°C. The yellow upper fraction containing LDL, VLDL and chylomicrons was 

collected and adjusted to a density of 1.25. To isolate LDL, a density gradient was made by adding 

KBr solution with a density of 1.006, followed by an ultracentrifugation as above. The intermediate 

fraction containing LDL was collected and concentrated in a 10 kDa centricon (Millipore), by 

centrifugation at 1000 g for 30 min. Thereafter, the LDL solution was dialyzed in a solution of PBS and 

EDTA 1 mM using membrane dialysis (Spectrumlabs). Protein concentration was determined by the 

method of Lowry and al. [18]. 

The isolated LDL (1 mg/ml) were variably oxidized, either by irradiation with 254 nm ultraviolet light 

for 2 hours, or by incubation in PBS containing 5 µM copper sulfate at 37°C for 4 hours terminated by 

the addition of EDTA 100 µM. OxLDL preparations were dialyzed extensively at 4°C against PBS 

containing 0.5 mM EDTA. The extent of oxidation was determined by measuring the amount of 

thiobarbituric acid-reactive species (TBARs), using malondialdehyde (MDA) standard.  

For LDL staining, LDL were incubated overnight at 37°C with 10 µg/mL of the fluorescent probe DiI 

(Molecular Probes). vSMCs were stared during 4 hours and then incubated with increasing 

concentrations of labeled LDL diluted in serum-free medium (0, 50, 100 µg/ml) for 1 hour. Unbound 

LDL were removed by 3 washes in PBS, LDL internalization by syndecan-1 transduced cells was 

analyzed by immunofluorescence and flow cytometry, as described previously.  

 

Analysis of gene expression by RT-PCR 

vSMCs seeded in 6-wells plates were homogenized in Trizol Reagent (Invitrogen). Total RNA was 

extracted and purified using Trizol reagent (Invitrogen), and RT-PCR was performed as above. 
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Table 1 

 Foƌǁaƌd Pƌiŵeƌ SeƋueŶce ;5’-3’Ϳ Reǀeƌse Pƌiŵeƌ SeƋueŶce ;5’-3’Ϳ 

HPRT1 AGTTGAGAGATCATCTCCAC TTGCTGACCTGCTGGATTAC 

Syndecan-1 TGTACCGCATGAAGAAGAAGG GTTTGGTGGGCTTCTGGTAG 

Syndecan-4 GGCAGGAATCTGATGACTTTG GCCGATCATGGAGTCTTCC 

Collagen I GGGATTCCCTGGACCTAAAG GGAACACCTCGCTCTCCA 

SM-actin AGACTTCCGCTTCAATTC CTGTTAGGACCTTCCCTC 

Calponin AACCCAAAATTGGCACCAG TGGCCTCAAAAATGTCGTG 

Smoothelin TGAGGAGCTGATGACTATT CTGATCCAGCATCTTGTC 

Transgelin GTCCGAACCCAGACACAAGT AATGCACTCACAAGGCTTCC 

TGFBR1 GCAGACTTAGGACTGGCAGTAAG AGAACTTCAGGGGCCATGT 

TGFBR2 ATGAGGAAAGAGGCTCCATGT TGCAAAAGCAAGTGCAATGT 

 

 

Statistical analysis 

Statistical analyses were calculated using the Prism Software. Values are expressed by mean ± SEM 

and statistical differences were determined using the Mann-WhitŶeǇ test aŶd the “tudeŶt’s t-test. A 

value of p <0.05 was considered significant.   
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RESULTS 

 

Syndecan-1 protein is increased in early human atheromatous aortas 

To study syndecan-1 expression in the initial steps of atherosclerosis, human aortic segments with 

early atheromatous lesions were analyzed by immunohistochemistry. Aortic samples devoid of 

microscopic signs of lesions were classified as healthy. While fatty streaks were characterized by 

intimal thickening, more advanced fibro-lipidic lesions displayed a large necrotic core associated with 

a fibrous cap. Staining of healthy aortas revealed a weak signal of syndecan-1 within the healthy 

aortic wall. In fatty streaks, syndecan-1 signal was increased both within the intimal thickening (IT) 

and the media (M). An increase of syndecan-1 was also detected in both the media and the fibrous 

cap (FC) of fibro-lipidic lesions, as well as some cells located within the necrotic core (NC) (Figure 1A). 

Supporting the immunohistochemical staining, analysis of syndecan-1 protein content by ELISA 

confirmed an increase in both intimal (2.5 fold) and medial (1.5 fold) layers of fatty streaks, and in 

intimal (3.5 fold) and medial (2.5 fold) layers of fibro-lipidic lesions, compared with healthy tissue 

(Figure 1C). However, no difference in syndecan-1 mRNA expression was observed between the 

samples (Figure 1B). We assessed whether these regulations were specific to syndecan-1 by 

measuring syndecan-4 levels in human tissue. In comparison, analysis of syndecan-4 protein and 

mRNA respectively by immunochemistry, ELISA, and RTPCR, showed no significant differences 

between healthy and atherosclerotic samples (Figure 2A, B and C). These results indicated that 

syndecan-1 is specifically increased at the protein level during the first steps of atherogenesis.  

In order to estimate the level of shedding in our samples, syndecan-1 ectodomain concentration was 

measured by ELISA in tissue conditioned media. Release of syndecan-1 ectodomain was not 

significantly different in  healthy and atheromatous conditioned media (Supplemental Figure 1). 
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Figure 4. Syndecan-1 and syndecan-4 expressions are differently regulated by native and oxidized LDL in 

cultured vSMCs. (A) Stimulation of vSMCs with native (0, 50, 150 µg/ml for 4 or 8 hours) and UV- or CuSO4-

oxidized (10 µg/ml for 2h30 and 4 hours, respectively) LDL did not affect syndecan-1 mRNA expression. (B) 

Syndecan-4 mRNA expression was significantly increased in vSMCs after native LDL or UV- and CuSO4-oxidized 

LDL stimulation. *statistically significant difference with untreated SMCs (p<0.05). (n=3) 

 

 

 

Lentiviral transduction induces an efficient syndecan-1 over-expression in cultured vSMCs 

To investigate the role of syndecan-1 in vSMCs, we developed an overexpressing approach based on 

lentiviral transduction. Cultured human primary vSMCs were either transduced with a lentivirus 

containing the syndecan-1 coding sequence (pTRIP-SDC-1), or the corresponding empty vector as 

control (pTRIP). Transduction of vSMCs with pTRIP-SDC-1 resulted in a significant overexpression of 

transcripts and core proteins (Figure 5). RT-PCR analysis revealed a 14-fold increase in syndecan-1 

mRNA transcript in transduced cells, compared with control (Figure 5A). Overexpressed syndecan-1 

proteins contained glycosaminoglycan chains, as evidenced by the high molecular weight smear 

observed by immunoblotting (Figure 5B) where the molecular weight of syndecan-1 protein 

associated with glycosaminoglycans was around 120 kDa, as expected. Immunofluorescence 

experiments showed that nearly 80 % of pTRIP-SDC-1-transduced vSMCs exhibited a strong staining 

of syndecan-1, which seemed located both at the plasma membrane and within the cytoplasm 

(Figure 5C). Syndecan-1 overexpression at the cell surface was confirmed by flow cytometry (Figure 

5D). To assess potential compensatory mechanisms in the cells due to syndecan-1 overexpression, 

RT-PCR was also performed for syndecan-4. No difference in syndecan-4 mRNA level was observed 

after pTRIP-SDC-1 transduction of vSMCs (Supplemental Figure 3).  
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representatives of 3 experiments, each with different concentrations of LDL (50, 100 µg/mL). (B) Flow 

cytometry experiments showed a dose dependent uptake of DiI-LDL by cultured vSMCs, which was not 

significantly different between pTRIP and pTRIP-SDC-1 transduced cells. (n=3) 

 

 

 

Syndecan-1 regulates type I collagen and vSMC markers expression induced by TGF-β1 

TGF-βϭ is sǇŶthesized ďǇ seǀeƌal ĐaƌdioǀasĐulaƌ Đell tǇpes iŶǀolǀed iŶ atheƌogeŶesis iŶĐludiŶg 

endothelial cells, monocytes/macrophages and T cells [20] and is thought to exert anti-atherogenic 

actions. TGF-βϭ is known to drive vSMC differentiation by promoting contractile specific markers 

expression and concomitantly to enhance type I collagen synthesis. Previous studies reported that 

loss of syndecan-1 altered vSMC phenotype in mice and increased tissue factor expression [126] 

[125]. In contrast, transduction of vSMCs with pTRIP-SDC-1 did not modify the expression of vSMC 

markers (Figure 7) and tissue factor (Supplemental Figure). Treatment of control cells with 10 ng/mL 

TGF-βϭ for 24 hours resulted in a significant increase in SM α-actin (x2.8), calponin (x9,8), smoothelin 

(x1.8), and type I collagen (x5.2) mRNA (Figure 7 A, B and C). Transduced vSMCs presented a 14-fold 

increase of syndecan-1 expression. As previously reported [130], TGF-βϭ treatment induced a 10-fold 

overexpression of syndecan-1. A combination of lentiviral transduction and TGF-βϭ ƌesulted iŶ a ϯϮ-

fold increase for 10 ng/ml of TGF-βϭ, ĐoƌƌespoŶdiŶg to ďoth eŶdogeŶous aŶd leŶtiǀiƌal sǇŶdeĐaŶ-1 

transcripts (Figure 6A). Syndecan-1 overexpression raised significantly the response of vSMCs 

towards TGF-βϭ, therefore amplifying the up-regulation of SM α-actin, calponin, smoothelin, and 

type I collagen, induced by 10 ng/ml of TGF-βϭ (Figure 7 A, B and C). These observations were not 

due to a difference in TGF-β ƌeĐeptoƌs tǇpes I ;TGFBRIͿ aŶd II ;TGFBRIIͿ eǆpƌessioŶ ďǇ tƌaŶsduĐed Đells 

(Supplemental Figure 4). 
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DISCUSSION 

 

Syndecan-1 is an important modulator of events related to cell migration and proliferation, growth 

factor signaling, and matrix remodeling. Its expression is tightly regulated in tissues in various 

pathological processes including vascular diseases [23][21]. However, the expression and role of 

syndecan-1 in atherosclerosis remains an open study field. We therefore characterized syndecan-1 

expression during the early stages of human atheroma formation, and investigated its role on vSMC 

phenotypic transition. Our results show that syndecan-1, in contrast to syndecan-4, is overexpressed 

by vSMCs of intimal fatty streaks and fibrolipidic lesions, compared with healthy aortas. 

During the initial stages of atherosclerosis, vSMCs undergo a phenotypic switch, characterized by the 

migration from the media to the intima, and the loss of contractile function associated with the 

transition to a synthetic phenotype [24]. During this process, vSMC identification is difficult as they 

lose specific markers of contractile function and exhibit many other genes relative to phagocytic 

function or synthetic activity. In early atheromatous aortas, we identified cells located in intimal 

lesioŶs as ǀ“MCs as theǇ eǆpƌess “M α-actin and myosin. Myosin, in particular, is considered by many 

studies as the most discriminating marker for the vSMCs, and its expression seems to be highly 

ƌestƌiĐted to these Đells [Ϯϱ]. IŶ ĐoŶtƌast, ǁheƌeas “M α-actin is an excellent differentiation marker, it 

is known to be expressed in a wide variety of non-vSMC cell types under certain circumstances [26]. 

As the vSMCs found in intimal lesions still express contractile markers, we assume that they 

maintained some characteristics of differentiated cells and are not fully de-differentiated. These 

vSMCs seem to be at an intermediate state between contractile and synthetic phenotype, and 

perhaps in a process of phenotypic transition. 

In the context of atherosclerosis, a variety of factors can potentially induce syndecan-1 expression on 

vSMCs. Our experiments revealed that native or oxidized LDL treatments had no effect on syndecan-

1 mRNA expression by cultured human vSMCs. In contrast, syndecan-4 mRNA appeared to be 

overexpressed by treated cells whereas the protein was not increased in human early lesions. This 
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observation could be explained at least in part, by syndecan-4 shedding, as it has been reported by 

Houston and colleagues [19]. 

