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Résumé 

Introduction : Il a été démontré que l'exacerbation de l’expression du CD16 ; considéré 

comme marqueur phénotypique des monocytes (MOs) intermédiaires et non classiques est 

impliquée dans la pathogenèse de l'infarctus du myocarde (IDM).  

Objectifs : Dans cette étude, nous avons évalué l'effet de l'aspirine (acide acétylsalicylique 

ou ASA) sur l’expression du CD16 et de l’activation associée au CD40 des MOs au cours de 

l’IDM.   

Méthodes : Les MOs ont été isolés du sang total des patients présentant un IDM et des 

contrôles sains. Les cellules ont été stimulées et traitées simultanément avec différentes doses 

d'ASA. 

Résultats : L'ASA a significativement diminué la production de l’oxyde nitrique (NO) et l'activité 

de la NO synthase inductible (iNOS), mais a augmenté de manière significative l'activité 

d'arginase. Le taux d'interleukine (IL)-1β, d'IL-6 et d'interféron-γ (IFN-γ) ont diminué, tandis 

que celui d'IL-10 a augmenté. De plus, l'ASA a induit une augmentation marquée des activités 

phagocytaire et bactéricide mais aussi une augmentation significative du taux de glucose 

intracellulaire (iGlu) et des ions de calcium intracellulaire libre (ifCa2+) et à l’inverse a induit une 

diminution significative de la teneur totale du cholestérol cellulaire (tccCHOL). Par ailleurs, 

l'expression du CD16 et du CD40 était significativement diminuée à la surface des MOs traités 

par l'ASA.  

Conclusions : Nous démontrons pour la première fois que l'ASA immunomodule les activités 

fonctionnelles des MOs pendant l'IDM et favorise leur basculement vers le phénotype 

« classique » présentant une faible expression du CD16 et donc des propriétés anti-

inflammatoires. 

Mots-clés : Aspirine ; Expression du CD16 (FcRγIIIa) et du CD40 sur les monocytes humains ; 

Immunomodulation ; Phénotypes et activités fonctionnelles des monocytes ; Maladie auto-

inflammatoire de l’infarctus du myocarde.  
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Abstract 

Background: Exacerbation of CD16 as molecule marker of both intermediate and non-

classical monocytes (MOs) has been shown to be involved in the pathogenesis of myocardial 

infarction (MI).  

Objectives: In this study, we have tried to evaluate the aspirin (acetylsalicylic acid, ASA) 

treatment effect on the CD16-expressed MOs and activation associated CD40 in MI.  

Methods: MOs were isolated from the whole blood of healthy controls and patients with MI. 

The cells were stimulated and treated with different doses of ASA.  

Results: ASA significantly decreased nitric oxide (NO) production and inducible NO synthase 

(iNOS) activity, but significantly increased arginase activity. Levels of interleukin (IL)-1β, IL-6 

and interferon-γ (IFN-γ) were downregulated, whereas those of IL-10 were upregulated. 

Additionally, ASA induced a markedly increase in both phagocytosis and intracellular pathogen 

killing activities. Moreover, ASA treatment induced significantly upregulation of intracellular 

levels of glucose (iGlu), and free calcium ions (ifCa2+), and, covertly, significantly 

downregulation of total cellular cholesterol content (tccCHOL). Furthermore, the expression 

levels of CD16 and CD40 were significantly downregulated in ASA-treated MOs.  

Conclusions: We show for the first time that ASA immunomodulates the functional activities 

of MOs during MI and promotes their switching toward a classical phenotype, exhibiting low 

CD16 expression levels and thereby anti-inflammatory properties.  

Keywords: Aspirin; Human monocyte CD16 (FcRγIIIa) and CD40 expression; 

Immunomodulation; Monocyte phenotypes and functional activities; Myocardial infarction 

autoinflammatory disease.  
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 ملخص

 وغير المتوسطة النواة أحادية للخلايا جزيئية كوسامة تعتبر تيال CD16 تعبير تفاقم أن ثبت لقد مقدمة:ال

 .القلب عضلة احتشاء في التسبب في تشارك أنهاالكلاسيكية 

 التعبير على ( ASAأو الساليسيليك أسيتيل )حمض الأسبرين تأثير بتقييم قمنا ،الدراسة هذه في الهدف:

  .القلب عضلة احتشاء أثناء النواة ةأحادي الخلايا في CD40 بي المرتبط والتفعيل CD16 عن

 ومنالقلب  عضلة احتشاء من يعانون مرضى من الكامل الدم من النواة أحادية الخلايا عزل تم الطريقة:

 . ASAمن  مختلفة بجرعات واحد وقت في ومعالجتها الخلايا تحفيز بعدها م تمث .معافين متبرعين

 زادت ولكنها ، iNOSالأنزيم ونشاط (NO) النيتريك أكسيد إنتاج ملحوظ بشكل ASA خفضت النتائج:

 ارتفع بينما ، IFN-γو IL-6 و IL-1β الإنترلوكين مستوى انخفض .الأرجيناز نشاط من ملحوظ بشكل

 أيضًا .جراثيملل البلعمية الأنشطة في ملحوظة زيادة في ASA تسببت ذلك إلى . بالإضافةIL-10مستوى 

 الخلايا داخل الحرة الكالسيوم وأيونات )Glu) iالخلايا داخل جلوكوزال لمستوى كبير إيجابي تنظيم تم

) 2+Caif(الخلوي للكوليسترول الكلي للمحتوى كبيرًا انخفاضًا حدث بينماChol) tcc(ذلك، على . علاوة 

 .ASAي ب المعالجة النواة أحادية الخلايا سطح على ملحوظ بشكل CD40 و CD16 عن التعبير تقليل تم

 احتشاء أثناء النواة أحادية للخلايا الوظيفية الأنشطة بتعديل تقوم ASA أن مرة لأول أثبتنا جات:الاستنتا

 وبالتالي منخفض CD16 تعبير مع " الكلاسيكي" الظاهري النمط إلى التحول عززوت القلب عضلة

 .للالتهابات مضادة خصائص

 النواة؛ أحادية الخلايا على CD40 و CD16 (FcRγIIIa) عن التعبير الأسبرين؛ المفتاحية: الكلمات

 القلب عضلة احتشاء مرض النواة؛ أحادية للخلايا الوظيفية والأنشطة الظاهرية الأنماط المناعي؛ التعديل

 .التلقائي الالتهابي

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
Listes des figures                                                                                                                viii 

viii 
 

Liste des figures 

 

Figure 1 Infarctus du myocarde : de l’athérosclérose à la rupture de la plaque 
d’athérome 

4 

Figure 2 Mécanisme d'internalisation des LDL-ox par les macrophages 5 
Figure 3 Rôle de l'inflammasome NLRP3 dans l'athérosclérose 7 
Figure 4 Source cellulaire des MMPs dans l’athérosclérose humaine et rôles 

opposés des MMPs dans la progression et la stabilité de la plaque 
d’athérosclérose 

10 

Figure 5 Dynamique temporelle des cellules immunitaires post-IM 11 
Figure 6 Réponse inflammatoire post-infarctus 13 
Figure 7 Structure et fonction des NOS 23 
Figure 8  Signalisation TLR4 30 
Figure 9  Structure chimique et moléculaire de l’aspirine 35 
Figure 10  Inhibition de la cyclooxygénase (COX)-1 des plaquettes par l'aspirine  36 
Figure 11 Inhibition de COX-1 plaquettaire vs COX-2 monocytaire 38 
Figure 12 Aspects immunosuppresseurs de l’aspirine et de ses dérivés à 

différentes étapes de la réaction inflammatoire 
42 

Figure 13 Organigramme de l’étude 46 

Figure 14 Effet de l’aspirine sur la production du monoxyde d’azote et du 
peroxyde d’hydrogène par les monocytes des patients présentant un 
infarctus du myocarde et des contrôles sains 

52 

Figure 15 Effet de l’aspirine sur les activités d’arginase et d’iNOS des 
monocytes des patients avec infarctus du myocarde et des contrôles 
sains. 

53 

Figure 16 Effet de l’aspirine sur la capacité phagocytaire et bactéricide des 
MOs des patients avec infarctus du myocarde et des contrôles sains. 

54 

Figure 17 Effet de l’aspirine sur le taux du calcium intracellulaire des 
monocytes des patients avec infarctus du myocarde et des contrôles 
sains 

55 

Figure 18 Effet de l’aspirine sur la teneur totale du cholestérol intracellulaire 
des monocytes des patients avec infarctus du myocarde et des 
contrôles sains. 

56 

Figure 19 Effet de l’aspirine sur le taux du glucose intracellulaire des 
monocytes des patients avec infarctus du myocarde et des contrôles 
sains 

57 

Figure 20 Effet de l’aspirine sur la production d’IL-1β, d’IL-6, d’IFN-γ, du TNF-
α et d’IL-10 par les monocytes des patients avec infarctus du 
myocarde et des contrôles sains 

59 

Figure 21 Effet de l’aspirine sur l’expression du CD16 et du CD40 et leurs co-
expressions avec le CD14 à la surface des monocytes des patients 
avec infarctus du myocarde et des contrôles sains 

61 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
Liste des abbreviations                                                                                                       ix 

ix 
 

Liste des abbreviations   

4-AP 4-aminophénazone 

AA  Acide arachidonique 

ABCA1 Adenosine triphonsphate–binding cassette transporter A1  

ABCG1 Adenosine triphonsphate–binding cassette transporter G1  

ADCC Cytotoxicité dépendante de l’anticorps 

ADCP  Phagocytose cellulaire dépendante de l’anticorps 

AHR  Récepteur d’aryl d’hydrocarbone 

AINS Anti-inflammatoires non stéroïdiens 

AMPc Monophosphate cyclique 

AP-1 Protéine activatrice 1 

ARE Eléments riches en AU  

Arg1 Arginase 1 

Arg2 Arginase 2 

ASA  Aspirine ou acide acétylsalicylique   

ATLs Epi-lipoxines déclenchées par l’aspirine (aspirin-triggered lipoxins) 

BAFF B cell-activating factor belonging to the TNF family 

BH4 Tétrahydrobioptérine 

BMDM Macrophages murins dérivés de la moelle osseuse 

C/EBPα  CCAAT/enhancer-binding protein α 

CaBPs Protéines liant le Ca2+ 

CD Cluster de différenciation 

cDCs  Cellules dendritiques conventionnelles 

CLRs  Récepteurs lectines de type C 

CMH–II Complexe majeur d'histocompatibilité II 

CMP Progéniteur myéloïde commun 

cNOS  NOS constitutives 

Co  Contrôles 

COX Cyclooxygénase 

CTCF Corrected total cell fluorescence 

DAG Diacylglycérol 

DAMPs Motifs moléculaires associés aux dommages 

DC  Cellules dendritiques 

EDTA Acide éthylène diamine tétra-acétique  

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay 

Enos NOS endothéliale 



 
Liste des abbreviations                                                                                                          x 

x 
 

ERK Extracellular signal-regulated kinase  

FAD Flavine-adenine dinucleotide 

FITC Isothiocyanate de fluorescéine 

FMN Flavine mononucléotide 

FPR2  Récepteur de peptide formyle 2 

FT  Facteur tissulaire 

GLUT Transporteurs de glucose 

GM-CSF  Facteur stimulant les colonies de granulocytes/macrophages 

GMP  Progéniteur granulocyte-monocyte 

GOD Glucose oxydase  

GPI  Glycosylphosphatidylinositol  

HIF-1α  Facteur induit par l’hypoxie 1α (hypoxia-inducible factor 1α) 

HMG-CoA  Hydroxy-méthly-glutaryl-CoA 

HRPO Peroxydase de raifort 

ICAM-1  Intercellular adhesion molecule 1 

ICSBP Interferon consensus sequence binding protein 

ifCa2+  Ions de calcium intracellulaire libre 

IFN-γ  Interféron-γ 

iGlu Glucose intracellulaire  

IKK IκB kinase 

IL-1R1  Récepteur 1 de l’IL-1β 

IDM Infarctus du myocarde 

iNOS Oxyde nitrique synthase inductible 

IRAK Kinases associées au récepteur d’IL-1 (IL-1RI-associated protein 

kinases) 

IRF8   Facteur 8 régulateur de l’IFN 

ITAM Motif d'activation des récepteurs immuns basé sur la tyrosine 

(immunoreceptor tyrosine-based activation motif) 

IκB Protéine inhibitrice de NF-Κb 

JAK Janus kinase 

KLF4  Facteur 4 de type Krueppel 

LBP  Protéine de liaison au LPS 

LDL Low-density lipoprotein 

LDL-ox Lipoprotéines de basse densité oxydées (oxidized low-density 

lipoprotein)   



 
Liste des abbreviations                                                                                                         xi 

xi 
 

LDL-R  

 

Récepteur des lipoprotéines de basse densité (low-density 

lipoprotein-receptor) 

LO Lipoxygénases 

LOD  Limites de détection 

LOX-1  Récepteur de type lectine des lipoprotéines de basse densité 

oxydées (lectin-like oxidized low-density lipoprotein receptor 1) 

LSP-1 Protéine spécifique des leucocytes 1 

LXRα   Liver X Receptor alpha 

MCP-1  Monocyte chemoattractant protein 1 

M-CSF  Facteur stimulant les colonies de macrophages (macrophage colony-

stimulating factor) 

MDP   Monocyte-dendritic cell progenitor 

mHCX   Echangeur H+/Ca2+ 

MIP-1α  Protéine inflammatoire des macrophages de type 1α 

MMPs   Métalloprotéinases matricielles (matrix metalloproteinases) 

mNCX    Echangeur Na+/Ca2+ 

mo-DCs Cellules dendritiques dérivées des monocytes   

MOs Monocytes 

MPA   Agrégation plaquettes-monocytes 

MPO Myéloperoxydase 

MPS  Système des phagocytes mononucléaires 

MyD88  Protéine de différenciation myéloïde 88 

Mφs  Macrophages 

NADPH Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate 

NEMO NF-κB essential modulator 

NF-κB  Facteur nucléaire kappa-chaîne légère-activateur des cellules B 

activées 

NIK Nck interacting kinase  

NLRP3  Récepteurs de type nucleotid-binding oligomerization domain (NOD)-

protein 3 

nNOS NOS neuronale  

NO Oxyde nitrique 

NOHA    Nω-hydroxy-L-arginine 

NOx Métabolites oxydatives 

NOX NADPH oxydase  

Nrf2 Nuclear factor erythroid-2-related factor 2 



 
Liste des abbreviations                                                                                                        xii 

xii 
 

O2
- Superoxyde 

ONOO-  Anion peroxynitrite 

OXPHOS  Phosphorylation oxydative 

PAMPs 

 

Motifs moléculaires associés aux agents pathogènes (pathogen 

associated molecular patterns) 

PBMCs  Cellules mononucléaires du sang périphérique 

PBS Solution saline tamponnée au phosphate 

pDCs Cellules dendritiques plasmacytoïdes 

PE  Phycoérythrine 

PG  Prostaglandine 

PGI2  Prostacycline 

PHA  Phytohémagglutinine 

PI3K Phosphatidylinositol-4, 5-bisphosphate 3-kinase 

PIP2 Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 

PIP3 Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate 

PKC  Protéine kinase C 

PKM2 Pyruvate kinase M2 

PMCA  Pompe calcique ATP-dépendante de la membrane plasmique 

PRRs  

 

Récepteurs de reconnaissance des motifs moléculaires (pattern 

recognition receptors) 

PRS  Solution tamponnée de rouge phénol 

RIP1 Receptor-interacting protein 1 

ROS  Espèces réactives de l’oxygène (reactive oxygen species) 

S. aureus  Staphylococcus aureus 

SEM Erreur standard de la moyenne  

Ser Sérine 

SERCA Pompe sarco/endoplasmic reticulum Ca2+ ATPase 

SR-A  Récepteur scavenger A 

SREBP2 Sterol Regulatory Element Binding Protein 

STAT3 Transducteur du signal et activateur de transcription 3 

STEMI  Infarctus du myocarde avec élévation du segment ST 

SVF ou FBS Sérum de veau fœtal (fetal bovine serum) 

TAB TAK1-binding protein 

TAK1 Kinase 1 activée par les isotypes de TGF-β (transforming growth 

factor (TGF)-β-activated kinase) 

Tampon PAB  Peroxide assay buffer 



 
Liste des abbreviations                                                                                                       xiii 

xiii 
 

TBET Test d'exclusion au bleu Trypan  

TBK1 TANK-binding kinase 1 

TCA Acide trichloracétique  

tccCHOL   Teneur totale du cholestérol cellulaire 

TGF-β  Facteur de croissance transformant (transforming growth factor-β) 

TIMPs Inhibiteurs tissulaires des métalloprotéinases (tissue inhibitors of 

metalloproteinases) 

TIR Toll/IL-1 récepteur 

TIRAP 

 

Protéine adaptatrice contenant le domaine TIR (TIR domain-

containing adaptor protein) 

TLRs  Récepteurs de type Toll (toll-like receptors) 

TNF-α Facteur de nécrose tumorale alpha 

TRAFs Facteurs associés aux récepteurs de TNF 

TRAM  

 

Molécule adaptatrice apparentée au TRIF (TIRF-related adaptor 

molecule) 

TRIF  

  

Adaptateur à domaine TIR inducteur d’interféron β (TIR domain-

containing adaptor inducing γβ) 

TXA2  Thromboxane A2 

TXs   Thromboxanes 

VCAM-1  Vascular cell adhesion molecule 1 

VSMCs  Cellules musculaires lisses vasculaires (vascular smooth muscle 

cells) 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
Table des matières                                                                                                              xiv 

xiv 
 

Table des matières 

Avant-propos ......................................................................................................................................... iii 

Résumé ................................................................................................................................................... v 

Abstract .................................................................................................................................................. vi 

 vii ....................................................................................................................................................... ملخص

Liste des figures .................................................................................................................................. viii 

Liste des abbreviations ........................................................................................................................ ix 

Table des matières ............................................................................................................................. xiv 

Introduction ............................................................................................................................................ 1 

1.  Chapitre 1. Revue de la littérature ............................................................................................ 3 

1.1.  Infarctus du myocarde ........................................................................................................ 3 

1.1.1.  Généralités ................................................................................................................... 3 

1.1.2.  Physiopathologie de l’infarctus du myocarde .......................................................... 4 

1.1.2.1. Composante inflammatoire de l’athérosclérose .................................................... 5 

1.1.2.1.1. Oxydation et captation des lipoprotéines de basse densité ......................... 5 

1.1.2.1.2. Recrutement des monocytes et différenciation en macrophages ............... 5 

1.1.2.2. Composante auto-immune et système immunitaire adaptatif ............................. 7 

1.1.2.2.1. Lymphocytes B .................................................................................................... 8 

1.1.2.2.1.1. Lymphocytes B1 .......................................................................................... 8 

1.1.2.2.1.2. Lymphocytes B2 .......................................................................................... 8 

1.1.2.2.2. Lymphocytes T .................................................................................................... 8 

1.1.2.2.2.1. Lymphocytes Th1 ........................................................................................ 8 

1.1.2.2.2.2. Lymphocytes Th2 ........................................................................................ 9 

1.1.2.2.2.3. Lymophocytes Treg ..................................................................................... 9 

1.1.2.3. Déstabilisation et rupture de la plaque d’athérosclérose : Infarctus du 

myocarde ................................................................................................................................... 9 

1.1.3.     Réponse immuno-inflammatoire lors d’un infarctus du myocarde ...................... 10 

1.1.3.1. Effecteurs cellulaires de la réponse immunitaire post-infarctus ........................ 10 

1.1.3.1.1. Monocytes/Macrophages ................................................................................. 11 

1.1.3.1.1.1. Monocytes ................................................................................................... 11 

1.1.3.1.1.2. Macrophages .............................................................................................. 12 

1.1.3.2. Effecteurs moléculaires de la réponse immunitaire post-infarctus ................... 12 

1.1.3.2.1. Les chimiokines ................................................................................................. 13 

1.1.3.2.2. Les cytokines ..................................................................................................... 14 

1.1.3.2.2.1.  IL-1β ............................................................................................................ 14 



 
Table des matières                                                                                                                xv 

xv 
 

1.1.3.2.2.2.  IL-6 .............................................................................................................. 14 

1.1.3.2.2.3.  TNF-α ......................................................................................................... 15 

1.1.3.2.2.4.  IL-10 ............................................................................................................ 15 

1.2.  Monocytes........................................................................................................................... 16 

1.2.1.  Définition ..................................................................................................................... 16 

1.2.2.  Ontogénie et destins cellulaires .............................................................................. 16 

1.2.2.1. Origine des monocytes fœtaux et post-nataux .................................................... 16 

1.2.2.1.1. Régulation extrinsèque .................................................................................... 17 

1.2.2.1.1.1. Facteurs stimulant les colonies ............................................................... 17 

1.2.2.1.1.2. Facteurs synergiques ................................................................................ 17 

1.2.2.1.2. Régulation intrinsèque...................................................................................... 17 

1.2.2.2. Différenciation en macrophages ............................................................................ 18 

1.2.2.3. Différenciation en cellules dendritiques ................................................................ 19 

1.2.3.  Classification des monocytes humains .................................................................. 19 

1.2.3.1. Expression du CD14 ................................................................................................ 19 

1.2.3.2. Expression du CD16 ................................................................................................ 20 

1.2.3.3. Sous-ensembles des monocytes humains ........................................................... 21 

1.2.4.  Caractéristiques  fonctionnelles des monocytes................................................... 22 

1.2.4.1. La dichotomie oxyde nitrique synthase inductible/Arginase .............................. 22 

1.2.4.1.1. Oxyde nitrique synthases ................................................................................ 22 

1.2.4.1.1.1. Expression et régulation de l’oxyde nitrique synthase inductible ....... 23 

1.2.4.1.1.2. Production d’oxyde nitrique ...................................................................... 24 

1.2.4.1.2. Activité de l’arginase ......................................................................................... 25 

1.2.4.1.3. Switch entre les voies métaboliques de la L-arginine ................................. 26 

1.2.4.2. Production de peroxyde d’hydrogène ................................................................... 26 

1.2.4.3. Phagocytose et destruction bactérienne « Bacterial Killing » ........................... 27 

1.2.4.4. Production des cytokines ........................................................................................ 28 

1.2.4.4.1. Voie dépendante de MyD88 ............................................................................ 29 

1.2.4.4.2. Voie indépendante de MyD88 ou voie TRIF dépendante ........................... 29 

1.2.5.  Immuno-métabolisme des monocytes .................................................................... 30 

1.2.5.1. Dynamique du calcium intracellulaire .................................................................... 30 

1.2.5.2. Cholestérol cellulaire total ....................................................................................... 31 

1.2.5.3. Métabolisme du glucose intracellulaire ................................................................. 32 

1.2.6.  Expression de la molécule de co-stimulation CD40 et voie signalétique .......... 33 



 
Table des matières                                                                                                              xvi 

xvi 
 

1.3.  Aspirine ............................................................................................................................... 35 

1.3.1.  Chimie de l’aspirine ................................................................................................... 35 

1.3.2.  Propriétés pharmacologiques .................................................................................. 35 

1.3.2.1. Propriétés dépendantes des cyclooxygénases ................................................... 35 

1.3.2.1.1.  Inhibition des cyclooxygénases ..................................................................... 35 

1.3.2.1.1.1. Inhibition de la COX-1 plaquettaire et effet anti-thrombotique ............ 35 

1.3.2.1.1.2. Inhibition de la COX-2 et effet anti-inflammatoire ................................. 36 

1.3.2.1.1.3. Exigences posologiques pour un effet anti-thrombotique et/ou anti 

inflammatoire ................................................................................................................... 38 

1.3.2.2. Propriétés indépendantes des cyclooxygénases : Inhibition de NF-κB ........... 39 

1.3.2.3. Propriétés anti-oxydantes ....................................................................................... 40 

1.3.2.4. Propriétés anti-pyrétiques ....................................................................................... 40 

1.3.3.  Effets immuno-modulateurs de l’aspirine sur les monocytes/macrophages ..... 41 

1.3.4. Aspirine et infarctus du myocarde ............................................................................ 43 

1.4.  Problématique et objectifs ................................................................................................ 43 

1.4.1.  Problématique ............................................................................................................ 43 

1.4.2.  Objectifs ...................................................................................................................... 44 

1.4.3.  But ................................................................................................................................ 44 

2.  Chapitre 2. Matériels et méthodes .......................................................................................... 45 

2.1. Conception de l’étude et échantillons cellulaires ........................................................... 45 

2.2.  Isolement des monocytes et culture cellulaire ............................................................... 46 

2.3.  Lyse des monocytes ........................................................................................................... 47 

2.4. Dosage des protéines totales ........................................................................................... 47 

2.5.  Evaluation du burst oxydatif .............................................................................................. 47 

2.5.1.  Dosage du monoxyde d’azote ................................................................................. 47 

2.5.2.  Dosage du peroxyde d’hydrogène .......................................................................... 48 

2.6. Evaluation de l’activité d’iNOS .......................................................................................... 48 

2.7.  Evaluation de l’activité de l’arginase ................................................................................ 48 

2.8. Test de phagocytose et destruction bactérienne ........................................................... 48 

2.9.  Dosage du calcium intracellulaire libre ........................................................................... 49 

2.10.     Dosage de la teneur totale du cholestérol cellulaire .................................................... 49 

2.11.     Dosage du glucose intracellulaire ................................................................................... 49 

2.12.     Dosage des cytokines....................................................................................................... 49 

2.13.     Imagerie cellulaire et tests d'immunofluorescence ...................................................... 50 



 
Table des matières                                                                                                              xvii 

xviii 
 

2.14.     Analyses statistiques des données ................................................................................ 50 

3.  Chapitre 3. Résultats .............................................................................................................. 51 

3.1.  Effet de l’aspirine sur la production du monoxyde d’azote et du peroxyde 

d’hydrogène ..................................................................................................................................... 51 

3.2. Effet de l’aspirine sur les activités d’iNOS et d’arginase .............................................. 52 

3.3. Effet de l’aspirine sur la capacité phagocytaire et la destruction bactérienne .......... 53 

3.4. Effet de l’aspirine sur le taux de calcium intracellulaire ................................................ 55 

3.5. Effet de l’aspirine sur la teneur totale du cholestérol intracellulaire ............................ 55 

3.6.  Effet de l’aspirine sur le taux du glucose intracellulaire ................................................ 56 

3.7. Effet de l’aspirine sur la production des cytokines pro- et anti-inflammatoires ......... 57 

3.8. Effet de l’aspirine sur l’expression du CD16 et du CD40 ............................................. 60 

4.  Chapitre 4. Discussion .............................................................................................................. 62 

4.1. Effet de l’aspirine sur la production du monoxyde d’azote et du peroxyde 

d’hydrogène ..................................................................................................................................... 62 

4.2.  Effet de l’aspirine sur les activités d’iNOS et d’arginase ............................................. 63 

4.3.  Effet de l’aspirine sur la capacité phagocytaire et la destruction bactérienne ......... 64 

4.4.  Effet de l’aspirine sur le taux du calcium intracellulaire ............................................... 64 

4.5.  Effet de l’aspirine sur la teneur totale du cholestérol intracellulaire ........................... 65 

4.6.  Effet de l’aspirine sur le taux du glucose intracellulaire ............................................... 65 

4.7.   Effet de l’aspirine sur la production des cytokines pro-inflammatoires et des 

cytokines régulatrices ou immunosuppressives ........................................................................ 66 

4.7.1.      Effet de l’aspirine sur la production d’IL-1β ............................................................ 66 

4.7.2.  Effet de l’aspirine sur la production d’IL-6 .............................................................. 66 

4.7.3.  Effet de l’aspirine sur la production d’IFN-γ ........................................................... 67 

4.7.4.  Effet de l’aspirine sur la production du TNF-α ....................................................... 67 

4.7.5.  Effet de l’aspirine sur la production d’IL-10 ........................................................... 68 

4.8  Effet de l’aspirine sur l’expression du CD16 et du CD40 ............................................ 68 

5.  Chapitre 5. Conclusions et perspectives ................................................................................ 70 

6.      Chapitre 6. Bibliographie .......................................................................................................... 72 

 

 

 

 

 

 



 
Introduction 

1 
 

Introduction  

L’infarctus du myocarde correspond à la nécrose des cellules du muscle cardiaque 

suite au rétrécissement des artères coronaires et le manque d’oxygénation au niveau du 

myocarde. Le mécanisme physiopathologique de l’infarctus du myocadre est l’athérosclérose 

(Gisterå and Hansson, 2017); une maladie auto-inflammatoire chronique  de la paroi des 

artères qui irriguent le cœur (Matsuura et al., 2014a). Il est à noter que les cellules du système 

immunitaire inné jouent un rôle clé dans le processus pro-inflammatoire associé à la maladie, 

compte tenu de leur habilité d’auto-activation des cellules T par divers voies notamment le 

«crosstalk » cellule-cellule et la production de cytokines.  

Il a été rapporté que l’expression du CD16 sur la surface des monocytes est augmentée 

pendant le 5ème jour post-Infarctus (Tsujioka et al., 2009) et est nécessaire pour l’agrégation 

plaquettes-monocytes (Passacquale et al., 2011). De plus, la molécule CD16 est co-exprimée 

avec la molécule CD14 sur la surface des monocytes intermédiaires et non classiques et sont 

tous les deux impliqués dans la pathogénèse de l’infarctus du myocarde (Urbanski et al., 2017; 

Zeng et al., 2014). 

Par ailleurs plusieurs médicaments, comme l'aspirine, ont un effet marqué pour établir 

des conditions anti-inflammatoires durant l’infarctus du myocarde (Nahrendorf et al., 2010). 

Son effet cardio-protecteur à faible dose est probablement dû non seulement à ses propriétés 

anti-inflammatoires, mais aussi à son effet anti-thrombotique (Cyrus et al., 2002; Morris et al., 

2009; Undas et al., 2007). Il a été rapporté que sa capacité à réduire les états inflammatoires 

est principalement liée à son inhibition de la production des cytokines pro-inflammatoires ainsi 

que les molécules d’adhésion (Kopp and Ghosh, 1994). 

A cet effet nous nous sommes assignés comme objectif d’évaluer l’effet ex vivo de 

l’aspirine sur les activités fonctionnelles globales des monocytes, ainsi que leur taux 

d'expression de CD16 pendant l’infarctus du myocarde.  
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1. Chapitre 1. Revue de la littérature 

1.1. Infarctus du myocarde  

1.1.1. Généralités  

L’infarctus du myocarde (IDM) correspond à une hypoxie myocardique suite au 

rétrécissement des artères coronaires qui alimentent le cœur en oxygène (Chadwick Jayaraj 

et al., 2019). Il s’agit le plus souvent d’une complication aiguë d’une maladie coronarienne 

préexistante liée à l’athérosclérose. En effet, il est la conséquence d’une thrombose occlusive 

totale ou partielle d'une artère coronaire qui survient après rupture d’une plaque d’athérome 

(Figure 1.a) (Crea and Liuzzo, 2013). Celle-ci contient une variété de leucocytes sanguins 

infiltrés dans la phase précoce de la maladie et sont principalement des phagocytes 

mononucléaires, des cellules spumeuses chargées en lipoprotéines de basse densité oxydées 

(LDL-ox), des cellules dendritiques, des lymphocytes T qui communiquent avec les divers 

types de cellules présents dans la paroi artérielle (Figure 1.b). Le recrutement des cellules 

inflammatoires et l’accumulation de lipides entrainent la formation d’un noyau riche en lipides. 

