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RESUME 

L’anévrysme de l’aorte abdominale (AAA) est une maladie vasculaire consistant en une dilatation 

de l’aorte abdominale. Son caractère asymptomatique rend importante la recherche de 

biomarqueurs afin de faciliter la prise en charge des patients. 

Le but de mes travaux de thèse a été d’étudier spécifiquement les types cellulaires impliqués dans 

l’AAA. 

Après obtention d’une banque d’échantillons d’AAA, nous avons localisé ces types cellulaires et 

repéré 3 zones d’intérêt : le thrombus intraluminal contenait des neutrophiles, lymphocytes T, 

mastocytes et macrophages M2. Les macrophages M1 étaient localisés dans l’adventice, avec les 

lymphocytes B et des mastocytes. La média contenait des cellules musculaires lisses (CML) dont le 

phénotype variait entre les états sain, anévrysmal et apoptotique. 

Ces résultats suggérant une implication différente des deux types de macrophages et une 

évolution des CML au cours de l’AAA, nous avons isolé ces deux types cellulaires du tissu anévrysmal 

par microdissection laser afin d’y étudier l’expression de biomarqueurs potentiels. Nous avons ainsi 

montré que l’augmentation plasmatique de peroxiredoxine-1 provient des macrophages M1 et que 

l’augmentation d’ADAMTS5 provient des CML anévrysmales allongées. 

Nous avons ensuite comparé les protéomes des macrophages M1 et M2 afin d’élucider leur rôle 

dans l’AAA et d’identifier de nouveaux biomarqueurs. Cinq protéines différentielles ont été 

identifiées impliquées dans la phagocytose ou la réponse au stress. 

L’étude des différents types cellulaires impliqués dans l’AAA pourrait nous permettre une 

meilleure compréhension de ses mécanismes et l’identification de biomarqueurs potentiels de cette 

pathologie. 

MOTS CLES 

Anévrysme de l’aorte abdominale, humain, biomarqueurs, microdissection laser, 

immunohistochimie, protéomique, inflammation, macrophages, cellules musculaires lisses, tissus 

lymphoïdes tertiaires. 
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TITLE 

Study of the different cell types involved in the development of abdominal aortic aneurysm 

ABSTRACT 

Abdominal aortic aneurysm (AAA) is a vascular disease consisting in a dilatation of the abdominal 

aorta. As AAA is asymptomatic, it is important to identify new biomarkers in order to improve the 

early care management of patients. 

The aim of this work was to study specifically the cell types involved in the development of AAA. 

After collection of an AAA samples bank, we located these cell types among the tissue and 

highlighted 3 interesting areas: the intraluminal thrombus contained neutrophils, T lymphocytes, 

mast cells and M2 macrophages. M1 macrophages were located in the adventitia along with B 

lymphocytes and other mast cells. The media contained smooth muscle cells (SMC) with a phenotype 

varying from a healthy state, to an aneurysmal one and to an apoptotic one. 

These results suggest a different role of the two subtypes of macrophages and an evolution of 

SMCs during AAA. Thus, we chose to isolate these subtypes from the aneurysmal tissue with laser 

microdissection in order to study the proteins differentially expressed between them that could be 

potential biomarkers. We showed that the plasmatic increase in peroxiredoxin-1 levels in AAA 

patients came from pro-inflammatory M1 macrophages and the increase in ADAMTS5 levels came 

from aneurysmal elongated SMCs. 

We then compared the whole proteome of M1 and M2 macrophages in order to elucidate their 

role in AAA and identify new biomarkers. Five differentially expressed proteins were identified, 

implicated in phagocytosis and stress response. 

The study of the different cell types involved in AAA could enable us a better understanding of its 

mechanisms and allow the identification of new potential biomarkers for this pathology. 

KEYWORDS 

Abdominal aortic aneurysm, human, biomarkers, laser microdissection, immunohistochemistry, 

proteomics, inflammation, macrophages, smooth muscle cells, tertiary lymphoid organs. 
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INTRODUCTION 

1. Anévrysme de l’aorte abdominale 

1.1. Définition 

L’anévrysme de l’aorte abdominale (AAA) est une maladie vasculaire consistant en une dilatation 

de l’aorte au niveau abdominal (figure 1).  Une autre définition, plus physiologique, d’un anévrysme 

de l’aorte abdominale est la perte de la fonction de contention du sang [Michel et al. 2008]. 