Other soluble factors present in early lesions may induce syndecan-1 expression. Among potential 

candidates, growth factors including TGF-βϭ aŶd platelet deƌiǀed gƌoǁth faĐtoƌ ;PDGFͿ [Ϯϳ] [Ϯϭ], aŶd 

angiotensin II [15] are known to regulate syndecan-1 expression in various cell types. Similar to a 

previous study, we observed an increase in syndecan-1 gene expression in vSMCs after TGF-βϭ 

treatment, suggesting that this growth factor might participate in syndecan-1 overexpression in 

atherosclerotic lesions. Furthermore, mechanical strain is known to affect syndecan-1 expression in 

vSMCs. A previous study noted a sustained increase in syndecan-1 gene expression after an imposed 

increase in cyclic stress [27]. Whether these factors contribute to syndecan-1 overexpression by 

vSMC in early atherosclerosis remains to be investigated.  

Previous works from other laboratories have identified syndecan-1 as a potential modulator of vSMC 

phenotype. Chaterji has recently demonstrated that the loss of syndecan-1 in knock-out mice 

enhances SMC proliferation, and downregulates genes expression of differentiation markers [16]. In 

the current study, we have elaborated an in vitro model of SMC overexpressing syndecan-1 in order 

to define syndecan-1 functional role on vSMC phenotypic transition. Using lentiviral transduction, we 

obtained vSMCs that overexpress at the membrane a mature form of syndecan-1, containing 

glycosaminoglycan chains. We confirmed that transduction of vSMCs by an empty lentiviral vector 

did not affect their phenotype.  

As previous studies report the important role of syndecan-1 in lipoprotein metabolism, we analyzed 

the effect of syndecan-1 overexpression on LDL internalization by SMCs. During atherogenesis, the 

ability to internalize LDL is a critical process that determines SMC foam cells formation. Our 

experiments revealed however that in our model syndecan-1 has no effect on this process.  

To further explore syndecan-1 effect on SMC characteristics, we examined the expression of “M α-

actin, calponin, myosin, and collagen I, in vSMCs transduced with control or syndecan-1-containing-

plasmid, after stimulation with TGF- βϭ. CalpoŶiŶ loĐalizes iŶ the “MC ĐoŶtƌaĐtile appaƌatus ǁheƌe it 



94 

 

binds to actin, modulating actin-myosin interactions that are responsible for contraction [28]. TGF-βϭ 

is a multifunctional cytokine that is known to induce the upregulation of both contractile markers 

and extracellular matrix genes in vSMCs [29]. Our data revealed a possible amplification of syndecan-

ϭ oŶ the upƌegulatioŶ of “M α-actin, calponin, myosin, and collagen I, induced by TGF-βϭ. CoŶsisteŶt 

with previous results, syndecan-1 seemed to facilitate a differentiated phenotype by increasing the 

expression of contractile markers induced by TGF- βϭ. On the other hand, it appeared to upregulate 

the synthesis of type I collagen as well. Thus, our results suggest that syndecan-1 amplifies the 

bifunctionnal effects of TGF-βϭ aŶd ŵight ĐoŶtƌiďute to dƌiǀe ǀ“MCs toǁaƌds ĐoŶtƌaĐtile oƌ sǇŶthetiĐ 

phenotype and to adapt vSMC response to different pathological conditions. 

Although the mechanisms for these effects have not been elucidated, several possibilities should be 

considered. Syndecan-1, with its complex structure, combines many properties. The extracellular 

domain bears glycosaminoglycan chains which can attach signaling molecules and guide them to 

receptors on the membrane [30]. It also contains a transmembrane domain with a short cytoplasmic 

tail, which may directly trigger intracellular signals. In a model of angiotensin II-induced cardiac 

fibrosis, Schellings demonstrated that syndecan-1 is involved in the promotion of Smad signaling by 

TGF-βϭ. “ǇŶdeĐaŶ-1 exaggerated the increase of type I collagen and connective tissue growth factor 

(CTGF) by cardiac fibroblasts after TGF-βϭ stiŵulatioŶ, aŵplifǇiŶg the fiďƌotiĐ ƌespoŶse. This ǁas 

accompanied with an increase in Smad2 phosphorylation [15]. In the context of atherosclerosis, TGF-

β /“ŵad sigŶaliŶg also ĐoŶtƌiďutes to ĐollageŶ aĐĐuŵulatioŶ ďǇ “MC aŶd fiďƌous lesion development 

[31]. As we showed that syndecan-1 amplifies collagen gene expression induced by TGF-βϭ iŶ ǀ“MCs, 

our results suggest that syndecan-1 could be implicated in this fibrotic response. Whether Smad 

signaling pathway is involved in this effect remains to be elucidated. 

Furthermore, Chaterji showed that syndecan-1 regulates SMC expression of differentiation markers 

through Akt, Protein kinase C-α, aŶd “ϲRP pathǁaǇs. IŶ additioŶ, sǇŶdeĐaŶ-1 effect depends on 

iŶteƌaĐtioŶs ǁith iŶtegƌiŶs αǀβϯ aŶd αǀβϱ. TƌeatŵeŶt ǁith sǇŶstatiŶ peptide, ǁhiĐh iŶhiďits these 

iŶteƌaĐtioŶs, leads to deĐƌeased eǆpƌessioŶ of “M α-actin, calponin and smoothelin, while increasing 
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expression of inflammatory cytokines and adhesion receptors. Therefore, syndecan-1 may influence 

multiple signaling pathways to modulate diverse aspects of vSMC biology, including contraction, 

inflammation, and ECM secretion.  

 

In summary, we reported that syndecan-1 expression within the aortic wall is increased during early 

atherosclerosis. Syndecan-1 is abundantly detected in intimal vSMCs, and could be a potent 

modulator of vSMC phenotype during atherogenesis. Our results indicated that syndecan-1 promotes 

contractile markers gene expression, while favoring type I collagen gene expression. Given the 

pathological role of vSMC in the early stages of atherosclerosis, defining the mechanisms leading to 

vSMC dedifferentiation is crucial. The overexpression of syndecan-1 during lesion development 

provides further insights into this receptor being involved in vSMC phenotypic transition. 
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Supplemental Figure 3. pTRIP-SDC-1 transduction does not affect the expression of syndecan-4 mRNA in 

vSMCs. RT-PCR analysis of syndecan-4 expression by vSMCs showed no significant difference between pTRIP- 

and pTRIP-SDC-1- transduced cells. (n= 4) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Supplemental Figure 4. pTRIP-SDC-1 transduction does not affect the expression of TGFBRI and TGFBRII 

receptors mRNA in vSMCs. RT-PCR analysis of TGFBRI (left) and TGFBRII (right) expression by vSMCs showed no 

significant difference between pTRIP and pTRIP-SDC-1 transduced cells. (n=2) 
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Supplemental Figure 5. pTRIP-SDC-1 transduction does not affect the expression of tissue factor mRNA in 

vSMCs. RT-PCR analysis of tissue factor expression by vSMCs showed no significant difference between pTRIP- 

and pTRIP-SDC-1- transduced cells. (n= 3) 
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Conclusion 

 

Le syndécan-1 est un régulateur important d’une variété de processus incluant la migration et la 

prolifération cellulaire, le remodelage matriciel, et la signalisation associée aux facteurs de croissance 

[89] [85]. Alors que les études montrent qu’il a un rôle critique dans certaines pathologies cardio-

vasculaires [114] [125], peu de données sont disponibles quant à son rôle dans l’athérosclérose. Dans 

cette étude, nous avons cherché à caractériser l’expression du syndécan-1 dans les lésions 

athéromateuses précoces, et à analyser son implication dans la transition phénotypique de la CML. 

 

         Nos résultats ont mis en évidence une augmentation de l’expression du syndécan-1 dans les 

stries lipidiques et les lésions fibro-lipidiques, comparés aux aortes saines. Dans ces lésions, le 

syndécan-1 est particulièrement exprimé par les CML localisées au niveau de l’épaississement intimal 

et de la chape fibreuse. Dans cet environnement lésionnel, une variété de facteurs pourrait 

potentiellement induire l’expression du syndécan-1 dans les CML. Nos résultats montrent que les LDL 

n’induisent pas de variation de l’expression du syndécan-1 dans les CML en culture. Toutefois, en 

accord avec une étude précédente, nous avons observé une surexpression du syndécan-1 dans les CML 

après stimulation par le TGF-β1, suggérant que le TGF-β1 pourrait être impliqué dans l’augmentation 

du syndécan-1 dans les lésions. 

          Etant donné le rôle critique du syndécan-1 en physiologie cellulaire, nous avons cherché à 

étudier son impact sur les modifications du phénotype de la CML. Un vecteur lentiviral a été élaboré 

afin de le surexprimer dans les CML en culture par transduction. La caractérisation des CML 

transduites révèle qu’elles surexpriment bien une forme mature du syndécan-1 à la membrane.  

Comme le syndécan-1 a un rôle important dans le métabolisme des liprotéines, nous avons analysé 

l’effet de sa surexpression dans l’internalisation des LDL par les CML. Nos expériences révèlent 

cependant que le syndécan-1 n’a pas d’effet sur ce processus. L’expression des marqueurs de la 

fonction contractile et du collagène I a ensuite été analysée dans les CML surexprimant le syndécan-1. 

Nos résultats montrent que le syndécan-1 amplifie la sensibilité des CML aux effets du TGF-β1 sur 

l’expression de la SM α-actine, de la calponine, de la smootheline et du collagène de type I Ainsi, 

alors qu’il contribue à l’orientation de la CML vers un phénotype contractile, il pourrait également 

participer à la transition pro-fibrotique. 

Bien que les mécanismes de ces effets n’aient pas été élucidés, les études précédentes montrent que le 

syndécan-1 peut réguler de multiples effecteurs de la signalisation associée au TGF-β. En particulier, 

le syndécan-1 amplifie la voie TGF-β/Smad dans un modèle de fibrose cardiaque induite par 

l’angiotensine II, entraînant l’augmentation de l’expression du collagène I par les fibroblastes 

cardiaques [113]. Cette même voie de signalisation TGF-β/Smad est impliquée dans l’athérosclérose 

et le dépôt de collagène par les CML. L’implication du syndécan-1 sur la régulation de cette voie de 

signalisation reste donc à élucider. D’autre part, Chaterji évoque la régulation de la voie Akt/ Protein 
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Kinase C-α par le syndécan-1, qui modifie l’expression des marqueurs de fonction contractile. Le 

syndécan-1 aurait donc le potentiel de réguler diverses voies de signalisation impliquées dans la 

physiologie de la CML. 

 

En résumé,  nous avons mis en évidence une surexpression du syndécan-1 dans les CML intimales des 

lésions athéromateuses précoces. Nos résultats montrent que le syndécan-1 oriente la CML vers un 

phénotype contractile tout en favorisant la sécrétion de collagène de type I. Etant donné l’implication 

des CML dans l’évolution des lésions, il est essentiel de définir les mécanismes menant à leur 

dédifférenciation. Cette étude identifie ainsi un nouveau récepteur potentiellement impliqué dans les 

changements du phénotype de la CML lors de l’athérogenèse. 
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Partie II 

 

Origines de la cristallisation du cholestérol dans les lésions 

athéromateuses humaines 

 

Benoit Ho-Tin-Noé, Sophie Vo, Richard Bayles, Stephen Ferrière, Hayette Ladjal, Sondes Toumi, 

Catherine Deschildre, Véronique Ollivier, Jean-Baptiste Michel 

 

 

 

Introduction 

 

Les cristaux solides de cholestérol sont fréquemment retrouvés dans les lésions avancées 

d’athérosclérose, et particulièrement dans les plaques rompues. Alors qu’ils ont longtemps été 

considérés comme un composant passif des lésions, des études récentes montrent qu’ils pourraient 

fragiliser la plaque et favoriser sa rupture. En particulier, l’équipe de G. S Abela a montré qu’en 

cristallisant, le cholestérol augmente de volume et forme de fines aiguilles qui peuvent perforer 

l’intima [70]. Ce phénomène a été observé in vitro et également sur des artères coronaires de patients 

ayant présenté un syndrome coronaire aigu [64]. Par ailleurs, d’autres publications ont suggéré que les 

cristaux pourraient induire l’activation de l’inflammasome NLRP3, entrainant la déstabilisation de la 

plaque [73].  Malgré un intérêt grandissant sur le rôle de ces cristaux dans la rupture de plaque, leur 

origine n’a pas été totalement élucidée. Une des principales limites réside dans la difficulté à les 

détecter dans les tissus, en raison de leur solubilité dans les solvants utilisés en histologie. 