Suite à une érosion, ulcération, fissuration ou  rupture de la plaque d’athérome, ces cellules 

produisent des médiateurs pro-inflammatoires et des espèces réactives de l’oxygène (ROS) 

amplifiant ainsi l’inflammation locale et provoquant des complications thrombotiques qui 

déclenche l’IDM (Figure 1.c) (Libby et al., 2011).  
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Figure 1. Infarctus du myocarde : de l’athérosclérose à la rupture de la plaque d’athérome (Libby, 
2002; Libby et al., 2011). a. Cycle de vie de la plaque d’athérome : l’artère coronaire humaine saine a 
une structure trilaminaire typique (Intima, Media, Adventita). Dans la phase précoce de l’athérosclérose, 
le recrutement des cellules inflammatoire et l’accumulation des lipides entrainent la formation d’un 
noyau riche en lipides. Si les conditions inflammatoires prédominent et que les facteurs de risque tels 
que la dyslipidémie persistent, le noyau lipidique peut se développer et les protéinases sécrétées par 
les leucocytes activés peuvent dégrader la matrice extracellulaire tandis que les cytokines pro-
inflammatoires telles que l’interféron-γ (IFN-γ) peuvent limiter la synthèse du nouveau collagène. Ces 
changements peuvent diminuer l’épaisseur de la chape fibreuse et la rendre vulnérable. Lorsque la 
plaque se rompt, une coagulation s’en suit par contact du sang avec le facteur tissulaire (FT). Les 
plaquettes activées par la thrombine générée à partir de la cascade de coagulation et par le contact 
avec le contenu du centre nécrotique provoquent la formation du thrombus. Un IDM peut se produire si 
l’occlusion de l’artère par le thrombus persiste (la zone bleue, en bas à droite). Par ailleurs, une 
thrombolyse endogène ou thérapeutique peut induire la résorption du thrombus. b. Composition 
cellulaire de la plaque d’athérome : elle contient des leucocytes principalement des macrophages (Mφs) 
issus des monocytes circulantes (MOs), ces Mφs se différencient en cellules spumeuses après 
absorption des particules lipidiques, elle contient aussi des cellules dendritiques (DC) et des 
lymphocytes T. c. Thrombose, complication ultime de l’athérosclérose.  

1.1.2. Physiopathologie de l’infarctus du myocarde 

La principale étiologie de l’IDM est l’athérosclérose; une maladie inflammatoire 

chronique avec une composante auto-immune (Jan et al., 2010; Matsuura et al., 2014b). Elle 

fait ainsi intervenir les cellules du système immunitaire inné (réponse inflammatoire) et 

adaptatif (réponse auto-immune) (Miteva et al., 2018). 
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1.1.2.1. Composante inflammatoire de l’athérosclérose   

1.1.2.1.1. Oxydation et captation des lipoprotéines de basse densité 

L’événement initiateur de l’athérosclérose est la dysfonction endothéliale (Davignon, 

2004). L’augmentation de la perméabilité endothéliale favorise l’infiltration des lipoprotéines 

de basse densité (LDL) qui véhiculent le cholestérol. Celles-ci créent des liaisons entre leurs 

apolipoprotéines et les protéoglycanes de la matrice extracellulaire et se retrouvent piégées 

dans l’espace sous-endothélial (Linton et al., 2000). La diminution de la sécrétion des 

médiateurs vasodilatateurs par les cellules endothéliales comme l’oxyde nitrique (NO) entraine 

une vasoconstriction, une augmentation de la prolifération des  cellules musculaires lisses 

vasculaires (VSMCs) et l’induction du stress oxydatif (Russo et al., 2002). Les LDL retenues 

sont soumises à l’oxydation du fait de la présence d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) ou 

d’enzymes telles que les lipoxygénases ou la myéloperoxidase. Cette modification du LDL 

native lui fait perdre sa reconnaissance et son internalisation par les récepteurs des LDL (LDL-

R ou récepteur de Brown/Goldstein) mais lui confère la capacité de se lier au récepteur 

scavenger (SR) des macrophages (Mφs) (SR-AI, SR-AII, Cluster de Différenciation (CD) 36, 

CD68) (Gao and Liu, 2017) (Figure 2).   

 

Figure 2. Mécanisme d'internalisation des LDL-ox par les macrophages (Gao and Liu, 2017). Les 
LDL natives peuvent difficilement induire la formation des cellules spumeuses en raison de la régulation 
négative des LDL-R. Les LDL-ox induisent une accumulation du cholestérol dans les Mφs grâce une 
absorption rapide par les SR. LDL : lipoprotéine de basse densité, LDL-ox : lipoprotéine de basse 
densité oxydée, LDL-R : récepteur des lipoprotéines de basse densité, SR-A : Récepteur scavenger A, 
CD36 : cluster de différenciation 36, LOX-1 : récepteur de type lectine des lipoprotéines de basse 
densité oxydées. 

1.1.2.1.2. Recrutement des monocytes et différenciation en macrophages  

Les LDL-ox ont un effet pro-inflammatoire et favorisent l’activation des cellules 

endothéliales, les monocytes (MOs) et les Mφs. Cette activation se traduit par l'expression des 

molécules d'adhésion telles que vascular adhesion molecule-1 (VCAM-1), intercellular 
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adhesion molecule-1 (ICAM-1) et la sélectine P et par la production de chimiokines telles que 

la protéine-1 chimiotactique des MOs (MCP-1) (Hansson, 2014). Ainsi les MOs circulants 

s’immobilisent à la surface de l’endothélium, le traversent, puis se différencient en Mφs 

M1(Tedgui and Mallat, 2006) et développent un métabolisme glycolitique qui favorise la 

signalisation pro-inflammatoire ce qui alimente et maintient le processus inflammatoire et 

conduit à la progression de l’athérosclérose (Groh et al., 2018).  La différenciation des Mφs 

s'associe à une augmentation de l’expression des SRs à leur surface, ces récepteurs de 

reconnaissance des motifs moléculaires (PRR) comprennent SR-A, CD36 et LOX-1 et médient 

l'internalisation d'une large gamme de molécules notamment les LDL-ox. Ces Mφs engorgés 

de lipides se transforment en cellules spumeuses (Santiago-Fernández et al., 2019).  

L’accumulation du cholestérol dans les Mφs provoque la formation de mirco-cristaux 

intracellulaires qui activent l’inflamasome NLRP3, ce dernier provoque le clivage du précurseur 

de l’interleukine (IL)-1β en sa forme biologique active (Duewell et al., 2010a). L'inflammasome 

NLRP3 et son produit IL-1β contribuent à l'athérogenèse à différents stades, IL-1β induit 

l'expression de :  

 Cytokines pro-inflammatoires notamment l’IL-6 et le facteur de nécrose tumorale 

(TNF)-α (Loppnow and Libby, 1990; Ridker and Luscher, 2014). 

 IL-8, qui attire les neutrophiles.  

 VCAM-1 sur les cellules endothéliales, facilitant l'adhésion et l’infiltration ultérieure des 

MOs circulants.  

 MCP-1 attirant les MOs circulants (Chen et al., 2014). Outre les effets pro-

inflammatoires, l'IL-1β induit la prolifération et la migration des VSMCs (Chistiakov et 

al., 2015), augmente la sensibilité des Mφs au dépôt lipidique, stimule la formation des 

cellules spumeuses (Li et al., 2014b) et augmente l'expression des métalloprotéinases 

matricielles (MMPs) (Libby, 2017; Wang et al., 2011) conduisant à la dégradation du 

collagène et à l'instabilité de la plaque (Figure 3). 
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 Figure 3. Rôle de l'inflammasome NLRP3 dans l'athérosclérose (Miteva et al., 2018). Les DAMPs 
comprenant les cristaux de cholestérol et les LDL-ox induisent une activation de NLRP3, ce qui conduit 
à la maturation et la libération d'IL-1ß. IL-1ß stimule la réaction inflammatoire en augmentant 
l'expression d’IL-6, TNF-α, IL-8, VCAM-1 et MCP-1, facilitant ainsi l'attraction et l’infiltration des 
neutrophiles et des MOs. De plus, IL-1ß induit la prolifération et la migration des VSMCs, facilite la 
formation des cellules spumeuses et stimule l'expression des MMPs et la dégradation ultérieure du 
collagène.  

1.1.2.2. Composante auto-immune et système immunitaire adaptatif 

Après une réponse immunitaire innée médiée par l’activation des MOs et des Mφs,  

une réponse immunitaire adaptative et auto-immune caractérisée par la présence des 

lymphocytes B et T est déclenchée (Wolf and Ley, 2019).  
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1.1.2.2.1. Lymphocytes B  

Deux types de cellules B largement impliqués dans l’athérosclérose sont répertoriés 

(Sage et al., 2019): les cellules B1 ont pour origine principale le foie fœtal alors que les cellules 

B2 se différencient à partir de précurseurs de la moelle osseuse, cependant les deux atteignent 

la maturité hors de la moelle osseuse.  

1.1.2.2.1.1. Lymphocytes B1 

Les anticorps IgM naturels dérivés des cellules B1 peuvent se lier aux néo-épitopes 

des LDL-ox en reconnaissant le produit final du peptide ApoB100 modifié par glycation 

(Engelbertsen et al., 2015) et limitent ainsi leur absorption par les RS des Mφs et par 

conséquent limitent la formation des cellules spumeuses et l’activation endothéliale ce qui 

confère aux cellules B1 un effet athéro-protecteur (Sage et al., 2019). Outre leur production 

d’anticorps naturels, les lymphocytes B1 produisent l’IL-10. Cette cytokine diminue 

l’athérosclérose en inhibant la présentation antigénique et la production de médiateurs 

inflammatoires (Kyaw et al., 2012). 

1.1.2.2.1.2. Lymphocytes B2 

Les cellules B2 peuvent favoriser l'athérosclérose par la sécrétion des cytokines 

inflammatoires qui déclenchent ensuite l’activation des cellules Th1 et des MOs/Mφs ou par la 

sécrétion d'auto-anticorps IgG qui forment des complexes immuns avec les LDL-ox et 

promeuvent la réponse inflammatoire des Mφs. Les IgE issus après commutation de classe 

possèdent de fortes propriétés pro-athérogéniques en stimulant les Mφs et les mastocytes au 

niveau de plaque (Sage et al., 2019; Tsiantoulas et al., 2014). La déplétion des cellules B à 

l'aide d'anticorps anti-CD20 ciblant les cellules B2 conventionnelles s'est révélée protectrice 

dans l'athérosclérose expérimentale. Ces observations indiquent que les lymphocytes B2 

aggravent la maladie par voie humorale autant que cellulaire (Kyaw et al., 2010). 

1.1.2.2.2. Lymphocytes T  

1.1.2.2.2.1. Lymphocytes Th1 

La présentation des antigènes du soi modifié (LDL-ox) dans l’environnement 

inflammatoire de la plaque d’athérosclérose provoque la génération et l’activation des 

lymphocytes Th1 et la sécrétion d’interféron (IFN)-γ favorisant ainsi l'athérosclérose et 

amplifiant l'inflammation (Mallat et al., 2009). L'IFN-γ contribue à ce processus en favorisant 

l'infiltration des MOs, l'activation des Mφs, la formation de cellules spumeuses, la formation de 

lésions, l'accumulation de lipides et la déstabilisation de la plaque par altération de la fonction 

endothéliale, réduction de la teneur en collagène et amplification de l’infiltration des cellules 

inflammatoires (Tedgui and Mallat, 2006). 
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1.1.2.2.2.2. Lymphocytes Th2 

Les lymphocytes Th2 représentent une faible population dans les plaques humaines 

d’athérosclérose, leur rôle dans cette maladie reste controversé (Engelbertsen et al., 2013). 

La cytokine IL-4 influence considérablement la nature de la réponse immunitaire du fait qu’elle 

peut déclencher le développement des cellules Th2 sécrétrices d’IL-4, IL-5, IL-10 et IL-13 et 

peut inhiber le développement des réponses Th1 par l’inhibition de l'IFN-γ, ce qui freine les 

effets pro-athérogènes des Th1 et confère une athéroprotection. Cependant, des études 

ultérieures sur des souris déficientes en IL-4 n’ont montré aucun effet sur le développent de 

l’athérosclérose induite par l’hypercholestérolémie (King et al., 2007). D’autres cytokines liées 

à la réponse Th2 telles que l’IL-5 et IL-33 présentent des propriétés anti-athérogènes par 

induction des cellules B1 et des Mφs anti-inflammatoires M2 respectivement (Cardilo‐ Reis et 

al., 2012; Silveira et al., 2015; Witztum et al., 2008).  

1.1.2.2.2.3. Lymophocytes Treg 

Les cellules Treg sont connues pour être des cellules immuno-régulatrices, leur 

propriété anti-athérogène a été démontrée avec la déplétion des cellules Treg qui accélère 

l’athérosclérose et leur expansion qui la fait réduire (Sasaki et al., 2009; Winkels et al., 2017). 

Ces cellules exercent leur effet athéro-protecteur par la sécrétion de cytokines 

immunosuppressives telles que l’IL-10 (Pinderski Oslund et al., 1999) et le facteur de 

croissance transformant (TGF-β) (Robertson et al., 2003). La déficience en IL-10 chez des 

souris est associée à une augmentation de la taille des lésions d’athérosclérose et le transfert 

murin de cette cytokine  induit leur réduction (Mallat et al., 1999), de plus l’IL-10 est moins 

sécrétée chez les patients avec une plaque coronaire vulnérable (George et al., 2012). Par 

ailleurs, la neutralisation systémique et la déficience génétique du TGF-β accélère 

l’athérosclérose expérimentale et s’accompagne d’une infiltration accrue des Mφs M1 et des 

lymphocytes T et d’une réduction de la teneur en collagène rendant la plaque d’athérosclérose 

vulnérable (Grainger et al., 2000; Lutgens et al., 2002; Mallat et al., 2001).  

1.1.2.3. Déstabilisation et rupture de la plaque d’athérosclérose : Infarctus du 

myocarde 

Les VSMCs en collaboration avec les cellules endothéliales et les MOs activés 

sécrètent des MMPs en réponse aux divers signaux oxydatifs, inflammatoires et auto-immuns 

(Figure  4A) (Watanabe and Ikeda, 2004). Les MMPs, en équilibre avec leurs inhibiteurs 

tissulaires endogènes (TIMPs), modulent de nombreuses fonctions des cellules vasculaires, y 

compris l’activation, la prolifération, la migration et l’apoptose, ainsi que la formation des 

nouveaux vaisseaux et le remodelage de la structure vasculaire. En cas de déséquilibre, 

l’excès de production des MMPs provoque la déstabilisation et la rupture de la plaque mettant 

les constituants sous-endothéliaux (collagène, fibronectine, vitronectine…) au contact des 
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plaquettes circulantes, ce qui met en jeu des mécanismes d’adhésion puis d’agrégation 

plaquettaire qui aboutissent à la formation du thrombus occlusif (Figure 4B) (Johnson, 2017). 

Ce thrombus pourrait conduire à l’occlusion brutale de l’artère coronaire perturbant l’apport du 

muscle cardiaque en oxygène et provoquant une ischémie qui pourrait évoluer en nécrose 

myocardique irréversible, il s’agit de l’IDM (Munger and Hawkins, 2004).  

 

  

                                                  

Figure 4 : (A) Source cellulaire des MMPs dans l’athérosclérose humaine (B) Rôles opposés des 
MMPs dans la progression et la stabilité de la plaque d’athérosclérose (Johnson, 2017). Modèle 
hypothétique des rôles potentiels bénéfiques et délétères des MMPs et des TIMPs pendant la 
progression et l'instabilité de la plaque d’athérosclérose. Les métalloprotéinases matricielles (MMP)-2, 
-3 et 9 facilitent la migration des cellules des muscles lisses vasculaires (VSMC) vers la plaque 
d’athérosclérose en développement où elles participent à la formation et à l'entretien de la coiffe 
fibreuse, favorisant ainsi la stabilité de la plaque. En opposition, MMP-1, MMP-8, MMP-12, MMP-13 et 
MMP-14 dégradent les protéines de la matrice extracellulaire, favorisent le recrutement des monocytes 
et des macrophages, et leur susceptibilité à l'apoptose autant que cellules spumeuses participant ainsi 
dans la formation du noyau lipidique, la thrombogénicité de la plaque et l'amincissement de la chape 
fibreuse. De même, le MMP-7 peut induire une apoptose des VSMCs et donc compromettre la stabilité 
de la plaque, tandis qu'un excès de MMP-9 dérivé des macrophages peut déclencher une hémorragie 
intra-plaque (IPH), probablement en déstabilisant la néovascularisation et contribuer par la suite à 
l'expansion et à l'instabilité de la plaque. Suite à l'expression de ces MMP délétères, la stabilité de la 
plaque est compromise et vulnérable à la rupture et à la formation de thrombus. Plus récemment, des 
microARN (miR) ont été identifiés, ils peuvent réguler l’expression et l’activité des MMPs et TIMPs en 
exerçant des effets directs sur la progression de la plaque d’athérosclérose.  

1.1.3. Réponse immuno-inflammatoire lors d’un infarctus du myocarde  

1.1.3.1. Effecteurs cellulaires de la réponse immunitaire post-infarctus 

Quelques heures après l’IDM, les dommages tissulaires causés par l’ischémie et les 

molécules qui sont libérées par les cellules nécrotiques déclenchent rapidement une réponse 

inflammatoire où un recrutement dynamique de plusieurs centaines de milliers de cellules 

myéloïdes telles que les neutrophiles, les MOs/Mφs, les DC et les lymphocytes se fait chaque 

jour dans le myocarde infarci (Boufenzer et al., 2015; Nagai et al., 2014; Nahrendorf and 
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Swirski, 2013; Nahrendorf et al., 2007). L’infiltration des neutrophiles en réponse aux motifs 

moléculaires associés aux dommages (DAMPs) et aux cytokines pro-inflammatoires atteint un 

pic à J1 post-IDM. Les MOs circulants provenant de la moelle osseuse mais aussi de la rate 

avec les Mφs dominent par la suite l’infiltration tissulaire où ils contribuent fortement à la phase 

précoce pro-inflammatoire de l’IDM mais aussi à la phase réparatrice en assurent la 

phagocytose, la protéolyse, l’angiogenèse, le remodelage et la cicatrisation (Figure 5) 

(Zlatanova et al., 2016).  

 

  

Figure 5. Dynamique temporelle des cellules immunitaires post-IDM (Jung et al., 2019).  

1.1.3.1.1. Monocytes/Macrophages 

1.1.3.1.1.1. Monocytes  

Après un IDM, une expansion des MOs circulants (Nahrendorf et al., 2007; Swirski et 

al., 2009) se produit avec comme source majeure la moelle osseuse et la rate (Ismahil et al., 

2014; Leuschner et al., 2012; Swirski et al., 2009). Leur recrutement dans le myocarde infarci 

est biphasique : 

a) 1ère phase (1-7 jours): Phase inflammatoire caractérisée : 

 Au 3ème jour par un pic des MOs classiques CD16- qui assurent la phagocytose des 

débris nécrotiques. 

 Du 4ème au 7ème  jour par l’accumulation des MOs intermédiaires CD16+ marqué par un 

pic au 5ème jour (Tsujioka et al., 2009). Les MOs intermédiaires sont connus pour avoir 

des activités pro-inflammatoires plus  larges que celles des MOs non classique 

(Gerszten and Tager, 2012), ils sécrètent plus de ROS, TNF-α et IL-1β (Zawada et al., 

2011). Un afflux de ces MOs intermédiaires dans la zone endommagée est considéré 

comme essentiel pour le processus de cicatrisation très précoce, mais leur persistance 
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au-delà de la phase de réparation tissulaire initiale pourrait prolonger les effets 

indésirables liés à l'inflammation à plus long terme dans les zones myocardiques 

éloignées saines. Il est ainsi admis que les MOs intermédiaires soient de mauvais 

pronostic pour les patients présentant un IDM (Elchinova et al., 2018).  

b) 2ème phase : phase de prolifération : caractérisée par la présence de populations 

comparables de CD16- et CD16+.  

1.1.3.1.1.2. Macrophages  

Après un IDM, les Mφs se développent au site de l'infarctus et changent 

considérablement leur phénotype dans le cœur murin, comme les MOs ils présentent une 

hétérogénéité remarquable et une plasticité fonctionnelle importante (ter Horst et al., 2015). 

La phase pro-inflammatoire post IDM est initiée et élaborée par les Mφs M1 où ils assurent la 

phagocytose des débris nécrotiques dans la zone infarcie, ils sécrètent aussi de grandes 

quantités de cytokines pro-inflammatoires telles que TFN-α, IL-1 et IL-6, des ROS, du NO par 

l’activation de la NO synthase inductible (iNOS) et des (MMPs)-1, -2, -7, -9, et 12. Ensemble 

ils forment un microenvironnement pro-inflammatoire (O’Rourke et al., 2019; Peet et al., 2019). 

La phase réparatrice est médiée par les Mφs M2 et sécrètent des cytokines anti-inflammatoires 

telles que l’IL-10 et des facteurs de croissance comme le TGF-β. Ces médiateurs stimulent la 

production médiée par les fibroblastes des constituants de la matrice extracellulaire, la 

prolifération cellulaire et l'angiogenèse, favorisant le remodelage et la réparation tissulaire 

(O’Rourke et al., 2019; Peet et al., 2019).  

1.1.3.2. Effecteurs moléculaires de la réponse immunitaire post-infarctus 

Quelques heures après l’IDM, l’ischémie myocardique provoque la mort des différents 

constituants du myocarde (cardiomyocytes, cellules endothéliales, fibroblastes…etc) et 

déclenche rapidement une réponse inflammatoire grâce à l'action concertée de plusieurs 

processus, y compris l’activation de la cascade du complément (Timmers et al., 2012), la 

production des ROS (Muntean et al., 2016) et les DAMPs qui servent de ligands pour les 

récepteurs de l’immunité innée définis comme les récepteurs de reconnaissance des motifs 

moléculaires (PRRs) incluant les récepteurs de type Toll (TLRs), les récepteurs lectines de 

type C (CLRs) et les récepteurs de type nucleotid-binding oligomerization domain (NOD)-

protein 3 (NLRP3) (van Hout et al., 2016). Ceux-ci entraînent la libération d'une variété de 

médiateurs pro-inflammatoires tels que les cytokines et les chimiokines qui induisent le 

recrutement de cellules inflammatoires dans la zone infarcie et augmentent la réponse pro-

inflammatoire post-IDM (Figure 6) (Ong et al., 2018).  
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Figure 6. Réponse inflammatoire post-infarctus (Frangogiannis, 2014a). Dans le myocarde infarci, 
les cardiomyocytes mourants et la matrice endommagée libèrent des DAMPs qui activent la 
signalisation TLR dans les cellules myocardiques déclenchant ainisi une réaction inflammatoire. 
L'activation de la cascade du complément et la génération des ROS aident également à initier cette 
récation inflammatoire. Les cardiomyocytes mourants et ceux encore en survie, les cellules 
endothéliales, les fibroblastes cardiaques et les mastocytes résidents, les monocytes, les plaquettes et 
les neutrophiles nouvellement recrutés participent à la réponse inflammatoire post-infarctus. 
Cependant, leurs contributions relatives restent floues. Les leucocytes sont recrutés en plusieurs étapes 
via une cascade d'adhésion : (1) Capture des leucocytes circulants par les cellules endothéliales 
activées, (2) Roulement médié par des interactions impliquant les sélectines, (3) Les leucocytes roulants 
sont activés par des chimiokines liées au PG sur la surface endothéliale, (4) Les leucocytes activés 
expriment les intégrines et adhèrent aux cellules endothéliales, (5) Renforcement de l'interaction entre 
les leucocytes et les cellules endothéliales, (6) Transmigration des cellules dans la zone infarcie. 
Abréviations : C5a : facteur de complément 5a, DAMPs : motifs moléculaires associés aux dommages, 
PG : protéoglycane, ROS : espèces réactives de l'oxygène, TLR : récepteurs de type Toll. 

1.1.3.2.1. Les chimiokines  

Les chimiokines jouent un rôle critique dans la locomotion et le trafic des leucocytes 

dans la réponse inflammatoire post-ischémie (Frangogiannis, 2007). L’expression des 

chimiokines CXC (pour deux cystéines séparées par un acide aminé) telles que l’IL-8 est 

rapidement augmentée dans la zone infarcie et permet le recrutement massif des neutrophiles 

(Shetelig et al., 2018). S’ensuit l’augmentation de l’expression de la chimiokine CC (pour deux 

cystéines adjacentes) pour exemple MCP-1 qui permet l’attraction des MOs avec des activités 

phagocytaires pour éliminer les débris de la matrice extracellulaire et les cellules nécrotiques 

(Dewald et al., 2005).  

Les chimiokines pourraient également recruter des cellules mononucléaires anti-

inflammatoires et réparatrices dans le myocarde lésé. Par ailleurs, la signalisation de la 

chimiokine CC de type 5 est une voie moléculaire importante dans le contrôle de la réponse 

inflammatoire post-infarctus par le recrutement des lymphocytes Tregs prévenant la 
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dégradation excessive de la matrice et atténuer les remodelages indésirables (Dobaczewski 

et al., 2010).  

1.1.3.2.2. Les cytokines  

Après un IDM, un certain nombre de cytokines pro-inflammatoires sont sécrétées par 

les cellules cardiaques résidentes et les cellules inflammatoires circulantes. Elles jouent un 

rôle essentiel dans l'amplification de la réponse pro-inflammatoire en contribuant au 

recrutement des cellules inflammatoires dans la zone IDM (Neri et al., 2015a).  

1.1.3.2.2.1. IL-1β 

L'IL-1β est la principale cytokine médiatrice de la réponse pro-inflammatoire post-IDM. 

L'engagement du récepteur 1 de l’IL-1β (IL-1R1) conduit à la formation d'un complexe 

protéique; cette plate-forme de signalisation recrute séquentiellement la protéine de  

différenciation myéloïde 88 (MYD88), kinase-1 associée à IL-1R, et -4 initiant la cascade qui 

mène finalement à l'activation et à l'induction de facteur nucléaire kappa-chaîne légère-

activateur des cellules B activées (NF-κB) d'une large gamme de cytokines pro-inflammatoires, 

chimiokines et molécules d'adhésion (O’Neill, 2008). Elle est ainsi impliquée dans le 

recrutement et l’activation des leucocytes notamment les MOs (Bujak et al., 2008; Saxena et 

al., 2013), tout en retardant l’activation des myofibroblastes (Saxena et al., 2013). Le rôle de 

l’IL-1β dans la pathogénèse de l’IDM reste controversé suggérant un effet pléiotropique 

(Frangogiannis, 2015). En effet, dans un modèle expérimental d’IDM, la neutralisation de l’IL-

1β par des anticorps spécifiques a fait augmenter significativement l’incidence de la rupture 

de la plaque (Hwang et al., 2001) à l’inverse, la déficience de la signalisation de l’IL-1 (Bujak 

et al., 2008) ou le traitement avec des antagonistes d’IL-1 atténuent les remodelages 

tissulaires défavorables (Abbate et al., 2008; Murtuza et al., 2004; Suzuki et al., 2001).  

1.1.3.2.2.2. IL-6  

La sécrétion de l'IL-6 est augmentée dans le myocarde infarci, elle active et dirige le 

trafic des cellules immunitaires et peut moduler la signalisation de la réponse inflammatoire et 

réparatrice via la cascade Janus kinase (JAK)/Transducteur du signal et activateur de 

transcription (STAT) (Fischer and Hilfiker-Kleiner, 2009). La signalisation de l’IL-6 à court 

terme peut protéger et préserver le tissu cardiaque en réponse à des dommages aigus alors 

qu’une signalisation à long terme ou une surproduction de protéine récepteur de l’IL-6 (IL-6R) 

joue un rôle causal dans l’IDM (Fontes et al., 2015). Dans l’IDM expérimental, la déficience en 

IL-6 n’a pas affecté la fonction cardiaque et le remodelage tissulaire (Fuchs et al., 2003), 

d'autres cytokines de la famille de l’IL-6 pourraient compenser  cette déficience en activant la 

signalisation JAK/STAT et en maintenant la phosphorylation de STAT3. Contrairement à ces 

résultats, le traitement avec un anticorps anti-récepteur de l'IL-6 a atténué le remodelage 
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indésirable dans un modèle murin d’IDM (Kobara et al., 2010). Dans un autre IDM 

expérimental, une suppression altérée de la signalisation du récepteur IL-6/STAT3 a été 

associée à une inflammation prolongée augmentant l'incidence de la rupture cardiaque 

(Hilfiker-Kleiner et al., 2010). Malgré ces résultats expérimentaux très mitigés, Des études 

cliniques ont été menées ciblant l’IL-6 dans un contexte clinique thérapeutique.  

1.1.3.2.2.3. TNF-α 

En tant que médiateur hautement pléiotropique, le TNF-α est capable d'exercer divers 

effets sur tous les types de cellules impliqués dans les lésions et la réparation tissulaire dans 

la zone IM. Il contribue ainsi à la réponse inflammatoire locale en induisant la synthèse des 

chimiokines et des molécules d'adhésion par les cellules endothéliales et les leucocytes et 

favorise aussi la dégradation du collagène de la matrice extracellulaire par une activité accrue 

des métalloprotéinases (Maekawa et al., 2002). Le TNF-α peut également protéger les 

cardiomyocytes de l’apoptose (Kurrelmeyer et al., 2000), de plus des effets divergents 

transduits par les récepteurs TNF 1 et 2 pourraient réguler le remodelage du cœur infarci 

(Hamid et al., 2009). L'échec des stratégies anti-TNF chez des patients atteints d'insuffisance 

cardiaque chronique pourrait refléter les actions pléiotropiques de la cytokine ce qui a 

découragé la conception d'approches thérapeutiques  ciblant cette voie pendant l’IDM (Mann 

et al., 2004).  