L’anévrysme de l’aorte abdominale se caractérise par une dégradation de la paroi au niveau 

anévrysmal, entraînant une perte de sa rigidité et de son élasticité et pouvant conduire à la rupture 

d’anévrysme, souvent fatale pour le patient. Une aorte est considérée anévrysmale lorsque son 

diamètre augmente de plus de 1,5 fois du diamètre normal d’une aorte et que l’on observe une perte 

du parallélisme des parois. Le diamètre d’une aorte variant en moyenne de 1,5 à 2 cm en fonction du 

sexe, on parle d’anévrysme lorsque le diamètre de l’aorte dépasse 3 cm. La figure 1 montre le 

schéma d’une aorte saine et d’une aorte présentant un anévrysme. 

 

Figure 1. Schéma représentatif d’une aorte saine (à gauche) et anévrysmale (à droite) 

1.2. Anatomie 

1.2.1. Aorte saine versus aorte anévrysmale 

La paroi d’une aorte saine est composée de 3 couches : l’intima, la média et l’adventice (figure 2). 

L’intima est composée principalement d’endothélium et est l’interface entre la paroi aortique et le 

sang. La média est composée de cellules musculaires lisses (CML), ainsi que d’élastine et collagène 

composant la matrice extracellulaire et principaux constituants structurels de l’aorte. Ce sont ces 

protéines qui vont donner à l’aorte son élasticité et sa rigidité. Enfin, l’adventice est composée de 

cellules graisseuses et de tissu conjonctif. Dans le cas d’une aorte anévrysmale, on observe une 
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dégradation de la matrice extracellulaire et une mort des cellules musculaires lisses, entrainant un 

amincissement de la média et une dégradation de l’adventice. On observe aussi dans la plupart des 

cas la formation d’un thrombus intraluminal (ILT) (figure 2). 

 

Figure 2. Schéma représentatif des différentes couches d’une paroi aortique saine (à gauche) et 

anévrysmale (à droite) 

1.2.2. Thrombus intraluminal 

Le thrombus intraluminal est un caillot formé au sein de l’aorte, à l’interface avec le sang. Il est 

composé de couches de fibrine plus ou moins dégradées. En effet, le thrombus intraluminal peut lui-

même être divisé en plusieurs couches. Dans la partie luminale du thrombus, on observe un agrégat 

d’hématies et de la fibrine organisée en un réseau non dégradé alors qu’on observe un réseau 

fibrinolysé dans la partie ab-luminale du thrombus. Une hypothèse a été formulée selon laquelle les 

différentes couches du thrombus représentent différents temps de sa formation. Le thrombus se 

formerait alors d’une suite de coagulation à l’interface luminale et d’une dégradation des couches 

plus anciennes [Michel et al. 2011]. 

L’agglutination des hématies dans la partie luminale du thrombus va relâcher dans le milieu de 

l’hémoglobine libre, dont la dégradation va entraîner un stress oxydatif. D’autre part, l’action de la 

thrombine sur le fibrinogène va former un réseau de fibrine. Elle va aussi être responsable de 

l’activation et la rétention de plasminogène [Houard et al. 2009], impliqué dans la lyse progressive de 

la fibrine [Fontaine et al. 2002]. Enfin, l’activation des plaquettes va entrainer la rétention de 

leucocytes. Les couches intermédiaires et ab-luminales sont moins riches en cellules du sang. 

Il a été démontré que la présence d’un thrombus intraluminal est liée à une épaisseur moindre de 

la paroi aortique, une plus forte activité protéolytique, moins de cellules musculaires lisses dans la 

média et une plus forte extravasation des leucocytes dans l’adventice [Kazi et al. 2003]. 
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1.3. Epidémiologie 

L’anévrysme de l’aorte abdominale a une prévalence de 5% chez les hommes âgés et est une des 

principales causes de décès dans les pays développés avec 1 à 4% de la mortalité chez les hommes de 

plus de 65 ans. Suite à une rupture d’anévrysme, la mortalité s’élève à 70 à 95%. Le risque de rupture 

de l’anévrysme augmente en fonction de la taille de l’anévrysme. En effet, le taux de rupture d’un 

anévrysme varie de 0 à 5% pour un anévrysme de diamètre inférieur à 5 cm, de 3 à 15% pour un 

diamètre entre 5 et 6 cm et peut monter jusqu’à 50% pour un diamètre supérieur à 8 cm [Brewster 

et al. 2003]. Le risque de rupture est aussi dépendant de la vitesse d’expansion de l’anévrysme. Un 

anévrysme grossissant de plus de 0,5 cm en 6 mois est considéré comme à haut risque de rupture 

[Brady et al. 2004]. Pour ces raisons, un anévrysme de taille supérieure à 5 cm de diamètre ou qui 

s’étend rapidement est recommandé pour une opération programmée de chirurgie (voir 1.6.3-

Chirurgie) [Brewster et al. 2003]. 