 

L’objectif de ce projet a été de déterminer le stade d’apparition et l’origine des cristaux de cholestérol 

solides dans les lésions athéromateuses humaines. Les analyses histologiques ont été réalisées sur des 

sections d’aortes humaines fraîches afin de s’affranchir des artefacts de cristallisation liés à la 

congélation des tissus. La présence de cristaux solides a été comparée entre des aortes saines et des 

coupes aortiques présentant des lésions précoces, par observation en lumière polarisée. En parallèle, 

des marquages histologiques ont été effectués afin de caractériser l’environnement où sont formés ces 

cristaux. Dans un deuxième temps, nous avons testé la capacité de CML en culture à générer des 

cristaux de cholestérol. L’influence du chargement en LDL et du métabolisme du cholestérol ainsi que 

la composition de la MEC sur ce processus a été étudiée. 
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Abstract 

Background. Recent studies have shown that in addition to being major constituents of the 

atheromatous core, solid cholesterol crystals (CCs) promote atherosclerotic lesion development and 

rupture by causing mechanical damage and exerting cytotoxic and pro-inflammatory effects. These 

findings have suggested that targeting CCs might represent a therapeutic strategy for plaque 

stabilization. However, little is known about how cholesterol crystallization is initiated in human 

atherothrombotic disease. Here, we investigated these mechanisms. Methods and Results. We 

performed a thorough immunohistological analysis of non-embedded, minimally processed human 

aortic tissues, combining polarized light and fluorescence microscopy. We found that CC formation 

was initiated during the fatty streak to fibroatheroma transition in tight association with the death of 

intralesional smooth muscle cells (SMCs). Cholesterol-loaded human SMCs were capable of 

producing CCs in vitro, a process that was enhanced by type I collagen and by inhibition of autophagy 

and cholesterol esterification. The fibrous transition, which was characterized by a marked increase 

in type I collagen expression, was associated with changes in the expression of autophagy and 

cholesterol flux-related genes, including a decrease in the expression of the autophagic adapter p62, 

and an increase in that of the cholesterol intracellular transporter Niemann-Pick C1. Collagen was 

identified as a potent inducer of these changes in SMCs. Conclusions. Collagen-induced changes in 

cholesterol metabolism and autophagy flux in smooth muscle foam cells at the fibrolipid transition 

likely contribute to initiate cholesterol crystallization in human atherosclerosis. Also, our data are in 

support of a protective role of autophagy against CC formation. 
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Introduction 

Deposition and retention of cholesterol from lipoproteins and cell membranes in the arterial wall is 

the key initiating event of atherogenesis
1
. Cholesterol and lipid deposits trigger various local 

biological responses that promote the development and evolution of atheromatous lesions. These 

responses include invasion and proliferation of vascular smooth muscle cells (SMCs) into the tunica 

intima
2
, formation of foam cells of SMC and myeloid origin

3
, centripetal angiogenesis from adventitial 

vasa vasorum
4
, and recruitment of leukocytes

5
.  

Early studies have shown that transitions in the physical state of lipids derived from retained 

lipoproteins and cell membranes, in particular cholesterol, occur during the course of atheromatous 

disease
6
. Analyses of lipids from fresh human atheromatous aortic samples by various methods have 

indeed shown that within atheromatous lesions, cholesterol is present in lipid phases of at least 

three types, with distinct physical states
7-10

. Intralesional cholesterol can thus be found in: (1) 

lamellar liquid-crystalline phospholipid vesicles and membranes, in which cholesteryl esters (CE) and 

unesterified (free) cholesterol (FC) can be incorporated to a limited extent, (2) oily liquid and liquid-

crystalline droplets principally made of CE and triglycerides, covered with a surface of phospholipids 

and FC, or (3) solid crystals of FC. In contrast, in the healthy arterial wall, cholesterol is almost 

exclusively found as a component of lamellar liquid-crystalline cell membranes. While liquid and 

liquid-crystalline lipid droplets and vesicles appear in fatty streaks, the earliest visible atherosclerotic 

lesions, solid cholesterol crystals (CCs) are generally considered as a prominent feature of advanced 

plaques
7, 8, 10, 11

. The fact that lesion content in CCs increases along with lesion advancement has long 

suggested an implication of CCs in the progression of atherosclerosis and, more generally, that 

transitions in the physical state of lipids also contribute to the deleterious effects of retained lipids.  

In recent studies, the group of George S. Abela has demonstrated that transformation of cholesterol 

from liquid to solid crystals increases its volume, potentially leading to expansion of the lipid core, 

and that forming CCs can induce intimal injury, as indicated by the presence of sharp CCs perforating 
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the cap of ruptured human coronary plaques
12-14

. Furthermore, recent experimental results obtained 

in vitro have shown that CCs are potent activators of the NLRP3 inflammasome, a pathway whose 

activation contributes to lesion development in hypercholesterolemic mice
15

. Therefore, it appears 

that in addition to being a major constituent of the atheromatous core, the most thrombogenic 

component of human plaques
16

, CCs could also promote plaque growth and evolution towards 

rupture by both mechanical and cell-mediated mechanisms. These findings, showing that CCs are far 

from being inert components of plaques, have suggested that preventing cholesterol crystallization 

or its deleterious consequences might represent a potential therapeutic strategy for atheromatous 

disease and plaque stabilization
17

. This current focus somewhat reminisces past interests in 

dissolving CCs to facilitate reversal of atherosclerotic lesions
18

. Surprisingly however, besides in vitro 

studies showing that cholesterol crystallization can occur intracellularly in cholesterol-loaded 

macrophages
19

 and endothelial cells
20

, and that it is impacted by physical factors like temperature or 

pH
21

, little is known about the initial triggers of cholesterol crystallization in human atheromatous 

disease. Here, we investigated how cholesterol crystallization is initiated in human atherothrombotic 

disease. By analyzing and comparing healthy human aortic segments and aortic segments bearing 

early atheromatous lesions, we show that the formation of CCs in atheromatous lesions is initiated 

during the fatty streak to fibroatheroma transition and associated with the death of vascular smooth 

muscle cells (SMCs). We further show that type I collagen is a potent regulator of cholesterol 

metabolism in human SMCs and that it enhances the formation of CCs in foam cells of SMC origin. 
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Methods 

 

Human tissue samples 

Human aortic segments were obtained from organ transplant donors with the authorization of the 

French Biomedicine Agency (PFS09-007). Immediately after reception, aortic rings were opened 

longitudinally and their outer adventitia was partially removed to ease sectioning. Macroscopic 

characterization was performed to separately cut healthy areas, fatty streaks, and fibrolipidic lesions 

as described previously
4
. A total of 37 healthy aortic segments (mean age 46 years, SD = 14, 58 % 

male subjects), 34 fatty streaks (mean age 55 years, SD = 18, 48.5 % male subjects), and 41 

fibrolipidic lesions (mean age 64 years, SD = 14.2, 56.1 % male subjects) were used in this study. 

Subsets of these samples were cut freshly for analysis in polarized microscopy, embedded in paraffin 

after fixation with 3.7% paraformaldehyde, and/or dissected and processed for preparation of 

conditioned medium, mRNA extraction, or primary cell cultures of smooth muscle cells (SMCs). The 

investigation conforms with the principles outlined in the Declaration of Helsinki. 

 

Immunohistological analysis 

The presence of crystalline material in tissue sections was detected by polarized light in a heated 

microscope environmental chamber at 37°C. Sections from non-embedded tissues were obtained 

using a Sorvall Tissue Chopper, Model TC-2 (Supplemental Figure 1).  

For immunostaining, see online supplements.  

 

Primary culture of human aortic SMCs 

Human aortic SMCs were isolated from the tunica media of healthy aortic segments as described 

previously
4
. A detailed description is given in the online supplement.  

 

Measurement of interleukin-1 beta and -18 protein levels 
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Concentrations of IL-1, IL-18 in tissue-conditioned medium were determined by ELISA following the 

ŵaŶufaĐtuƌeƌ’s iŶstƌuĐtioŶs (Enzo Life Sciences, Lausen, Switzerland, and MBL, Woburn, MA, 

respectively). 

 

Cholesterol crystal production by cultured human SMCs  

Human aortic SMCs (passages 3 to 6) were seeded in 48-well plates. Prior to cell seeding, culture 

wells were either left uncoated or coated with fibronectin (50 µg/ml), type I collagen (100 µg/ml), or 

a combination of the two. Once confluent, SMCs were incubated or not with aggregated LDL (agLDL) 

for 72 hours in serum-free medium, washed with PBS, and subsequently treated with 30 µg/ml 

Sandoz 58-035 (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) and/or 5 mM 3-methyladenine (3-

MA) (Sigma-Aldrich). The formation of solid cholesterol crystals (CCs) was then assessed daily in 

phase contrast light microscopy. 

 

Impact of collagen on the expression of cholesterol metabolism-related genes in SMCs 

See online supplement. 

 

Analysis of gene expression by RT-PCR 

See online supplement. 

 

Statistical analysis 

Values are expressed as means ± SEM and statistical differences were determined using the non-

parametric Mann-Whitney test.  For incidences of solid crystals in tissue sections from healthy and 

atheromatous aortic samples, individual groups were compared by a sequence of 2 x 2 two-sided 

Fisher's exact test using GraphPad Prism software (San Diego, CA, USA). P-values < 0.05 were 

considered as statistically significant. 
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Results 

The formation of solid cholesterol crystals in human atheromatous lesions is initiated during the 

transition from the fatty streak to the fibrolipidic lesion stage.  

The presence of crystalline material in non-fixed fresh aortic sections prepared immediately after 

tissue collection was assessed by linear polarized light microscopy. Three types of birefringent 

particles were observed in intimal lesions: spheres with a formée cross image (Figure 1A), typical of 

liquid-crystalline lipid droplets
22

, and needle- and plate-shaped solid crystals (Figure 1B-C), typical of 

anhydrous and monohydrate cholesterol
23

. No birefringent particles of any type were found in 

sections from the 18 healthy aortic segments (Figure 1E). Birefringent particles were abundant in 17 

of the 19 fatty streaks and in all 23 fibrolipidic intermediate lesions analyzed (Figure 1E). However, 

while fatty streaks contained almost exclusively liquid-crystalline lipid droplets, 20 of the 23 

fibrolipidic lesions further comprised solid crystals in the form of isolated and/or aggregated needle- 

and plate-shaped crystals (Figure 1E). The presence of solid crystals within human fibrolipidic lesions 

was verified in tissue extracts prepared by gentle digestion of dissected lesions at 37°C with 

collagenase (Figure 1D). The cholesterol nature of these solid crystals was confirmed by their positive 

staining with filipin, which specifically binds to 3-β-hydroxysterols
24

. Together, these results obtained 

using minimally-processed fresh samples indicate that the formation of solid cholesterol crystals 

(CCs) in human atheromatous disease is an event associated with the transition from the fatty streak 

to the fibrolipidic stage. 

Studies in hypercholesterolemic mice have suggested that CCs could cause the release of pro-

inflammatory cytokines of the interleukin-1 (IL-1) family in the earliest stages of atheromatous 

disease
15

. We thus investigated whether the appearance of CCs in fibrolipidic lesions was associated 

with the release of IL-ϭβ aŶd IL-18. Measurement of IL-ϭβ aŶd IL-18 protein levels in conditioned 

media from healthy and early atheromatous aortic samples indicated that there was no increase in 
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these cytokine levels at the fibrolipidic stage as compared to healthy or fatty streak samples 

(Supplemental Figure 2).  

 

Solid cholesterol crystals arise from smooth muscle cell-rich areas in human fibrolipidic lesions. 

In order to gain insights into the factors that might trigger CC formation, fibrolipidic lesions were 

analyzed and characterized immunohistologically with particular regards to CC localization and cell 

content. Importantly, while the birefringence pattern of aortic segments remained unaffected by 

fixation, it was drastically modified by snap-freezing in liquid nitrogen, whether the tissues were fixed 

or not. In fact, in all atheromatous samples tested, freezing induced the formation of CCs stemming 

from initial liquid crystalline lipid droplets, leading to both extracellular and intracellular artifactual 

CCs (Supplemental Figure 3). For this reason, all of the following immunohistological analyses were 

performed on non-frozen tissue sections.  

As the name implies, fibrolipidic lesions were characterized by an increased intimal production of 

collagen resulting in the presence of a fibrous cap that entrapped the crystalline atheromatous core 

(Figure 2). Observation of fibrolipidic lesions in polarized microscopy before and after sirius red 

staining indeed showed that the atheromatous core, which contained most of the CCs that were 

dissolved by organic solvents during the staining procedure, was completely packed into a wicker 

basket-like and red-coloured type I collagen mesh (Figure 2A). 

Although the atheromatous core appeared mostly acellular with only a few apparently intact nuclei 

in DAPI staining, it displayed some faint extracellular DNA staining (Figure 3A and B). This was 

particularly evident at its interface with the fibrous cap, especially in shoulder regions (Figures 3A-C). 