1.1.3.2.2.4. IL-10 

Considérée comme une importante cytokine anti-inflammatoire et immunosupressive, 

l’IL-10 serait un puissant désactivateur des MOs et suppresseur de divers médiateurs pro-

inflammatoires et pourrait par conséquent avoir un rôle protecteur après une ischémie 

myocardique (Frangogiannis et al., 2000; Yao et al., 2008). Dans un modèle expérimental 

d’IDM, les souris déficientes en IL-10 présentaient une réponse inflammatoire étendue 

caractérisée par un recrutement massif des neutrophiles, des taux plasmatiques élevés de 

TNF-α et une expression tissulaire élevée d'ICAM-1 (Yang et al., 2000). L’IL-10 joue aussi un 

rôle important dans la formation de la matrice extracellulaire en modulant l'expression des 

métalloprotéinases et de leurs inhibiteurs probablement via l’activation du transducteur du 

signal et activateur de transcription 3 (STAT3) et la suppression de p38 MAP kinase 

(Krishnamurthy et al., 2009), elle peut également induire la polarisation des Mφs cardiaques 

vers le phénotype M2 essentiels à un microenvironnement favorable à la réparation tissulaire 

(Jung et al., 2017).  
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1.2. Monocytes  

1.2.1. Définition 

Les MOs humains ont été définis à l'origine par leur morphologie distinctive au début du 

siècle précédent par Paul Ehrlich et Ilya Metchnikoff (Guilliams et al., 2018). Ils représentent 

un des membres du système des phagocytes mononucléaires (MPS), qu'ils partagent avec 

les Mφs et les cellules dendritiques conventionnelles (cDC) (Guilliams et al., 2014).  

Chez l'homme, les MOs représentent environ 10% des leucocytes mononucléés circulants. 

Ils sont facilement accessibles et donc largement étudiés, soit ex vivo après stimulation, soit 

après une maturation en Mφs en présence de macrophage colony-stimulating factor (M-CSF) 

(Guilliams et al., 2013).   

Les MOs représentent également des cellules accessoires et forment un pont reliant 

l'inflammation et la défense innée contre les micro-organismes aux réponses immunitaires 

adaptatives. Dans des conditions pathologiques, les MOs acquièrent des fonctions effectrices 

inflammatoires mais peuvent également développer des propriétés régulatrices essentielles à 

l’homéostasie et la réparation tissulaire (Jakubzick et al., 2017).  

1.2.2. Ontogénie et destins cellulaires  

1.2.2.1. Origine des monocytes fœtaux et post-nataux  

 Chez la souris à partir du jour embryonnaire (E) 8,5, les MOs apparaissent initialement 

dans le foie fœtal à partir de progéniteurs érythromyéloïdes (EMPs) tardifs émergeant du sac 

vitellin. Ensuite à E10,5, les cellules souches hématopoïétiques immatures (CSHs) qui 

proviennent de l’aorte dorsale embryonnaire au niveau de la région aorte-gonade-

mésonéphros (AGM) transitent par différents organes hématopoïétiques. En effet, elles 

colonisent et établissent une hématopoïèse définitive dans le foie fœtal où le système 

immunitaire sera majoritairement développé, puis ensemencent la moelle osseuse mais ne 

sont pleinement fonctionnelles que plusieurs jours après la naissance, de sorte que les CSHs 

du foie et de la rate continuent à fournir des MOs pendant la période périnatale jusqu'à 

l'établissement de CSHs de type adulte (Hoeffel and Ginhoux, 2018).  

Pendant la période post-natale, Les MOs sont produits à partir des CSHs via des 

progéniteurs qui sont dotés d’un potentiel de lignage progressivement restreint qui finit par 

s’engager dans la production des MOs. En effet, les CSHs se différencient d’abord en deux 

grands progéniteurs communs : un lymphoïde et l’autre myéloïde (CMP) capable de produire 

les MOs, les neutrophiles, les DC, les érythrocytes et les mégacaryocytes (Akashi et al., 2000; 

Manz et al., 2002). Les progéniteurs comme les progéniteurs granulocyte-MO (GMP) peuvent 

produire des MOs et des neutrophiles alors que les progéniteurs MO-DC (MDP) produisent 

des MOs ainsi que des DC conventionnels et plasmacytoïdes (cDC et pDC) (Akashi et al., 

2000; Auffray et al., 2009a; Fogg, 2006; Yáñez et al., 2017). Ces derniers génèrent par la suite 
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d’autres beaucoup plus restreints, s’ensuit dès lors leur différenciation en précurseurs pro-

MOs puis en MOs prêts à quitter la moelle osseuse pour rejoindre la circulation sanguine (Wolf 

et al., 2019). Chez l’adulte, la rate contient également un réservoir de MOs qui peuvent être 

rapidement recrutés en réponse à une blessure ou une inflammation (Swirski et al., 2009).  

1.2.2.1.1. Régulation extrinsèque  

La différenciation des MOs sanguins nécessite l’action de deux grands types de facteurs, 

les uns font partie de la famille de facteur stimulant les colonies (CSF) capable d’engendrer 

des colonies de cellules hématopoïétiques et d’autres sont dits synergiques et apportent un 

effet indirect (Bidri and Arock, 1996).  

1.2.2.1.1.1. Facteurs stimulant les colonies  

Parmi le plus important de ces facteurs de croissance est le  Facteur-1 stimulant les 

colonies (Csf-1) également connu sous le nom de facteur stimulant les colonies de Mφs (M-

CSF). Chez l'homme, le M-CSF seul n'a pratiquement aucune activité CSF ; pour être 

stimulant, de faible concentration de GM-CSF semblerait être nécessaire. Il agit plus comme 

un facteur de survie ou d'activation des MOs et des Mφs que comme un facteur de croissance 

(Auffray et al., 2009b). D’autres facteurs comme le facteur stimulant les colonies de 

granulocytes/Mφs (GM-CSF) ou l’IL-3 sont aussi indispensable pour le développement des 

MOs. L'action du GM-CSF est extrêmement proche à celle d’IL-3, probablement due à leur 

chaine de transduction β qui est commune (Nicola and Metcalf, 1991). Ils agissent aussi bien 

sur la plupart des progèniteurs, que sur les cellules matures des lignées granulomonocytaires 

leur conférant ainsi une action très polymorphe (Bidri and Arock, 1996).  

1.2.2.1.1.2. Facteurs synergiques  

Pendant la monocytopoïèse, l’IL-1 agit plus précocement que l’IL-3. En revanche, son 

action reste très brève et a besoin d’être relayée à un autre facteur pour donner lieu à la 

formation de colonies. L’IL-1 induit aussi la synthèse de GM-CSF par les cellules stromales 

comme les cellules endothéliales et les lymphocytes T. De plus, l’IL-6 a également une action 

dans les temps précoces du développement des MOs, en étant synergique avec l’IL-3 et le 

GM-CSF (Bidri and Arock, 1996).  

1.2.2.1.2. Régulation intrinsèque  

La monocytopoïèse est contrôlée par l'expression et la suppression de facteurs de 

transcription spécifiques à des moments précis de la voie de développement des MOs. Ces 

derniers mettent en place des programmes spécifiques de lignage qui dépendent de : leur 

niveau d’expression, leur timing d’apparition, la collaboration et la compétition entre eux (Terry 

and Miller, 2014). 

http://dictionnaire.sensagent.leparisien.fr/Facteur-1%20stimulant%20les%20colonies/fr-fr/#anchorSynonyms
http://dictionnaire.sensagent.leparisien.fr/Facteur-1%20stimulant%20les%20colonies/fr-fr/#anchorSynonyms
http://dictionnaire.sensagent.leparisien.fr/Facteur%20de%20croissance%20des%20macrophages/fr-fr/#anchorSynonyms
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En plus de son rôle dans la génération de CMPs dans la myolopoïèse précoce, le facteur de 

transcription PU.1 joue un rôle important dans la différenciation des MOs à différents stades 

de l'engagement, en entrant dans des interactions antagonistes avec différents facteurs de 

transcription (Scott et al., 1994). En effet, une expression élevée de PU.1 antagonise les 

régulateurs clés d'autres voies de développement telles que GATA-1, GATA-2 et 

CCAAT/enhancer-binding protein α (C/EBPα) qui respectivement ferme la voie de 

développement des mégacaryocytaire/érythroïde, des mastocytes et des granulocytes 

(Rekhtman et al., 1999; Zhang et al., 1997, 1999). En revanche, une expression à des niveaux 

faibles ou égaux de PU.1 peuvent entraîner des lectures coopératives ou une collaboration 

avec d’autres facteurs de transcription (Graf and Enver, 2009). Par exemple, la combinaison 

de C/EBPα et PU.1 est nécessaire ectopiquement pour induire le destin des Mφs dans les 

cellules B (Xie et al., 2004), les cellules T (Laiosa et al., 2006) et les fibroblastes (Feng et al., 

2008).   

D’autres facteurs de transcription pour déterminer le sort des MOs sont impliqués. Par 

exemple, interferon consensus sequence binding protein (ICSBP)/le facteur 8 régulateur de 

l’IFN (IRF-8) peut également conduire à la différenciation monocytaire, au détriment de la 

différenciation granulocytaire des progéniteurs déficients en ICSBP/IRF-8. Ce résultat a fait 

supposer l’implication en conjonction de PU.1 (Tamura et al., 2000). De même, le facteur 4 de 

type Krueppel (KLF4) peut induire le destin des Mφs et en tant que facteur qui agit 

secondairement à l’action de PU.1, KLF4 peut sauver sélectivement la différenciation des MOs 

à partir des progéniteurs déficients en PU.1, tandis que la déficience en KLF4 fausse la 

différenciation des progéniteurs myéloïdes vers le sort granulocytaire (Feinberg et al., 2007).  

1.2.2.2. Différenciation en macrophages  

Pendant l'homéostasie et l'inflammation, les MOs circulants quittent le flux sanguin et 

migrent dans les tissus où ils se différencient en Mφs tissulaires sous l’effet de plusieurs 

facteurs de croissance locaux, des cytokines pro-inflammatoires et des produits microbiens 

(Shapouri-Moghaddam et al., 2018).  

L’hypothèse selon laquelle tous les Mφs résidents dans les tissus proviennent uniquement 

de la différenciation des MOs circulants a été réfutée pour différences morphologiques et 

fonctionnelles entre ces cellules (Epelman et al., 2014). Il est maintenant bien établi que la 

plupart des Mφs tissulaires sont des cellules à longue durée de vie dérivées des EMPs 

pendant une onde hématopoïétique transitoire émergeant dans le sac vitellin. Le développent 

de ces Mφs à partir des EMPs se fait au moins par deux voies distinctes : la première est 

indépendante du facteur de transcription c-Myb et donne naissance à des Mφs primitifs du sac 

vitellin sans passer par les MOs, la seconde nécessite l’expression de c-Myb et se fait suite à 
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la différenciation des MOs fœtaux eux même dérivés des EMPs ayant coloniser le foie fœtal 

(Hoeffel and Ginhoux, 2018).  

Ainsi, les Mφs du cerveau appelés cellules microgliales dérivent exclusivement des 

progéniteurs du sac vitellin, indépendamment des CSHs et des MOs. D'autres Mφs tissulaires 

sont dérivés des MOs mais avec des origines temporelles diverses. Par exemple, les Mφs 

alvéolaires des poumons et les cellules de Kupffer du foie proviennent initialement des 

progéniteurs du sac vitellin mais sont ensuite remplacés par des MOs dérivés du foie fœtal. 

En revanche, les Mφs du cœur, du pancréas, de l'intestin et du derme dérivent premièrement 

des MOs du foie fœtal puis sont remplacés par les MOs dérivés de la moelle osseuse, après 

la naissance ou plus tard dans la vie de manière significative ou presque entièrement selon le 

type tissulaire (Ginhoux et al., 2016; Wolf et al., 2019). 

1.2.2.3. Différenciation en cellules dendritiques 

L’habilitée des MOs à se différencier en DCs immatures caractérisées par une faible 

expression du CMH-II a été initialement démontrée in vitro après culture des MOs en présence 

de GM-CSF et d’IL-4 (Sallusto and Lanzavecchia, 1994). Les DCs dérivées des MOs (mo-

DCs) immatures peuvent ensuite maturer après traitement au LPS, le TNF, l'INF ou le CD40L 

(Ardavı́n et al., 2001). La maturation des DCs est un processus complexe accompagné par 

l’augmentation de l’expression du CMH-II et des molécules de costimulation, ainsi que des 

changements dans le traitement de l'antigène et la capacité de présentation, le comportement 

de migration et la capacité d'induire et de moduler les réponses des cellules T, NK et B 

(Palucka et al., 1999). La différenciation des MOs en DCs est contrôlée par le facteur de 

transcription IRF4 et favorisée par l’activation du récepteur d’aryl d’hydrocarbone (AHR) 

(Goudot et al., 2017).  

Dans les modèles murins, les mo-DCs apparaissent au cours d’une réponse inflammatoire 

mais sont aussi présentes dans les muqueuses de la peau et de l’intestin dans un état 

physiologique normal. Ce schéma s’applique aussi aux humains où ces mo-DCs se trouvent 

à l'état d'équilibre dans la peau humaine mais aussi dans des conditions inflammatoires 

(Goudot et al., 2017). L’analyse transcriptomique montre que les DCs d'ascite partagent des 

signatures de gènes avec les mo-DCs générées in vitro, soutenant l'idée que ces DCs seraient 

donc des mo-DCs tissulaires (Segura et al., 2013).  

1.2.3. Classification des monocytes humains 

1.2.3.1. Expression du CD14 

Le CD14 est un marqueur de différenciation myéloïde exprimé principalement sur les MOs 

et les Mφs, bien que de faibles niveaux soient également exprimés sur les neutrophiles. Le 

CD14 peut être sous forme de glycoprotéine ancrée au glycosylphosphatidylinositol (GPI) de 
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la membrane cellulaire ou sous forme de deux isoformes solubles qui peuvent être générées 

par clivage à la surface de la cellule ou libérées à partir de pools intracellulaires (Shive et al., 

2015). D’un point de vue structurel, le CD14 membranaire est sous forme de solénoïde avec 

trois sites de N-glycosylation occupés par des oligosaccharides essentiels à la sécrétion et au 

bon fonctionnement des protéines (da Silva et al., 2017).  

En raison de l'absence d'un domaine cytoplasmique et de l'incapacité de GPI à activer 

directement les voies de signalisation (Lee et al., 1993), l’association des récepteurs de type 

Toll (TLRs) au CD14 est nécessaire pour activer les voies de signalisation intracellulaires et le 

plus important d’entre eux est le TLR4 (Poltorak, 1998). Ainsi, le CD14 associé au TLR4 se lie 

aux LPS retrouvés au niveau des parois cellulaires des bactéries gram négatif par 

l’intermédiaire de la protéine de liaison au LPS (LBP), le glucide structural et le lipide A du LPS 

sont pratiquement les mêmes pour ces bactéries et représentent la cible pour la fixation du 

CD14 (Arroyo-Espliguero, 2004). Ensuite, le TLR4 active plusieurs voies de signalisation 

intracellulaire, la plus importante étant la voie TLR4/NF-κB (Guha and Mackman, 2001) 

conduisant à la synthèse et à la libération de peptides antimicrobiens, de cytokines et de 

chimiokines pro-inflammatoires et d'autres molécules de co-stimulation qui fournissent un lien 

avec immunité adaptative (Barnes and Karin, 1997).  

Bien que caractérisé pour son association au TLR4 en réponse au LPS, le CD14 participe 

également à l'activation de plusieurs TLR extracellulaires et endosomiques (da Silva et al., 

2017).  

1.2.3.2. Expression du CD16 

Le CD16 ou FcγRIII est un récepteur transmembranaire de type I contenant deux 

domaines extracellulaires de type immunoglobuline (Ig) et ont une faible affinité pour les 

anticorps IgG (Stern-Ginossar and Mandelboim, 2010). Chez l'homme, le CD16 est exprimé 

sous deux formes distinctes : CD16a et CD16b et présentent une homologie de 96% dans la 

portion extracellulaire du récepteur. Le CD16a est exprimé sur les cellules NK, les MOs, les 

Mφs et les trophoblastes placentaires sous forme de protéine transmembranaire ancrée au 

polypeptide (Nagarajan et al., 1995). Le poids moléculaire de ce récepteur varie entre 50 et 

80 kDa, cette variation est probablement due à la glycosylation du récepteur ainsi qu’à la 

présence de deux allotypes ; soit avec un résidu phénylalanine ou valine en position 158  

(Dorion-Thibaudeau et al., 2014). Le CD16b est exprimé sur les neutrophiles sous une forme 

ancrée au GPI (Nagarajan et al., 1995).  

Chez l’homme, seuls les MOs CD16+ ont la capacité d’exercer la cytotoxicité dépendante 

de l’anticorps (ADCC) (Romano et al., 2015). Cela est de même chez la souris (Biburger et al., 

2011). Une déficience en  FcγRIV, l'homologue murin du CD16 humain (Mechetina et al., 

2002) présentent des défauts dans plusieurs modèles d'ADCC (Nimmerjahn et al., 2010). 
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Dans une étude récente, il a été démontré que l'engagement de CD16 sur les MOs par 

l'anticorps lié aux cellules cibles a activé les β2-intégrines et a induit la sécrétion de TNF-α. A 

son tour, cela a induit l'expression du TNFR sur les cellules cibles, les rendant sensibles à la 

mort cellulaire médiée par le TNF-α. Le traitement avec des agonistes TLR, des DAMPs ou 

des cytokines, tels que l'IFN-y, a encore amélioré l'ADCC. Les MOs dépourvus de CD16 n'ont 

pas exercé d'ADCC mais ont acquis cette propriété après que l'expression de CD16 a été 

induite soit par stimulation cytokinique ou par transfection transitoire (Yeap et al., 2016).  

L’engagement du CD16 sur les MOs peut aussi induire la phagocytose cellulaire 

dépendante de l’anticorps (ADCP) qui servira à éliminer les pathogènes après une 

opsonisation spécifique par les anticorps (Aderem and Underhill, 1999). Dans l’ADCP, les 

récepteurs CD16 agrégés deviennent phosphorylés via les tyrosine kinases de la famille Src 

sur leur motif d'activation des récepteurs immuns basé sur la tyrosine (ITAM) à partir de la 

sous-unité y associée, formant un site d'accueil pour Syk et déclenchant une cascade de 

signalisation impliquant la protéine kinase C (PKC), la PI3K et la génération du 

phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP2), du phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate 

(PIP3) et du diacylglycérol (DAG). Ceux-ci conduisent à un remodelage du cytosquelette 

d'actine qui permet d’engloutir la cible (Tay et al., 2019).  

1.2.3.3. Sous-ensembles des monocytes humains  

L'énorme hétérogénéité dans la taille, la morphologie, la production de cytokines, la 

fonction phagocytaire et l'adhésion cellulaire des MOs humains a été décrite pour la première 

fois en 1989 (Passlick et al., 1989), ce qui a ouvert la porte à plusieurs tentatives pour définir 

des sous–groupes et pour enfin arriver à une nomenclature qui sépare trois sous-ensembles 

de MOs en fonction de l’intensité d’expression du  CD14 et du CD16 (Ziegler-Heitbrock et al., 

2010). Ainsi les MOs classiques (CD14++CD16−) expriment fortement le CD14 face à une 

absence de CD16 et représentent entre 80 à 95 % des MOs circulants, les MOs intermédiaires 

(CD14++CD16+) sont plutôt caractérisés par l’acquisition d’une faible expression de CD16 et 

représentent 2 à 8 % des MOs totaux, alors que les MOs non-classiques (CD14+CD16++) avec 

une proportion de 2 à 11% co-expriment faiblement le CD14  et fortement le CD16 (Sampath 

et al., 2018).  

Bien que cette classification ait été utile pour délimiter certains aspects biologiques des 

MOs, il a été en même temps techniquement difficile d'associer l'expression de CD16 à la 

fonctionnalité cellulaire en termes de production de cytokines. En effet, plusieurs études ont 

montré que les MOs classiques produisent les niveaux les plus élevés de la cytokine anti-

inflammatoire (IL-10) (Cros et al., 2010; Smedman et al., 2012; Wong et al., 2011). Quant aux 

MOs intermédiaires, ils ont été décrits comme la principale source de cytokines pro-

inflammatoires telles que le l’IL-1β, l’IL-6 et le TNF-α (Rossol et al., 2012; Tolouei Semnani et 
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al., 2014), cependant une autre étude a révélé que ces mêmes MOs pourraient être 

d’importants producteurs d’IL-10 après stimulation des TLRs (Skrzeczyńska-Moncznik et al., 

2008). La question de savoir si ces cellules peuvent produire simultanément des cytokines 

pro- et anti-inflammatoires ou s'il existe différentes cinétiques de sécrétion de ces médiateurs 

n’est pas encore élucidé. En revanche, les MOs non-classiques produiraient d’avantages de 

TNF-α et d’IL-1β en réponse au LPS et seraient les plus inflammatoires (Wong et al., 2012).  

De plus, l'analyse de l’expression des molécules de surface sur les sous-populations de 

MOs a révélé une expression différentielle des TLRs, des RS et des molécules de co-

stimulation. Les MOs intermédiaires et non classiques expriment d’avantage de TLR 2, 4, 5, 

de molécules co-stimulantes CD80, CD86 et HLA-DR que les MOs classiques suggérant leur 

rôle dans la présentation de l'antigène. D'un autre côté, une expression plus élevée des RS 

comme le CD36 et le CD163 sur les MOs classiques laisse à penser que ces cellules ont une  

fonction phagocytaire prédominante (Mukherjee et al., 2015).  

Il est important de mentionner que des redondances et des chevauchements fonctionnels 

importants entre les sous-populations ont été notés dans plusieurs études et des résultats 

contradictoires dans la littérature ont rendu plus difficile l'attribution des fonctions immunitaires 

précises aux différents sous-types  de MOs à l'état d'équilibre (Merah-Mourah et al., 2020).  

1.2.4. Caractéristiques fonctionnelles des monocytes  

1.2.4.1. La dichotomie oxyde nitrique synthase inductible/Arginase  

1.2.4.1.1. Oxyde nitrique synthases  

Les NO synthases (NOS) sont des oxydoréductases qui dégradent la L-arginine en NO et 

en L-citrulline. Sur le plan structurel, ces enzymes sont des protéines homodimériques où 

chaque monomère est constitué de deux domaines : Le domaine C-terminal portant une 

activité réductase contient la flavine-adenine dinucléotide (FAD) et la flavine mononucléotide 

(FMN) ainsi que les sites de liaison au nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH). 

Alors que le domaine N-terminal possède une activité oxygénase et comporte les sites de 

liaison à la L-arginine et à la tétrahydrobioptérine (BH4), en plus de l’hème. Les deux domaines 

sont reliés par un site central qui lie la calmoduline ce qui facilite le transfert d‘électrons depuis 

le NADPH vers les flavines, puis des flavines jusqu’à l’hème (Alderton et al., 2001).  Ces NOS 

requièrent la présence de la calmoduline et de plusieurs cofacteurs notamment le NADPH, la 

BH4, l'hème, la FAD et la FMN pour être complètement actives. Chimiquement en présence 

d’oxygène moléculaire, la L-Arginine est hydroxylée par l’hème du domaine oxygénase en  Nω-

hydroxy-L-arginine (NOHA) grâce aux électrons provenant du NADPH. La NOHA est oxydée 

à son tour pour donner le NO et la citrulline (Stuehr, 1999) (Figure 7).  
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Figure 7. Structure et fonction des NOS. Le NADPH se fixe au domaine réductase des NOS où une 
1ère oxydation s’opère. Les deux électrons ainsi libérés transitent par FAD puis FMN aboutissant de la 
sorte au domaine oxygénase, qui possède les sites de fixation de BH4 et de l’hème. Ce flux d’électrons 
n’est possible que si la calmoduline (CAM) est couplée à l’enzyme, ce qui rend l’activité des NOS 
constitutives dépendante du calcium alors que l’isoforme inductible possède une grande affinité au 
calcium. La L-arginine est hydroxylée par l’hème du domaine oxygénase en NOHA grâce aux deux 
électrons libérés suite à l’oxydation du NADPH et à la présence de l’oxygène moléculaire. NOHA est 
oxydée à son tour pour donner du NO et la citrulline. Cette double oxydation peut être inhibée par le NO 
en se fixant à l’atome de fer héminique. 

Il existe trois isoformes de NOS : la NOS1 ou NOS neuronale (nNOS) isolée pour la 

première fois dans les neurones (Bredt and Snyder, 1990), la NOS2 mise en évidence dans 

les Mφs stimulés par le LPS et l’IFN-γ (Xie et al., 1992) et la NOS3 isolée dans les cellules 

endothéliales (Palmer et al., 1987). Une autre terminologie est aussi utilisée regroupant les 

NOS1 et 3 sous le terme de NOS constitutives (cNOS) et les iNOS représentées par la NOS2. 

La synthèse du NO par les cNOS dépend des ions de calcium intracellulaires et de la liaison 

de ces enzymes à la calmoduline. C‘est donc la fixation du complexe calcium-calmoduline qui 

conditionne la réaction de synthèse de NO par les cNOS (Forstermann and Sessa, 2012). 

L'iNOS quant à elle n'est exprimée qu'après stimulation et possède une affinité très élevée 

pour la calmoduline, elle s’y lie à de très faibles concentrations de calcium ce qui la rend ainsi 

indépendante de la présence de calcium (Forstermann and Sessa, 2012) allant même jusqu’à 

suggérer la calmoduline comme étant une sous-unité d’iNOS (Cho et al., 1992). 

Physiologiquement, les NOS1 et NOS3 produisent des concentrations de NO de l’ordre du pM 

au nM, tandis que NOS2 produit une plus grande quantité de NO de l’ordre du µM. 

1.2.4.1.1.1. Expression et régulation de l’oxyde nitrique synthase inductible 

 Chez l’homme, le gène qui code iNOS est localisé sur le chromosome 17, cette enzyme 

est exprimée sur de multiples tissus et types cellulaires. L'induction d’iNOS est médiée par 

l’IFN-γ en particulier en combinaison avec le LPS où ils interagissent en synergie mais elle 

peut également être activée par d'autres cytokines inflammatoires telles que l’IL-1, le TNF et 

l’IFN-α ou –β (Bronte and Zanovello, 2005).  
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La régulation de l’expression d’iNOS peut être d’ordre transcriptionnel impliquant la 

modulation de l’activité du promoteur et la stabilité des transcrits matures (ARNm) (Rao, 2000). 

Par exemple, l’activité du promoteur d’iNOS peut être réprimée par des récepteurs nucléaires 

comme les récepteurs aux glucocorticoïdes qui forment des complexes avec STAT1α, AP-1 

et NF-κB provoquant leur transrépression. AP-1 peut aussi inhiber l’activité du promoteur 

d’iNOS en se fixant sur une séquence Silencer dite AP-1-like. Le suppresseur de tumeur p53 

et le TGF-β répriment également l’expression d’iNOS (Pautz et al., 2010). La régulation de la 

stabilité des ARNm d’iNOS dépend des séquences 3’-UTR, les analyses de ces séquences 

chez l’humain ont révélé la présence des éléments riches en AU (ARE). Ces ARE médient la 

désintégration de l'ARNm principalement par le recrutement de l'exosome dans les ARNm 

favorisant ainsi leur dégradation rapide. Cependant, l'exosome semble avoir besoin de 

certaines protéines de liaison pour reconnaitre les ARNm contenant ARE (Pautz et al., 2010). 

D’autres mécanismes post-transcriptionnels régulant la production du NO dérivée d'iNOS ont 

été décrits comme la disponibilité de son substrat, la L-arginine. En effet, d’autres enzymes 

comme les arginases entrent en compétition pour le même substrat (Bronte and Zanovello, 

2005) et une déplétion d’arginine par ces enzymes sera associée à une diminution de l’activité 

d’iNOS (Lee et al., 2003). De plus, la nitration d‘iNOS pourrait être associée à une diminution 

de son activité et pourrait être considérée comme un niveau supplémentaire de régulation de 

l’activité d’iNOS (Lanone et al., 2002).  

L’expression d’iNOS et la production de NO peuvent être associées à des  

dérèglements immunitaires à l’origine de maladies auto-immunes et de maladies 

inflammatoires chroniques comme dans les Mφs au cours de la sclérose en plaque (De Groot 

et al., 1997) ou encore la maladie de Crohn (Singer et al., 1996).  

1.2.4.1.1.2. Production d’oxyde nitrique  

Le NO est un radical de petit poids moléculaire d’environ 30 kDa qui assure de multiples 

activités biologiques (Pavanelli et al., 2010). Il est produit par différentes cellules du système 

immunitaire notamment les MOs et les Mφs et les cellules qui sont impliquées dans les 

réponses immunitaires telles que les cellules endothéliales, les cellules épithéliales, les 

VSMCs, les fibroblastes… etc. Il peut exercer son effet sur la cellule cible de manière autocrine 

ou paracrine grâce à sa propriété lipophilique qui lui permet de diffuser à travers la membrane. 

Ne possédant pas de récepteur cellulaire, le NO ne peut pas déclencher une cascade de 

signalisation classique messager/récepteur cellulaire. Néanmoins, il est considéré comme une 

molécule essentielle dans la signalisation cellulaire en interagissant avec les molécules cibles 

(Aribi et al., 2015).  
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Le NO produit particulièrement par iNOS dans les MOs et les Mφs activés est impliqué 

dans l’inflammation, l’invasion microbienne et la cytotoxicité (Guzik et al., 2003). Par exemple, 

Il agit comme un médiateur de l’inflammation en augmentant l’activité enzymatique de COX 

ce qui favorise la production des eicosanoïdes pro-inflammatoires (Salvemini et al., 2013) et 

exerce également une immunité contre diverses bactéries, virus, champignons et parasites 

(Shreshtha et al., 2018). Le NO se combine aussi avec l’O2
- pour former du ONOO- qui 

accentue davantage l’effet cytotoxique du NO par l'oxydation des LDL (Botti et al., 2005), les 

dommages à l'ADN provoquant l’accumulation des mutations et l’oncogenèse (Kundu and 

Surh, 2008) et la nitration des protéines sur les résidus tyrosines qui est souvent utilisée 

comme biomarqueur des situations pathologiques associées à l’inflammation (Jones, 2012).  

1.2.4.1.2. Activité de l’arginase  

L'arginase est une métalloenzyme présente dans les cellules humaines sous deux 

isoformes : l'arginase 1 (Arg1) dans le cytosol et l'arginase 2 (Arg2) dans les mitochondries. 

Les deux hydrolysent la L-arginine pour produire de la L-ornithine et de l’urée grâce à un 

mécanisme impliquant un hydroxyde et deux ions de manganèse (Mortier et al., 2017). L-

ornithine est le précurseur de la proline et des polyamines importantes pour la production de 

collagène et la réparation des tissus (Caldwell et al., 2015).  

En fonction de leur état d’activation et de leur orientation inflammatoire, les Mφs sont 

classés en deux phénotypes distincts : M1 dits « classiques » et M2 dits « alternatifs ». Le 

métabolisme de l’arginine est un paramètre métabolique qui discrimine remarquablement ces 

deux populations de Mφs (Mills et al., 2000). En effet, les Mφs se différencient en M1 en 

réponse aux stimuli microbiens comme le LPS et aux cytokines de type Th1 tels que l’IFN-γ et 

produisent de grandes quantités de NO via iNOS (Sica and Mantovani, 2012). A l’opposé, les 

Mφs peuvent être polarisés en M2 par les cytokines de type Th2 tels que l’IL-4 et l’IL-13 ou 

l’IL-10, ces cytokines induisent l’expression de niveaux élevés d’Arg1 qui entrent en 

compétition avec iNOS pour le pool d’arginine et préviennent la génération de NO (Gordon 

and Martinez, 2010).  