1.4. Facteurs de risque 

1.4.1. Age, sexe et ethnicité 

L’anévrysme de l’aorte abdominale touche principalement les hommes âgés. On observe la 

présence d’un anévrysme chez 1% des hommes de plus de 55 ans, et la prévalence augmente de 2 à 

4% par décennie après cet âge [Singh et al. 2001, Powell et al. 2003]. 

Les anévrysmes sont 4 à 6 fois plus courants chez les hommes que chez les femmes [Lederle et al. 

2001], et ils apparaissent environ 10 ans plus tard chez les femmes [McFarlane 1991]. Cependant, il 

semblerait qu’en fonction des critères diagnostiques choisis, la prévalence d’un AAA chez les femmes 

varie de 0,8% à 9,4% [Wanhainen et al. 2001] indiquant qu’un diagnostic pour un AAA défini sur un 

diamètre supérieur à 3 cm entrainerait une sous-estimation de la prévalence des anévrysmes. De 

plus, Brown et al ont montré que le risque de rupture d’un anévrysme d’une taille comprise entre 5 

et 6 cm était jusqu’à 4 fois supérieur chez les femmes que chez les hommes [Brown et al. 2003]. 

Enfin, une étude a montré que les anévrysmes étaient plus fréquents chez les hommes blancs que 

chez les hommes noirs [Lederle et al. 2000]. 

1.4.2. Consommation de tabac 

La consommation de tabac est un facteur de risque majeur et a été montré comme étant le plus 

fortement associé avec le développement d’un AAA [Lederle et al. 2000]. En effet, les fumeurs ont 

environ 7,6 fois plus de risque de développer un anévrysme que les non-fumeurs. Les anciens 

fumeurs ont encore environ 3 fois plus de chances de développer un anévrysme que les non fumeurs 
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[Wilmink et al. 1999]. Cependant, l’incidence de la consommation de tabac sur le risque d’AAA 

dépend du nombre d’années de tabagisme, et le risque diminue proportionnellement au nombre 

d’années d’arrêt de tabagisme [Lederle et al. 1997]. 

1.4.3. Athérothrombose 

Plusieurs études ont montré que l’AAA était associé à l’athérothrombose [Cornuz et al. 2004, 

Golledge et al. 2006], cependant, il n’a pas été démontré si le lien entre ces deux pathologies était 

causal ou simplement dû à des facteurs de risque communs. Une première hypothèse est que 

l’athérothrombose soit la cause de l’AAA. En effet, suite au stress causé par les lésions 

athérothrombotiques et à la perturbation du flux sanguin, la paroi aortique entamerait un processus 

de remodelage de la matrice extracellulaire afin de normaliser le diamètre interne de l’aorte [Ward 

et al. 2000]. Il a en effet été montré que le diamètre de la lumière et le niveau de remodelage de la 

matrice étaient augmentés en amont de lésions athérothrombotiques [Ward et al. 2000]. Ce 

remodelage expliquerait l’amincissement de la média dans l’AAA et les molécules pro-inflammatoires 

sécrétées lors de cette dégradation pourraient déclencher la réponse immunitaire observée dans 

l’anévrysme. Cependant, cette théorie impliquerait que chaque patient développant un AAA 

présente obligatoirement des lésions athérothrombotiques, ce qui n’est pas le cas. 

Une seconde hypothèse suggère que l’AAA et l’athérothrombose sont indépendants. Ces 

pathologies se développeraient en parallèle à cause de facteurs de risque environnementaux et 

génétiques communs mais les mécanismes impliqués dans leur développement sont différents. 

Enfin, une troisième hypothèse avance que l’athérothrombose ou l’anévrysme pourraient se 

développer en premier et stimuler le développement de l’autre pathologie. 