The presence of residual DNA and cell remnants in the atheromatous core of human fibrolipidic 

lesions was confirmed by positive TUNEL staining for fragmented DNA (Figure 3B), as well as by 

immunostaining for histone H1 (Figure 3C). The origin of these cellular remnants was investigated by 
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immunostaining for the smooth muscle cell marker, myosin heavy chain 11 (MYH11), and for the 

myeloid marker, calprotectin. The vast majority of lesion cells were positive for MYH11, while 

negative for the myeloid marker calprotectin (Figure 3D). Calprotectin-positive staining was mainly 

restricted to cells found directly below the endothelium, in the fibrous cap (Figure 3D). This was in 

contrast to MYH11-positive staining that was found throughout the entire fibrolipidic lesion, labelling 

nucleated cells in the fibrous cap and extracellular spaces surrounding cholesterol clefts in the 

atheromatous core (Figure 3D). Like MYH11, -smooth muscle actin and sm22, two other smooth 

muscle cell protein markers, were found around cholesterol clefts in the atheromatous core, in close 

association with nuclear remains (Figure 3E).  

Because CCs are dissolved by organic solvents used during processing of paraffin-embedded tissues, 

one can detect them only indirectly, through the clefts they leave in tissue sections 
25

. This technical 

limitation renders difficult the detection of the smallest CCs and the determination of their 

extracellular or intracellular origin. For this reason, the localization of CCs in fibrolipidic lesions was 

further investigated in non-embedded thick tissue samples that were immunostained for MYH11 in 

combination with bodipy and filipin staining, without using any organic solvent. Analysis of these 

samples by polarized light and optical sectioning in fluorescence microscopy showed that in addition 

to the atheromatous core, CCs were also present in the fibrous cap and at its interface with the 

atheromatous core (Figure 4A). There, CCs were extracellular, in direct vicinity of SMCs, or arising 

from SMC residues identified by MYH11 staining. SMC foam cells with bodipy-positive lipid vesicles, 

which were found throughout the fibrous cap (Supplemental Figure 4), were frequently observed in 

regions of CC formation next to the atheromatous core (Figure 4). Remarkably, the presence of CCs in 

the fibrous cap was associated with a decrease in SMC density, suggesting a link between SMC death 

and CC formation (Figure 4A). Strengthening this hypothesis, large extracellular CCs rising above SMC 

remains were found in abundance in the acellular atheromatous core (Figure 4B). 
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Collagen promotes the formation of cholesterol crystals by smooth muscle foam cells  

The ability of human SMCs to initiate cholesterol crystallisation was then investigated using primary 

cell culture of SMCs isolated from the medial layer of healthy aortic segments. To mimic the fibrous 

environment of fibrolipidic lesions, type I collagen was added to the commonly used fibronectin as a 

culture substrate for SMCs. Once confluent, SMCs were loaded with cholesterol by incubating them 

with aggregated LDL (agLDL), as aggregation of LDL was previously shown to enhance cholesterol 

uptake from LDL and its storage in lipid droplets by SMCs
26

. Staining of untreated control and agLDL-

treated SMCs with oil red O showed that indeed, incubation with agLDL led to the formation of 

multiple lipid droplets, giving SMCs a foam aspect (Figure 5A). Following lipid-loading, SMCs were 

rinsed and kept in culture, and supplemented or not with Sandoz 58-035 and/or 3-methyladenine (3-

MA), which are respectively inhibitors of cholesterol esterification and of the autophagy-lysosome 

pathway. After a few days of culture, needle-like crystals were observed in SMCs that had been 

loaded with cholesterol and treated with both inhibitors (Figure 5B and D). These crystals were 

positively stained by filipin, confirming their cholesterol nature (Fig. 5C). Depending on the cell donor 

(n = 4 different donors), the first crystals appeared between day 5 and day 12 after inhibitor addition. 

CCs were either floating or emerging from adherent or floating SMCs with a shadowy and translucent 

aspect, giving them a ghost cell appearance indicative of cell death (Figures 5C and 6B). On the 

contrary, control SMCs, treated or not with the autophagy and ACAT inhibitors, as well as untreated 

lipid-loaded SMCs, retained their morphology (Figure 5B). The decrease in cell viability of 

crystallization-prone SMCs loaded with cholesterol and treated with both inhibitors was confirmed 

by MTT assay (mean cell viability percentage of 29.5± 5.7 % p < 0.006 relative to control SMCs, and 

19.9 ± 3.9 %, p < 0.0002, relative to cholesterol-loaded SMCs).  

Although by the time the first CCs had formed in cholesterol-loaded SMCs treated with Sandoz 58-

035 and 3-MA no CCs were observed in any other condition (Figure 5D), needle-like CCs were 

eventually found in untreated cholesterol-loaded SMCs and in cholesterol-loaded SMCs treated with 

one of the inhibitors alone that had been kept in culture for extensive periods of time (> 15 days 
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after cholesterol loading, not shown). No crystals being were formed from non-cholesterol-loaded 

control SMCs in any condition. 

The impact of collagen on cholesterol crystallisation was assessed by comparing the production of 

CCs by cholesterol-loaded SMCs treated with Sandoz 58-035 and 3-MA, grown on uncoated culture 

plates or on plates coated with fibronectin, fibrillar collagen, or with a mixture of fibrillar collagen 

and fibronectin. Whereas CC production was similar between SMCs grown on collagen alone or on 

collagen/fibronectin, it was drastically decreased on culture coating surfaces devoid of collagen 

(Figure 6A and B). Similar results were obtained when SMCs were incubated with agLDL prior to 

seeding on the variously coated surfaces (not shown), thus indicating that the differences in the 

kinetics of cholesterol crystallization were not due to differences in initial cholesterol accumulation.  

Taken together, these results indicate that CC formation can arise from foam cells of SMC origin and 

that this cytotoxic process is enhanced by collagen and countered by cholesterol esterification and 

autophagy. 

 

Cholesterol metabolism in SMCs is affected by collagen and the fibrolipidic transition 

The enhancement of CC formation by collagen suggests that collagen might impact the expression of 

genes involved in cholesterol metabolism in SMCs. Intracellular FC can be incorporated into cell 

membranes, eliminated via reverse transport, or converted to CE for storage in lipid droplets. 

Release of FC and fatty acids from lipid droplets occurs via metabolization of CE by cytoplasmic 

neutral hydrolases or, alternatively, by acidic hydrolases through the lysosomal degradative pathway 

of autophagy
27

. Thus, in order to determine whether collagen regulates cholesterol metabolism in 

SMCs, we compared the expression levels of genes involved in cholesterol esterification, hydrolysis, 

intracellular trafficking, and reverse transport, as well as in selective autophagy, between control and 

cholesterol-loaded SMCs grown on a coating surface of fibronectin, supplemented or not with 

collagen. The addition of collagen to the fibronectin culture substrate of SMCs did not modify their 

expression level of ACAT-1, which was, however, increased by cholesterol loading independently of 
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the culture substrate (Figure 7A). The expression of neutral cholesterol ester hydrolase 1 (NCEH1) 

was not affected by separate supplementation of the culture matrix with type I collagen or 

cholesterol loading. It was nonetheless significantly increased in SMCs grown on type I collagen-

supplemented matrix and loaded with cholesterol (Figure 7A), thus indicating a synergistic effect of 

cholesterol-loading and collagen enrichment of the extracellular matrix. A similar stimulating 

synergistic effect was observed on the expression of the tag team cholesterol transporters Niemann–

Pick C1 and 2 (NPC1 and NPC2, Figure 7B), as well as on the expression of the autophagic adapter 

NBR1 (Figure 7C). Strikingly, collagen exerted an independent inhibitory effect on the expression of 

the autophagic adapter p62 (DCTN4) in both control and cholesterol-loaded SMCs (Figure 7C). 

Collagen had no effect on the expression of the ATP-binding cassette (ABC) cholesterol efflux 

transporters ABCA1 and ABCG1 (Figure 7D). As for ACAT-1, the expression of these receptors was 

upregulated by cholesterol-loading, independently of the culture substrate (Figure 7D). Together, 

these results show that collagen regulates the expression of key components of cholesterol 

homeostasis in SMCs, especially in cholesterol-loaded SMCs. 

We then investigated if the collagen- and/or cholesterol loading-induced changes in the expression 

of cholesterol homeostasis-related genes observed in vitro matched changes found in early 

atheromatous human tissues. The expression of ACAT-1, NCEH1, ABCG1, and NPC2 was significantly 

increased in the intima of aortic segments bearing fatty streaks or fibrolipidic lesions as compared to 

subjacent medial layers or to healthy aortic segments (Figure 8A-C). There was no statistically 

significant difference in the expression levels of these genes between fatty streaks and fibrolipidic 

lesions (Figure 8A-C), suggesting that upregulation of these genes occurs at the very early stages of 

atheromatous disease. Conversely, the expression of ABCA1 and NPC1 was significantly increased 

only in fibrolipidic lesions (Figure 8A-C), suggesting that these modifications in gene expression are 

later events associated with the fibrolipidic transition. In contrast to the expression of ACAT1, 

NCEH1, and of reverse and intracellular cholesterol transporters, the expression of the two 

autophagic adapters, p62 and NBR1, was negatively regulated by atheromatous disease (Figure 8D). 
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Downregulation of NBR1 expression occurred as early as the fatty streak stage, while that of p62 

developed at the fibrolipidic stage (Figure 8D). Thus, among the early atheroma-associated changes 

in the expression of cholesterol homeostasis-related genes, the downregulation of p62 and 

upregulation of NPC1 specifically at the fibrolipidic stage somewhat mirrored the effects of collagen 

enrichment on the expression of these genes in control and/or cholesterol-loaded SMCs (Figure 7B-

C). 
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Discussion 

In the present study we investigated the possible mechanisms of cholesterol crystallization in human 

atheromatous disease. Our analysis of minimally processed human tissue samples shows that CC 

formation is initiated during the transition from fatty streak to fibrolipidic lesion. This result is in 

agreement with earlier studies on that topic showing that CCs were absent from human fatty streaks 

and first appeared in intermediate lesions, at the fibroatheroma stage
7-10, 22

. It is, however, in 

contrast with more recent data obtained in hypercholesterolemic mice, in which CCs were found in 

early diet-induced atherosclerotic lesions
15, 28

. Besides possible species-related differences, the use of 

frozen sections in these recent studies might explain this discrepancy with our results and those of 

earlier studies obtained from analysis of non-frozen human tissues. Organic solvents used in 

standard histology procedures are known to dissolve cholesterol CCs, thus greatly attenuating their 

presence and extent in tissue sections
25

.  We show here that, conversely, snap-freezing causes 

artifactual crystallization of cholesterol from lipid inclusions in early atheromatous human lesions, 

and that this occurs independently of prior tissue fixation with PFA, one of the most effective 

fixatives for studying the structure of lipid droplets
29

. It should be noted that the artefactual 

formation of solid crystals from liquid-crystalline lipid inclusions present in human atheromatous 

tissues upon freezing was first reported by Stewart as early as in 1959
30

.  

It has been shown in vitro that phagocytosis of CCs causes activation of the NLRP3 inflammasome in 

LPS-primed human and mouse macrophages
15, 31

. The association of CCs with the first appearance of 

inflammatory cells in initial atherosclerotic lesions of mice has suggested that CCs could trigger 

inflammation early in atherosclerosis via this pathway
12, 15

. For this reason, we measured the protein 

levels of the NLRP3 inflammasome downstream effectors, IL-ϭβ aŶd IL-18, to determine whether the 

appearance of CCs in human fibrolipidic lesions led to an increased inflammatory activity in these 

lesions as compared to CC-free healthy aortas and fatty streaks. The presence of CCs in human 

fibrolipidic lesions did not result in significant changes in these cytokine levels that remained as low 
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as in healthy aortic segments. It thus appears that initiation of CC formation at the fibrolipidic stage 

of human atheromatous disease does not impact the overall content of these pro-inflammatory 

cytokines. We and others have shown previously that most intimal cells in human fatty streaks and 

early fibrolipidic lesions are SMCs
3, 4, 32, 33

, and that monocytes/macrophages are scarce and mostly 

located  in the inner intima of these lesions
34-36

.  The relatively poor monocyte/macrophage content 

of these lesions might contribute to the lack of impact of CC formation on IL-ϭβ aŶd IL-18 production 

at these early stages of the disease. Furthermore, in line with increasing evidence that SMCs play a 

more important role in cholesterol accumulation and lesion progression than previously thought
3, 37, 

38
, signal amplification with biotinylated anti-streptavidin antibodies allowed us to show that the 

majority of foam cells in fibrolipidic lesions were positive for MYH11, and that CCs are found in close 

association with dead SMCs. Not only were CCs found in SMC-rich areas at the interface between the 

atheromatous core and the fibrous cap, but they were also found rising from SMC cemeteries 

characterized by the presence of extracellular remnants of DNA, histones and of various SMC protein 

markers in the apparently acellular atheromatous core. This suggested to us a possible link between 

CC formation and SMC death, which we addressed using primary cultures of human SMCs.  We found 

that cholesterol-loaded SMCs were indeed capable of producing CCs, a process that was 

accompanied by increased cell mortality. Cholesterol crystallization in smooth muscle foam cells was 

enhanced by combined inhibition of ACAT and PI3k III-dependent autophagy, and strikingly, by 

enrichment of the extracellular matrix with type I collagen. Cholesterol esterification and 

autophagosome formation therefore appear as potential protective mechanisms against CC 

formation in smooth muscle foam cells, while type I collagen would promote it. 