L’activité de l’arginase induit une déplétion de l’arginine dans le milieu extracellulaire et par 

conséquent bloque la synthèse du NO par les NOS. La suppression de ce substrat par 

l’arginase inhibe également l'expression d’iNOS en réprimant la traduction ainsi que la stabilité 

de la protéine iNOS (El-Gayar et al., 2003; Lee et al., 2003). De plus, l'arginase peut inhiber 

la production du NO médiée par iNOS par la génération d'urée (Prabhakar et al., 1997). Ce 

qui suggère que l'arginase régule négativement la production du NO via de multiples 

mécanismes. En revanche, NORA un intermédiaire formé lors de la catalyse de la L-arginine 

par les NOS est connu pour être un puissant inhibiteur de l'arginase (Boucher et al., 1994). 
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Ces interactions régulatrices réciproques suggère un effet antagoniste de ces deux systèmes 

enzymatiques l’un envers l’autre.  

1.2.4.1.3. Switch entre les voies métaboliques de la L-arginine  

Pendant la réponse inflammatoire, les MOs et les Mφs activés sont soumis à un stress 

oxydatif caractérisé par l’expression des niveaux élevés d’iNOS et de l'isoforme phagocytaire 

de la NADPH oxydase (NOX)-2. iNOS et NOX2 produisent respectivement des niveaux nocifs 

et cytotoxiques de NO et d’O2
- importants à l’éradication des agents pathogènes (Satriano, 

2004). Cette réponse inflammatoire est suivie d'une phase de résolution et de réparation qui 

commence dans les 3 à 5 jours. Au cours de cette phase, l'expression de l'arginase est 

augmentée et conduit à la synthèse de la proline et des polyamines. La proline est nécessaire 

à la formation du collagène et la restauration de la matrice extracellulaire tandis que les 

polyamines sont importantes pour la prolifération cellulaire. L'équilibre entre la consommation 

de l-arginine par iNOS et l'arginase contrôle les événements cytotoxiques et le processus de 

guérison médiés respectivement par iNOS et l’arginase (Caldwell et al., 2018).  

1.2.4.2. Production de peroxyde d’hydrogène  

Le système enzymatique primaire qui génère des ROS pendant le début de l'inflammation 

est la NOX (Brandes et al., 2014).  

Dans les MOs humains au repos, le complexe NOX n'est pas assemblé et ses composants 

sont situés dans le cytosol et la membrane. Les composants membranaires comprennent le 

cytochrome b558 composé de gp91phox et p22phox et les composants cytosoliques comprennent 

p47phox, p67phox et Rac1. Lors de l'activation, les composants cytosoliques se transloculent vers 

la membrane où ils s'associent aux composants de la membrane, le complexe enzymatique 

nouvellement formé catalyse activement la production d'H2O2 et d’O2
- (Cathcart, 2004). Le 

H2O2 exerce plusieurs activités à différents niveaux :  

 Phagocytose  

Pendant la phagocytose, le H2O2 et les radicaux hydroxyles attaquent la membrane 

cellulaire microbienne et endommagent également l'ADN bactérien. De plus, le H2O2 peut 

interagir avec la MPO pour acidifier le pH du phagolysosome ce qui dissout les parois 

cellulaires et tue l’agent pathogène (2012).  

 Inflammation  

Le H2O2 peut également agir comme une molécule de signalisation intracellulaire ou 

locale pour favoriser l’inflammation. En effet, le H2O2 peut moduler la fonction des protéines 

en  induisant des modifications chimiques réversibles des résidus thiols protéiques qui 

entraînent des changements conformationnels affectant la liaison à l'ADN, l'activité 
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enzymatique ou la formation de complexes protéiques. Le NF-κB/Rel est l’un des complexes 

sensibles à l’oxydoréduction par le H2O2 (Wittmann et al., 2012). L’activation Redox-

dépendante de NF-κB peut se produire par plusieurs voies distinctes notamment l’activation 

des MAPKs par l’oxydation des cystéines catalytiques des phosphatases inactivatrices de 

MAPKs (Kamata et al., 2005; Son et al., 2011) ou par l’induction des Syk kinases qui à leur 

tour induisent la phosphorylation des résidus tyrosine des inhibiteurs IκB (Takada et al., 2003). 

De plus, la liaison des leucocytes à VCAM-1 stimule NOX2 des cellules endothéliales 

entraînant la production de H2O2 qui active localement les MMPs, ces dernières dégradent la 

matrice et les récepteurs des cellules endothéliales des jonctions cellulaires facilitant la 

migration transendothéliale des leucocytes au site de l’inflammation (Alexander and Elrod, 

2002; Cook-Mills, 2006).  

En revanche, le H2O2 peut également agir comme un régulateur négatif de l’activation de 

NF-κB par oxydation de la cystéine en position 62 de p50 ce qui inhibe la liaison de cette sous-

unité à l’ADN (Matthews et al., 1992) ou par l’inactivation du complexe enzymatique IKK par 

oxydation des résidus cystéines (Korn et al., 2001).  

Les ROS notamment le H2O2 sont des effecteurs critiques qui participent à plusieurs 

événements cellulaires régulés par Redox et dont le résultat final est la résolution de 

l'inflammation. Cependant, une génération excessive de ROS entraîne une inflammation 

chronique, des lésions inflammatoires des tissus, une défaillance d'organe et le 

développement d'une variété de maladies inflammatoires chroniques (Vazquez-Medina, 

2018).   

1.2.4.3. Phagocytose et destruction bactérienne « Bacterial Killing »   

La phagocytose est un processus complexe exercé par des cellules immunitaires 

spécialisées telles que les MOs. Elle représente l'un des principaux mécanismes de défense 

non spécifiques qui contribuent à l'élimination des micro-organismes, des agents pathogènes 

et des débris cellulaires et pourrait également être nécessaire au développement 

embryonnaire et au remodelage tissulaire (Döring et al., 2015).   

Différents récepteurs peuvent conduire à la phagocytose d’agents pathogènes et les 

éléments du cytosquelette assemblés au site de la phagocytose diffèrent selon le récepteur 

employé et la nature de l'agent pathogène internalisé. De plus, les conséquences 

inflammatoires de l'internalisation des pathogènes varient considérablement. Ainsi, la 

phagocytose médiée par le récepteur du complément est non-inflammatoire, celle médiée par 

les récepteurs Fc est fortement pro-inflammatoire alors que l'absorption des cellules 

apoptotiques est anti-inflammatoire (Aderem, 2003). La reconnaissance du LPS par les MOs 

active les récepteurs TLR4 et conduit à l'activation de multiples voies de signalisation telles 
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que le NF-κB, la MAPK et la  PI3K (Wang et al., 2018). La voie de signalisation PI3K est 

impliquée dans la régulation de l’extension des pseudopodes qui nécessite une vague de 

remodelage lipidique pour former le phagosome (Kortholt et al., 2010) et son inhibition bloque 

la phagocytose par la modification de la polymérisation de l'actine aux sites d'absorption (Allen, 

2005).  

Dans le phagosome, la destruction du pathogène peut se faire par deux différents 

mécanismes. Le premier dépend de la présence de l’oxygène et la génération des ROS 

comme le H2O2 et les radicaux hydroxyles qui attaquent les membranes cellulaires et 

endommagent également l'ADN bactérien, la MPO contenue dans les lysosomes des MOs 

interagit avec le H2O2 en présence de chlore pour générer l’acide hypochloreux rendant le pH 

du phagolysosome acide et bactéricide (2012). Le second mécanisme est indépendant de 

l’oxygène et se fait via des granules lysosomales contenant des enzymes protéolytiques. Les 

granules primaires, secondaires et tertiaires fusionnent avec la membrane du phagosome pour 

libérer leur contenu, chaque type de granule possède une gamme différente de molécules 

cytotoxiques pour différentes cibles microbiennes. Ainsi, les primaires sécrètent les 

protéinases et le lysozyme, les secondaires déposent de la lactoferrine et des défensines 

quant aux tertiaires elles contiennent de la gélatinase, de l'acétyltransférase et du lysozyme 

(2012). 

Le processus de phagocytose prend fin avec l’apprêtement des peptides antigéniques et 

leur présentation aux cellules de l’immunité adaptative (Niedergang and Chavrier, 2004).  

1.2.4.4. Production des cytokines  

L'activation des voies de signalisation TLR provient des domaines Toll/IL-1 récepteur (TIR) 

cytoplasmiques partagés dans tous les TLRs (Akira et al., 2006; Janssens and Beyaert, 2003), 

des protéines adaptatrices contenant le domaine TIR telles que MyD88, protéine adaptatrice 

contenant le domaine TIR (TIRAP), molécule adaptatrice apparentée au TRIF (TRAM) et 

adaptateur à domaine TIR inducteur d’interféron β (TRIF), modulent les voies de signalisation 

TLR (Akira and Takeda, 2004). A des exceptions près, la signalisation à travers les TLRs 

nécessite MyD88 pour la production de cytokines inflammatoires. Cependant, il existe une voie 

indépendante de MyD88 déclenchée après signalisation via TLR3 ou TLR4 qui conduit à la 

production d'interférons de type I (Akira and Takeda, 2004; Mcgettrick, 2004; Takeda and 

Akira, 2004).  

Ainsi, dans l’activation du TLR4 par le LPS, TIRAP contenant un domaine TIR assure la 

médiation spécifique de la voie dépendante de MyD88 tandis que TRAM est recruté pour   

établir un lien entre TLR4 et TRIF dans la voie indépendante de MyD88 (Akira and Takeda, 

2004).  
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1.2.4.4.1. Voie dépendante de MyD88  

Après engagement du TLR4, MyD88 forme un complexe appelé myddosome avec les 

membres 1 et 4 de la famille des kinases associées au récepteur d’IL-1 (IRAK) (Lin et al., 

2010). Pendant la formation du myddosome, IRAK4 active IRAK1 qui est ensuite 

autophosphorylé sur plusieurs sites ce qui induit l'interaction de TRAF6 avec le complexe. 

L'association de IRAK4-IRAK1-TRAF6 provoque un certain changement conformationnel dans 

un ou plusieurs de ces facteurs conduisant à leur désengagement du complexe récepteur. Le 

complexe IRAK4-IRAK1-TRAF6 interagit de nouveau au niveau de la membrane avec un autre 

complexe préformé composé de kinase 1 activée par les isotypes de TGF-β (TAK1) et deux 

adaptateurs appelés TAK1-binding protein 1 (TAB1) et 2 (TAB2). Cette interaction induit la 

phosphorylation de TAB2 et TAK1 qui se transloquent ensuite avec TRAF6 et TAB1 vers le 

cytosol. TAK1 est ensuite activé dans le cytoplasme et permet l'activation d’IKK (Akira, 2003; 

Kawasaki and Kawai, 2014). IKK dans sa forme inactive séquestre le NF-κB dans le 

cytoplasme, son activation par TAK1 entraine la dégradation d’IκB et la libération de NF-κB 

qui est maintenant prêt à se déplacer au noyau pour induire l’expression des gènes pro-

inflammatoires. TAK1 active également les MAPK telles qu’ERK1/2, p38 et JNK ce qui conduit 

à l'activation du facteur de transcription AP-1 (Akira, 2003; Kawasaki and Kawai, 2014).  

1.2.4.4.2. Voie indépendante de MyD88 ou voie TRIF dépendante  

L’engagement du TLR4 induit également l’activation des TRIFs ce qui permet le 

recrutement de TRAF6 et TRAF3. TRAF6 recrute la kinase RIP-1 qui active le complexe TAK1 

conduisant à l'activation de NF-κB et MAPK et à l'induction de cytokines inflammatoires. En 

revanche, TRAF3 recrute les kinases TBK1 et IKKi pour la phosphorylation d'IRF3. Par la suite, 

l'IRF3 forme un dimère et se déplace dans le noyau à partir du cytoplasme où il induit 

l'expression des gènes d’IFN de type I (Akira et al., 2006; Kawai and Akira, 2010).  (Figure 8).   
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Figure 8. Signalisation TLR4 (Kawasaki and Kawai, 2014). TLR4 est localisé à la surface cellulaire. 

La formation d'un homo- ou hétéro-dimère initie la signalisation vers les deux principales protéines 
adaptatrices en aval, MyD88 et TRIF. TIRAP conduit le signal de TLR4 vers MyD88 et TRAM assure la 
médiation du signal de TLR4 vers TRIF. L'engagement TLR induit la formation du Myddosome formé 
de MyD88, IRAK1 et IRAK4. IRAK1 activé induit à son tour l'activation de TRAF6. L'activation de TAK1 
conduit à l'activation du complexe IKK-NF-κB et des MAPKs. L'activation des MAPKs conduit à 
l'activation du facteur de transcription AP-1. L'engagement TLR induit également l'activation TRIF après 
le recrutement de TRAF6 et de TRAF3. TRAF6 recrute RIP-1, qui active le complexe TAK1 et par la 
suite les MAPKs. TRAF3 recrute les kinases TBK1 et IKKi pour la phosphorylation d'IRF3 induisant 
l'expression des gènes d’IFN de type I.   

1.2.5. Immuno-métabolisme des monocytes  

1.2.5.1. Dynamique du calcium intracellulaire  

Le Ca2+ est un messager secondaire omniprésent qui contrôle plusieurs processus dans 

les cellules immunitaires (Vig and Kinet, 2009).  

A l’état de repos, la concentration intracellulaire des ions Ca2+ libres est généralement de 

l’ordre du nanomolaire, mille fois inférieure à celle du milieu extracellulaire et lors d’une 

stimulation elle peut atteindre des valeurs de l’ordre du micromolaire. Ces variations de Ca2+ 

intracellulaires constituent un système d’amplification particulièrement efficace et expliquent 

pourquoi le Ca2+ est universellement utilisé comme second messager (Bagur and Hajnóczky, 

2017). Il existe deux possibilités d’augmenter le Ca+2 intracellulaire ; la première possibilité est 

qu’il y ait un influx à partir du milieu extracellulaire via les canaux calciques de la membrane 

plasmique. Les ions Ca2+ se déplacent selon le gradient électro-physiologique. La deuxième 

possibilité est une libération des réserves calciques intracellulaires constituées par exemple 

par le réticulum endoplasmique activé par l’inositol-1, 4, 5-triphosphate (IP3). Ou encore par 
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la mitochondrie où l’efflux de Ca2+ se fait à travers l’échangeur Na+/Ca2+ (mNCX) et de 

l’échangeur H+/Ca2+ (mHCX) (Clapham, 2007).  

En revanche, La faible concentration de Ca2+ cytosolique est maintenue par l’extrusion 

vers :  

 Le milieu extracellulaire grâce à la pompe calcique ATP-dépendante de la membrane 

plasmique (PMCA) et aux échangeurs de cations NCX.   

 Le reticulum endoplasmique grâce à la pompe sarco/endoplasmic reticulum Ca2+ 

ATPase (SERCA).  

 Les protéines liant le Ca2+ (CaBPs). Certaines de ces protéines possèdent une activité 

enzymatique intrinsèque telles que la calcineurine ou la calpaïne alors que d’autres 

servent de lien entre le Ca2+ et la protéine porteuse de l’activité catalytique telles que  

la calmoduline ou la troponine C (Bagur and Hajnóczky, 2017).  

Le changement dans la concentration du Ca2+ cytosolique est crucial pour la fonction des 

MOs notamment leur réponse aux stimuli pro-inflammatoires tels que les chimiokines et le 

LPS, la chimiotaxie, la phagocytose et la production de cytokines. La dynamique du Ca2+ des 

MOs est altérée dans des conditions pathologiques comme le cas de la formation des cellules 

spumeuses au cours de l'athérosclérose (Sivaramakrishnan et al., 2012).  

1.2.5.2. Cholestérol cellulaire total  

Le cholestérol est le lipide de la famille des stérols le plus répandu dans l’organisme. En 

plus d'être un composant structural des membranes, le cholestérol sert également de 

précurseur pour la biosynthèse de plusieurs composés comme les acides biliaires, la vitamine 

D et plusieurs stéroïdes (Cerqueira et al., 2016).  

Toutes les cellules de l’organisme y compris les cellules immunitaires sont capables de 

synthétiser le cholestérol. Le premier substrat de cette synthèse est l’acétyl-CoA qui peut être 

produit dans la mitochondrie par glycolyse ou par β-oxydation des acides gras. L’acétoacétyl 

thiolase condense deux molécules d’acétyl-CoA dans le cytosol pour former une molécule 

d’acétoacétyl-CoA. Une troisième molécule d’acétylCoA est ensuite ajoutée pour former une 

molécule d’hydroxy-méthly-glutaryl-CoA (HMG-CoA) via HMG-CoA synthase. HMG-CoA est 

réduit en mévalonate par l’HMG-CoA-Reductase. Le mévalonate subit ensuite une série de 

condensations qui aboutit à la formation du farnésyl-pyrophosphate. La condensation de deux 

farnésyl-pyrophosphates par la squalène synthase produit le squalène qui est ensuite époxydé 

par la squalène oxydase puis cyclisé par la 2,3-oxydosqualène cyclase en lanostérol. A partir 

du lanostérol, 19 réactions sont encore nécessaires pour conduire à la formation des dérivés 

comme le desmostérol et le 7-dehydrocholestérol puis finalement au cholestérol (Cerqueira et 

al., 2016). En plus de la biosynthèse endogène, les MOs avec leurs récepteurs aux LDL 
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peuvent s’approvisionner en cholestérol (Fernandez-Ruiz et al., 2016).  

Le maintien de l’homéostasie du cholestérol intracellulaire nécessite la mise en place d’un 

équilibre entre les régulations de la synthèse endogène et de l’import/export par les MOs. Ces 

mécanismes sont contrôlés par le taux intracellulaire du cholestérol via une régulation 

transcriptionnelle et post transcriptionnelle des nombreuses protéines impliquées. Pour cela, 

deux facteurs de transcription dont les actions sont opposées y sont principalement impliqués. 

Le liver X Receptor alpha (LXRα) est activé lorsque les cellules accumulent excessivement le 

cholestérol, il induit l’expression des transporteurs membranaires adenosine triphonsphate–

binding cassette transporter A1 (ABCA1) et adenosine triphonsphate–binding cassette 

transporter G1 (ABCG1) stimulant l’efflux et inhibant l’import du cholestérol (Feeney et al., 

2013). Tandis que la Sterol Regulatory Element Binding Protein (SREBP2) est activée lorsque 

le taux de cholestérol est bas, elle induit la production de la HMG-CoA réductase et les LDL-

R favorisant la synthèse endogène et l’import du cholestérol (Brown and Goldstein, 1997; 

Feeney et al., 2013).   

Par ailleurs, la teneur en cholestérol dont la majorité est membranaire modifie la rigidité de 

la membrane cellulaire et par conséquent la diffusion des lipides et des protéines. Ainsi il a été 

démontré que le cholestérol cellulaire joue un rôle important dans la réponse chimiotactique 

des MOs. En effet, l’augmentation de la teneur en cholestérol renforce la chimiotaxie des MOs 

en augmentant l’expression de CCR2 qui par la suite exacerbe davantage l'inflammation (Saha 

et al., 2018). Le cholestérol cellulaire modifie également la distribution du CD44 –ligand de la 

sélectine E- remodelant ainsi la dynamique de capture des MOs à partir de la circulation 

sanguine (Saha et al., 2017a). De plus, la teneur en cholestérol cellulaire régit la déformabilité 

cellulaire en conséquence de la phosphorylation de PKC, qui orchestre directement en aval 

plusieurs voies de signalisation importantes. Les changements dans la déformabilité cellulaire 

peuvent avoir des conséquences importantes dans la réponse immunitaire des MOs 

notamment l'interaction avec l'endothélium vasculaire, la transmigration dans les tissus et la 

phagocytose (Saha et al., 2017b). 

1.2.5.3. Métabolisme du glucose intracellulaire  

Le glucose est la principale source d'énergie pour les cellules immunitaires notamment les 

MOs. Il est transformé en ATP par la glycolyse ou la phosphorylation oxydative (OXPHOS)  

mitochondriale (Calder et al., 2007).  

La glycolyse s'est révélée être impliquée dans un certain nombre de processus 

immunitaires (O’Neill et al., 2016). En effet, Les signaux pro-inflammatoires induisent un 

changement métabolique dans les cellules myéloïdes et lymphoïdes entraînant une régulation 

positive de la glycolyse d'une manière similaire à l'effet Warburg décrit dans les cellules 

cancéreuses (Pålsson-McDermott and O’Neill, 2020). Cette observation est plutôt surprenante 
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car la glycose n’est pas le moyen le plus efficace pour produire de l’ATP, elle génère à partir 

d’une molécule de glucose que deux molécules d’ATP tandis que l’OXPHOS génère 36 

molécules d’ATP. En revanche, la glycolyse peut être rapidement activée via l'induction 

d'enzymes impliquées dans cette voie alors que l’OXPHOS nécessite une biogenèse 

mitochondriale qui est un processus plus complexe et probablement plus lent. Ainsi, les 

cellules qui doivent produire rapidement de l'ATP privilégieront la glycolyse (O’Neill et al., 

2016). Cette dépendance à la glycolyse est observée dans les MOs activés par le LPS (Pence 

and Yarbro, 2019), les Mφs activés de façon innée ou classique (Rodríguez-Prados et al., 

2010), les cellules NK activés (Donnelly et al., 2014), les cellules B activées (Doughty et al., 

2006) et les cellules T effectrices y compris les Th1 (Michalek et al., 2011) et Th17 (Shi et al., 

2011). Quant à l’OXPHOS, elle favorise en général un phénotype anti-inflammatoire comme 

le cas des M2 alternativement activés et les Treg (Pålsson-McDermott and O’Neill, 2020).  

Le processus de la glycolyse implique l’activation du facteur induit par l’hypoxie (HIF)-1α, 

qui est un facteur de transcription crucial pour l'induction des enzymes impliquées dans la 

glycolyse (Tannahill et al., 2013). De plus, la pyruvate kinase (PK)-M2 augmente l'activité 

transcriptionnelle de HIF-1α et la transcription des enzymes glycolytiques clés et de 

médiateurs pro-inflammatoires tels que  l'IL-1β (Luo et al., 2011; Palsson-McDermott et al., 

2015). Cette reprogrammation métabolique médiée par HIF-1α orchestre la différenciation des 

cellules immunitaire vers un phénotype inflammatoire.  De plus, un rôle pro-inflammatoire de 

PKM2 dans les MOs et les Mφs inflammatoires a également été démontré dans la maladie 

coronarienne athérosclérotique humaine, soulignant davantage la contribution de cette 

enzyme glycolytique dans  l'inflammation (Shirai et al., 2016).  

1.2.6. Expression de la molécule de co-stimulation CD40 et voie signalétique  

Le CD40 fait partie de la superfamille des récepteurs de TNF, c’est une glycoprotéine de 

50 kDa exprimée à la surface de nombreuses cellules notamment les MOs et dont l’expression 

est induite par le GM-CSF, l’IL-3 et l’IFN-γ (Alderson et al., 1993).  

L'engagement du CD40 dans les MOs et les Mφs induit la production de cytokines pro-

inflammatoires et de chimiokines telles que IL-1α/β, IL-6, IL-8, IL-12, le TNF-α et la protéine 

inflammatoire des Mφs (MIP)-1α connue pour son activité chimiotactique (Kiener et al., 1995a; 

Stout and Suttles, 1996a). L’activation du  CD40 dans ces mêmes lignées cellulaires entraîne 

également une régulation positive des molécules de co-stimulation (Kiener et al., 1995a), la 

génération de NO (Tian et al., 1995a), l’échappement à l’apoptose (Kiener et al., 1995a) et 

l'induction de la production de MMPs (Malik et al., 1996). De plus, l'importance de l'activation 

du CD40 dans les Mφs pendant la défense de l'hôte a été confirmée chez les souris déficientes 

en CD40L qui présentaient des fonctions défectueuses des Mφs (Stout et al., 1996a).  
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Le CD40 seul est incapable d’initier sa propre activité intrinsèque et doit être associé à des 

protéines adaptatrices pour la transduction du signal. Les facteurs associés aux récepteurs de 

TNF (TRAFs) représentent une famille de protéines capables de se lier à la queue 

cytoplasmique du CD40 et selon le type cellulaire et la protéine TRAF engagée, plusieurs 

cascades de signalisation peuvent être induites (Bishop et al., 2007; Lievens et al., 2009). 

Ainsi, une analyse du rôle des interactions CD40-TRAF dans la production des cytokines 

inflammatoires par les MOs/Mφs activés via leur récepteur CD40 a révélé une exigence 

critique du recrutement de TRAF6 qui induit l’activation des voies signalétiques pro-

inflammatoires Src/ERK1/2 et IKK/NF-κB (Mukundan et al., 2005). 

L’axe CD40–CD40L est impliqué dans les réponses immunitaires tant humorales que 

cellulaires et apparaît comme un acteur majeur dans un large spectre de maladies 

inflammatoires et auto-immunes chroniques (Chatzigeorgiou et al., 2009).  
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1.3. Aspirine  

1.3.1. Chimie de l’aspirine  

L'aspirine est un prototype de médicaments anti-inflammatoires non stéroïdiens (AINSs), 

et fait partie de la famille des salicylates qui ont en commun l'acide salicylique comme agent 

actif. L'acide salicylique est composé d'un cycle benzénique et de deux radicaux, un hydroxyle 

et un carboxyle. Dans l'acide acétylsalicylique ou l'aspirine (ASA), le groupe hydroxyle du 

salicylate est transformé en groupe acétyle par estérification. Les propriétés 

pharmacologiques de l'ASA restent similaires à celles des salicylates mais d’autres actions 

biologiques lui sont attribuées en raison de la présence du groupe réactif d’acétate (Cadavid, 

2017) (Figure 9).  

 

 

                                       

Figure 9. Structure chimique et moléculaire de l’aspirine.  

1.3.2. Propriétés pharmacologiques 

1.3.2.1. Propriétés dépendantes des cyclooxygénases 

1.3.2.1.1. Inhibition des cyclooxygénases 

Les cyclooxygénases (COXs) sont des enzymes qui catalysent la conversion de l'acide 

arachidonique (AA) en prostanoïdes. Il existe trois isoformes de COX dont la COX-1 qui est 

exprimée de manière ubiquitaire et constitutive dans la plupart des tissus et la COX-2 qui est 

exprimée de manière inductible en réponse à des stimuli inflammatoires et prolifératifs comme 

les cytokines et les facteurs de croissance ou des ROS (Rouzer and Marnett, 2009).  

L'inhibition de l'activité de la COX-1 et -2 par le groupe acétyle actif de l'ASA est attribuée 

à la modification covalente des résidus de sérine (Ser) du site actif (Ser 529 dans COX-1 et 

Ser 516 dans COX-2) (Loll et al., 1995; Lucido et al., 2016). Cette acétylation entraîne une 

inhibition irréversible par blocage stérique du site actif et bloque la voie du métabolisme de 

l'AA réduisant ainsi la production des prostanoïdes (Patrono, 2015).   

1.3.2.1.1.1. Inhibition de la COX-1 plaquettaire et effet anti-thrombotique  

Dans les plaquettes humaines, COX-1 catalyse la conversion de l’AA en prostaglandine 

(PG)-H2 qui est le précurseur direct de la PGD2, PGE2, PGF2α, de la prostacycline (PGI2) et du 

thromboxane A2 (TXA2) (Moncada and Vane, 1979). Le TXA2 représente le dérivé majeur de 
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l’AA dans les plaquettes humaines, il est formé par l'isomérase spécifique appelée TXA2 

synthase et agit comme un agoniste plaquettaire, un vasoconstricteur et un mitogène des 

VSMCs (Dorn, 1997; FitzGerald, 1991). De plus l'ASA à faible dose inhibe l'agrégation 

plaquettaire dépendante de TXA2 par la suppression de 95% de l'activité de la COX-1 

plaquettaire et réduit le risque de formation du thrombus occlusif (Patrono et al., 2005) (Figure 

10).  

 

Figure 10. Inhibition de la cyclooxygénase (COX)-1 des plaquettes par l'aspirine (Fitzgerald and 
FitzGerald, 2013). Les enzymes COX-1 et -2 existent sous forme de dimères. En l'absence d’aspirine 
(ASA) (panneau de gauche), l'acide arachidonique (AA) qui est formé par la décomposition de 
phospholipase A2 des phospholipides membranaires accède au site actif de COX via un canal 
hydrophobe. Le métabolisme de l’AA par COX produit une prostaglandine intermédiaire PGH2 qui dans 
les plaquettes est décomposée par les isomérases tissulaires en thromboxane A2. Comme le montre le 
panneau de droite, l’ASA inhibe irréversiblement l'activité de COX par acétylation d'un résidu sérine 
dans le site actif de COX (Ser 529 dans COX-1 et Ser 516 dans COX-2). Cela produit un blocage 
stérique qui empêche le métabolisme de l’AA. L'ASA agit par le même mécanisme pour bloquer la COX-
2 dans d'autres tissus.  

1.3.2.1.1.2. Inhibition de la COX-2 et effet anti-inflammatoire   

Dans le cadre de la réponse inflammatoire chronique ou des lésions tissulaires excessives, 

le système immunitaire élabore des mécanismes de contrôle de cette réponse, grâce à la 

production de médiateurs lipidiques pro-résolvants notamment les lipoxines sécrétées par les 

neutrophiles et les Mφs (Fierro and Serhan, 2001; Serhan and Savill, 2005) et produits à partir 

d'AA ou d'acides gras polyinsaturés oméga-3 (AGPI) sous l’action des lipoxygénases (LO)-5, 

-15 et -20 (Serhan, 2008).  
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L'acétylation de la COX-2 par l’ASA inhibe la production des PGs et réoriente son activité 

catalytique vers la production d'acide 15-hydroxyl-eicosatétraénoïque. Les épi-lipoxines 

déclenchées par l’ASA (ATLs) telles que 15-épi-lipoxine A4 se forment lorsque l'acide 15R-

hydroxyl eicosatétraénoïque est métabolisé par la LO-5 (Serhan et al., 2000a). Ces produits 

biologiquement actifs sont des médiateurs lipidiques pro-résolvants très similaires à ceux 

produits de manière endogène et se lient au même récepteur conférant à l'ASA certaines 

propriétés spéciales dans la réponse inflammatoire mais aussi dans la résolution de 

l'inflammation et la restauration de l'homéostasie tissulaire (Sharma-walia and 

Chandrasekharan, 2015).  

Les ATLs exercent leurs effets anti-inflammatoires par le biais de signaux générés après 

s’être liées au récepteur de lipoxine A4 couplé aux protéines G de haute affinité 

(ALX)/récepteur de peptide formyle 2 (FPR2).  

 Leur liaison à leur récepteur empêche d’autres ligands proinflammatoires de se lier 

comme la protéine sérum amyloïde A (SAA) (Serhan et al., 2000b).  