1.4.4. Hypertension 

L’hypertension est souvent décrite comme un facteur de risque pour l’anévrysme de l’aorte 

abdominale. Cependant, son implication dans cette pathologie n’est pas clairement définie. En effet, 

certaines études ont montré une association entre AAA et hypertension [Brown et al. 1999, Jamrozik 

et al. 2000, Vardulaki et al. 2000, Singh et al. 2001, Tornwall et al. 2001, Forsdahl et al. 2009] alors 

que d’autres n’ont pas trouvé de corrélation entre ces deux pathologies [Lindholm et al. 1985, 

Bengtsson et al. 1991, Alcorn et al. 1996, Lee et al. 1997, Blanchard et al. 2000, Wanhainen et al. 

2005]. Des études sur des modèles expérimentaux ont également apporté des résultats contraires. 

En effet, le risque de développer un AAA a été trouvé comme significativement augmenté chez des 

rats hypertendus traités par perfusion d’élastase (voir 2.3.1-Modèles animaux) [Gadowski et al. 1993, 

Shiraya et al. 2006] alors que Cassis et al [Cassis et al. 2009] ont montré que le risque de développer 
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un AAA dans un modèle d’infusion d’angiotensine II (voir 2.3.1-Modèles animaux) sur des souris 

n’était pas dépendant de la pression sanguine, et donc de l’hypertension. 

1.4.5. Diabète 

Bien que les mécanismes ne soient pas entièrement établis, plusieurs études ont montré qu’il 

existait un lien entre le diabète et l’AAA. En effet, Shantikumar et al [Shantikumar et al. 2010], dans 

une revue se basant sur la littérature, suggèrent un effet protecteur du diabète sur le 

développement d’un AAA. De plus, la vitesse d’expansion d’un petit anévrysme est diminuée chez les 

patients présentant également un diabète [Golledge et al. 2008a]. 

Cet effet pourrait venir du fait que les mécanismes impliqués dans le diabète ont des effets 

opposés à ceux de l’anévrysme. En effet, chez un patient diabétique, l’hyperglycémie entraine une 

prolifération des cellules musculaires lisses et une augmentation de la matrice extracellulaire [Jones 

et al. 1999, Norman et al. 2007] et l’hyperinsulinémie entraine une baisse de la fibrinolyse dans le 

thrombus [Dunn et al. 2005]. De plus, l’effet de traitements du diabète, comme les inhibiteurs d’ACE 

(angiotensin-converting enzyme), les hypoglycémiques ou les statines vont diminuer la réponse 

inflammatoire et l’expression des métalloprotéases de matrice (MMP) [Haffner et al. 2002, 

Ahimastos et al. 2005, Li et al. 2005, Evans et al. 2007, Jones et al. 2009]. Les inhibiteurs d’ACE ont 

d’ailleurs été montrés comme ayant un effet protecteur sur le développement d’un AAA [Liao et al. 

2001, Hackam et al. 2006]. Golledge et al [Golledge et al. 2008a] ont également montré que les 

réseaux de collagène glycosilé dans le cas d’un patient diabétique réduit la quantité de MMP 

sécrétée par les monocytes-macrophages, ce qui protégerait la paroi aortique. 

1.4.6. Prédisposition génétique 

Des études ont montré que des facteurs génétiques étaient impliqués dans le développement 

d’un anévrysme de l’aorte abdominale. En effet, une étude nationale a montré un risque 

d’occurrence d’un AAA doublé chez les parents proches d’un patient présentant un AAA [Larsson et 

al. 2009]. 

Deux variants génétiques ont été montrés comme associés au développement d’un AAA par des 

études GWAs. Le premier, rs10757278 situé sur le locus 9p21 à proximité d’un gène de régulation de 

la croissance et survie cellulaire, était connu comme étant associé aux maladies coronariennes mais a 

aussi été montré comme étant associé à l’AAA et l’anévrysme cérébral [Helgadottir et al. 2008]. Le 

second variant est situé sur le locus 9q33 à proximité d’un gène codant pour un inhibiteur de 

croissance et de survie cellulaire, et a été montré comme associé à l’AAA mais pas à l’anévrysme 
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cérébral, indépendamment du tabagisme, du taux de lipides, de l’obésité, du diabète et de 

l’hypertension [Gretarsdottir et al. 2010]. 