Esterified cholesterol has long been known to be the storage form of cholesterol in the organism. CE 

are in fact more stable and less cytotoxic than FC 
39, 40

. The implication of the autophagy-lysosome 

pathway in the regulation of cholesterol metabolism in foam cells is a more recent notion but 

accumulating evidence points to a role of autophagy in limiting atherosclerosis progression. Ouimet 

et al. have shown in vitro that delivery of lipid droplets to lysosomes by autophagosomes contributes 
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to CE hydrolysis for reverse cholesterol transport in cholesterol-loaded mouse macrophages
27

. In 

vivo, hypercholesterolemic mice with a global defect in autophagy had enhanced atherosclerosis 

with a possible increased plaque CC content, the latter observation requiring confirmation as it was 

obtained from analysis of frozen sections
41

. More recently, it was shown that defective autophagy 

selectively induced in SMCs was sufficient to accelerate diet-induced atherogenesis in mice
42

. The 

authors of this study proposed that the accelerated senescence of autophagy-defective SMCs could 

contribute to this phenotype. Our results suggest that in addition, enhanced cholesterol 

crystallization could be another deleterious consequence of defective autophagy in SMCs. 

The fact that fibrillar collagen stimulates CC production in smooth muscle foam cells suggests that 

the increased collagen deposition occurring at the fibrolipidic stage could contribute to trigger 

cholesterol crystallization in human atherosclerosis. Considering the tight association of CCs with cell 

death, the fibrous transition might thus initiate a vicious circle of crystal formation and smooth 

muscle foam cell death, promoting the growth of the acellular atheromatous core. Such a 

phenomenon would be particularly active in areas rich in SMCs, cholesterol, and collagen, such as 

shoulder regions, where we observed dead SMCs in abundance. In support of a role of 

collagen/smooth muscle foam cell interactions in plaque progression, quantitative histological 

analyses of human atherosclerotic lesions have indicated that both collagen deposition and an 

increase in SMC-derived foam cells were critical for the transition from early lesions to more 

advanced lesions
43

.  

From a mechanistic perspective, stimulation of CC formation by fibrillar collagen hints that the 

composition of the extracellular matrix modulates cholesterol metabolism in SMCs. To our 

knowledge, there is little or no data on a possible regulation of cholesterol metabolism by collagen. 

Our in vitro experiments provide evidence of such a regulation. Among the main changes, we found 

that addition of type I collagen to the fibronectin culture surface caused a down-regulation of p62 

expression in both control and cholesterol-loaded SMCs. In addition, collagen induced an up-
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regulation of the expression of NPC1 and 2, two intracellular cholesterol transporters, specifically in 

cholesterol-loaded SMCs. Therefore, our results show that type I collagen modulates the expression 

of regulators of the autophagic flux and of cholesterol trafficking, both of which help determine 

intracellular FC level and localization. It is noteworthy to mention that besides FC concentration, FC 

sublocalization in the cytosol or in specific organelles is also a determinant of FC cytotoxicity
44

, and 

potentially of its crystallization, which is influenced by pH
21

. Remarkably, a down-regulation of p62 

and up-regulation of NPC1 were observed in fibrolipidic lesions as compared to fatty streaks, 

suggesting that enrichment in type I collagen at the fibrolipidic transition could impact the expression 

of these genes. Another notable change in fibrolipidic lesions as compared to fatty streaks was a 

marked increase in the expression of ABCA1, which was not reproduced in cultured SMCs by addition 

of collagen. This indicates that factors others than collagen also likely contribute to modulate the 

overall cholesterol metabolism in plaques at the fibrolipidic transition. Enrichment in plaque 

cholesterol content might be one of these factors, as cholesterol loading induced an increase in 

ABCA1 expression in cultured SMCs.  

In conclusion, our observations indicate that cholesterol crystallization in human atherosclerosis is 

initiated at the fibrolipidic lesion stage and is related to SMC death. We show that cholesterol-loaded 

SMCs are indeed capable of producing CCs, a cytotoxic process that is enhanced by type I collagen 

and prevented by autophagy and cholesterol esterification. We further show that the fibrous 

transition is associated with changes in the expression of intracellular cholesterol flux-related genes, 

including a decrease in the expression of the autophagic adapter p62, and demonstrate that fibrillar 

collagen is a potent inducer of some of these changes in SMCs. Taken together, our results suggest 

an important role of collagen/smooth muscle foam cell interactions in the progression of human 

atherosclerotic lesions and are in support of a protective role of autophagy against atherosclerosis 

progression.  
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Figure 1. Birefringent crystalline material in early atheromatous human aortas. Crystalline material 

in non-fixed fresh sections of healthy and early atheromatous human aortic segments was 

investigated using linear polarized light microscopy. A. Representative image of the birefringent 

spherical particles found abundantly in fatty streaks and displaying a formée cross image, typical of 

liquid crystalline lipid droplets. B and C. Representative images of the needle-(B) and plate(C)-shaped 

crystals found in fibrolipidic intermediate lesions. D. Filipin staining showing the presence of both 

plate- and needle-shaped cholesterol crystals (black and white arrowheads, respectively) in a film 

made from a collagenase-digested human fibrolipidic lesion. Bars (A-D) = 10 µm.  E. Frequency of 

liquid crystalline lipid inclusions and of solid cholesterol crystal presence in early atheromatous 

human aortas. For each groups, ratios represent the number of samples containing liquid or solid 

cholesterol crystal relative to the total number of samples. *** indicates a statistically significant 

difference from healthy segments (p < 0.0001). 
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Figure 2. The atheromatous core gets entrapped in a collagen casing at the fibrolipidic lesion stage. 

A. Representative images showing an overview of a fresh section from a human aortic segment 

bearing a fibrolipidic lesion before (top) and after (bottom) sirius red staining for collagen, as 

analyzed by polarized light microscopy. Note that the atheromatous core located between the media 

and the fibrous cap is entrapped in a collagen casing; bar = 500 µm. The inset shows a higher 

magnification of the basket-like collagen mesh surrounding the atheromatous core. Bar = 100 µm. B. 

Collagen mRNA levels in pulverized tissues from healthy aortas and from the medial layer and intimal 

lesion of early atheromatous aortas. Levels of transcripts were normalized to that of HPRT1.  
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Figure 3. Immunohistological characterization of solid cholesterol crystal-rich areas in human 

fibrolipidic lesions. A. Characteristic aspect of a fibrolipidic aortic segment stained with DAPI (blue) 

and showing three zones with different histologic appearances in the intimal lesion. The central zone 

corresponding to the atheromatous core (a.c.) is mostly acellular, intermediary shoulder regions 

(squares) contain few intact nuclei and large areas of faint DAPI staining of residual DNA, and the 

peripheral fibrous cap (f.c.) is highly cellular. Bar = 500 µm. B. Representative images showing that 

DNA fragments identified by DAPI and TUNEL staining are present in cholesterol cleft-rich shoulder 

regions of the lesion. iel: internal elastic lamina. Bar = 100 µm. C. The presence of nuclear remnants 

in shoulder regions (arrows) and in the atheromatous core was confirmed by histone H1 staining. Bar 

= 500 µm. D. Representative staining patterns for calprotectin and smooth muscle myosin heavy 

chain 11 (MYH11) in human aortic fibrolipidic aortic segments. Whereas positive staining for MYH11 

was consistently found throughout the entire lesion, including the acellular atheromatous core, 

calprotectin staining was scarce and almost exclusively found in the lesion cap (inset). Bar = 250 µm. 

E. Representative images showing the colocalization of nuclear remnants and protein markers of 

smooth muscle cells around cholesterol clefts (asterisks) as found in the atheromatous core and 

shoulder regions of human aortic fibrolipidic lesions. Bars = 10 µm.  
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Figure 4. Immunohistological analysis of the origin of solid cholesterol crystals in human fibrolipidic 

lesions. The localization and origin of solid cholesterol crystals (CCs) in human fibrolipidic lesions was 

investigated in non-embedded fixed sections by polarized microscopy combined with fluorescent 

staining of smooth muscle myosin heavy chain 11 (MYH11) and lipid droplets (bodipy). A. 

Representative images of CCs detected in the fibrous cap (columns 1 and 2) or at its interface with 

the atheromatous core (columns 3 and 4). Note that while both plate- and needle-shaped CCs are 

found in close proximity to smooth muscle cells (SMC), including bodipy-positive SMCs, their 

presence also coincides with a local decrease in SMC density. Bar = 100 µm (columns 1 and 3) and 20 

µm (columns 2 and 4). B. Filipin staining showing very large plate-shaped cholesterol crystals rising 

above smooth muscle cell remnants identified by MYH11 staining in the atheromatous core of a 

fibrolipidic lesion. Bar = 20 µm.   
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Figure 5. Cholesterol-loaded human smooth muscle cells can release solid cholesterol crystals. A. 

Oil red O and DAPI staining showing the transformation of SMCs into foam cells after 3 days of 

incubation with agLDL. Bars = 50 µm and 10 µm (inset). B. Phase contrast light micrographs showing 

the representative aspect of SMCs, loaded or not with agLDL and subsequently treated with Sandoz 

58-035 and/or 3-MA. Images were taken 5 days after removing agLDL and adding the inhibitors. The 

arrow indicates a prominent needle-shaped CC extending across a dead and detached SMC. Bar = 50 

µm. C. Representative images of SMCs-derived needle-shaped CCs stained with filipin. Bar = 5 µm. D. 

Quantification of cholesterol crystals (CCs) produced by control and agLDL-loaded SMCs 5 days after 

adding or not inhibitors of cholesterol esterification (Sandoz 58-035) and/or of autophagy (3-MA). 

Bars represent mean numbers (± SEM) of CCs in 6 random fields of view taken with a 20x objective 

from 3 48-well plate wells. The data are representative of 7 independent experiments from 4 cell 

donors. # indicates a significant difference compared to control SMCs, p < 0.05. 
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Figure 6. Collagen stimulates the production of cholesterol crystals by cholesterol-loaded SMCs. A. 

Quantification of cholesterol crystals (CCs) produced by control (SMCs) or cholesterol-loaded (agLDL-

loaded SMCs) SMCs grown on different coatings and treated for 5 days with Sandoz 58-035 (30 

µg/ml) and 3-methyladenine (5 mM) after cholesterol loading. Bars represent mean numbers (± SEM) 

of CCs in 6 random fields of view taken with a 20x objective from 3 48-well plate wells. The data are 

representative of 5 independent experiments. # indicates a statistically significant difference 

compared to control SMCs grown without coating, p < 0.05. B. Representative images of agLDL-

loaded SMCs cultured on variously coated surfaces. The white arrows indicate SMCs from which 

needle-shaped CCs are popping out, giving them a sea urchin aspect. The black arrows indicate 

floating extracellular needle-shaped CCs. Bar = 50 µm. 
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Figure 7. Single and combined effects of collagen and cholesterol loading on the expression of 

cholesterol trafficking and metabolism-related genes in smooth muscle cells. Human smooth 

muscle cells (SMCs) were grown on either fibronectin or a combination of fibronectin and collagen, 

and incubated or not with cholesterol for 24 hours. Total RNA was then extracted to determine the 

expression level of genes relevant to (A) cholesteryl ester formation (ACAT-1) and hydrolysis 

(NCEH1), (B) intracellular cholesterol trafficking (NPC1 and NPC2), (C) autophagy (NBR1 and DCTN4), 

and (D) cholesterol efflux (ABCA1 and ABCG1). Levels of transcripts were normalized to the mRNA 

level of HPRT1 and expressed as a ratio relative to that of non-loaded control SMCs grown on 

fibronectin alone. Bars represent means ± SEM from at least 6 independent experiments using 

different cell donors and performed in duplicate. # indicates a statistically significant difference 

compared to non-loaded control SMCs grown on fibronectin alone, p < 0.05.