 Elles atténuent l’accumulation de NF-κB et de la protéine activatrice (AP)-1 dans le 

noyau en inhibant la formation de l’anion peroxynitrite (ONOO-) formé à partir du 

superoxyde (O2
-) et le NO libérés dans le site de l'inflammation. Ces facteurs de 

transcription jouent un rôle important dans le contrôle de l'expression de plusieurs 

gènes impliqués dans l'inflammation comme la sélectine E, le TNF-α, l'IL-8 et l'IL-1β 

(Jozsef et al., 2002).  

 Les ATLs peuvent aussi compromettre le recrutement des leucocytes lors d'une 

réponse inflammatoire à médiation immunitaire via l'interaction avec leurs récepteurs 

spécifiques des lipoxine A4. Ainsi, elles régulent négativement l’interaction entre les 

leucocytes et les cellules endothéliales en produisant du NO antiadhésif (Paul-Clark et 

al., 2004). Elles sont aussi considérées comme de puissants antagonistes de 

l’adhésion et la  transmigration des neutrophiles médiées par le TNF-α (Goh et al., 

2001) et peuvent bloquer la phosphorylation de la protéine spécifique des leucocytes 

(LSP)-1 et altérer la phosphorylation et l’activation des composants de la cascade des 

protéines kinases activées par les mitogènes (MAPK)-p38 connue pour favoriser la 

chimiotaxie des neutrophiles (Ohira et al., 2004).  

De plus, les lipoxines peuvent avoir des effets divergents sur la voie de la 

phosphatidylinositol-4, 5-bisphosphate 3-kinase (PI3K) et AKT selon le type cellulaire ; elles 

peuvent ainsi contrôler la prolifération des cellules immunitaires et des cellules cancéreuses 

en inhibant les voies favorisant la croissance comme PI3K et AKT (Greene et al., 2011), ou 

stimuler une activation rapide des voies PI3K/AKT et extracellular signal-regulated 

kinase (ERK)/Nuclear factor erythroid-2-related factor 2 (Nrf2) qui jouent un rôle important 
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dans l'inhibition de l'apoptose dans les Mφs au cours de la résolution de l’inflammation (Prieto 

et al., 2010). Elles contribuent aussi à l’infiltration des neutrophiles pendant la phase de 

résolution de l'inflammation en augmentant leurs niveaux de calcium cytosolique (Luscinskas 

et al., 1990) qui favorisent l'assemblage des éléments du cytosquelette et  qui aident les 

neutrophiles à déployer leurs pseudopodes et à initier la migration transendothéliale (Dixit and 

Simon, 2012). En même temps, elles contrôlent leur prolifération en bloquant la 

myéloperoxydase (MPO) (El Kebir et al., 2009).  

1.3.2.1.1.3. Exigences posologiques pour un effet anti-thrombotique et/ou anti 

inflammatoire  

L’acétylation de la COX-1 plaquettaire est un processus saturable et permanant pendant 

toute la durée de vie des plaquettes et ne peuvent pas synthétiser de nouvelles enzymes en 

raison d’absence de noyau, cela permet l'utilisation d’ASA à faible dose pour un effet 

antiplaquettaire sélectif (Patrignani et al., 2014). De plus, l’ASA est un inhibiteur plus puissant 

d’environ 150 à 200 fois de l'isoforme constitutive COX-1 plaquettaire que l'isoforme inductible 

COX-2 qui est exprimée par les cytokines, les stimuli inflammatoires et certains autres facteurs 

de croissance. Cela explique les différentes exigences posologiques de l'ASA en tant qu'anti-

thrombotique (COX-1) et anti-inflammatoire (COX-2) (Schrör, 1997) (Figure 11).      

                            

Figure 11. Inhibition de COX-1 plaquettaire vs COX-2 monocytaire (Cipollone et al., 1997). Inhibition 
sélective de l'activité COX-1 plaquettaire par rapport à l'activité COX-2 monocytaire mesurée in vitro 
après l'ajout d'aspirine à des échantillons de sang total prélevés sur des sujets humains sains. COX : 
cyclooxygénase.  

L’ASA serait donc un AINS qui à fortes doses (1 g) pourrait exercer un effet anti-

inflammatoire via l’inhibition de la COX et des voies de signalisation pro-inflammatoires dont 

le NF-κB (Morris et al., 2009) et qui à faibles doses (75 mg) pourrait exercer un effet anti-

thrombotique et une action cardioprotectrice et ce forcément par l’inhibition irréversible de la 
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COX-1 plaquettaire et la production de thromboxane A2 considérés comme de puissants 

promoteurs de l'agrégation plaquettaire (Hennekens et al., 2006).  

En revanche, une étude ultérieure a montré que la prise journalière pendant 10 jours de 

l’ASA à faibles doses (75 mg au même titre que celles prescrites pour un effet cardio-

protecteur) par des individus avec une inflammation aigue provoquée pouvait réduire les 

réponses immunitaires innées via la 15-épi-lipoxine A4 générée suite à l’acétylation de la COX-

2. Ces lipoxines auraient empêché l'accumulation des leucocytes et des Mφs 

indépendamment de l'expression génique régulée par le NF-κB aux sites de lésion tissulaire, 

probablement en déclenchant le NO antiadhésif atténuant ainsi l'interaction leucocytes/cellules 

endothéliales et la migration des leucocytes extravasculaires subséquente (Morris et al., 

2009).  

1.3.2.2. Propriétés indépendantes des cyclooxygénases : Inhibition de NF-κB 

Les protéines NF-κB sont des activateurs transcriptionnels présents dans la cellule sous 

forme d’homo ou d’hétérodimères. Cette famille compte cinq protéines : p50 (NF-κB1), p52 

(NF-κB2), p65 (RelA), RelB, c-Rel, p105 et p100 sont les précurseurs respectifs de p50 et p52. 

Le dimère transactivateur le plus répondu est le p50/p65 (Sun et al., 2013).  

Le dimère NF-κB régule de multiples aspects des fonctions immunitaires innées et 

adaptatives et sert de médiateur pivot des réponses inflammatoires (Oeckinghaus and Ghosh, 

2009). Il existe sous une forme inactive dans le cytoplasme de la plupart des cellules où il est 

lié à une protéine inhibitrice de la famille IκB, cette famille de protéines comprend cinq 

membres : IκBα, IκBβ, IκBε, et les précurseurs p105 et p100 qui ont donc une double fonction 

(Sun, 2011). Le NF-κB est activé en réponse à un certain nombre de stimuli ce qui provoque 

la phosphorylation des protéines IκB par un complexe kinase composé de trois sous-unités : 

deux sous-unités catalytiques à activité sérine/thréonine kinase (IKKα et IKKβ) et une sous-

unité régulatrice nommée NF-κB essential modulator (NEMO)/IKKγ. Cette phosphorylation 

conduit à l’ubiquitinylation des IκB puis leur dégradation par le protéasome 26S et permet la 

translocation de NF-κB du cytoplasme vers le noyau où il se lie à l'ADN et régule la 

transcription de gènes spécifiques (Lobry and Weil, 2007). La plupart de ces gènes sont 

connus pour être impliqués dans les réponses immunitaires et inflammatoires. Il s'agit 

notamment de cytokines telles que l’IL-1, l’IL-6, l’IL-8 et TNF-α et les molécules d'adhésion 

cellulaire telles que VCAM-1 et ICAM-1(Liu et al., 2017a).  

L'activation de NF-κB implique deux voies de signalisation principales ; les voies 

canoniques et non canoniques (ou alternatives) (Lawrence, 2009). La voie dite canonique 

induite par les signaux classiques tels que le TNFα, l’IL-1, lipopolysaccharide bactérien (LPS), 

le récepteur des lymphocytes T et B implique NEMO et les kinases IKKα et IKKβ et aboutit à 
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la dégradation complète des inhibiteurs IκB libérant des dimères de type p50/p65 et p50/c-

Rel.  La voie alterne induite par des molécules comme la lymphotoxine β, B cell-activating 

factor belonging to the TNF family (BAFF) et le ligand de CD40 implique les protéines 

kinases Nck interacting kinase (NIK) et IKKα et conduit à la dégradation partielle du précurseur 

p100 libérant ainsi des dimères de type p52/RelB et p52/RelA (Liu et al., 2017a; Lobry and 

Weil, 2007).   

Les agents anti-inflammatoires comme l’ASA et les salicylates de sodium inhibent 

spécifiquement l'activité in vitro et in vivo d’IKKβ. Le mécanisme d'inhibition de l'ASA et des 

salicylates de sodium est dû à la liaison de ces agents à l'IKKβ pour réduire la liaison de l'ATP 

sous un phénomène de compétition. Cela empêche la phosphorylation et/ou la protéolyse 

d’Iκβ et empêche par la suite l'activation par NF-kB des gènes impliqués dans la pathogenèse 

de la réponse inflammatoire (Kopp and Ghosh, 1994; Yin et al., 1998).  

1.3.2.3. Propriétés anti-oxydantes  

L’ASA peut exercer ses propriétés anti-oxydantes par diverses voies :  

 En l’utilisant comme piège chimique pour le radical hydroxyle considéré comme le plus 

sévère des ROS pour réduire les dommages tissulaires causés par 

l'hypoxie/réoxygénation (Colantoni et al., 1998).  

 En éliminant les radicaux libres pour protéger l’intégrité de la paroi vasculaire et 

protéger les cellules endothéliales contre les effets délétères du peroxyde d’hydrogène 

(H2O2) (Aruoma and Halliwell, 1988; Podhaisky et al., 1997; Woollard et al., 1990). 

 En protégeant les particules lipidiques contre la peroxydation (Steer et al., 1997; Wu 

et al., 2002).  

 En stimulant l'expression ainsi que l'activité enzymatique de la protéine de défense 

anti-oxydante hème oxygenase (HO)-1 dans les cellules endothéliales. Une expression 

accrue de HO-1 entraîne une dégradation de l'hème et une accumulation de fer, de 

bilirubine et de monoxyde de carbone (CO), suivie d'une sensibilité réduite des tissus 

aux dommages. Parmi ces métabolites, la bilirubine agit comme un antioxydant direct 

tandis que le CO peut exercer des effets vasodilatateurs et antiplaquettaires expliquant 

les actions anti-oxydantes et anti-athérogéniques spécifiques de l’ASA (Grosser et al., 

2003).  

1.3.2.4. Propriétés anti-pyrétiques  

L'inflammation entraîne la production de pyrogènes endogènes tels que l'interleukine-1β 

et viennent au contact de l’hypothalamus, sans même pénétrer dans le système nerveux 

central, ils activent les cellules endothéliales des organes circonvolutés et produisent par la 

suite de grandes concentrations de PGE2 (Lawrence, 1998).  
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Les PGE2 pénètrent dans l’hypothalamus et activent les cellules hypothalamiques en se 

fixant sur leurs récepteurs spécifiques EP-3 (Ushikubi et al., 1998) induisant ainsi la production 

du neurotransmetteur adénosine monophosphate cyclique (AMPc) et l’augmentation de la 

température par contraction involontaire des muscles et vasoconstriction périphérique pour 

limiter la déperdition de chaleur (Flier et al., 1994). L'action antipyrétique de l’ASA passe par 

l'inhibition de la production des PGs. 

1.3.3. Effets immuno-modulateurs de l’aspirine sur les monocytes/macrophages  

L’ASA peut inhiber les réponses immunitaires innées médiées par les MOs/Mφs et 

influencer par conséquent les réponses immunitaires adaptatives. Elle est connue pour ses 

effets anti-inflammatoires par son mécanisme d'action inhibiteur typique de la COX. De plus, 

d’autres de ses effets sont exercés via la biosynthèse de médiateurs lipidiques pro-résolvants 

ou ATLs mais aussi par des mécanismes COX-indépendants tels que l’inhibition de la voie de 

transcription NF-κB (Hussain et al., 2012).  

Plusieurs études expérimentales in vivo et in vitro sur différents modèles expérimentaux 

ont apporté la preuve que l’ASA peut inhiber le recrutement tissulaire des MOs/Mφs en 

empêchant leur processus d'adhésion. En effet, il a démontré que l’ASA supprime l’expression 

des molécules d’adhésion induite par le TNF-α telles que VCAM-1 et les E sélectines à la 

surface des cellules endothéliales de la veine ombilicale humaine par l’inhibition de NF-κB 

(Weber et al., 1995). De même, l’adhérence in vitro des MOs humains aux cellules 

endothéliales de la veine saphène est réduite par un mécanisme NO-indépendant sous l’effet 

de l’ASA (Fricchione et al., 1998). D’autres études in vitro ont apporté la preuve que l’ASA 

peut également atténuer les interactions entre les cellules endothéliales et les leucocytes y 

compris les MOs/Mφs ce qui réduit leur migration extravasculaire et l'accumulation des Mφs. 

Ceci, néanmoins, s'est avéré être dû à un mécanisme antiadhésif déclenché par l'ASA et  induit 

par les ATLs, au lieu de l'inhibition de NF-κB (Morris et al., 2009). L’ASA réduit aussi 

l’expression des molécules d’adhésion et par conséquent la capacité migratoire des MOs dans 

des conditions inflammatoires après ligature de l’artère fémorale de modèles animaux (Hoefer 

et al., 2005). Elle interfère également dans la chimiotaxie des MOs/Mφs où il a été rapporté 

une inhibition in vitro de 90% des mouvements des MOs par l’ASA (Voisard et al., 2001).  

De nombreux mécanismes effecteurs de l'immunité innée induits par les MOs/Mφs sont 

provoqués via l'expression génétique d'une gamme diversifiée de cytokines et de chimiokines 

inflammatoires. L'ASA peut inhiber la production des cytokines dérivées des MOs/Mφs par 

leurs mécanismes COX-indépendants. Une étude expérimentale sur des Mφs murins stimulés 

au LPS a montré que l’ASA à des doses thérapeutiques entraîne une diminution de 

l'accumulation d'ARNm de TNF-α et la sécrétion de protéines subséquente (Shackelford et al., 
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1997). De plus, un certain nombre de gènes dans les Mφs sont régulés par la voie de NF-kB, 

parmi ces gènes figurent le facteur de stimulation des colonies granulocytes/Mφs (GM-CSF), 

MCP-1, IL-1, IL-6, FT et iNOS (Baeuerle and Henkel, 1994; Lowenstein et al., 1993; Xie et al., 

1993, 1994). L’ASA peut agir comme un suppresseur à l’expression de ces gènes par inhibition 

de cette voie de transcription. Cette hypothèse a été confirmée par des études où l’ASA et les 

salicylates inhibaient la transcription du gène du FT et  d'iNOS dans les MOs/Mφs (Aeberhard 

et al., 1995; Oeth and Mackman, 1995; Xie et al., 1994). L’ASA peut ainsi exercer certains de 

ses effets anti-inflammatoires à travers la suppression des médiateurs inflammatoires dérivés 

des MOs/Mφs. Aussi, la production du NO par les lignées cellulaires de Mφs murins stimulés 

par le LPS est fortement atténuée sous l’effet de l’ASA (Cho, 2007). De même, l’ASA peut 

diminuer  l’expression du gène inductible de l'oxyde nitrique synthase (iNOS) dans les Mφs 

péritonéaux de souris (Liu et al., 2017b). En plus de réguler négativement la production des 

cytokines, l’ASA peut également réduire l’immunogénicité  des Mφs et donc la fonction de 

présentation de l’antigène en diminuant l’expression de la molécule du complexe majeur 

d'histocompatibilité (CMH)–II et les molécules de co-stimulation (Javeed et al., 2011). l'ASA 

peut aussi provoquer une suppression immunitaire innée en induisant l'apoptose des MOs 

(Schroecksnadel et al., 2005).  Pour finir, il a été démontré dans une étude in vivo que l’ASA 

diminue l’expansion des MOs CD14highCD16+ dans des conditions pro-inflammatoires (Layne 

et al., 2016a) (Figure 12).  

 

Figure 12. Aspects immunosuppresseurs de l’aspirine et de ses dérivés à différentes étapes de 
la réaction inflammatoire. L'ASA et ses dérivés peuvent entraver la cascade de recrutement des 
leucocytes en inhibant leur adhésion, leur transmigration et leur chimiotaxie ainsi que l'inhibition de la 
libération de cytokines pro-inflammatoires. L'ASA induit l'apoptose des PMN et des monocytes, mais 
son potentiel apoptotique contre les Mφs reste à élucider (???). Abréviations : ASA : aspirine, ATL : épi-
lipoxines déclenchées par l’aspirine, Mφ : macrophages, PMN : neutrophiles.  
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1.3.4. Aspirine et infarctus du myocarde  

L’ASA à faible dose est largement utilisée comme moyen préventif primaire et secondaire 

contre les événements vasculaires notamment l’IDM. Cependant, les avantages et les 

bénéfices de son utilisation en prévention primaire sont moins établis qu'en prévention 

secondaire (Godley and Hernandez-Vila, 2016).  

L’ASA inhibe irréversiblement la synthèse des TXs et persiste pendant toute la durée de 

vie des plaquettes (8 à 10 jour). Seulement 10% du pool plaquettaire est régénéré 

quotidiennement et donc malgré la courte demi-vie de l'ASA qui est de 15 à 20 minutes, l'AS 

A à faibles doses peut inhiber complètement la COX-1 plaquettaire lors d'une administration 

quotidienne répétée. L'inhibition de la biosynthèse des TXs et par conséquent l’agrégation 

plaquettaire est le principal mode d’action par lequel l'ASA prévient la thrombose vasculaire 

(Maree and Fitzgerald, 2007).  

Cependant, l’ASA à faible doses pourrait également réguler négativement la production 

par les plaquettes activées des médiateurs pro-inflammatoires et pro-athérogènes tels que le 

ligand du CD40 soluble (sCD40L) via la génération des TXA2 (Enomoto et al., 2010). De plus, 

l’acétylation non sélective de l’ASA peut toucher les protéines membranaires des plaquettes 

et ainsi altérer leur conformation et diminuer la fluidité membranaire (Winocour et al., 1992).   

Il s'est ainsi révélé que dans l'IDM, l'ASA avait des effets bénéfiques majeurs sur la 

morbidité et la mortalité (Fuster et al., 1993, 1988), et de multiples méta-analyses ont confirmé 

le rôle central que l'ASA joue dans la réduction des événements cardiovasculaires et de la 

mortalité chez les patients qui y sont atteints (1994, 2009).  

1.4. Problématique et objectifs  

1.4.1. Problématique 

L’IDM correspond à une complication aiguë d’une maladie coronarienne préexistante 

liée à l’athérosclérose. La réponse inflammatoire post-infarctus fait intervenir plusieurs 

effecteurs cellulaires du système immunitaire et plus particulièrement les MOs qui sont 

immédiatement recrutés au site infarci à partir du sang périphérique. Ces cellules présentent 

une hétérogénéité remarquable et une plasticité fonctionnelle importante. Leur infiltration 

tissulaire est bi-phasique assurant ainsi la phagocytose des débris nécrotiques et le processus 

inflammatoire importants pour la résolution de l’inflammation et la cicatrisation.  

 D’un autre côté, plusieurs médicaments notamment l’ASA est connue pour son effet 

marqué pour établir des conditions anti-inflammatoires durant l’IDM. Son effet cardio-

protecteur est probablement dû non seulement à ses propriétés anti-inflammatoires, mais 

aussi à son effet anti-thrombotique.  
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1.4.2. Objectifs 

 Prenant en compte les deux axes cités ci-dessus, nous nous sommes assignés comme 

objectif d’évaluer l’effet de l’ASA sur les caractéristiques fonctionnelles et phénotypiques des 

monocytes circulants juste après l’IDM.  

1.4.3. But  

 Montrer que l’ASA pourrait d’une part immunomoduler l’expression du CD40 et les 

activités fonctionnelles des MOs et d’autre part favoriser leur basculement vers le phénotype 

« classique » au cours de l’IDM.
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2. Chapitre 2. Matériels et méthodes  

2.1. Conception de l’étude et échantillons cellulaires  

Les expériences de cette étude ont été réalisées sur des MOs prélevés chez des 

patients volontaires admis à l’hôpital pour un IDM avec élévation du segment ST (STEMI) et 

chez des contrôles sains qui correspondent aux patients dans l'âge et le genre. Au moment 

du prélèvement sanguin après l’IDM, les patients ne présentaient aucun changement dans le 

rythme nycthéméral et le nombre des agranulocytes notamment les MOs circulants. Les 

critères d'exclusion correspondaient essentiellement à la présence des troubles métaboliques 

particulièrement graves comme le diabète, d’autres maladies inflammatoires, les cancers ou 

l'insuffisance rénale ou hépatique. Tous les participants ont donné leur consentement éclairé 

par écrit et le protocole de l'étude a été approuvé par le comité d'éthique de l’université de 

Tlemcen.  

Les cellules mononucléaires du sang périphérique (PBMCs) ont été obtenues par 

centrifugation sur gradient de densité à partir du sang total. Ensuite, les MOs ont été isolés 

des PBMCs grâce à leur particularité d'adhérence au plastique. Les surnageants et les lysats 

de ces cellules ont été récupérés après leur stimulation au LPS en l'absence ou en présence 

de différentes doses d'ASA. Le taux de production de NO, d’IL-1β, d’IL-6, d’IL-10 et d’IFN-γ 

ont été mesurés à partir des surnageants et les lysats ont été utilisés pour mesurer l'activité 

de l'arginase, la production d’H2O2 et le taux du glucose intracellulaire (iGlu), des ions de Ca2+ 

intracellulaire libre (ifCa2+) et la teneur totale du cholstérol cellulaire (tccCHOL). La phagocytose 

et la destruction bactérienne ont été mesurées sur une culture de MOs en présence de 

Staphylococcus aureus (S. aureus) et d’ASA. L'activité d’iNOS a été mesurée à partir du taux 

de production de NO et de la concentration relative des protéines totales. Les niveaux 

d'expression de CD14, CD16 et CD40 à la surface des MOs traités par l’ASA ont été évalués 

par immunofluorescence directe à l'aide de Floid Cell Imaging Station. Chaque expérience a 

été répétée indépendamment au moins 4 fois. La conception de cette étude est résumée dans 

la figure 13.  
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 Figure 13. Organigramme de l’étude.  

2.2. Isolement des monocytes et culture cellulaire  

Afin d’isoler les PBMCs des patients présentant un STEMI et des contrôles sains, le 

sang périphérique a été prélevé dans des tubes contenant de l’acide éthylène diamine tétra-

acétique (EDTA) - un anticoagulant -.  Un diluât a été obtenu en mélangeant le sang recueilli 

avec un volume qui lui est égal de solution saline tamponnée au phosphate (PBS). Le sang 

dilué est déposé délicatement sur un demi-volume d’histopaque (1,077 g ml-1; Sigma-Aldrich, 

Munich, Allemagne) puis centrifugé à 400 x g pendant 30 minutes. Après centrifugation sur 

gradient de densité, les PBMCs se ressemblent en un anneau opaque surnageant au dessus 

de l’histopaque. Celui-ci peut être prélevé délicatement pour la quantification de la viabilité 

cellulaire évaluée par microscopie optique (Zeiss, Allemagne) à l'aide du test d'exclusion au 

bleu Trypan (TBET) (Strober, 2015).  

Ensuite, ces PBMCs ont été mises en culture dans des plaques de 24 puits à fond plat 

dans le milieu RPMI 1640 (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA) supplémenté avec 2 mM de 

L-glutamine, 50 µg/mL de gentamycine et 10 % de sérum de veau fœtal (SVF ou FBS pour 

fetal bovine serum) et incubées pendant deux heures à 37 °C dans une atmosphère humide 

contenant 5% de CO2 (Richardson and Fedoroff, 1997). Ce temps d’incubation est suffisant 

pour permettre aux MOs d’adhérer au plastique. Ainsi par cette particularité, les MOs ont pu 
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être isolés et les cellules non adhérentes ont été éliminées (Wahl et al., 2005). La pureté des 

MOs dépassait les 90% et a été vérifiée avec Floid Cell Imaging Station (Thermo Fisher 

Scientific, MA USA) en utilisant des anticorps de souris anti-CD14 humain couplés à la 

phycoérythrine (PE) (clone MEM-18, Sigma-Aldrich) (Pabst et al., 2008; Zhou et al., 2012).  

2 × 105 de MOs adhérés ont été stimulés pendant 24 heures à 37 °C et 5% de CO2 avec du 

LPS à raison de 10 ng/mL et traités simultanément avec différentes doses d'ASA : 0 µM, 10 

µM, 100 µM et 1000 µM (Du et al., 2016). Enfin, les surnageants des cultures recueillis après 

incubation ont été conservés à -80 °C.  

2.3. Lyse des monocytes  

Afin de déterminer la concentration des protéines totales, le taux d’ifCa2+, la tccCHOL, 

le taux d’iGlu et pour évaluer l'activité d'arginase, les MOs ont été lysés avec du Triton X-100 

à 0,1% pendant 30 min. La réaction a été stoppée avec un mélange de Tris-HCl (25 mM, pH 

= 7,4) et MnCl2 (5 mM) (Nouari et al., 2016).  

2.4. Dosage des protéines totales  

La concentration des protéines totales a été mesurée à partir des lysats cellulaires. En 

utilisant un kit commercial (Thermo Fisher Scientific Inc., Middletown, USA), les protéines 

présentes dans le lysat interagissent avec les ions cuivre pour former un complexe coloré 

quantifiable par spectrophotométrie à 540 nm.  

2.5. Evaluation du burst oxydatif  

Le burst oxydatif ou burst respiratoire a été estimé en mesurant le taux de production de NO  

et d’H2O2 au niveau des MOs (Aribi, 2018).  

2.5.1. Dosage du monoxyde d’azote  

Le taux de NO produit dans les surnageants des cultures de MOs à été déterminé 

après 24 heures d’incubation en mesurant l’accumulation des métabolites oxydatives (NOx, 

nitrite et nitrate), par une réaction colorimétrique de Griess, en utilisant l’acide trichloracétique 

(TCA), chloride de Vanadium (III) et le réactif de Griess, comme décrit précédemment (Aribi 

et al., 2015; Guevara et al., 1998).  

L’Absorbance a été lue à 540 nm et la concentration de NO a été déterminée à partir d’une 

courbe d’étalonnage ayant des concentrations allant de 0 à 150 µmol/L de nitrite de sodium 

(NaNO2
¯).  
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2.5.2. Dosage du peroxyde d’hydrogène  

La production d’H2O2 a été quantifiée dans les lysats cellulaires à 610 nm par la 

méthode colorimétrique de Pick et Keisari (Pick and Keisari, 1980) modifiée ultérieurement 

(Aribi, 2018). Le test est basé sur l'oxydation du rouge phénol par l'H2O2 via la peroxydase.  

Une solution tamponnée de rouge phénol (PRS) a été utilisée, celle-ci contient un 

tampon PAB pour peroxide assay buffer (5,0 mM K2HPO4, 1,0 mM KH2PO4, 140 mM NaCl, 

0,5 mM glucose ajusté à pH 7,4), 0,28 mM (0,1 g/L) de rouge phénol et 8,5 U/L (50 µg/mL) de 

peroxydase de raifort (HRPO, EC 1.11.1.7). La solution PRS a été préparée immédiatement 

avant la réalisation du test en ajoutant du rouge phénol et de l’HRPO à 2,1 mL de PAB à une 

concentration finale de 0,46 mM et 0,046 U/mL, respectivement. Les lysats cellulaires ont été 

ajoutés au mélange préparé avec un ratio de 1-4, puis incubés pendant 30 min à 37 °C 

(Pericone et al., 2000). Pour stopper la réaction, 10 µL de NaOH avec une normalité de 1 ont 

été ajoutés. La quantité d’H2O2 produite a été quantifiée à partir d'une courbe standard 

préparée en utilisant des dilutions de 30% d’H2O2. 

2.6. Evaluation de l’activité d’iNOS  

L'activité iNOS a été déterminée en normalisant chaque concentration de NO en 

milligrammes de protéines. Elle a été exprimée en nanomoles par milligramme de protéines 

par 30 min.  

2.7. Evaluation de l’activité de l’arginase  

L’activité de l'arginase a été mesurée en utilisant une technique spectrophotométrique 

basée sur la détermination de la production d'urée après l'ajout de L-arginine (Corraliza et al., 

1994; Geyer and Dabich, 1971; Wynn et al., 2011). Brièvement, 50 µL de solution d’arginine 

(0,5 M à pH 9,7) ont été ajoutés à un volume égal de lysats activés par la chaleur, le tout a été 

ensuite incubé à 37°C pendant 1 heure. Afin de stopper la réaction enzymatique, 400 µL d’un 

mélange d’acides composé de 1 volume à 96% d’H2SO4, 3 volumes à 85% d’H3PO4 et 7 

volumes d'eau distillée ont été ajoutés (Zhang et al., 2013). La quantité d'urée générée par 

l'arginase a été quantifiée à 600 nm avec un kit commercial (UREA/BUN—COLOR, 

BioSystems, S.A. Costa Brava 30, Barcelona, Espagne). Une unité d'activité d'arginase a été 

définie comme la quantité d'enzyme qui catalyse la formation de 1 μmol d'urée/min.  

2.8. Test de phagocytose et destruction bactérienne  

Pour ce test, des souches de S. aureus (ATCC) 25923 ont été utilisées. Les bactéries 

ont été cultivées dans un bouillon BHIB pendant une nuit à 37 °C. La densité optique à 600 

nm (OD600) a été ajustée à 1 correspondant à 109 CFU/mL.  
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La phagocytose et la capacité bactéricide intracellulaire ont été évaluées comme décrit 

en détail (Aribi, 2018; Aribi et al., 2015). Les résultats de la phagocytose ont été déterminés 

en utilisant le pourcentage de diminution du nombre de bactéries extracellulaires viables et le 

pourcentage de destruction bactérienne intracellulaire a été calculé comme suit :  

% destruction bactérienne = 100 × ( 
𝑁𝑊𝑡0−𝑁𝑊𝑡1

𝑁𝑊𝑡0
) où Nt0 et Nt1 correspondent 

respectivement au nombre de bactéries intracellulaires viables à t0 et t1.  

2.9. Dosage du calcium intracellulaire libre  

Le taux d’ifCa2+ a été déterminé par spectrophotométrie. Le dosage s’appuie sur la 

méthode d’Ortho-crésol phtaléine complexon (OCP). En milieu alcalin, l’OCP réagit avec le 

Ca2+ pour former un complexe coloré dont l’absorbance est mesurée à 560 nm (Gitelman, 

1967). La concentration d’ifCa2+ a été exprimée en µg/mg de protéines.  

2.10. Dosage de la teneur totale du cholestérol cellulaire  

La tccCHOL a été mesurée par spectrophotométrie à 500 nm sur des lysats cellulaires 

par réaction enzymatique (Luo et al., 2010; Song et al., 2013), en utilisant un kit commercial 

(BioSystems S.A. Costa Brava 30, Barcelone, Espagne). La tccCHOL a été exprimée en µg/mg 

de protéines. 

2.11. Dosage du glucose intracellulaire  

Les concentrations d’iGlu ont été évaluées par spectrophotométrie avec un kit 

commercial (BioSystems S.A. Costa Brava 30, Barcelone, Espagne), selon les instructions du 

fabricant. Ce processus est basé sur l'oxydation du glucose en gluconate par l'enzyme glucose 

oxydase (GOD) et l’H2O2 produit a été détecté à 500 nm avec un accepteur chromogène 

d'oxygène, le phénol, la 4-aminophénazone (4-AP) en présence de peroxydase (POD). Les 

concentrations d’iGlu ont été exprimées en µg/mg de protéines.   