135 

 

 

Figure 8. Comparison of the expression of cholesterol trafficking and metabolism-related genes 

between healthy and early atheromatous aortas. mRNA levels of (A) ACAT-1 and NCEH1, (B) NPC1 

and NPC2, (C) NBR1 and DCTN4, and (D) ABCA1 and ABCG1, were determined in pulverized tissues 

from healthy aortas and from the medial layer and intimal lesions of early atheromatous aortas. 

Levels of transcripts were normalized to the level of HPRT1.  Each dot represents a different aortic 

sample, n = 6-13. # indicates a statistically significant difference compared to the healthy aorta 

group, p < 0.05.  
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Supplemental Methods 

Primary culture of human aortic SMCs 

The medial layer of healthy aortic segments was dissected free from the adventitia, minced into 

pieces, and digested in 0.3 % collagenase (Invitrogen, Paisley, UK) and 0.1 % elastase  (Worthington, 

Lakewood, NJ) for 3 hours at 37°C. SMCs were then collected after filtration through 100- and 40-μm 

nylon filters, and cultured in smooth muscle cell medium (Promocell, Heidelberg, Germany) 

containing 5% fetal calf serum, primocin (100 µg/mL), plasmocin (5 µg/mL), insulin (5 mg/mL), and 

growth factors (human epidermal and fibroblast growth factors, 0.5 and 2 µg/mL, respectively).  

 

Immunohistological analysis 

Sirius red staining was performed as described previously
1
. 

Sections were permeabilized with PBS 0.1 % Triton X-100 for 5 minutes, and blocked with 3 % BSA in 

PBS for 1 hour. SMCs and macrophages were stained using primary antibodies to the SMC marker 

myosin heavy chain 11 (MYH11) (ABT293, Millipore, 3.2 µg/ml) and to the myeloid marker 

calprotectin (27E10, Hycult, 2 µg/ml). After a 2-hour incubation with primary antibodies in PBS plus 

1% BSA and 0.05% Tween 20, sections were washed and incubated with biotinylated secondary 

antibodies (Jackson Immunoresearch, 2 µg/ml) for 2 hours. Biotinylated antibodies were revealed 

using streptavidin-Alexa-fluor conjugates (Molecular Probes, 2 µg/ml). 

Free cholesterol and neutral lipids were stained with filipin III from Streptomyces filipinensis (Sigma, 

100 µg/ml) and Bodipy 493/503 (Molecular Probes, 10 µg/ml), respectively.  

Slides were mounted with fluorescence mounting medium (Dako) and images were acquired with a 

Zeiss Axiovert microscope equipped with an ApoTome device for optical sectioning. 
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Impact of collagen on the expression of cholesterol metabolism-related genes in SMCs  

For RNA extraction, SMCs were seeded and grown to confluence in 6-well plates coated with 

fibronectin (50 µg/ml) supplemented or not with type I collagen (100 µg/ml). Cholesterol loading was 

achieved by incubating SMCs with free cholesterol (Sigma-Aldrich 30 µg/ml) diluted in DMEM at 2 

mg/ml fatty acid-free BSA (Sigma-aldrich) for 24 hours at 37°C.  

 

Analysis of gene expression by RT-PCR 

Intimal lesions and medial layers from atheromatous aortas were separated by dissection and 

pulverized independently using a liquid nitrogen freezer mill (SPEX CertiPrep 6870). Healthy aortic 

segments without intimal lesions and after removal of the adventitia by dissection were used as 

controls. Approximately 50-100 mg of crushed powder per sample were used for RNA extraction. 

Total RNA was extracted from pulverized tissues and cultured SMCs using Trizol (Life Technologies, 

Saint-Aubin, France), and purified using the RNeasy mini kit (Qiagen, Les Ulis, France), according to 

the ŵaŶufaĐtuƌeƌ’s iŶstƌuĐtioŶs. Total RNA ;ϭ µgͿ ǁas ƌeǀeƌse-transcribed using Maxima first strand 

cDNA synthesis kit (Thermo Scientific, St. Leon-Rot, Germany). Real-time PCR was performed on a 

CFX96 thermal cycler (Bio-Rad, Foster City, CA) using cDNA diluted at 1:40 in water. The amplification 

program was as follows : 1 cycle at 95°C for 7 minutes, 40 cycles at 95°C for 10 sec and 60°C for 40 

sec, and 1 cycle at 65°C for 5 sec. Levels of mRNA were normalized to that of the housekeeping gene 

hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase (HPRT).  

The primers used are presented in Supplemental Table 1.  

Samples were considered PCR negative and their relative mRNA levels were set at 0 when no 

amplification was detected within 40 cycles or when the size of the amplicons, determined by 

agarose gel electrophoresis, was different from that expected for the primers used. In that regard, 
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while all tissue and cell samples were positive for sterol O-acyltransferase 1 (SOAT1 or ACAT1), they 

were negative for ACAT2, indicating that ACAT1 is the main ACAT isoform expressed by SMCs. 

 

Supplemental Reference 

1. Junqueira LC, Cossermelli W and Brentani R. Differential staining of collagens type I, 
II and III by Sirius Red and polarization microscopy. Arch Histol Jpn. 1978;41:267-74. 
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 Foƌǁaƌd Pƌiŵeƌ SeƋueŶce ;5’-3’Ϳ Reǀeƌse Pƌiŵeƌ SeƋueŶce ;5’-3’Ϳ 

HPRT1 AGTTGAGAGATCATCTCCAC TTGCTGACCTGCTGGATTAC 

SOAT1 CGCTCGTGTTCTGGTCCTAT CATTGAGCCAGCAGTGCAAA 

SOAT2 GTGCCCTGGTGCTCTCTATC ACGTTGAGTTCCACCAGTCC 

NBR1 GCAGAAAAGCAAAGGTTGCG GGCATAACGGAGGTACAGGG 

ABCG1 CTGGTGAACAACCCTCCAGT ATCTGCTGGGTTGTGGTAGG 

NCEH1 CTGGTGGAAATCTGGCTGCT TTCACCATGACATAGCGGGG 

DCTN4 TCTGATCAAACGGTCCCTGC TCCTCACGCTGTGGTGTAAC 

COLLAGEN 1 GGGATTCCCTGGACCTAAAG GGAACACCTCGCTCTCCA 

ABCA1 AACAGTTTGTTTGTGGCCCTTTTG AGTTCCAGGCTGGGGTACTT 

 

Supplemental Table 1. List of primer sets used for real-time PCR. 
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Supplemental Figure 1. Preparation of fresh sections from healthy and early atheromatous aortic 

samples for histo-immunological analysis.  
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Supplemental Figure 2. Evolution of iŶteƌleukiŶ 1β aŶd 18 leǀels iŶ the eaƌly stages of huŵaŶ 
atheromatous disease. IŶteƌleukiŶ ϭβ ;IL-ϭβͿ ;A) and 18 (IL-18) (B) content in conditioned medium of 

healthy aortas and intimal lesions and subjacent medial layers of human aortic segments bearing 

fatty streaks or fibrolipidic lesions. Each dot represents an independent sample. # indicates a 

significant difference from the healthy aorta group, p < 0.05. 
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Supplemental Figure 3. Effect of snap freezing on the physical state of intralesional lipids. Freshly 

collected human aortic segments were sectioned by hand and observed in brightfield and polarized 

light, before and after liquid nitrogen-induced snap freezing. A-B. Representative images of the snap 

freezing-induced changes in the amount and aspect of birefringent material in healthy (A) and early 

atheromatous (B) aortas. The right panels in B show high magnification views of the square areas. 

Bars = 100 μm (left panels) and 20 μm (right panels). C. 3D reconstruction of optical sections of filipin 

staining for free cholesterol in a frozen section of a human aorta bearing a fatty streak. The 

acquisition was made in the intimal lesion. Needle-shaped CCs are shown in the inset. Bars = 10 µm. 

D. Representative images of freezing-induced artefactual intracellular CCs as detected by polarized 

light microscopy combined with fluorescent immunostaining for alpha smooth muscle actin (-SMA) 

. The arrows indicate needle-shape CCs emerging from intimal SMCs in a fatty streak. Bars = 50 µm 

(upper panel), 10 µm (lower panel). 



143 

 

 

Supplemental Figure 4. Immunohistological characterization of human fibrolipidic lesions. The 

localization and origin of foam cells in human fibrolipidic lesions was investigated in non-embedded 

fixed sections by light and fluorescence microscopy. The vast majority of foam cells identified by 

bodipy staining were found in the fibrous cap (columns 1 and 2) and at its interface with the 

atheromatous core (columns 3 and 4), and were positive for smooth muscle myosin heavy chain 11 

(MHC) staining, indicating their smooth muscle cell nature. Bars = 20 µm. 
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Conclusion 

 

Dans cette étude, nous avons cherché à déterminer les mécanismes à l’origine de la cristallisation du 

cholestérol dans les lésions athéromateuses humaines. 

  

Les analyses histologiques de coupes fraîches montrent que les cristaux solides de cholestérol (CCs) 

sont absents des stries lipidiques, et qu’ils apparaissent au stade de la lésion fibro-lipidique. Dans ces 

lésions, les CCs sont concentrés au niveau du cœur athéromateux, empaqueté dans un maillage de 

collagène. Proche du cœur athéromateux, des CCs sont également retrouvés dans la chape fibreuse au 

niveau de zones riches en inclusions lipidiques et CMLs mortes. Dans l’ensemble, ces observations 

suggèrent donc un lien entre transition fibreuse des lésions d’athérosclérose et formation de CCs dans 

les CML chargées en cholestérol. 

 

En accord avec ces résultats, nos expériences in vitro montrent que les CMLs chargées en cholestérol 

produisent des cristaux solides et que ce processus s’accompagne d’une augmentation de la mortalité 

cellulaire. D’autre part, ce phénomène est considérablement augmenté par la présence de collagène 

dans le milieu extracellulaire, ainsi que par l’inhibition combinée de l’ACAT et de l’autophagie. 

L’estérification du cholestérol et l’autophagie apparaissent alors comme des mécanismes protecteurs 

contre la formation de CCs dans les CML spumeuses, alors que le collagène favorise ce phénomène. 

Nous avons par ailleurs montré que le collagène induit des changements dans le métabolisme du 

cholestérol. Il entraîne notamment la diminution de l’expression de p62, et l’augmentation de 

l’expression de NPC1, ces deux protéines étant impliqué dans le transport intracellulaire du 

cholestérol.  

 

En résumé, ce travail met en évidence une apparition des CCs au stade de la lésion fibro-lipidique. Le 

modèle suggéré est que le collagène, en modifiant le métabolisme du cholestérol, favorise la 

cristallisation du cholestérol dans les CMLs spumeuses. L’autophagie apparaît avoir un rôle inhibiteur 

sur ce processus. 
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DISCUSSION & PERSPECTIVES 
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Ce travail a porté sur l’étude des mécanismes impliqués dans le développement de l’athérosclérose. 

Deux aspects de la pathologie ont été explorés. Dans une première partie, nos recherches se sont axées 

sur l’implication du syndécan-1 dans l’athérogenèse et la modulation du phénotype de la CML. Ce 

processus ayant lieu lors des étapes précoces est déterminant dans l’évolution des lésions. 

Parallèlement, un deuxième volet a porté sur la formation des cristaux de cholestérol par les CML de 

la plaque. Ce phénomène plus tardif peut être à l’origine de la fragilisation des lésions et conduire à la 

rupture. 

 

 

Caractéristiques des lésions d'athérosclérose humaines précoces 

 

Notre étude s'est basée sur l'analyse d'aortes humaines comportant des lésions non avancées 

d'athérosclérose. Alors que les stries lipidiques témoignent des événements survenant aux stades très 

précoces, les lésions fibrolipidiques, correspondant à un stade intermédiaire, dévoilent les 

remaniements qui conditionnent la structure de la plaque et donc sa fragilité. Ce matériel est ainsi 

particulièrement adapté à l'étude des mécanismes qui orientent l'évolution de la plaque. 

Dans ces coupes d'aorte, nos marquages histologiques indiquent que la plupart des cellules présentes 

dans les lésions intimales s'avèrent être des CML, alors que les macrophages sont peu présents étant 

donné que le marquage de la calprotectine est négatif. Ces observations sont en accord avec les 

récentes études montrant qu'il s'agit du type cellulaire principal retrouvé dans les lésions précoces 

humaines, et cela même avant l'apparition de l'athérosclérose [8] [134]. Ainsi, bien que le rôle de la 

CML dans les stades précoces ait longtemps été sous-estimé, les dernières évidences montrent qu'elles 

jouent un rôle critique dès le début de la pathologie. Nos marquages dévoilent d'ailleurs une co-

localisation du cholestérol avec les marqueurs de CML, suggérant qu'une grande partie des cellules 

spumeuses seraient dérivées de CML. Alors que les macrophages sont souvent considérés comme la 

principale source de cellules spumeuses, nos résultats confortent le récent postulat selon lequel une 

forte proportion de ces cellules est dérivée des CML.  

 

 

Expression du syndécan-1 et implication dans la modulation du phénotype de la CML 

 

Dans les lésions athéromateuses précoces, nos résultats montrent que l’expression du syndécan-1 est 

graduellement augmentée, et qu’elle est plus marquée dans l’intima que la média. En parallèle, nous 

avons observé une co-localisation avec les CML identifiées par le marquage de la SMα-actine et de la 

myosine. En plus d'être présent au niveau des CML de la média, le syndécan-1 est surexprimé par les 

CML localisées au niveau de l’épaississement intimal des stries lipidiques, et dans la chape fibreuse 
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des lésions fibrolipiques. A l’inverse, le syndécan-1 n'est pas retrouvé au niveau des macrophages, 

ceux-ci n’étant que très peu détectés.  

A notre connaissance, il n’existait que peu de publications évoquant l’expression du syndécan-1 dans 

les lésions d’athérosclérose. Deux études indépendantes, basé sur un modèle murin, mettent également 

en évidence une surexpression du syndécan-1 dans les lésions précoces. En revanche, contrairement à 

nos observations, leurs résultats indiquent une co-localisation du syndécan-1 avec les macrophages 

[135]. L’une de ces études démontre même le rôle fonctionnel du syndécan-1 sur les macrophages 

puisqu’il augmenterait leur motilité, favorisant la résolution de l’inflammation [115]. Comparé à un 

modèle animal, ces lésions humaines comportent des différences majeures. En effet, dans les modèles 

de souris couramment utilisés pour induire l’athérosclérose (ApoE-/- et LDLR-/-), peu de CML et 

protéoglycans sont retrouvés dans les lésions précoces, celles-ci étant principalement occupées par des 

macrophages spumeux. La prolifération de CML et la sécrétion de protéoglycans se fait après 

l'accumulation de macrophages, alors que l'inverse a lieu chez l'homme. Alors qu'un modèle animal ne 

serait pas adapté à cette étude, notre matériel permet donc de mettre en évidence le rôle précurseur de 

la CML dans l'athérosclérose. 

 

Aux stades précoces de l’athérosclérose, la transition du phénotype de la CML a un rôle déterminant 

dans l’évolution des lésions. Les stries lipidiques apparaissent en effet suite à l’accumulation de CML 

qui ont internalisé des lipides comme les macrophages. A un stade plus avancé, les CML qui ont 

acquis un phénotype sécrétoire synthétisent de la MEC, formant une chape fibreuse qui entoure le 

cœur lipidique et donne naissance à la lésion fibrolipidique. Dans nos analyses histologiques, comme 

les CML sont localisées dans l’intima mais qu’elles expriment toujours des marqueurs de fonction 

contractile (SM α-actine et myosine), elles pourraient être à un stade intermédiaire entre le phénotype 

contractile et synthétique. Le rôle potentiel du syndécan-1 dans la modulation phénotypique de la 

CML a été peu documenté, mais une récente étude suggère qu’il favoriserait le maintien de l’état 

différencié de la CML, notamment en augmentant l’expression des marqueurs de fonction contractile 

chez la souris [126]. 

Le syndécan-1 étant peu exprimé dans les CML humaines en condition basale, nous avons élaboré un 

vecteur lentiviral contenant la séquence codant le syndécan-1 afin de générer un modèle de CML 

surexprimant un syndécan-1 normal ou muté de façon stable. Les lentivirus présentent l’avantage 

d’infecter aussi bien des cellules quiescentes que des cellules en division, ce qui conduit à une forte 

efficacité de transduction comparé à une transfection classique. Cette méthode a permis d’obtenir des 

CML surexprimant à la membrane une forme mature du syndecan-1 portant les chaînes de 

glycosaminoglycanes essentielles à sa fonction. Pour explorer les effets du syndécan-1 sur les 

caractéristiques de la CML, nous avons mesuré l’expression de la SM α-actine, de la calponine, de la 

myosine, et du collagène de type I, dans les CML transduites à l’aide du vecteur pTRIP-SDC-1 en 

comparaison aux CML contrôles (pTRIP vide), après stimulation au TGF-β1. Cette cytokine est 
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présente dans l’environnement lésionnel et exerce diverses fonctions. Elle est notamment connue pour 

induire la surexpression des marqueurs de fonction contractile et des protéines de la MEC par les 

CML. Il est à noter qu’elle induit également l’expression du syndécan-1, ce qui implique que la 

surexpression du syndécan-1 est encore plus élevée dans nos cellules transduites lorsqu’elles sont 

traitées au TGF-β1. Nos résultats indiquent que le syndécan-1 amplifie la surexpression de la SM α-

actine, de la calponine, de la myosine, et du collagène I, induite par le TGF-β1. En accord avec la 

publication de Chaterji, le syndécan-1 semble donc favoriser le maintien du phénotype contractile et 

différencié de la CML. D’un autre côté, nos expériences montrent qu’il augmente la synthèse du 

collagène I. Ainsi, en amplifiant l’effet du TGF-β1, le syndécan-1 pourrait exercer divers effets sur la 

modulation du phénotype de la CML.  

 

Dans l’ensemble, le rôle du TGF-β1 dans l’athérosclérose est plutôt controversé. D’un côté, il 

exercerait un effet protecteur en maintenant l’état différencié de la CML par l’inhibition de la 

migration et de la prolifération et l’induction des gènes des marqueurs contractiles. Il a également été 

montré qu’il atténue la formation de cellules spumeuses d’origine macrophagique [136]. D’autre part, 

il joue un rôle critique dans la stabilité de la plaque puisqu’il favorise la production de MEC par les 

CML de la chape fibreuse. Toutefois, d’autres études sont en faveur d’une activité pro-athérogène. Le 

TGF-β1 stimule notamment la synthèse de protéoglycans extracellulaires par les CML, contribuant à 

la rétention des LDL [137]. 

 

Ces résultats devront toutefois être confirmés, et complétés par l’étude des voies de signalisation 

impliquées. De précédentes études montrent que le syndécan-1 peut réguler de multiples effecteurs de 

la signalisation associée TGF-β. En particulier, le syndécan-1 amplifie la voie TGF-β/Smad dans un 

modèle de fibrose cardiaque induite par l’angiotensine II, entraînant l’augmentation de l’expression du 

collagène I par les fibroblastes cardiaques. C’est cette même voie de signalisation TGF-β/Smad qui est 

impliquée dans l’athérosclérose et le dépôt de collagène par les CML. L’implication du syndécan-1 sur 

la régulation de cette voie de signalisation reste donc à élucider. D’autre part, Chaterji évoque dans sa 

publication la régulation de la voie Akt/ PKC-α par le syndécan-1, qui modifie l’expression des 

marqueurs de fonction contractile. Le syndécan-1 aurait donc le potentiel de réguler diverses voies de 

signalisation impliquées dans la physiologie de la CML. 

Par ailleurs, le développement des constructions lentivirales nous permettra mieux comprendre les 

mécanismes d’action du syndécan-1. En effet, en plus de l’élaboration d’un plasmide codant pour la 

protéine sauvage, nous avons réalisé des constructions de syndécan-1 muté qui ont également été 

validés. Nous disposons de la protéine sans ectodomaine, de l’ectodomaine seul, et de la protéine dont 

les résidus sérine portant les chaînes de GAGs ont été mutés en alanine. Un lentivirus permettant la 

surexpression du syndécan-4 a également été produit. Ces outils permettront d’étudier l’implication 
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des chaines heparane sulfate et chondroitine sulfate dans la liaison du TGF-β1, qui est connu pour se 

lier à l’héparine, et d’étudier l’implication éventuelle du syndécan-4 dans cet effet. 

 

Concernant l’expression du syndécan-1 dans les CML, elle pourrait être induite par de nombreux 

facteurs libérés dans le contexte lésionnel de l’athérosclérose. Les LDL et LDL oxydées sont 

particulièrement présentes dans l’environnement des lésions précoces. Toutefois, nos résultats 

montrent que le traitement des CML par différentes concentrations de LDL ou LDL oxydées n’induit 

pas de changement d’expression du syndécan-1. A l’inverse, il apparaît que le syndécan-4 est 

surexprimé dans les CML en réponse aux LDL et LDL oxydées. Cette observation complète les 

résultats d’une précédente étude montrant que le syndécan-4 est régulé dans les CML par les dérivées 

oxydées de l’acide linoléique, qui est l’acide gras oxydé majeur des LDL oxydées. Ces données 

indiquent des voies de régulation distinctes pour ces 2 syndécans, dont les effets qui ont été décrits 

dans la littérature apparaissent souvent opposés.  

 

D’autres facteurs solubles présents dans les lésions précoces sont susceptibles d’induire l’expression 

du syndécan-1. Parmi-ceux-ci, le TGF-β est connu pour réguler le syndécan-1 dans les CML, comme 

le montre une précédente étude ainsi que nos expériences [130]. D’autres facteurs incluent le PDGF 

[138] et l’angiotensine II [135] qui induisent l’expression du syndécan-1 dans d’autres types 

cellulaires. En plus de ces facteurs solubles, des profils de force distincts affectent le syndécan-1 dans 

les CML, notamment les contraintes mécaniques cycliques [124]. De ce fait, bien que notre étude 

montre que les LDL ne régulent pas le syndécan-1 dans les CML, une variété d’autres facteurs pourrait 

être responsable de sa surexpression dans les lésions.  

Il serait également intéressant d’analyser le shedding du syndécan-1, qui est une autre forme de 

régulation de son activité. Le shedding par des MMPs peut en effet générer des ectodomaines solubles 

qui ont des effets paracrines ou bien d’inhibition compétitive. D’un autre côté, il peut inhiber l’activité 

du syndécan-1 en raison de la perte de l’ectodomaine. Comme le développement de l’athérosclérose 

s’accompagne d’une sécrétion de MMP-2 et MMP-9, on peut imaginer que ces métalloprotéinases 

participent à la régulation de l’activité du syndécan-1 au sein de la plaque. Néanmoins, nos résultats de 

dosage du syndecan-1 dans les milieux conditionnés de tissus n’ont pas mis en évidence de différence 

de diffusion de l’ectodomaine entre tissus sains et pathologiques. Il est probable que le syndécan-1 

sheddé dans le tissu ne soit pas capable de diffuser hors de la matrice et des expériences 

complémentaires de co-marquage à l’aide d’anticorps dirigés contre l’ectodomaine d’une part et contre 

le domaine intracellulaire du syndécan-1 d’autre part seront nécessaires pour tester l’intégralité du 

protéoglycan dans le tissu.  

 

Auparavant, d’autres études se sont intéressées au rôle du syndécan-1 en pathologie cardio-vasculaire. 

En particulier, le syndécan-1 est surexprimé dans la fibrose cardiaque et aurait un effet pro-fibrotique  



151 

 

favorisant la réparation tissulaire [113]. D’un autre côté, il inhibe la prolifération et la différenciation 

de la CML en réponse à une lésion vasculaire, ce qui limite l’hyperplasie intimale [125]. Une autre 

étude montre une augmentation de l’expression du syndécan-1 dans les anévrismes de l’aorte 

abdominale (AAA), qui s’accompagne d’une modulation des réponses inflammatoires. Dans ces 

pathologies, il est donc suggéré que le syndécan-1 compense des processus délétères en exerçant un 

rôle protecteur. Il est également à noter que des marquages effectués au laboratoire (non publié) 

suggèrent une surexpression dans les anévrismes de l’aorte thoracique (TAA), bien que son rôle n’ait 

pas été élucidé. Ainsi, les résultats de notre étude confortent l’hypothèse d’un rôle potentiellement 

important du syndécan-1 en pathologie cardiovasculaire, ces pathologies étant caractérisées par une 

forte composante inflammatoire et par un remodelage de la MEC associé à un environnement riche en 

facteurs de croissance. D'après nos résultats, le syndécan-1 pourrait donc également avoir un rôle 

protecteur dans le contexte lésionnel de l’athérosclérose, d’une part en maintenant l’état contractile de 

la CML, et d’autre part en favorisant la stabilisation de la chape fibreuse. Toutefois, de par ses 

propriétés, le syndécan-1 pourrait agir sur d’autres processus. Un des aspects que nous avons 

commencé à étudier est l’implication du syndécan-1 dans l’internalisation des lipoprotéines. Sur des 

CML transduites et chargées en LDL marquées, les observations montrent toutefois qu’il n’y a pas de 

co-localisation entre le syndécan-1 et les LDL et que la quantité de LDL incorporée mesurée par 

cytométrie en flux n’est pas modifiée par la surexpression de syndécan-1. Ces expériences nécessitent 

toutefois d’être approfondies. Il est possible que l’effet du syndecan-1 sur l’internalisation des 

lipoprotéines soit masqué par d’autres récepteurs comme le LDLR ou LRP. Afin de vérifier cette 

hypothèse, l’expression de ces récepteurs pourrait être invalidée dans les CML à l’aide d’ARN 

interférents, de manière concomitante à la surexpression de syndécan-1. 