2.12. Dosage des cytokines   

Le taux de production de l’IL-1β, de l’IL-6, de l’IL-10, du TNF-α et de l’IFN-γ au niveau 

des surnageants de cultures de MOs ont été évalués après 24 heures par une technique 

immuno-enzymatique ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) quantitative de type 

sandwich, selon les instructions préconisées par les kits commerciaux respectifs (BD 

Biosciences co., San Diego, USA). L'absorbance a été mesurée à 450 nm avec un lecteur de 

microplaques ELISA (Biochrom Anthos 2020, Cambridge, UK). Les limites de détection (LOD) 

étaient de 0,3 pg/mL pour l’IL-1β, 1 pg/mL pour l’IL-6, l’IL-10 et le TNF-α et de 8 pg/mL pour 

l’IFN-γ. 



 
Chapitre 3. Résultats 

50 
 

2.13. Imagerie cellulaire et tests d'immunofluorescence 

Le taux d'expression du CD14, CD16 et CD40 sur les MOs activés par le LPS et l’IFN-

y ont été déterminés par immunofluorescence directe. 

 Pour cela, 2 × 105 de MOs stimulés avec 10 ng/mL de LPS et 10 ng/mL d’IFN-γ, en 

l'absence ou en présence des différentes doses d'ASA ont été mis en culture dans des 

chamber slide pendant 24 heures à 37 °C et 5% de CO2. Après 24 heures d’incubation, les 

cellules ont été lavées 2 fois avec 200 µL de PBS puis fixées avec 100 µL de solution de 

paraformaldéhyde (PFA) à 4% pendant 15 minutes à température ambiante et ensuite 

bloquées avec du PBS contenant 5% de SVF pendant 1 heure. Les anticorps de souris anti-

CD14 humain conjugué au PE (clone MEM-18 par Sigma-Aldrich), anti-CD16 humain couplé 

à l'isothiocyanate de fluorescéine (FITC) (clone 3G8 par BD) et anti-CD40 humain conjugué 

au FITC (clone HI40a par Sigma Aldrich), dilués respectivement à 1: 750, 1: 200 et 1: 500 

dans une solution de blocage ont été ajoutés à raison de 200 µL chacun. La fluorescence a 

été visualisée et évaluée par le microscope à fluorescence Floid Cell Imaging Station et  

l’intensité de la fluorescence a été calculée en utilisant  le logiciel ImageJ (National Institutes 

of Health, Bethesda, MD, USA) (Jackson and Krasnodembskaya, 2017; Schneider et al., 

2012). 

Pour ne pas confondre entre la fluorescence de l’anticorps anti-CD16 et de l’anticorps 

anti-CD40 - les deux couplés au FITC - et pour vérifier simultanément la pureté des MOs avec 

l’expression du CD14. Chaque culture de MOs a été analysée soit pour le CD14 et le CD16 

en même temps soit pour le CD14 et le CD40 ensemble.   

2.14. Analyses statistiques des données   

Toutes les expériences ont été répétées au moins quatre fois. Les données ont été 

présentées sous forme de valeurs ± erreur standard de la moyenne. Après vérification de la 

distribution des données et avec le logiciel SPSS software version 20.0 (SPSS Inc., Chicago, 

IL, USA), les analyses statistiques ont été effectuées avec un test non paramétrique de Mann-

Whitney U et le test de Kruskal–Wallis avec des comparaisons par paires en utilisant 

l'approche Dunn-Bonferroni. Une valeur de p inferieur à 0,05 a été considérée comme 

statistiquement significative. 
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3. Chapitre 3. Résultats 

Dans la présente étude, nous avons évalué l’effet ex vivo de l’ASA sur l’hétérogénéité 

fonctionnelle et phénotypiques des MOs en circulation après un IDM. Pour cela, les MOs des 

patients admis pour un IDM et des contrôles sains ont été stimulés au LPS et traités 

simultanément à différentes doses d’ASA pendant 24 heures.  

3.1. Effet de l’aspirine sur la production du monoxyde d’azote et du peroxyde 

d’hydrogène  

Le NO et l’H2O2 produits par les MOs ont été évalués en tant que biomarqueurs du 

burst respiratoire. Comme le montre la figure 14, en absence de traitement à l’ASA, la 

production de NO a été significativement supérieure dans les MOs d’IDM par rapport aux MOs 

des contrôles (p = 0,01 par le test de Mann-Whitney U). Dans les MOs d’IDM, le traitement par 

l'ASA à 10 µM, 100 µM et 1000 µM a significativement diminué le taux de production de NO 

par rapport aux MOs non traités (p = 0,010, p = 0,005 et p = 0,016 par le test de Mann-Whitney 

U, respectivement). En revanche, aucune différence significative n'a été révélée dans la 

production de NO dans les MOs des contrôles.  

La valeur de p était de 0,003 en utilisant le test de Kruskal-Wallis pour les MOs d’IDM. 

Enfin, il n'y a pas d'effet significatif de l’ASA sur la production d’H2O2 par les MOs des patients 

avec IDM et des contrôles.  
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Figure 14. Effet de l’aspirine sur la production du monoxyde d’azote et du peroxyde d’hydrogène 
par les monocytes des patients présentant un infarctus du myocarde et des contrôles sains. Les 
astérisques représentent des différences significatives : ** p < 0,01 par le test de Kruskal–Wallis avec 
des comparaisons par paires en utilisant l'approche Dunn-Bonferroni. Les résultats sont présentés sous 
forme de valeurs ± erreur standard de la moyenne (SEM) de six expériences indépendantes réalisées 
dans chaque groupe de trois patients avec infarctus du myocarde et 3  contrôles sains (n = 18/groupe). 
Co : contrôles, H2O2 : peroxyde d'hydrogène, MI : infarctus du myocarde, MOs : monocytes NO : oxyde 
nitrique.  

3.2. Effet de l’aspirine sur les activités d’iNOS et d’arginase  

D’après les résultats présentés dans la figure 15, en absence de traitement à l‘ASA, 

l'activité d’iNOS dans les MOs des patients avec IDM était supérieure à celle des MOs des 

contrôles (p < 0,01 par le test de Mann-Whitney U). De plus, le traitement par l’ASA à 1 000 

µM a significativement diminué l'activité d’iNOS par rapport aux MOs d’IDM non traités (p = 

0,004 par le test de Mann-Whitney U). Aussi, une augmentation significative a été observée 

dans l'activité de l'arginase entre les MOs d’IDM non traités par l’ASA et les MOs traités à 100 
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µM (p = 0,016 par le test de Mann-Whitney U). Pour les activités d’iNOS et d’arginase, la 

différence n'était pas statistiquement significative dans les MOs des contrôles.  

Avec le test de Kruskal-Wallis, la valeur de p était inferieure à 0,01 pour les activités 

d’arginase et d’iNOS des MOs d’IDM.   

 

Figure 15. Effet de l’aspirine sur les activités d’arginase et d’iNOS des monocytes des patients 
avec infarctus du myocarde et des contrôles sains. Les astérisques indiquent des différences 
significatives : ** p < 0,01 par le test de Kruskal-Wallis avec des comparaisons par paires en utilisant 
l'approche Dunn-Bonferroni. Les résultats sont présentés sous forme de valeurs ± erreur standard de 
la moyenne (SEM) de six expériences indépendantes réalisées dans chaque groupe de trois patients 
avec infarctus du myocarde et trois contrôles sains (n = 18/groupe). Co: contrôles, iNOS: oxyde nitrique 
inductible synthase, MI: infarctus du myocarde, MOs: monocytes.   

3.3. Effet de l’aspirine sur la capacité phagocytaire et la destruction bactérienne 

Les résultats de la figure 16 ont montré qu’en absence de traitement à l’ASA, la 

capacité phagocytaire était significativement supérieure dans les MOs des patients avec IDM 

que dans les MOs des contrôles (p = 0,019 par le test de Mann-Whitney U). De plus, le 

traitement par l'ASA a induit une augmentation significative de la capacité phagocytaire à la 
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fois dans les MOs d'IDM et des contrôles (pour toutes les comparaisons avec les MOs non 

traités par l'ASA, p < 0,05 par le test de Mann-Whitney U).  

Aussi, le potentiel de destruction des agents pathogènes a augmenté dans les MOs 

d’IDM de manière significative et progressive avec l'augmentation des doses de l’ASA, c'est-

à-dire de 10 μM à 1000 μM (pour toutes les comparaisons avec les MOs d’IDM non traités par 

l’ASA, p = 0,02 par le test Mann-Whitney U). Par contre, dans les MOs des contrôles, le 

traitement par l'ASA à 10 µM et 100 µM a significativement diminué la capacité de destruction 

des agents pathogènes par rapport aux MOs non traités (p < 0,05 par le test Mann-Whitney 

U), cette activité a légèrement diminué à la dose de 1000 µM, mais la différence n'a pas atteint 

un niveau significatif (p > 0,05 par le test Mann-Whitney U). 

Pour la capacité phagocytaire et la destruction bactérienne dans les MOs d’IDM et des 

contrôles, le test de Kruskal-Wallis a donné une valeur de p inferieure à 0,01.  

 

 

Figure 16. Effet de l’aspirine sur la capacité phagocytaire et bactéricide des MOs des patients 
avec infarctus du myocarde et des contrôles sains. Les astérisques indiquent des différences 
significatives : ** p < 0,01 par le test de Kruskal–Wallis avec comparaisons par paires en utilisant 
l'approche Dunn-Bonferroni. Les résultats sont présentés sous forme de valeurs ± erreur standard de 
la moyenne (SEM) de quatre expériences indépendantes réalisées dans chaque groupe de trois 
patients avec infarctus du myocarde et trois contrôles sains (n = 12/groupe). Co: contrôles, MI: infarctus 
du myocarde, MOs : monocytes.  
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3.4. Effet de l’aspirine sur le taux de calcium intracellulaire  

La figure 17 montre que dans les MOs d’IDM, l'ASA à la dose de 100 μM a induit une 

augmentation significative du taux d'ifCa2+ (en comparaison avec les MOs non traités par l'ASA, 

p = 0,036 par le test de Mann-Whitney U). Cependant, la plus petite et la plus grande dose 

d’ASA ne semblent pas avoir de changements dans le taux d’ifCa2+ (p > 0,05 par le test Mann-

Whitney U). Par conséquent, l'effet de l’ASA sur l’ifCa2+ semble être dose-dépendant. De plus, 

il n'y avait pas de différence significative dans le taux d'ifCa2+ dans les MOs des contrôles.  

Pour toutes les comparaisons en utilisant le test de Kruskal-Wallis, la valeur de p était 

inférieure à 0,05 pour les MOs d’IDM.  

 

 

Figure 17. Effet de l’aspirine sur le taux du calcium intracellulaire des monocytes des patients 
avec infarctus du myocarde et des contrôles sains. Les astérisques indiquent des différences 
significatives : * p < 0,05 par le test de Kruskal–Wallis avec comparaisons par paires en utilisant 
l'approche Dunn-Bonferroni. Les résultats sont présentés sous forme de valeurs ± erreur standard de 
la moyenne (SEM) de six expériences indépendantes réalisées dans chaque groupe de trois patients 
avec infarctus du myocarde et trois contrôles sains (n = 18/groupe). Co: contrôles, ifCa2+: ions de calcium 
intracellulaire libre, MI: infarctus du myocarde, MOs: monocytes.   

3.5. Effet de l’aspirine sur la teneur totale du cholestérol intracellulaire  

Nous voyons sur la figure 18 qu’en absence de traitement à l’ASA, la tccCHOL a été 

significativement supérieure dans les MOs d’IDM par rapport aux MOs des contrôles (p < 0,01 

par le test de Mann-Whitney U). De plus dans les MOs d’IDM, l'ASA a progressivement 

augmenté la tccCHOL et la différence était significative à la dose de 1000 µM par rapport aux 

MOs non traités (p < 0,01 par le test de Mann-Whitney U). Par ailleurs dans les MOs des 

contrôles, le traitement par l'ASA à la dose de 100 µM a entraîné une diminution significative 

de la tccCHOL par rapport aux MOs non traités (p = 0,037 par le test Mann-Whitney U).  

Pour toute comparaison en utilisant le test de Kruskal-Wallis, les valeurs de p étaient 

inferieures à 0,01 et 0,05 pour les MOs de l'IDM et des contrôles, respectivement. 
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Figure 18. Effet de l’aspirine sur la teneur totale du cholestérol intracellulaire des monocytes des 
patients avec infarctus du myocarde et des contrôles sains. Les astérisques indiquent des 
différences significatives : * p < 0,05 et ** p < 0.01 par le test de Kruskal–Wallis avec comparaisons par 
paires en utilisant l'approche Dunn-Bonferroni. Les résultats sont présentés sous forme de valeurs ± 
erreur standard de la moyenne (SEM) de six expériences indépendantes réalisées dans chaque groupe 
de trois patients avec infarctus du myocarde et trois contrôles sains (n = 18/groupe). Co: contrôles, MI: 
infarctus du myocarde, MOs: monocytes, tccCHOL : teneur totale du cholestérol intracellulaire.  

3.6. Effet de l’aspirine sur le taux du glucose intracellulaire  

Comme le montre la figure 19, en absence de traitement à l’ASA, l'iGlu était supérieur 

dans les MOs d’IDM par rapport aux MOs des contrôles (p = 0,01 par le test de Mann-Whitney 

U). De plus dans les MOs d’IDM et des contrôles, aucun changement significatif n'a été révélé 

entre les MOs non traités et les MOs traités par l’ASA à 10 µM et 100 µM. Cependant, la dose 

de 1000 µM a induit une diminution significative du taux d'iGlu dans les MOs de l'IDM et une 

augmentation significative dans les MOs des contrôles par rapport aux MOs non traitées (p < 

0,01 et p < 0,05 par le test de Mann-Whitney U pour les MOs d’IDM et des contrôles, 

respectivement).  

En utilisant le test de Kruskal-Wallis, la valeur de p était inferieure à 0,05 pour les deux 

groupes. 
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Figure 19.  Effet de l’aspirine sur le taux du glucose intracellulaire des monocytes des patients 
avec infarctus du myocarde et des contrôles sains. Les astérisques indiquent des différences 
significatives : * p < 0,05 par le test de Kruskal–Wallis avec comparaisons par paires en utilisant 
l'approche Dunn-Bonferroni. Les résultats sont présentés sous forme de valeurs ± erreur standard de 
la moyenne (SEM) de cinq expériences indépendantes réalisées dans chaque groupe de trois patients 
avec infarctus du myocarde et trois contrôles sains (n = 15/groupe). Co : contrôles, iGLU : glucose 
intracellulaire, MI: infarctus du myocarde, MOs: monocytes.   

3.7. Effet de l’aspirine sur la production des cytokines pro- et anti-inflammatoires 

Les résultats de la figure 20 ont montré qu’en absence de traitement à l’ASA, le taux 

de production d'IL-1β, d'IL-6 et de TNF-α étaient significativement supérieurs dans les MOs 

d’IDM par rapport aux MOs des contrôles (p < 0,05 par le test de Mann-Whitney U). 

Néanmoins, la différence entre les taux d'IFN-γ produits par les MOs d’IDM et des contrôles 

n'était pas significative (p > 0,05 par le test de Mann-Whitney U).  

 IL-1β : Le traitement des MOs d’IDM avec 100 µM d'ASA a induit une diminution 

significative de la production d'IL-1β par rapport aux MOs d’IDM non traités (p = 0,02 

par le test de Mann-Whitney U). De même, le traitement à l'ASA des MOs des contrôles 

a diminué la production d'IL-1β (pour toutes les comparaisons avec les MOs non 

traitées, p < 0,05 par le test de Mann-Whitney U).  

 IL-6 et IFN-γ : Dans les MOs d’IDM, le taux d'IL-6 et d'IFN-γ ont augmenté de manière 

significative à une faible concentration d'ASA (10 µM) et ont diminué à 1000 µM (pour 

toutes les comparaisons avec les MOs d'IDM non traités, p < 0,05 par le test de Mann-

Whitney U). Dans les MOs des contrôles, toutes les concentrations d'ASA ont induit 

une augmentation significative de la production d'IL-6 (p < 0,05 par le test Mann-

Whitney U). A l'inverse, l'IFN-γ a significativement diminué à 10 µM et 1000 µM d'ASA 

(en comparaison avec les MOs non traités, p = 0,028 pour 10 µM et p = 0,026 pour 

1000 µM par le test de Mann-Whitney U).  
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 TNF-α : Dans les MOs d’IDM, la production de TNF-α a augmenté de manière 

significative et progressive avec l'augmentation des doses d'ASA, c'est-à-dire de 10 

μM à 1000 μM (pour toutes les comparaisons avec les MOs d’IDM non traités, p < 0,05 

par le test de Mann-Whitney U). Dans les MOs des contrôles, la dose de 1000 µM 

d'ASA a induit une augmentation significative par rapport aux MOs non traités (p = 0,02 

par le test Mann-Whitney U).  

 IL-10 : le taux de production d'IL-10 était significativement supérieur dans les MOs 

d’IDM que dans les MOs des contrôles (p = 0,019 par le test Mann-Whitney U). De 

plus, le traitement par l'ASA a induit une augmentation progressive de la production 

d'IL-10 dans les MOs d’IDM (pour toutes les comparaisons avec les MOs d’IDM non 

traités, p < 0,05 par le test de Mann-Whitney U). En revanche, aucune différence 

significative n'a été révélée dans les MOs des contrôles.  

En utilisant le test de Kruskal-Wallis, les valeurs de p étaient inférieures à 0,01 pour 

l'ensemble des cytokines produites par les MOs d’IDM et pour l’IL-1β des MOs des contrôles, 

et inférieures à 0,05 pour l’IFN-γ, le TNF-α et l’IL-6 produits par les MOs des contrôles.  
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Figure 20. Effet de l’aspirine sur la production d’IL-1β, d’IL-6, d’IFN-γ, du TNF-α et d’IL-10 par les 
monocytes des patients avec infarctus du myocarde et des contrôles sains. Les astérisques 
indiquent des différences significatives : * p < 0,05, ** p < 0,01 par le test de Kruskal–Wallis avec 
comparaisons par paires en utilisant l'approche Dunn-Bonferroni. Les résultats sont présentés sous 
forme de valeurs ± erreur standard de la moyenne (SEM) de quatre expériences indépendantes 
réalisées dans chaque groupe de trois patients avec infarctus du myocarde et trois contrôles sains (n = 
12/groupe). Co : contrôles, IFN-γ: interféron gamma, IL: interleukine, MI: infarctus du myocarde, MOs: 
monocytes TNF-α: tumor necrosis factor alpha. 
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3.8. Effet de l’aspirine sur l’expression du CD16 et du CD40  

Les résultats illustrés sur la figure 21 ont montré qu’en absence de traitement à l’ASA, 

l’expression du CD16 était significativement supérieure dans les MOs d’IDM que dans les MOs 

des contrôles (p < 0,05 par test Mann-Whitney U). Dans les MOs d’IDM, toutes les 

concentrations d'ASA ont induit une diminution significative de l’expression du CD16 par 

rapport aux MOs non traités (pour toutes les comparaisons, p = 0,021 par le test Mann-Whitney 

U). Tandis que dans les MOs des contrôles, l'expression du CD16 a augmenté à 10 µM d'ASA 

par rapport aux MOs non traités et inversement, a diminué à 100 µM et à 1000 µM d'ASA en 

comparaison avec les MOs traités à 10 µM d’ASA (pour toutes les comparaisons, p = 0,021 

par test Mann-Whitney U). 

D'un autre côté, en absence de traitement à l’ASA, l’expression du CD40 était 

significativement supérieure dans les MOs d’IDM que dans les MOs des contrôles (p = 0,021 

par le test de Mann-Whitney U). De plus, le traitement des MOs d’IDM par l’ASA à 10 µM et 

100 µM a significativement diminué l'expression du CD40 par rapport aux MOs non traités (p 

< 0,05 par le test de Mann-Whitney U).  

En utilisant le test de Kruskal-Wallis, les valeurs de p étaient inferieures à 0,01 pour 

l'expression du CD16 et du CD40 sur la surface des MOs d’IDM et des contrôles.   
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Figure 21. Effet de l’aspirine sur l’expression du CD16 et du CD40 et leurs co-expressions avec 
le CD14 à la surface des monocytes des patients avec infarctus du myocarde et des contrôles 
sains. Les astérisques indiquent des différences significatives : * p < 0,05, ** p < 0,01 par le test de 
Kruskal–Wallis avec comparaisons par paires en utilisant l'approche Dunn-Bonferroni. Les résultats sont 
présentés sous forme de valeurs ± erreur standard de la moyenne (SEM) de quatre expériences 
indépendantes réalisées dans chaque groupe de trois patients avec infarctus du myocarde et trois 
contrôles sains (n = 12/groupe). CD14 : cluster de différentiation 14, CD16 : cluster de différentiation 
16, CD40 : cluster de différentiation 40, Co : contrôles, CTCF : corrected total cell fluorescence, MI : 
infarctus du myocarde, MOs : monocytes.   
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4. Chapitre 4. Discussion 

L’implication des MOs dans divers maladies inflammatoire a été associée aux 

caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles des différents sous-ensembles des MOs 

notamment les MOs intermédiaires et non classiques (Gómez-Olarte et al., 2019; Lacerte et 

al., 2016).  De plus, il existe des indications expérimentales selon lesquelles ni la fonction ni 

la cinétique des sous-ensembles des MOs ne se chevauchent et cette réponse différentielle 

peut également être associée à l'état de santé (Tak et al., 2017). Il serait par conséquent d’un 

grand intérêt de déterminer cliniquement, à l’aide d’étude de cohortes, le niveau d’association 

de différents sous-types de MOs avec l’IDM avant même de vérifier l’existence ou non d’une 

relation de cause-à-effet. De plus, tout changement dans les activités des MOs après IDM 

pourraient considérablement induire une perturbation et un désordre immunitaires sévère 

notamment une inflammation excessive (Frangogiannis, 2014b).  

Par conséquent, dans la présente étude, nous avons évalué les effets ex vivo de l'ASA 

sur l'immunomodulation des activités fonctionnelles et phénotypiques des  MOs après l'IDM, 

compte tenu de son large spectre thérapeutique avec des effets anti-inflammatoires bien 

connus (Dai and Ge, 2012) et son utilisation comme agent de protection cardiovasculaire 

(Meek et al., 2010).   

4.1. Effet de l’aspirine sur la production du monoxyde d’azote et du peroxyde 

d’hydrogène  

Le NO produit par les MOs du sang périphérique joue un rôle crucial dans des 

conditions inflammatoires et dans la réponse contre les agents pathogènes grâce à propriété 

cytotoxique (Balaguer et al., 2017). Il a été rapporté que le NO produit à des concentrations 

physiologiques normales a des effets anti-inflammatoires et protecteurs en exerçant ses effets 

vasodilatateurs, antiagrégants et inhibiteurs de l'adhérence des leucocytes, mais à des taux 

plus élevés, il exerce un effet pro-inflammatoire, délétère et favorise les lésions 

athérosclérotiques pendant l'IDM (Kobayashi, 2010; Li et al., 2014a; Pong and Huang, 2015; 

Yasa and Türkseven, 2005). Nos résultats ont montré que l'ASA pouvait induire une diminution 

de la production du NO par les MOs des patients présentant un IDM. Sachant que le NO est 

considéré comme l'un des composants clés de la réponse inflammatoire, en particulier celui 

produit par iNOS (Medeiros et al., 2009), la diminution de sa biodisponibilité aurait sans aucun 

doute des effets athéroprotecteurs et anti-inflammatoires. Par conséquent, la diminution du 

NO libéré par les MOs serait l'une des principales voies cinétiques de l'ASA dans la modulation 

de l'inflammation. 

De plus, à des concentrations physiologiques normales, l’H2O2, l'une des formes les 

plus abondantes et les plus stables des ROS produites par NADPH oxydase est cruciale dans 
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la voie de signalisation oxydative de l'homéostasie et de la viabilité des cellules et leur confère 

aussi une activité cytotoxique contre les bactéries et d’autres agents pathogènes (Zubko and 

Zubko, 2013). Alors que dans des conditions pathologiques telles que l'athérosclérose dans 

l'IDM, des taux excessifs d’H2O2 induisent non seulement un stress oxydatif (Loffredo et al., 

2012) mais aussi une infiltration tissulaire des MOs et des Mφs (Lee et al., 2013), ainsi que 

leur transformation en cellules spumeuses après accumulation du cholestérol (Loffredo et al., 

2012) contribuant de la sorte à l’aggravation et à la progression de l'inflammation (Legein et 

al., 2013). Par ailleurs, notre étude n’a apporté aucune différence significative dans la 

production d’H2O2 par les MOs d’IDM traités ou non par l'ASA.  

4.2. Effet de l’aspirine sur les activités d’iNOS et d’arginase  

La L-arginine est le substrat commun pour lequel les NOS synthases et les arginases 

entrent en compétition pour la métaboliser en NO et L-citrulline et en urée et L-ornithine 

respectivement. Il a été démontré qu’une diminution de production de NO était liée en partie à 

une augmentation de l’activité d’arginase et à une diminution de la biodisponibilité en substrat 

pour la synthèse du NO (Munder, 2009). La dichotomie fondamentale de ces deux voies 

enzymatiques NOS/Arginase impliquées dans le  métabolisme de l’arginine par les MOs et les 

Mφs engendrent deux réponses immunitaires opposées ; la 1ère est à l’origine de 

l’augmentation de l’inflammation et la 2ème dans la réparation et le remodelage tissulaire (Rath 

et al., 2014).    

L’arginase est considéré comme l’un des principaux médiateurs anti-inflammatoire 

chez les MOs (Najac et al., 2016). Plusieurs études ont démontré que l’arginase est fortement 

impliquée dans la réparation des tissus et de la matrice extracellulaire via la production de L-

ornithine au cours de l’IDM. Etant donné que L-ornithine est le précurseur des polyamines et 

de L-proline, essentiels respectivement dans la prolifération cellulaire et la synthèse du 

collagène (Yang and Ming, 2014). Cependant, l’augmentation de l’activité de l’arginase et/ou 

la diminution de la production du NO peut être un bon marqueur pour vérifier l’efficacité de 

certains médicaments supposées avoir une propriété anti-inflammatoire. Ainsi, en plus de ses 

effets comme la diminution de la production du NO, les effets anti-inflammatoires de l'ASA sur 

les MOs d’IDM seraient également liés à ses effets comme régulateur positif de l'activité de 

l'arginase.  

D’un autre coté, l'activité iNOS est également impliquée dans la réponse immunitaire. 

Elle est produite principalement dans les MOs et les Mφs et peut être induite par différents 

agents notamment les cytokines pro-inflammatoires (Yasa and Türkseven, 2005). L'activité 

iNOS se manifeste dans des états inflammatoires et produit de grandes quantités de NO qui 

sont 100 fois supérieures à la quantité produite par la NOS endothéliale (eNOS) (Knowles and 
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Moncada, 1994). Qingping Feng et al. ont prouvé que l'iNOS est une enzyme alarmante et 

nocive au cours de l'IM, son expression et son activité sont amplifiées et entraînent une 

augmentation du taux de NO dans la circulation (Feng et al., 2001). De même, Toru Miyoshi 

et al. ont constaté que chez les souris déficientes en apolipoprotéine E, l'absence d'oxydation 

des LDL via iNOS réduisait la formation des lésions athérosclérotiques (Miyoshi et al., 2006). 

Parallèlement, Padmapriya Ponnuswamy et al. ont montré que l'inhibition génétique et 

pharmacologique de l'iNOS réduisait le développement de l'athérosclérose (Ponnuswamy et 

al., 2009). Un inhibiteur endogène de l'iNOS comme l’agmatine peut également réduire la 

progression de l'athérosclérose et le dysfonctionnement endothélial chez des lapins recevant 

un régime riche en cholestérol (El-Awady and Suddek, 2014). Aussi, Yitong Liu et al. ont 

découvert in vivo que l'ASA régule négativement l'expression d'iNOS induite par le LPS dans 

les Mφs pendant l'inflammation précoce (Liu et al., 2017b). Toutes ces études démontrent 

clairement l'implication de l'expression d'iNOS dans l'inflammation, la progression de l'IDM et 

sa diminution après le traitement par l'ASA. Ces conclusions corroborent avec nos résultats, 

qui ont démontré que l'activité d’iNOS était augmentée dans les MOs d’IDM non traités par 

l'ASA, et que le traitement à l’ASA a nettement diminué son activité.  

4.3. Effet de l’aspirine sur la capacité phagocytaire et la destruction bactérienne 

Nos résultats ont démontré qu’en absence de traitement à l’ASA, la capacité de 

phagocytose était plus forte dans les MOs d’IDM par rapport aux MOs des contrôles sains.  

En concordance avec nos résultats, une étude précédente a démontré que la capacité 

de phagocytose et de destruction des MOs et des neutrophiles était plus élevée chez des 

patients présentant un IDM, même si l'étude ait été réalisée dans le contexte d'une infection 

par des particules de levure (Djurdjevic et al., 2001). De plus, nos résultats ont montré que le 

traitement par l'ASA améliore davantage la capacité de phagocytose et de destruction dans 

les MOs d’IDM, ce qui suggère que l'ASA soutient le maintien d’un profil de MOs classiques, 

sachant qu'un tel sous-type est caractérisé par une activité phagocytaire et une faible 

expression de la molécule CD16.  

4.4. Effet de l’aspirine sur le taux du calcium intracellulaire  

L’ifCa2+ agit comme un second messager pour les cellules immunitaires notamment les 

MOs, les Mφs, les cellules T, les cellules B, les mastocytes et les cellules NK. Il contrôle une 

variété de fonctions cellulaires telles que la sécrétion cellulaire, la transduction du signal, la 

transcription des gènes, la division et la différenciation cellulaire (Feske, 2007). 

Dans notre étude, nous avons observé que l'ASA induisait une variation dose-

dépendante du taux d'ifCa2+ dans les MOs. L'augmentation des ions de calcium serait un bon 

indicateur de l'effet immunomodulateur de l'ASA sur les MOs avec son effet non seulement 
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positif sur la capacité phagocytaire et bactéricide, comme indiqué ci-dessus, mais aussi négatif 

sur la production des cytokines pro-inflammatoires et du NO, ainsi que l'activité d’iNOS 

pendant l'IDM. Néanmoins, à notre connaissance, il n’existe pour l’instant aucune étude 

similaire qui nous permettrait de comparer nos résultats.  

4.5. Effet de l’aspirine sur la teneur totale du cholestérol intracellulaire  

L'accumulation du cholestérol dans la paroi artérielle est un inducteur précoce de l'IDM. 