 

 

Formation des cristaux de cholestérol solides dans les lésions athéromateuses humaines 

 

Les cristaux de cholestérol solides sont fréquemment détectés dans les lésions avancées 

d’athérosclérose. Bien que des évidences suggèrent qu’ils favoriseraient la rupture de plaque, peu de 

données sont disponibles quant à leur origine. Une récente publication, basée sur un modèle de souris 

déficiente en ApoE, suggère que les CCs sont présents dès les temps précoces de l’athérogenèse [73]. 

L’étude ayant toutefois été réalisée à partir de coupes congelées, il est possible que la congélation ait 

conduit à une cristallisation artefactuelle du cholestérol. Il est en effet connu que sous l’influence de la 

congélation, les inclusions lipidiques sous forme de cristal liquide des tissus athéromateux peuvent 

former des cristaux solides [68]. Dans notre étude, les analyses histologiques ont donc été effectuées 

sur des coupes d’aortes humaines fraîches, non congelées ou incluses en paraffine, afin d’éviter la 

dissolution des cristaux provoquée par les solvants utilisés pour le déparaffinage. Contrairement aux 
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précédentes publications, nous montrons que les cristaux sont détectés au stade intermédiaire 

correspondant à la lésion fibro-lipidique, alors qu’ils sont absents des stries lipidiques.  

La caractérisation des lésions fibrolipidiques montre que le cœur athéromateux, contenant la plupart 

des CCs, est empaqueté dans un maillage de collagène. Dans ces lésions sont également retrouvées des 

cellules spumeuses dont une large majorité est positive pour la MYH11, suggérant qu’il s’agit de 

CML. En accord avec les résultats de l’étude sur le syndécan-1, peu de macrophages sont présents, ce 

qui appuie le postulat d’une forte implication des CML dans l’accumulation de cholestérol. En plus 

d’être fréquemment retrouvées près des CML spumeuses, les régions riches en CCs sont associées à de 

l’ADN fragmenté et des restes de CML. Ces observations suggèrent donc que la formation de CCs est 

associée à un chargement en cholestérol et à la mort de CML, ainsi qu’à la présence de collagène.  

 

In vitro, nos expériences confirment que les CML humaines chargées en cholestérol sont capables de 

produire des cristaux, et que ce processus est favorisé par l’inhibition combinée de l’autophagie et de 

l’ACAT, ainsi que par la présence de collagène. Nous avons également observé que la production de 

cristaux s’accompagne d’une mort cellulaire.  

Les cycles d’estérification et d’hydrolyse du cholestérol sont essentiels au maintien de l’homéostasie 

du cholestérol. Ainsi, l’influence de l’inhibition de l’ACAT sur la formation de cristaux était attendue, 

étant donné qu’elle perturbe la balance entre CL et CE en forçant l’accumulation de CL intracellulaire 

en excès, ce qui favorise sa cristallisation. A l’inverse, peu de choses sont connues quant à 

l’autophagie des CML, bien que plusieurs études l’identifient comme un mécanisme protecteur censé 

favoriser la réparation cellulaire [139]. Il a également été montré in vitro que l’autophagie contribue à 

l’efflux de cholestérol dans des macrophages spumeux, limitant ainsi une accumulation de cholestérol 

délétère pour la cellule. Chez la souris, de récentes évidences indiquent qu’un défaut d’autophagie 

dans les CML accélérerait l’athérosclérose induite par un régime hypercholestérolémiant [140]. De 

même, une autre étude in vivo montre que le défaut d’autophagie conduit à une augmentation de 

l’athérosclérose associée à un contenu élevé de la plaque en CCs [141]. L’autophagie pourrait donc 

exercer un effet protecteur via sa capacité à diminuer la formation de CCs. 

Associés à nos analyses histologiques, nos résultats menés in vitro supportent l’hypothèse selon 

laquelle le dépôt de collagène survenant au stade de la lésion fibro-lipidique pourrait déclencher la 

cristallisation du cholestérol. Afin de déterminer les mécanismes par lesquels le collagène pourrait 

exercer cet effet, nous avons analysé l’expression d’une variété de gènes impliqués dans le 

métabolisme cellulaire. Nos données montrent que l’ajout de collagène de type I entraîne une 

diminution de l’expression de p62, un marqueur de l’induction de l’autophagie, ainsi que 

l’augmentation de l’expression de NPC1 et NPC2 qui sont impliqués dans le transport intracellulaire 

du cholestérol. Il apparait donc que le collagène module l’expression de protéines impliquées dans 

l’autophagie et le trafic du cholestérol, ce qui pourrait expliquer son effet sur la formation des cristaux. 

En effet, NPC1 et NPC2 favorisent l’accumulation du CL en permettant sa libération à partir des 
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lysosomes. De son côté, p62 coopère avec la protéine NBR1 pour induire l’autophagie de cibles 

spécifiques. En accord avec les observations précédentes, la diminution de l’autophagie, ici provoqué 

par le collagène I, favoriserait la formation de CCs.  

En plus d’être constaté in vitro, la diminution de l’expression de p62 associée à une surexpression de 

NPC1 est observée dans les lésions fibrolipidiques comparé aux stries lipidiques, ce qui renforce l’idée 

que l’enrichissement en collagène de type I est responsable des variations d’expression de ces gènes in 

vivo. Dans les lésions fibrolipidiques est également notée une augmentation de ABCA1 qui n’est pas 

reproduite in vitro. Il existerait probablement des facteurs autres que le collagène contribuant à 

moduler le métabolisme du cholestérol lors de la transition fibrolipidique. L’enrichissement du 

contenu de la plaque en cholestérol pourrait être l’un de ces facteurs, comme le chargement en 

cholestérol induit une augmentation de ABCA1 in vitro. 

A notre connaissance, très peu de données étaient disponibles concernant l’influence du collagène sur 

le métabolisme du cholestérol. Une publication évoque toutefois une inhibition de la biosynthèse du 

cholestérol par le collagène fibrillaire dans les CML humaines. Cet effet passerait par une interaction 

du collagène avec les intégrines α2β1, induisant la diminution de l’expression de la HMG-CoA 

reductase, enzyme clé de la synthèse du cholestérol [142]. Notre étude met ainsi en évidence l’effet du 

collagène sur d’autres acteurs impliqués dans le métabolisme cellulaire, en particulier dans le transport 

du cholestérol intracellulaire et l’autophagie qui ont un rôle déterminant dans la formation des CCs. 

Des études complémentaires seront toutefois nécessaires afin de déterminer les récepteurs et voies de 

signalisation impliquées. 

 

Alors que notre étude est la première à relater la formation de cristaux dans des CML humaines, 

quelques autres s’étaient intéressés au même phénomène dans les macrophages. Comme dans ces 

études, nos observations montrent que les cristaux formés ont l’apparence d’aiguilles, correspondant à 

la forme typique contenue dans les tissus athéromateux et responsable de la fragilisation de la chape 

fibreuse. Par ailleurs, la plupart des cristaux formés semblent émerger des cellules alors que certains 

sont retrouvés dans le milieu de culture. Il est alors probable que dans les macrophages comme dans 

les CML, les cristaux se forment au niveau intracellulaire puis sont expulsés à l’extérieur de la cellule. 

Des études basées sur des modèles de macrophages spumeux ont également suggéré que les cristaux 

expulsés hors de la cellule continuaient de grossir par l’ajout de cholestérol provenant de débris 

cellulaires [83]. De plus, il a été proposé que les CCs provenaient de la cristallisation du cholestérol 

accumulé dans les lysosomes. Malgré les modèles proposés, la séquence des événements conduisant à 

la formation de cristaux n’a pas encore été élucidée. Il serait alors intéressant d’approfondir nos 

recherches pour étudier le site de nucléation ainsi que la cinétique de formation des cristaux dans les 

CML. 
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Précédemment, des études in vitro ont montré que la phagocytose de CCs s’accompagnait de 

l’activation de la voie de l’inflammasome NRLP3 dans des macrophages humains et murins [74] [73]. 

Dans ces études, la présence de CCs observés dans des lésions très précoces concorde avec 

l’apparition des cellules inflammatoires, suggérant que les CCs pourraient être responsables du 

déclenchement de l’inflammation. A l’inverse, nos analyses montrent que le niveau des cytokines IL-

1β et IL-18, qui sont des effecteurs de la voie NRLP3, ne varie pas significativement dans les stries 

lipidiques ni dans les lésions fibrolipidiques, comparé aux aortes saines. Nos résultats suggèrent donc 

que la formation de CCs au stade de la lésion fibrolipidique n’influence pas le contenu en cytokines 

pro-inflammatoires. Comme la plupart des cellules de nos lésions précoces humaines sont des CML, la 

quantité de monocytes/macrophages est probablement trop faible pour que la formation de CCs puisse 

influencer la production de IL-1β et IL-18. 

 

En résumé, notre étude suggère que les CCs sont formés par les CML chargées en cholestérol au stade 

de la lésion fibrolipidique. L’estérification du cholestérol et l’autophagie apparaissent comme des 

mécanismes protecteurs contre la formation de CCs, alors que le collagène de type I accélèrerait ce 

processus. 

 

 

Syndécan-1 et interactions cellule-collagène : Implication potentielle sur la formation 

des cristaux 

 

Comme nous l’avons montré, la formation des cristaux de cholestérol est étroitement liée au 

chargement des CML en cholestérol et à la présence de collagène. Alors que le syndécan-1 ne semble 

pas jouer un rôle sur l’internalisation des LDL, nos observations suggèrent qu’il favorise la sécrétion 

de collagène de type I par les CML. Le syndécan-1 pourrait par conséquent participer à l’élaboration 

de la chape fibreuse entourant le cœur athéromateux, environnement propice à la formation des 

cristaux.  

Par ailleurs, de précédentes études ont identifié le syndécan-1 comme un important régulateur de 

l’adhérence des cellules au collagène. Comme cela a été rapporté dans les cellules CHO le syndécan-1 

pourrait favoriser la liaison au collagène par l’intermédiaire de l’intégrine α2β1, déclenchant ainsi les 

voies de signalisation associées [143]. L’intégrine α2β1 est un récepteur majeur du collagène, par 

ailleurs impliqué dans la biosynthèse du cholestérol par les CML [142]. Il est alors possible que 

l’intégrine α2β1 module d’autres processus métaboliques de la CML impliqués dans la formation des 

cristaux, comme le transport intracellulaire du cholestérol. 

Ainsi, étant donné les effets potentiels du syndécan-1, d’une part sur la synthèse de collagène par les 

CML, d’autre part sur les interactions cellule-intégrine α2β1, il serait intéressant d’explorer son 

influence sur le métabolisme du cholestérol et la formation des cristaux à l’aide des outils lentiviraux 
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que j’ai développés lors de ma thèse, ou des CML de souris déficientes dont nous disposons depuis 

peu au laboratoire. 

 

 

Conclusion générale 

 

L’ensemble de ce travail permet d’ouvrir de nouvelles perspectives quant aux mécanismes impliquant 

la CML dans le développement des lésions d’athérosclérose. Jusqu’à maintenant, l’origine des CCs 

n’était pas élucidée malgré leur implication dans la fragilisation de la plaque. Notre étude montre que 

les CCs apparaissent au stade de la lésion fibrolipidique et qu’ils pourraient provenir de CML 

spumeuses entourés d’un environnement riche en collagène. Alors que la transition du phénotype de la 

CML a un rôle déterminant dans ce processus, nous avons identifié le syndécan-1 comme un acteur 

potentiel pouvant maintenir l’état contractile de la CML tout en favorisant l’expression de collagène.  
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