Plusieurs études chez la souris et chez des patients hypercholestérolémiques ont démontré 

l’existence d’une relation entre les MOs chargés en cholestérol et l'athérosclérose (Fernandez-

Ruiz et al., 2016; Mosig et al., 2008; Wu et al., 2009). D'un point de vue biochimique, le 

cholestérol est transformé d'un liquide à un état solide et forme des cristaux, qui déclenchent 

la réponse inflammatoire via l’inflammasome NLRP3 (Duewell et al., 2010b).  

Nos résultats ont démontré qu’en absence de traitement à l’ASA, la tccCHOL dans les 

MOs d'IDM était supérieure à celle des MOs des contrôles, et le traitement à l’ASA diminuait 

la tccCHOL dans les MOs d'IDM. Ces résultats peuvent s’expliquer par la particularité lipophile 

de l’ASA qui dissout les cristaux de cholestérol par un mécanisme de type «Like dissolves 

like». Par conséquent, le traitement avec l'ASA serait une bonne alternative thérapeutique 

pour l’atténuation du processus inflammatoire médiée par l'accumulation du cholestérol intra-

cytosolique dans les MOs pendant l'IDM. 

4.6. Effet de l’aspirine sur le taux du glucose intracellulaire  

Le glucose est la principale source d'énergie pour les cellules (Jéquier, 1994). Il est 

transporté à l'intérieur des MOs à travers des transporteurs de glucose (GLUT) qui 

comprennent trois isoformes: GLUT1, GLUT2 et GLUT3(Vrhovac Madunic et al., 2014). 

L'activation in vitro des MOs par le LPS ou la phytohémagglutinine (PHA) induit une 

augmentation de l'expression de GLUT1 fournissant ainsi la source d'énergie pour les besoins 

métaboliques (Fu, 2004; Maratou et al., 2007). Une étude récente a démontré que l'ASA 

pouvait moduler l'absorption du glucose en régulant négativement GLUT1 ce qui inhibe la 

prolifération des lignées cellulaires d'hépatome humain (Liu et al., 2019).  

Nos résultats ont indiqué que l’ASA pouvait induire une diminution dose-dépendante 

du iGlu dans les MOs de l’IDM. À l'inhibition de l'agrégation plaquettaire, qui est connue pour 

être impliquée dans le dysfonctionnement endothélial et par conséquent dans le 

déclenchement de l'IDM, nous pouvons ajouter l'effet de l’ASA sur la diminution de l'absorption 

du glucose par les MOs (Worthley et al., 2010).  
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4.7. Effet de l’aspirine sur la production des cytokines pro-inflammatoires et des 

cytokines régulatrices ou immunosuppressives  

Pendant l'IDM, les MOs exercent leurs effets en sécrétant plusieurs médiateurs 

inflammatoires tels que l'IL-1β, l'IL-6, l'IFN-γ et le TNF-α (Nahrendorf et al., 2010). Ces 

cytokines jouent un rôle critique dans l'amplification de la réponse inflammatoire (Fang et al., 

2015; Plaine et al., 2018), ce qui conduit à la progression de l'IDM et de l'insuffisance cardiaque 

(Fang et al., 2015). Cependant, cette réaction inflammatoire est contrebalancée par les 

cytokines anti-inflammatoires, dont l'IL-10 (Meng et al., 2018).  

4.7.1. Effet de l’aspirine sur la production d’IL-1β 

Les MOs pro-inflammatoires sont l’une des sources principales d'IL-1β (Saxena et al., 

2013) dont la production est augmentée pendant l'IDM (Saxena et al., 2013; Slavic et al., 

2018). De même, nos résultats ont aussi montré que le taux de production d'IL-1β est supérieur 

dans les MOs d’IDM par rapport aux MOs des contrôles. L'IL-1β est impliquée dans la 

progression de l'IDM (Chen et al., 2018) par l’amplification de la réponse inflammatoire (Van 

Tassell et al., 2013) et l’induction d’une leucocytose sanguine, qui est en corrélation inverse 

avec la survie des patients présentant un IDM (Sager et al., 2015). De plus, la signalisation IL-

1β participe au développement d’un remodelage indésirable après l'IDM (Bujak and 

Frangogiannis, 2009; Neri et al., 2015b). Plusieurs études ont démontré que l'inhibition de la 

production d'IL-1β peut être une cible thérapeutique propice pour les patients souffrant d'IDM 

(Chen et al., 2018; Sager et al., 2015; Slavic et al., 2018; Toldo et al., 2017; Wu et al., 2018).  

Nos résultats ont indiqué que le traitement par l'ASA à des doses de 100 µM et 1000 

µM a régulé négativement la production d'IL1β dans les MOs d'IDM. Il a récemment été 

rapporté que l'ASA réduisait la sécrétion d’IL-1β par les Mφs murins dérivés de la moelle 

osseuse (BMDM), suggérant la confirmation de ces résultats à l'aide d'un modèle humain in 

vitro (Plaine et al., 2018). Ces résultats sont en accord avec les nôtres, néanmoins, la 

différence entre les modèles expérimentaux (murins vs humains) et le type cellulaire (Mφs vs 

MOs) ne permet pas de faire des comparaisons avec notre étude, ce qui nécessite plus 

d'investigations dans les MOs humains.  

4.7.2. Effet de l’aspirine sur la production d’IL-6  

L'IL-6 est une cytokine pro-inflammatoire associée à la pathogenèse de l'IDM (Iuchi et 

al., 2018). Elle induit la synthèse des protéines de la phase aiguë, considérée comme un 

indicateur de mauvais résultats pour les patients souffrant d'IDM (Gabriel et al., 2004). De plus, 

il a été démontré que l'inhibition de l'IL-6 a un effet préventif sur le développement de l'IDM 

(Iuchi et al., 2018; Kleveland et al., 2016, 2018). Des études cliniques ont montré que l’ASA 

utilisée seule (Ikonomidis et al., 1999) ou en combinaison avec d'autres médicaments 
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antiplaquettaires (Yu et al., 2018), peut réduire la production d'IL-6 chez les patients atteints 

d'IM.  

Nos résultats ont indiqué que l'ASA a induit une diminution dose-dépendante de la 

production d’IL-6, ce qui corrobore avec des résultats antérieurs obtenus à partir du sang 

humain et de Mφs de souris (Hartel et al., 2004; Raza et al., 2014). 

4.7.3. Effet de l’aspirine sur la production d’IFN-γ 

Il est bien connu que le taux d'IFN-γ est supérieur chez les patients présentant un IDM 

(Zhang et al., 2017). Ce médiateur pro-inflammatoire joue un rôle important dans de 

nombreuses pathologies cardiaques dont l'IDM (Levick and Goldspink, 2014). Il exerce ses 

effets délétères en favorisant la réponse inflammatoire (Fang et al., 2015), et conduit à la 

nécrose des myocytes cardiaques via la stimulation de la sécrétion du NO (Cheng et al., 2005; 

Keira et al., 2002).  

Comme l'IL-6, nos résultats ont indiqué que l'ASA à dose-dépendante peut agir sur 

l'immunomodulation de la production d'IFN-γ. Ainsi, les effets de L'ASA sur la production des 

cytokines pro-inflammatoires notamment l'IFNγ, semblent être médiés par différents 

mécanismes en fonction de la concentration d'ASA. Bien qu’il ait été rapporté que de faibles 

doses d’ASA pouvaient stimuler la production des cytokines pro-inflammatoires (Hartel et al., 

2004), il a été démontré par ailleurs que des doses plus élevées ont un effet opposé et peuvent 

inhiber l'activation du facteur de transcription NF-κB (Hartel et al., 2004; Yin et al., 1998). 

4.7.4. Effet de l’aspirine sur la production du TNF-α 

Notre étude a révélé que la production du TNF-α - une cytokine pro-inflammatoire - 

était nettement plus supérieure dans les cultures de MOs des patients présentant un IDM. Il a 

été rapporté que cette cytokine joue un rôle critique dans la pathogenèse de l'IDM en favorisant 

l'infiltration des neutrophiles dans la zone infarcie, la génération des substances toxiques telles 

que l’O2
- et la perforine (Tian et al., 2015), et en induisant l'apoptose des cardiomyocytes 

(Haudek et al., 2007). Par conséquent, plusieurs études ont été menées pour explorer des 

médicaments efficaces ciblant le TNF-α afin de traiter l'IDM (Panahi et al., 2018; 

Somasuntharam et al., 2016).  

Dans la présente étude, nous avons constaté que le taux du TNF-α était 

significativement augmenté dans les MOs des patients avec IDM et des contrôles. Les effets 

de l'ASA semblent être proches de ceux observés après l'inhibition de la PGE2, entraînant une 

augmentation de la production du TNF-α, à la fois dans des études in vivo et ex vivo, effectuées 

sur des MOs humains stimulés par le LPS, mais dans des conditions autre que l’IDM (Page et 

al., 2010; Saha et al., 2014). De plus, il a été constaté qu'une faible dose d'ASA inhibe la 

biosynthèse de PGE2 chez des volontaires sains (Boutaud et al., 2016). Contrairement à ces 
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résultats, d'autres ont démontré qu'un tel effet n'était pas corrélé à l'inhibition de la PGE2 dans 

les cellules dendritiques humaines (Ho, Deh-Ming Chang, Hen-Yih Shiau, 2001). Par 

conséquent, ces résultats contradictoires peuvent être dus essentiellement à la différence 

entre les modèles expérimentaux et les situations pathologiques étudiées, ainsi qu'à la 

différence des mécanismes et du mode d'action (MoA) de l'ASA selon le type cellulaire.  

4.7.5. Effet de l’aspirine sur la production d’IL-10  

L’IL-10 est une cytokine immuno-régulatrice et immunosuppressive puissante, dont les 

effets bénéfiques pour les patients avec un IDM ont déjà été rapportés (Krishnamurthy et al., 

2009). Il a été démontré que l'augmentation du taux sérique d'IL-10 était en corrélation avec 

un bon pronostic au cours de l'IDM (Domínguez Rodríguez et al., 2005). Cette cytokine 

diminue l'inflammation du myocarde en supprimant la production des cytokines pro-

inflammatoires (Krishnamurthy et al., 2009; Meng et al., 2018) et atténue la dysfonction 

ventriculaire gauche et le remodelage indésirable qui sont de puissants prédicteurs de 

morbidité et de mortalité chez les patients présentant un IDM (Jung et al., 2017; Krishnamurthy 

et al., 2009). De plus, il a été rapporté que l'IL-10 provenant de cellules mononucléaires de 

moelle osseuse transplantée contribue à la protection cardiaque après un IDM (Burchfield et 

al., 2008).  

Bien qu'aucune étude n'ait été menée pour explorer l'effet de l’ASA sur la production 

d'IL-10 par les MOs pendant l'IDM. Les résultats de notre étude ont révélé que l'ASA a amélioré 

la production d'IL-10 par les MOs de l'IDM, ce qui peut être bénéfique pour les patients qui en 

souffrent. Par ailleurs, notre étude nécessite d'autres investigations sur les effets de l'ASA sur 

la production des cytokines dans les MOs humains ce qui nous permettra de faire des 

comparaisons, étant donné que toutes les autres études ont été réalisées dans des conditions 

différentes soit sur des modèles animaux, soit sur d'autres types cellulaires et échantillons, 

comme le sang périphérique ou le sérum. Le traitement par l’ASA peut donc induire des effets 

différents d'une cellule immunitaire à une autre (Eng et al., 2018), et les effets thérapeutiques 

évalués dans des échantillons de sérum ne reflètent pas nécessairement les effets des 

médicaments sur la production des cytokines au niveau cellulaire (Jason et al., 2001).  

4.8  Effet de l’aspirine sur l’expression du CD16 et du CD40  

Les MOs humains en circulation constituent une population de cellules hétérogènes et 

sont classées en fonction de l’expression relative des protéines de surface CD14 et CD16, à 

savoir les CD14highCD16− «classiques», CD14highCD16+ «intermédiaires» et CD14lowCD16++ 

«non classiques» (Guilliams et al., 2014). Il a été prouvé que les MOs CD14highCD16+ 

prédisaient indépendamment les événements cardiovasculaires (Rogacev et al., 2012) et la 

relation entre leur expansion et la vulnérabilité de la plaque coronaire a été mise en évidence 
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(Heine et al., 2008; Imanishi et al., 2010; Kashiwagi et al., 2010; Rogacev et al., 2011). De 

plus, la formation d'agrégats MOs–plaquettes (MPA) pendant l'IDM nécessite l'acquisition d'un 

profil CD16+ par les MOs circulants (Passacquale et al., 2011).  

Notre étude a démontré qu’en absence de traitement à l’ASA, l’expression du CD16 

était supérieure dans les MOs d’IDM par rapport aux MOs des contrôles et le traitement par 

l'ASA a significativement diminué son expression dans les MOs d’IDM et de contrôles. Nos 

résultats sont cohérents avec ceux d'une étude récente démontrant que la thérapie 

antiplaquettaire peut atténuer le développement d'un profil CD16+ par les MOs circulants dans 

des conditions pro-inflammatoires (Layne et al., 2016b). De plus, la liaison de la molécule co-

stimulatrice CD40 des MOs au CD40L entraîne l'activation et la production de plusieurs 

cytokines pro-inflammatoires telles que l'IL-1β, l'IL-6 et le TNF-α (Alderson, 1993; Kiener et al., 

1995b; Stout and Suttles, 1996b), ainsi qu'une production de NO (Stout et al., 1996b; Tian et 

al., 1995b) et l’échappement à l'apoptose (Poe et al., 1997). L'implication directe du CD40 sur 

les MOs/Mφs pendant l'IDM est bien établie (Jansen et al., 2016). Conformément aux résultats 

antérieurs démontrant une augmentation de l'expression de CD40 chez les patients atteints 

d'athérosclérose et d'hypercholestérolémie modérée (Bruemmer et al., 2001; Garlichs et al., 

2001; Szabolcs et al., 2000), nous avons constaté que l'expression de CD40 induite par l’IFN-

γ était augmentée dans les MOs d’IDM. Par ailleurs, le traitement à l’ASA a induit une 

diminution de l'expression du CD40 à la fois dans les MOs d’IDM et de contrôles.  
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5. Chapitre 5. Conclusions et perspectives 

L’IDM est une complication vasculaire due à l’athérosclérose, il implique une réponse 

inflammatoire caractérisée par une importante infiltration tissulaire des MOs à partir du sang 

périphérique. Ces cellules immunitaires dotées d’une large hétérogénéité fonctionnelle et 

phénotypique orchestrent la majorité des processus physiologiques post-IDM tels que la 

phagocytose des débris nécrotiques, la protéolyse, le remodelage et la régénération 

ventriculaire contribuant ainsi à l’initiation et à la résolution de l’inflammation.  

Les travaux de cette thèse viennent souligner l’effet immunomodulateur de l’ASA sur 

les activités fonctionnelles des MOs. C’est ainsi que nous avons pu montrer qu’au cours de 

l’IDM, l’ASA pouvait induire le switch des MOs circulants vers un profil anti-inflammatoire en 

diminuant l’expression de la molécule co-stimulatrice CD40, l’activité d’iNOS et la production 

du NO et des cytokines pro-inflammatoires, d’une part et en favorisant l’activité d’arginase et 

la production d’IL-10, d’autre part. Nous avons aussi eu l’opportunité d’être les premiers à 

apporter la preuve que l’ASA pouvait renforcer le processus de phagocytose et de destruction 

bactérienne et moduler l’immuno-métabolisme des MOs au cours de l’IDM. Pour finir, nous 

avons démontré que l’ASA pouvait favoriser le basculement des MOs vers le phénotype 

classique présentant une faible expression du CD16 et des propriétés anti-inflammatoires. 

La modulation de la réponse immunitaire innée à travers les MOs pourrait clairement 

représenter une approche thérapeutique innovante afin de limiter le développement de 

l’athérosclérose et prévenir ses complications néfastes telles que l’IDM. Ainsi, en termes de 

perspectives, diverses expériences seront entreprises dans le but d’étudier d’une façon 

approfondie le mode d’action de l’ASA sur les MOs pendant l’IDM. Parmi elles : 

 Expliquer pourquoi et par quel mécanisme de contrôle l’ASA peut agir différemment 

sur la production des cytokines au cours de l’IDM. 

 Etudier l’effet de l’ASA sur l’implication du cholestérol cellulaire dans la dynamique de 

capture et dans la réponse chimiotactique des MOs.  

 Evaluer l’effet de l’ASA sur les Mφs résiduels ayant subi une transformation vers les 

cellules spumeuses.  

 Renforcer l’étude phénotypique avec les molécules de présentation antigénique HLA-

DR afin de vérifier et de préciser vers quel phénotype de MOs l’ASA a induit leur 

basculement.  

 Etudier l’effet de l’ASA sur la dicothomie Th1/Th2 co-cultivés avec les MOs des patients 

ayant subi un IDM.  

 Evaluer l’effet de l’ASA sur l’expression d’eNOS par les cellules endothéliales co-

cultivées avec les MOs des patients présentant un IDM et évaluer aussi la production 
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du NO par les deux enzymes pour pouvoir ainsi établir un ratio eNOS/iNOS et NO 

endothélial/NO monocytaire.  

 Enfin, Il serait aussi d'un grand intérêt d'explorer à l’aide d’études in vivo l'effet de l'ASA 

sur le « crosstalk » entre les plaquettes et les MOs/Mφs dans la zone infarcie.  
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A B S T R A C T

Background: Exacerbation of CD16 as molecule marker of both intermediate and non-classical monocytes (MOs)
has been shown to be involved in the pathogenesis of myocardial infarction (MI). In this study, we have tried to
evaluate the aspirin (acetylsalicylic acid, ASA) treatment effect on the CD16-expressed MOs and activation-
associated CD40 in MI.
Methods: MOs were isolated from the whole blood of healthy controls and patients with MI. The cells were
stimulated and treated with different doses of ASA.
Results: ASA significantly decreased nitric oxide (NO) production and inducible NO synthase (iNOS) activity, but
significantly increased arginase activity. Levels of interleukin (IL)-1β, IL-6 and interferon-γ (IFN-γ) were
downregulated, whereas those of IL-10 were upregulated. Additionally, ASA induced a markedly increase in both
phagocytosis and intracellular pathogen killing activities. Moreover, ASA treatment induced significantly up-
regulation of intracellular levels of glucose (iGlu), and free calcium ions (ifCa2+), and, covertly, significantly
downregulation of total cellular cholesterol content (tccCHOL). Furthermore, the expression levels of CD16 and
CD40 were significantly downregulated in ASA-treated MOs.
Conclusions: We show for the first time that ASA immunomodulates the functional activities of MOs during MI
and promotes their switching toward a classical phenotype, exhibiting low CD16 expression levels and thereby
anti-inflammatory properties.

1. Introduction

MI corresponds to the necrosis of cardiac muscle cells resulting from
coronary artery retraction and lack of oxygenation in the myocardium.
The physiopathological mechanism of MI involves atherosclerosis [1],
i.e., a chronic auto-inflammatory disease of the artery walls irrigating
the heart [2]. Of note, innate immune cells play a key role in the
proinflammatory process associated to the disease, given their ability of
T-cells autoactivation, through various ways, including cell–cell cross-
talk and cytokines release.

More recently, it has been reported that CD16 expression on MOs
surface is increased on day 5 of MI [3] and is required for MO platelet
aggregation (MPA) [4]. As noticed, CD16 molecule is present with

CD14 on cell surface of non-classical and intermediate MOs that both
are inculcated in the pathogenesis of MI [5,6].

Several drugs, like ASA have been reported to have a marked effect
to establish anti-inflammatory conditions in MI [7]. Its cardio-protec-
tive effect at low dose is possibly due not only to its anti-inflammatory
proprieties, but also to its anti-thrombotic effect [8–10]. It has been
reported that its ability to reduce inflammatory conditions is mainly
related to its downstream inhibition of proinflammatory cytokines, as
well as of adhesion molecules [11].

In the current study, we aimed to evaluate the ex vivo effect of ASA
on overall functional activities of MOs and on the expression levels of
CD16/FcRγIIIa, as well as of CD40 as a costimulatory molecule in-
volved in MOs activation and production of proinflammatory cytokines

https://doi.org/10.1016/j.intimp.2020.106349
Received 8 December 2019; Received in revised form 20 February 2020; Accepted 24 February 2020

⁎ Corresponding author at: Laboratory of Applied Molecular Biology and Immunology, W0414100, Imama-Mansourah, Rocade # 2, University of Tlemcen, PO Box:
262, Imama-Mansourah, Tlemcen, 13000, Algeria. Department of Biology, University of Tlemcen, PO Box: 262, Imama-Mansourah, Tlemcen, 13000, Algeria.

E-mail address: mourad.aribi@univ-tlemcen.dz (M. Aribi).

International Immunopharmacology 83 (2020) 106349

1567-5769/ © 2020 Elsevier B.V. All rights reserved.

T

http://www.sciencedirect.com/science/journal/15675769
https://www.elsevier.com/locate/intimp
https://doi.org/10.1016/j.intimp.2020.106349
https://doi.org/10.1016/j.intimp.2020.106349
mailto:mourad.aribi@univ-tlemcen.dz
https://doi.org/10.1016/j.intimp.2020.106349
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.intimp.2020.106349&domain=pdf


during MI.

2. Materials and methods

2.1. Study design and cell sampling

MOs were provided from voluntary patients with ST-elevation MI
(STEMI) and age-, gender- matched healthy control donors. Patients
and subjects had no change in diurnal rhythms, as well as the number of
agranulocytes, including circulating MOs, after MI at time point of
blood collection. Exclusion criteria were especially severe metabolic
disorders, including diabetes, inflammatory diseases, cancers or renal
or hepatic impairment. Participants gave written informed consent and
the study protocol was approved by the Ethics Committee of Tlemcen
University. Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were obtained
by centrifugation on density gradient from whole blood. MOs were
isolated from PBMCs by plastic adherence method. Supernatants and
cell lysates were recovered after stimulation with LPS in the absence or
in the presence of different doses of ASA. Levels of NO production, IL-
1β, IL-6, IL-10 and IFN-γ were measured on the supernatants, and ly-
sates were used to measure the arginase activity, H2O2 production and
levels of iGlu, ifCa2+ and tccCHOL. Phagocytosis and bacterial killing
were performed on a mixture of MOs, Staphylococcus aureus (S. aureus)
and ASA. iNOS activity was measured using levels of NO and relative
proteins. The expression levels of CD14, CD16, and CD40 on the surface
of live ASA-treated MOs was evaluated by direct immunofluorescence
using a Floid Cell Imaging Station. Each experiment was repeated in-
dependently at least 4 times. The design of this study is summarized in
Fig. 1.

2.2. Isolation of MOs and cell culture

PBMCs were isolated by density gradient centrifugation using
Histopaque (1.077 g ml−1; Sigma-Aldrich, Munich, Germany), and

cultured at 37 °C and 5% CO2 with humid atmosphere in RPMI 1640
medium, supplemented with 2 mM L-glutamine, 50 μg/mL gentamycin
and 10% fetal bovine serum (FBS) [12]. MOs were isolated from PBMCs
by differential plastic adherence method [13]. The non-adherent cells
were removed and adherent MOs subjected to ASA treatment. Quanti-
fication of cell viability was assessed by light microscopy (Zeiss, Ger-
many) using Trypan Blue Exclusion Test (TBET) [14], and the purity of
MOs was exceeded 90% as demonstrated by fluorescent staining with
phycoerythrin (PE)-conjugated mouse antihuman CD14 (clone MEM-18
by Sigma-Aldrich) using a Floid Cell Imaging Station (Thermo Fisher
Scientific, MA USA) [15,16]. 2 × 105 MOs were stimulated for 24 h at
37 °C and 5% CO2 with LPS at 10 ng/mL and treated simultaneously
with different ASA doses (0 µM, 10 µM, 100 µM and 1000 µM) [17].
Cell-free supernatants were collected and stored at −80 °C until ana-
lyses.

2.3. MOs lysis

MOs were lysed with 0.1% Triton X-100 for 30 min for determining
the levels of proteins, ifCa2+, tccCHOL, iGlu and arginase activity.
Reaction was stopped with a mixture of Tris-HCl (25 mM, pH = 7.4)
and MnCl2 (5 mM) [18].

2.4. Protein assay

The concentration of cell protein content was measured in cell ly-
sates after formation of a quantifiable color complex by spectophoto-
metry at 540 nm, using a commercial kit (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Middletown, USA).

2.5. Respiratory burst assay

Respiratory burst assay was carried out by the determination of the
levels of NO production and H2O2 [19].

Fig. 1. Study flow-charts. We evaluated the ex vivo effect of ASA on functional activities, cytokine production, and expression levels of CD16 and CD40 on MI MOs
compared with healthy control MOs. Co: controls, H2O2: hydrogen peroxide, iNOS: inducible nitric oxide synthase, MOs: monocytes, MI: myocardial infarction, NO:
nitric oxide, PBMCs: peripheral blood mononuclear cells. Schematic representations were provided from Servier Medical Art (https://smart.servier.com/).
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2.5.1. NO assay
NO levels were spectrophotometrically determined in cell culture

supernatants by measuring the NO metabolites (NOx, nitrite [NO2¯] and
nitrate [NO3¯]) at 540 nm using the sensitive colorimetric Griess
method. The assay was based on the use of trichloroacetic acid (TCA),
vanadium (III) and Griess reagent chloride, as described [20,21]. The
concentration of NO was determined from linear standard curve es-
tablished by 0–150 μmol/L sodium nitrite (NaNO2¯).

2.5.2. H2O2 assay
H2O2 production was measured in cell lysates at 610 nm by col-

orimetric method of Pick and Keisari [22] as described [19]. The assay
was based on the oxidation of phenol red by H2O2 via peroxidase. A
buffered Phenol Red Solution (PRS), which contains a peroxide assay
buffer (PAB) (5.0 mM K2HPO4, 1.0 mM KH2PO4, 140 mM NaCl, 0.5 mM
glucose adjusted to pH 7.4), 0.28 mM (0.1 g/L) of phenol red (phe-
nolsulfonphthalein) and 8.5 U/L (50 µg/mL) of horseradish peroxidase
(HRPO, EC 1.11.1.7) was used. The PRS solution was prepared im-
mediately before the performance of the experiment by adding phenol
red and HRPO to 2.1 mL of PAB at a final concentration of 0.46 mM and
0.046 U/mL, respectively. Cell lystates were added to the assay mixture
at a ratio of 1–4 and then incubated for 30 min at 37 °C [23]. To stop
the reaction, 10 µL of 1 N NaOH were added. The amount of H2O2

produced was quantified from a standard curve, i.e., optical density = f
([H2O2]), prepared by the use of dilutions of 30% H2O2.

2.6. iNOS activity

The iNOS activity was determined by normalizing each NO con-
centration to milligrams of protein and expressed as nanomoles per
milligram protein per 30 min.

2.7. Ariginase activity assay

Arginase activity assay was performed using a spectrophotometric
technique based on the determination of the production of urea after
the addition of L-arginine [24–26]. Briefly, 50 µL of 0.5 M L-arginine
solution (pH 9.7) were added to same volume of heat-activated lysates,
and incubated at 37 °C and 5% CO2 for 1 h. The reaction was stopped by
adding 400 µL of acidic mixture composed of 1 vol 96% H2SO4, 3 vol
85% H3PO4 and 7 vol distilled water [27]. The amount of urea gener-
ated by arginase was analyzed at 600 nm using a commercial kit
(UREA/BUN—COLOR, BioSystems, S.A. Costa Brava 30, Barcelona,
Spain). One unit of arginase activity was defined as the amount of en-
zyme that catalyzes the formation of 1 μmol of urea/min.

2.8. Phagocytosis and pathogen killing assays

S. aureus (ATCC) 25923 strains were used for the phagocytosis and
pathogen killing assays. Bacteria were grown in Brain Heart Infusion
Broth (BHIB) overnight at 37 °C. The optical density at 600 nm (OD600)
was adjusted to 1, corresponding to 109 CFU/mL, as confirmed by
bacterial count. Phagocytosis and intracellular bactericidal capacity
assays were performed as described in detail [19,20]. Phagocytosis
results were determined using the percentage decrease in the number of
viable extracellular bacteria. The percentage of intracellular bacterial
killing was calculated as follows:

= × ⎛
⎝

− ⎞
⎠

NWt NWt
NWt

% bacterial killing 100 0 1
0

,

in which Nt0 and Nt1 correspond to the number of viable intracellular
bacteria at t0 and t1, respectively.

2.9. ifCa2+ assay

The levels of ifCa2+ were spectrophotometry determined at 560 nm.

The essay used the orthocresolphthalein (OCP) complexone method,
which is based on the reaction of calcium ions with OCP in alkaline
solution [28]. The levels of ifCa2+ were expressed as µg/mg proteins.

2.10. tccCHOL assay

The levels of tccCHOL were spectrophotometry measured at 500 nm
on cell lysates by enzymatic reaction [29,30], using a commercial kit
(BioSystems S.A. Costa Brava 30, Barcelona, Spain). The levels of
tccCHOL were expressed as µg/mg proteins.

2.11. iGlu assay

iGlu concentrations were spectrophotometrically assessed using a
commercial assay kit (BioSystems S.A. Costa Brava 30, Barcelona,
Spain), according to the manufacturer's instructions. This process is
based on the oxidation of glucose to gluconate by the glucose oxidase
enzyme (GOD), and the H2O2 produced was detected at 500 nm with
chromogenic oxygen acceptor, phenol, 4-aminophenazone (4-AP) in the
presence of peroxidase (POD). The levels of iGlu were expressed as µg/
mg proteins.

2.12. Cytokines assays

The concentration of IL-1β, IL-6, IL-10, TNF-α, and IFN-γ were
measured in supernatants after 24 h by a quantitative enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA), with respective commercial kits, ac-
cording to the manufacturer’s instructions (BD Biosciences co., San
Diego, USA). The absorbance was measured at 450 nm with an ELISA
plate reader (Biochrom Anthos 2020, Cambridge, UK). The limits of
detection (LOD) were 0.3 pg/mL for IL-1β, 1 pg/mL for IL-6, IL-10, and
TNF-α, and 8 pg/mL for IFN-γ.

2.13. Cell imaging and immunofluorescence assays

The expression levels of CD14, CD16, and CD40 on LPS/INF-γ ac-
tivated MOs were evaluated by direct immunofluorescence. 2 × 105

MOs were cultured for 24 h at 37 °C and 5% of CO2 in chamber slide
after stimulation with LPS (10 ng/mL) and IFN-γ (10 ng/mL) in the
absence or presence of different ASA doses. After fixation by 4% par-
aformaldehyde (PFA) for 15 min and blocking by 5% FBS in PBS for 1 h,
MOs were stained with PE-conjugated mouse antihuman CD14 (clone
MEM-18 by Sigma-Aldrich), fluorescein isothiocyanate (FITC)-labeled
mouse antihuman CD16 (clone 3G8 by BD) and FITC-mouse antihuman
CD40 (clone HI40a by Sigma Aldrich) diluted respectively at 1:750,
1:200 and 1:500 in block solution. The stained cells were assessed using
inverted cell imaging fluorescence microscopy station (Floid Cell
Imaging Station, Thermo Fischer Scientific, MA USA), and analyzed
using ImageJ software (the National Institutes of Health, Bethesda, MD,
USA) [31,32].

2.14. Statistical analyses

All experiments were repeated at least four times and the data were
presented as the mean with standard error of mean (SEM). Statistical
analyses were performed by a non-parametric Mann-Whitney U or
Kruskal–Wallis one-way analysis of variance (ANOVA) test, with pair-
wise comparisons using the Dunn-Bonferroni approach, after checking
of data distribution. Statistics were carried out using SPSS software
package version 20.0 for Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, USA), and
differences were considered statistically significant at p-value less than
0.05.
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3. Results

3.1. Effect of ASA on NO and H2O2 production

The NO and H2O2 production were evaluated as MOs respiratory
burst biomarkers. We see in Fig. 2 that NO production was significantly
increased in ASA-untreated MI MOs compared to untreated control MOs
(p = 0.01 by Mann-Whitney U test). ASA treatment at 10 µM, 100 µM
and 1000 µM significantly downregulated the levels of NO production
when compared with ASA-untreated MI MOs (p = 0.010, p = 0.005,
and p = 0.016 by Mann-Whitney U test, respectively). In contrast, no
significant difference was revealed in the NO production in control
MOs. P = 0.003 using Kruskal-Wallis test in MI MOs. Finally, there is
no significant effect of ASA on the production of H2O2 in MOs from
patients and controls.

3.2. Effect of ASA on iNOS and arginase activities

We show in Fig. 3 that iNOS activity in ASA-untreated MOs from MI
patients was increased than in untreated control MOs (p < 0.01 by
Mann-Whitney U test). Additionally, ASA treatment at 1000 µM sig-
nificantly decreased the iNOS activity when compared with ASA-un-
treated MI MOs (p = 0.004 by Mann-Whitney U test). Moreover, a
significant increase was seen on the arginase activity between ASA-
untreated MOs from MI patients and MOs treated at 100 µM (p = 0.016
by Mann-Whitney U test). For both iNOS and arginase activities, the
difference was not statistically significant in control MOs. When using
Kruskal-Wallis test, p < 0.01 in MI MOs for arginase and iNOS ac-
tivities.

3.3. Effect of ASA on phagocytosis and pathogen killing capacities

The results in Fig. 4 showed that phagocytosis capacity was

significantly increased in ASA-untreated MOs from MI patients than in
that of untreated MOs from controls (p = 0.019 by Mann-Whitney U
test). Additionally, treatment with ASA induced a significant increase in
phagocytosis levels in both MI and control MOs (for all comparisons
with ASA-untreated MOs, p < 0.05 by Mann-Whitney U test). More-
over, the pathogen killing levels increased significantly and gradually
with increasing doses of ASA, i.e., from 10 μM to 1000 μM in MI MOs
(for all comparisons with ASA-untreated MI MOs, p = 0.02 by Mann-
Whitney U test). Conversely, ASA treatment decreased significantly the
pathogen killing capacity in the range of 10 µM to 100 µM compared to
ASA-untreated control MOs (p < 0.05 by Mann-Whitney U test), this
activity decreased slightly at the dose of 1000 µM, but the difference
did not reach a significant level (p > 0.05 by Mann-Whitney U test).
The Kruskal-Wallis test gave p < 0.01 for phagocytosis and pathogen
killing in both MI and control MOs.

3.4. Effect of ASA on ifCa2+ levels

As depicted in Fig. 5, ASA induced a significant increase in ifCa2+

levels at the dose of 100 μM in MI MOs (p = 0.036 by Mann-Whitney U
test). However, the extreme doses of ASA appear to have no substantial
changes in ifCa2+ levels (p > 0.05 by Mann-Whitney U test). Conse-
quently, the effect of ASA on ifCa2+ seems to be dose-dependent. Ad-
ditionally, there was no significant difference in ifCa2+ levels in control
MOs. For multiple comparisons, using Kruskal-Wallis test, p-value was
inferior to 0.05 for MI MOs.

3.5. Effect of ASA on tccCHOL levels

We see in Fig. 6 that tccCHOL levels were significantly increased in
ASA-untreated MI MOs when compared to that of untreated control
MOs (p < 0.01 by Mann-Whitney U test). Additionally, ASA gradually
downregulated tccCHOL levels in MI MOs, the difference was significant

Fig. 2. Effect of aspirin on NO and H2O2 production
in MI MOs compared with control MOs. NO pro-
duction was assayed by the sensitive Griess reaction
and H2O2 levels were measured by the adapted
method of Pick and Keisari. Asterisks indicate sig-
nificant differences: **p < 0.01 by Kruskal–Wallis
test with pairwise comparisons using the Dunn-
Bonferroni approach. The results are presented as
mean values with standard error of mean (SEM) of
six independent experiments carried out in each
group of three healthy donors or patients without
pooling samples (n = 18/group). Co: controls,
H2O2: hydrogen peroxide, MOs: monocytes, MI:
myocardial infarction, NO: nitric oxide.
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at the dose of 1000 µM compared with untreated MI MOs (p < 0.01 by
Mann-Whitney U test). Whereas, treatment with ASA at the dose of
100 µM resulted in a significant decrease in tccCHOL levels in control
MOs compared to ASA-untreated control MOs (p = 0.037 by Mann-

Whitney U test). For multiple comparisons using the Kruskal-Wallis test,
p-values were<0.01 and<0.05 for MI and control MOs, respectively.

Fig. 3. Effect of Aspirin on Arginase and iNOS ac-
tivities in MI and control MOs. Arginase activity le-
vels were spectrophotometrically determined by
measurement of the concentration of urea after the
addition of L-arginine, and iNOS activity was de-
termined from NO levels relative to protein con-
centration. Asterisks indicate significant differences:
**p < 0.01 by Kruskal–Wallis test with pairwise
comparisons using the Dunn-Bonferroni approach.
The results are presented as mean values with stan-
dard error of mean (SEM) of six independent ex-
periments carried out in each group of three healthy
donors or patients without pooling samples (n = 18/
group). Co: controls, iNOS: inducible nitric oxide
synthase, MOs: monocytes, MI: myocardial infarc-
tion.

Fig. 4. Effect of aspirin on phagocytosis and killing
capacities of MI and control MOs. The bactericidal
activity of MOs was assayed using the antibiotic
protection method. After infection, intracellular
live bacteria were analyzed by the colony forming
unit (CFU) method at two time points after infec-
tion, i.e., at 0 (t0) and 1 h (t1). Asterisks indicate
significant differences: **p < 0.01 by
Kruskal–Wallis test with pairwise comparisons
using the Dunn-Bonferroni approach. The results
are presented as mean values with standard error of
mean (SEM) of four independent experiments car-
ried out in each group of three healthy donors or
patients without pooling samples (n = 12/group).
Co: controls, MOs: monocytes, MI: myocardial in-
farction.
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3.6. Effect of ASA on iGlu levels

As shown in Fig. 7, iGlu was increased in ASA-untreated MI MOs
than in untreated control MOs (p = 0.01 by Mann-Whitney U test).
Additionally, no significant changes were revealed between ASA-un-
treated MOs and ASA-treated MOs at 10 µM and 100 µM in MI and
control MOs. However, ASA at 1000 µM induced significant down-
regulation of iGlu levels in MI MOs, but a significant upregulation in
control MOs when compared with ASA-untreated MOs (p < 0.01 and
p < 0.05 by Mann-Whitney U test for MI and control MOs, respec-
tively). Using Kruskal-Wallis test, p-values were< 0.05 for MI and
control MOs.

3.7. Effect of ASA on proinflammatory and anti-inflammatory cytokines
production

The results in Fig. 8 showed that the production levels of IL-1β, IL-6
and TNF-α were significantly increased in untreated MI MOs than in
that of untreated control MOs (p < 0.05 by Mann-Whitney U test),
nevertheless, the levels of IFN-γ were not significantly different
(p > 0.05 by Mann-Whitney U test). Treatment of MI MOs with
100 µM of ASA induced a significant downregulation of IL-1β produc-
tion when compared with ASA-untreated MI MOs (p = 0.02 by Mann-
Whitney U test); similarly, ASA treatment of control MOs down-
regulated the IL-1β production (for all comparisons with ASA-untreated
MOs, p < 0.05 by Mann-Whitney U test). IL-6 and IFN-γ levels were
significantly increased at a low concentration of ASA (10 µM) and de-
creased at 1000 µM in MI MOs (for all comparisons with ASA-untreated
MI MOs, p < 0.05 by Mann-Whitney U test). Although these results
were released from comparison between two same conditions in which
ASA-untreated and LPS-stimulated MOs were compared to ASA-treated
and LPS-stimulated MOs, it is easy enough to say that a low con-
centration of ASA could induce such effects on IFN-γ and IL-6, but this
could be due to a combined effect of stimulation by LPS with treatment

with ASA. Moreover, all concentrations of ASA induced a significant
increase of IL-6 production in control MOs (p < 0.05 by Mann-
Whitney U test); conversely, IFN-γ were significantly decreased at
10 µM and 1000 µM of ASA in control MOs when compared with ASA-
untreated control MOs (p = 0.028 for 10 µM, and p = 0.026 for
1000 µM by Mann-Whitney U test). Furthermore, TNF-α production
increased significantly and gradually with increasing doses of ASA, i.e.,
from 10 μM to 1000 μM in MI MOs (for comparisons with ASA-un-
treated MI MOs, p < 0.05 by Mann-Whitney U test); a dose of 1000 µM
ASA induced a significant increase in control MOs (p = 0.02 by Mann-
Whitney U test).

On the other hand, the levels of IL-10 production were significantly
downregulated in MI MOs than in control cells (p = 0.019 by Mann-
Whitney U test). Additionally, ASA treatment induced a gradual upre-
gulation of IL-10 production in MI MOs (for all comparisons with ASA-
untreated MI MOs, p < 0.05 by Mann-Whitney U test). In contrast, no
significant difference was revealed in control MOs. When comparing
using Kruskal-Wallis test, p-values were less than 0.01 for the overall
cytokines of MI MOs, and IL-1β of control MOs, and less than 0.05 for
IFN-γ, TNF-α, and IL-6 of control MOs.

3.8. Effect of ASA on the surface expression of CD16 and CD40

The results illustrated in Fig. 9 showed that the expression levels of
CD16 were significantly increased in untreated MI MOs than in that of
untreated control MOs (p < 0.05 by Mann-Whitney U test). Ad-
ditionally, all concentrations of ASA induced a significant down-
regulation of CD16 expression levels in MI MOs when compared with
ASA-untreated MI MOs (for all comparisons, p = 0.021 by Mann-
Whitney U test). In control MOs, treatment with 10 µM ASA upregu-
lated the expression of CD16 when compared with ASA-untreated
control MOs, and, conversely, decreased at 100 µM, and 1000 µM ASA
when compared with 10 µM ASA-treated control MOs (for all com-
parisons, p = 0.021 by Mann-Whitney U test).

Fig. 5. Effect of aspirin on ifCa2+ levels of MI and
control MOs. ifCa2+ levels were biochemically
measured by the ortho-cresolphthalein complexone
method. Asterisks indicate significant differences:
*p < 0.05 by Kruskal–Wallis test with pairwise
comparisons using the Dunn- Bonferroni approach.
The results are presented as mean values with
standard error of mean (SEM) of six independent
experiments carried out in each group of three
healthy donors or patients without pooling samples
(n = 18/group). Co: controls, ifCa2+: intracellular
free calcium ions, MOs: monocytes, MI: myocardial
infarction.

Fig. 6. Effect of aspirin on tccCHOL levels of MI
MOs compared with control MOs. tccCHOL levels
were measured with spectrophotometric method
after conversion of cholesterol esters to free cho-
lesterol by the enzyme cholesterol ester hydrolase
(EC 3.1.1.1.13), using commercial reagents.
Asterisks indicate significant differences:
*p < 0.05, **p < 0.01 by Kruskal–Wallis test
with pairwise comparisons using the Dunn-
Bonferroni approach. The results are presented as
mean values with standard error of mean (SEM) of
six independent experiments carried out in each
group of three healthy donors or patients without
pooling samples (n = 18/group). Co: controls,
MOs: monocytes, MI: myocardial infarction,
tccCHOL: total cellular cholesterol content.
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On the other hand, expression levels of CD40 were significantly
increased in untreated MI MOs than in that of untreated control MOs
(p = 0.021 by Mann-Whitney U test). Additionally, ASA treatment at
10 µM and 100 µM significantly downregulated the expression of CD40
compared with untreated MI MOs (p < 0.05 by Mann-Whitney U test).
Using the Kruskal-Wallis test, p-values were<0.01 for CD16, and CD40
expression on MI and control MOs.

4. Discussion

The role of MOs in various inflammatory diseases has been asso-
ciated to differential subset activation phenotype, including inter-
mediate and non-classical MOs [33,34]. Additionally, there are ex-
perimental indications that neither function nor kinetics of the MO
subsets overlap and this differential response may also be associated to
health status [35]. Therefore, it would be of great interest to determine
clinically through large cohort studies the association levels of different
MO subtypes with MI even before confirming the existence or not of
cause-and-effect relationship. Moreover, any change in MO activities
after MI could undoubtedly induce severe immune disorders, including
excessive inflammation [36]. Hence, in the present study we have
evaluated the ex vivo effects of ASA on immunomodulation of MO
functional phenotypic activities after MI, given its broad therapeutic
spectrum with well documented benefits as anti-inflammatory [37] and
cardiovascular protective agent [38].

4.1. Effect of ASA on NO and H2O2 production

NO produced by peripheral blood MOs plays a crucial role in in-
flammatory conditions and in the response against pathogens by its
cytotoxic property [39]. It has been reported that NO produced at
normal concentrations has an anti-inflammatory and protective effects
by its vasodilatory, antiaggregant, and inhibition of leukocytes adhe-
sion proprieties, but at high ones, it excerts a proinflammatory, dele-
terious effect and promotes atherosclerotic lesions during MI [40–43].
In this first report, our results showed that ASA induced a down-
regulation of NO production in MI MOs. Knowing that NO is considered
as one of key components in the inflammatory response, especially that
which is produced by iNOS [44], the decrease in its bioavailability
would undoubtedly have an atheroprotective and anti-inflammatory
effects. Therefore, downregulation of NO released by MOs would be one
of the main kinetic pathways of ASA in the modulation of inflammation.
Moreover, at normal physiological levels, H2O2, one of the most abun-
dant and stable forms of reactive oxygen species (ROS) produced by
reduced nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) oxi-
dase, is crucial in oxidative signalizing pathway for cell homeostasis
and viability, as well as in cell cytotoxicity [45]. Under pathological
conditions, such as atherosclerosis in MI, excessive levels of H2O2 leads
not only to oxidative stress [46], but also to MOs and macrophages
(Mφs) tissue infiltration [47], as well as to their transformation into

foam cells after cholesterol accumulation [46], and to progression of
inflammation [48]. While, in our study, there was no significant dif-
ference in H2O2 production by MI MOs, treated or not by ASA.

4.2. Effect of ASA on iNOS and arginase activities

L-arginine is the common substrate for which NOS and arginases
compete to metabolize it to NO and L-citrulline, urea and L-ornithine,
respectively. It has been demonstrated that a decrease in NO production
was related to an increase in arginase activity and a decrease in sub-
strate bioavailability for NO synthesis [49].

The fundamental dichotomy of these two NOS and arginase enzy-
matic pathways involved in the metabolism of arginine by MOs en-
genders two opposite immune responses. The first one is responsible for
the increase of inflammation, whereas, the second one is required for
tissue repair and remodeling [50]. Arginase is considered to be as one of
the principal anti-inflammatory mediators in MOs [51]. Numerous
studies have shown that arginase activity is strongly involved in tissue
and extracellular matrix repair via the production of L-ornithine during
MI. So L-ornithine is the precursor of polyamine, which is involved in
tissue proliferation, and L-proline, which is important for collagen
synthesis [52]. For great interest, increasing arginase activity and/or
decreasing NO production may be a good marker for checking the ef-
ficiency of some drugs that are recognized for their anti-inflammatory
properties. So in addition to its effects on downregulation of NO pro-
duction, anti-inflammatory effects of ASA on MI MOs would be also
related to its effects on upregulation of arginase activity. Furthermore,
the iNOS activity is also involved in the immune response. It is pro-
duced primarily in MOs and Mφs, and can be induced by different
agents, including proinflammatory cytokines [40]. iNOS activity occurs
in conditions of inflammation and produces large quantities of NO that
are 100-fold the amount produced by the constitutive endothelial NOS
(eNOS) [53]. Qingping Feng et al. proved that iNOS is a harmful en-
zyme in MI, its expression and activity are increased and result in in-
creased NO levels in the circulation [54]. Similary, Toru Miyoshi et al.
found that in apolipoprotein E-deficient mice, the absence of iNOS-
mediated LDL oxidation reduce atherosclerotic lesion formation [55].
At the same time, Padmapriya Ponnuswamy et al. showed that genetic
and pharmacological inhibition of iNOS reduce the development of
atherosclerosis [56]. An endogenous inhibitor of iNOS as agmatine can
also reduce atherosclerosis progression and endothelial dysfunction in
high cholesterol-fed rabbits [57]. On the other hand, Yitong Liu et al.
found that ASA downregulates the LPS-induced iNOS expression in Mφs
during the early inflammation in vivo [58]. All these studies clearly
demonstrated the involvement of iNOS expression in inflammation,
progression of MI, and its decrease after ASA treatment. These findings
are in accordance with our results, which demonstrated that iNOS ac-
tivity was increased in ASA-untreated MI MOs, and markedly lowered
by ASA treatment.

Fig. 7. Effect of aspirin on iGlu levels in MI and
control MOs. iGLU levels were spectro-
photometrically measured based on the oxidation
of glucose to gluconate by the glucose oxidase en-
zyme. Asterisks indicate significant differences:
*p < 0.05 by Kruskal–Wallis test with pairwise
comparisons using the Dunn-Bonferroni approach.
The results are presented as mean values with
standard error of mean (SEM) of five independent
experiments carried out in each group of three
healthy donors or patients without pooling samples
(n = 15/group). Co: controls, iGLU: intracellular
levels of glucose, MOs: monocytes, MI: myocardial
infarction.

I. Belhassena, et al. International Immunopharmacology 83 (2020) 106349

7



4.3. Effect of ASA on phagocytosis and killing capacities

Our outcomes showed that the phagocytosis capacity was upregu-
lated in ASA-untreated MI MOs, when compared to healthy condition.
Similar to our findings, a previous study has demonstrated that both
phagocytic and killing capacities of MOs and neutrophils were in-
creased in MI patients, although the study has been achieved in the
context of infection with yeast particles [59]. Additionally, our results
showed that ASA treatment further upregulated phagocytosis and
killing capacities in MI MOs, which suggests that ASA may maintain a
classical MO profile, knowing that such a subtype is characterized by
phagocytic activity and low expression of CD16 molecule.

4.4. Effect of ASA on ifCa2+

ifCa2+ acts as second messenger in immune cells including MOs,
Mφs, T-cells, B-cells, mast cells and natural killer (NK) cells. It controls
a variety of cell functions, such as cell secretion, signal transduction,
gene transcription and cell division and differentiation [60].

In our study, we observed that ASA induced a change in ifCa2+ le-
vels within MOs in a dose-dependent manner. The increase in calcium
ion levels would be a good indicator of the immunomodulatory effect of
ASA on MOs, and its effect not only on upregulation of phagocytosis
and destruction capacities, as indicated above, but also on down-
regulation of proinflammatory cytokine and NO production, as well as
of iNOS activity in MI. Nevertheless, to the best of our knowledge, there
are no similar studies allowing us to make comparisons with our results.

4.5. Effect of ASA on tccCHOL

Cholesterol accumulation in artery wall is an early inducer of MI.
Several studies in mice and in hypercholesterolemic patients have re-
ported the relationship between cholesterol-loaded MOs and athero-
sclerosis [61–63]. From a biochemical point of view, the cholesterol is
transformed from a liquid to a solid state and forms crystals, which
initiate the inflammatory response through a nucleotide oligomeriza-
tion domain (NOD)-like receptors (NLRs), nucleotide-binding oligo-
merization domain leucine rich repeat and pyrin domain-containing
protein 3 (NLRP3) inflammasome protein [64]. Our results demon-
strated that tccCHOL levels were increased in ASA-untreated MI MOs
than in control MOs, and ASA treatment decreased tccCHOL levels in MI
MOs. These results can be explained by the lipohilic particularity of
ASA which dissolves cholesterol crystals by a ‘‘like dissolves like’’ me-
chanism. Therefore, treatment with ASA would be a good therapeutic
alternative for downregulation of the inflammatory process mediated
by intracytosolic cholesterol accumulation in MO during MI.

4.6. Effect of ASA on iGlu

Glucose is the main source of energy for cells [65]. It is transported
inside the MOs through glucose-transporters (GLUT) that include three
isoforms: GLUT1, GLUT2 and GLUT3 [66]. Activation in vitro of MOs by
LPS or phytohemagglutinin (PHA) induces an increase of GLUT1 ex-
pression, and its upregulation provides the source of energy for basic
metabolic needs [67,68]. Recent study has demonstrated that ASA can
modulates glucose uptake through downregulating GLUT1 and inhibits
proliferation of hepatoma cells [69]. Our findings have indicated that
ASA can induce downregulation of iGlu in MI MOs in a dose-dependent
manner. To the inhibition of platelet aggregation, which is known to be
involved in endothelial dysfunction and consequently in triggering MI,
we can add the ASA effect on the downregulation of glucose uptake in
MO cells [70].

Fig. 8. Effect of aspirin on the production of IL-1β, IL-6, IFN-γ, TNF-α and IL-10
in MI and control MOs. Cytokine levels were measured using sandwich enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA). Asterisks indicate significant differences:
*p < 0.05, **p < 0.01 by Kruskal–Wallis test with pairwise comparisons
using the Dunn-Bonferroni approach. The results are presented as mean values
with standard error of mean (SEM) of four independent experiments carried out
in each group of three healthy donors or patients without pooling samples
(n = 12/group). Co: controls, MOs: monocytes, MI: myocardial infarction, IFN-
γ: interferon gamma, IL: interleukin, TNF-α: tumor necrosis factor alpha.
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4.7. Effect ASA on proinflammatory and regulatory/immunosuppressive
cytokines production

During MI, MOs exert their effects by secreting several in-
flammatory mediators such as IL-1β, IL-6, IFN-γ and TNF-α [7]. These
cytokines play a critical role in the amplification of the inflammatory
response [71,72], which leads to the progression of MI and heart failure
[72]. However, this inflammatory reaction is counterbalanced by anti-
inflammatory cytokines, including IL-10 [73].

4.7.1. Effect of ASA on IL-1β production
Proinflammatory MOs are a main source of IL-1β [74], which has

been reported to be upregulated during MI [74,75]. Similarly, our
findings showed that IL-1β production levels were increased in MI MOs
when compared to healthy condition. IL-1β is involved in the pro-
gression of MI [76] by amplification of inflammatory response [77] and
increasing leukocytes production, which correlates inversely with MI
patients survival [78]. Additionally, IL-1β signaling plays an important
role in the pathogenesis of myocardial repair/remodelling after MI
[79,80]. Several studies demonstrated that the inhibition of IL-1β
production may be a propitious therapeutic target for patients with MI

[75,76,78,81,82]. Our findings have indicated that ASA treatment at
the doses of 100 µM and 1000 µM downregulated the production of IL-
1β in MI MOs. It has recently been reported that ASA reduced IL-1β
secretion by murine bone-marrow-derived macrophage (BMDM), sug-
gesting the confirmation of these outcomes using a human in vitro
model [71]. These are in agreement with our results, nevertheless, the
difference between experimental models (murine vs. human) and cell
type (macrophage vs. MOs) do not allow comparisons to be made with
our study, which requires more investigations in human MOs.

4.7.2. Effect of ASA on IL-6 production
IL-6 is a proinflammatory cytokine associated with MI pathogenesis

[83]. It induces acute phase proteins synthesis, which has been reported
to be an indicator of poor MI patient outcomes [84]. In addition, IL-6
inhibition has been shown to have a preventive effect on MI develop-
ment [83,85,86]. Clinical studies have showed that ASA when used
either alone [87], or in combination with other anti-platelet drugs [88],
can reduce IL-6 production in patients with MI. Our results have in-
dicated that ASA downregulated IL-6 production by MI MOs in a dose-
dependent way, which corroborate previous results obtained from
human blood and mouse Mφs [89,90].

Fig. 9. Effect of aspirin on the MI and Co MOs surface expression of CD16 and CD40 and their coexpression with CD14. MI and Co MOs were stimulated with LPS and
IFN-γ in the absence or presence of different ASA doses, and stained with the appropriate dilution of each fluorescent labeled antibody. Stained cells were visualized
by Floid Cell Imaging Station microscopy, and surface expression of CD14, CD16, and CD40 were assessed by calculating the corrected total cell fluorescence (CTCF)
using ImageJ software represented in histograms. Red channel was used for CD14 expression, and green channel for both CD16 and CD40 expression. Asterisks
indicate significant differences: *p < 0.05, **p < 0.01 by Kruskal–Wallis test with pairwise comparisons using the Dunn-Bonferroni approach. The results are
presented as mean values with standard error of mean (SEM) of four independent experiments carried out in each group of three healthy donors or patients without
pooling samples (n = 12/group). CD14: cluster of differentiation 14, CD16: cluster of differentiation 16, CD40: cluster of differentiation 40, Co: controls, MOs:
monocytes, MI: myocardial infarction.
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4.7.3. Effect of ASA on IFN-γ production
It has been reported that IFN-γ levels were increased in patients

with MI [91]. This proinflammatory mediator plays an important role
in many cardiac pathologies including MI [92]. It exerts its deleterious
effects by promoting inflammatory response [72], and leading to car-
diac myocytes necrosis via the stimulation of NO secretion [93,94]. As
for IL-6, our findings have indicated that ASA can act in a dose-de-
pendent manner on immunomodulation of IFN-γ production. The ASA
effects on the production of proinflammatory cytokines, including IFN-
γ, seem to be mediated by different mechanisms depending on ASA
concentration. Although low doses of ASA treatment were reported to
be able to stimulate the production of proinflammatory cytokines [89],
high doses have been demonstrated to have an opposite effect, and can
inhibit the activation of nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B-cells (NF-κB) [89,95].

4.7.4. Effect of ASA on TNF-α production
Our study revealed that the production of TNF-α, a proin-

flammatory cytokine, was markedly upregulated in the culture of MOs
from patients with MI. It has been reported that this cytokine plays a
critical role in the pathogenesis of MI by increasing neutrophil in-
filtration in the infarction area, promoting toxic substances generation,
such as superoxide and perforin [96], and improving cardiomyocytes
apoptosis [97]. Therefore, several studies have been designed to ex-
plore effective drugs targeting TNF-α for MI therapy [98,99]. In the
current study, we found that TNF-α levels were significantly upregu-
lated in both MI and control MOs. The effects of ASA appear to be close
to those observed following inhibition of prostaglandin E2 (PGE2), re-
sulting in upregulation of TNF-α production, both in in vivo and ex vivo
studies, carried out on LPS-stimulated human MOs, but under condi-
tions other than MI [100,101]. Moreover, it has been found that low
dose of ASA inhibits PGE2 biosynthesis in healthy volunteers [102]. In
contrast with these finding, others have demonstrated that such effect
was not correlated with PGE2 inhibition in human dendritic cells [103].
Therefore, these conflicting results may be due essentially to the dif-
ference in experimental models and diseases, as well as to the difference
in both mechanisms and mode of action (MoA) of ASA according to the
cell types.

4.7.5. Effect of ASA on IL-10 production
IL-10 is a potent immunoregulatory/immunosuppressive cytokine,

whose beneficial effects for MI patients have been already indicated
[104]. The increase serum levels of IL-10 has been reported to correlate
with good prognosis in MI [105]. This cytokine attenuates myocardial
inflammation by suppressing proinflammatory cytokines production
[73,104], and mitigates left ventricular dysfunction and remodeling,
which are potent predictors of morbidity and mortality in MI patients
[104,106]. In addition, it has been reported that IL-10 from trans-
planted bone marrow mononuclear cells contributes to cardiac pro-
tection after MI [107]. Whilst no studies have been conducted on the
effect of ASA on IL-10 production by MOs during MI. Findings from the
present study reveal that ASA enhanced IL-10 production by MI MOs,
which may be benefit for MI patients.

In fine, our study deserves other investigations on ASA effects on
cytokines production in human MOs to allow comparisons, given that
all the other studies have been carried out in different conditions either
on animal models, or on other cell types and samples, like peripheral
blood serum. So ASA treatment can induce different effects from one
immune cell to another [108], and that the therapeutic effects eval-
uated in serum samples do not necessarily reflect the drug effects on the
production of cytokines at the cellular level [109].

4.8. Effect of ASA on CD16 and CD40 expression

Human circulating MOs are heterogeneous cell population, and
classified based on relative expression levels of CD14 and CD16 surface

proteins, namely ‘classical’ CD14highCD16−, ‘intermediate’
CD14highCD16+ and ‘non-classical’ CD14lowCD16++ subset [110]. It
has been proved that CD14highCD16+ MOs independently predicted
cardiovascular events [111] and the relationship between their ex-
pansion and coronary plaque vulnerability has been detected
[112–115]. In addition, formation of MOs–platelet aggregates (MPA)
during MI requires acquisition of a CD16+ profile by circulating MOs
[4]. Our study demonstrated that CD16 expression was increased in
ASA-untreated MI MOs than in control MOs, and ASA treatment sig-
nificantly downregulated its expression in both MI and control MOs.
Our outcomes are consistent with those of a recent study demonstrating
that anti-platelet therapy can attenuate the development of a CD16+

profile by circulating MOs under proinflammatory conditions [116].
Moreover, binding CD40 costimulatory molecule on MOs to CD40L
leads to MOs activation and production of several proinflammatory
cytokines, such as IL-1β, IL-6, and TNF-α [117–119], as well as NO
production [120,121] and rescue from apoptosis [122]. The direct in-
volvement of CD40 on MOs/Mφs in MI has been firmly established
[123]. In line with previous results demonstrating an increase of CD40
expression in patients with atherosclerosis and moderate hypercholes-
terolemia [124–126], we found that IFN-γ-induced CD40 expression
was upregulated in MI MOs. Conversly, treatment with ASA induced
downregulation of CD40 expression in both MI and control MOs.

5. Conclusions and future prospects

In this first report, we demonstrated that ASA immunomodulates
the functional activities of MOs during MI and promotes their switching
toward a classical phenotype, exhibiting low CD16 expression levels
and thereby anti-inflammatory properties during MI. So ASA appears to
influence markedly immunometabolic response, and the surface ex-
pression of the costimulatory molecule CD40. Our results give rise to a
variety of complementary studies, and among others, it would be in-
teresting to study the effect of ASA on residual Mφs that were trans-
formed into lipid-rich foam cells. Finally, it would be of great interest to
explore the effect of ASA on the crosstalk between platelets and MOs/
Mφs in the infarct zone.
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