1.4.7. Infections bactériennes 

Chlamydia pneumoniae est un pathogène courant causant des infections respiratoires [Grayston 

et al. 1990, Saikku 1992]. Il a été décrit comme étant impliqué dans des maladies cardiovasculaires 

comme l’infarctus du myocarde [Saikku et al. 1988] ou l’athérothrombose [Kuo et al. 1993]. Il a 

également été montré comme pouvant persister et se multiplier dans les cellules endothéliales 

[Kaukoranta-Tolvanen et al. 1994]. Juvonen et al ont montré que Chlamydia pneumoniae était 

détectée dans la plupart des AAA, et ont avancé qu’elle pouvait être un facteur déclenchant 

l’anévrysme en induisant la réponse immunitaire [Juvonen et al. 1997]. Des études ultérieures ont 

confirmé l’implication de Chlamydia pneumoniae dans la pathologie anévrysmale. En effet, il a été 

montré que des lymphocytes T spécifiques de cette bactérie étaient présents parmi les cellules du 

tissu anévrysmal [Halme et al. 1999] et qu’elle induit la production de MMP par les macrophages [Kol 

et al. 1998]. Enfin, comme des études ont montré une association entre la consommation de tabac et 

des infections par Chlamydia pneumoniae [Hahn et al. 1992, Karvonen et al. 1994], Juvonen avance 

l’hypothèse qu’une infection par Chlamydia pneumoniae causée par la consommation de tabac 

pourrait conduire au développement d’un AAA [Juvonen et al. 1997]. 

D’autres études ont détecté la présence d’ADN de pathogènes parodontaux dans les tissus 

cardiovasculaires dont le tissu anévrysmal [Gaetti-Jardim E Jr et al. 2009, Nakano et al. 2009, Nakano 

et al. 2011].  En 2011, une équipe a montré une corrélation entre Porphyromonas gingivalis et le 

diamètre de l’anévrysme [Aoyama et al. 2011]. De manière intéressante, aucune corrélation n’a été 

montrée avec des pathogènes agressifs. De plus, les réseaux de fibrine de la paroi aortique 

permettent l’adhésion de bactéries [Fitzgerald et al. 2006, Bamford et al. 2007] et l’hémoglobine 

l’adhésion de Porphyromonas gingivalis [Pathirana et al. 2006]. Le thrombus intraluminal sert 

également de source de nutriments pour plusieurs pathogènes parodontaux dont Porphyromonas 

gingivalis [Olczak et al. 2005]. Enfin, en 2011, Delbosc et al ont montré que des injections répétées 

de Porphyromonas gingivalis sur des rats ayant subi une xénogreffe (voir 2.3.1. Modèles animaux) 

accélèrent le développement de l’anévrysme et ces rats présentent également d’autres symptômes 

caractéristiques de la pathologie chez l’humain comme un thrombus intraluminal riche en 

neutrophiles, contrairement aux rats témoins sans injection de pathogène, qui guérissent [Delbosc et 

al. 2011]. 
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1.5. Mécanismes 

1.5.1. Stress oxydatif 

Les dérivés réactifs de l’oxygène (ROS) sont des composés chimiques oxygénés comme les 

radicaux libres, des ions oxygénés ou des peroxydes rendus très réactifs. Ils sont produits 

naturellement par certains mécanismes cellulaires et éliminés par des systèmes enzymatiques ou des 

antioxydants (comme les vitamines C ou E par exemple). Cependant, une forte concentration de ROS 

peut entrainer un stress oxydatif, entrainant la mort par apoptose ou nécrose des cellules. 

Dans l’AAA, l’hème des hématies agglutinées dans l’ILT constitue une forte source d’oxydation 

[Michel et al. 2010] et une augmentation des ROS, et donc du niveau de stress oxydatif, a été montré 

dans l’AAA humain par Miller et al [Miller, Jr. et al. 2002]. Le stress oxydatif va en effet contribuer à 

l’inflammation du tissu anévrysmal [McCormick et al. 2007] et joue un rôle dans la régulation des 

métalloprotéases de matrice [Wassef et al. 2001]. En effet, il a été montré chez des souris après 

application de chlorure de calcium (voir 2.3.1. Modèles animaux) qu’une inhibition des ROS diminuait 

l’expression de MMP-2 et MMP-9, réduisant la formation de l’anévrysme [Xiong et al. 2009]. 

1.5.2. Extravasation tissulaire des leucocytes 

1.5.2.1. Neutrophiles 

Les neutrophiles sont une importante source de protéases. Il a été montré que les neutrophiles 

étaient présents au sein du tissu anévrysmal, principalement dans le thrombus intraluminal, à 

l’interface avec le sang, mais aussi dans l’adventice [Houard et al. 2009]. Les neutrophiles jouent un 

rôle majeur dans le développement de l’anévrysme de l’aorte abdominale. En effet, Eliason et al ont 

montré qu’une déplétion en neutrophiles empêche la formation d’AAA dans un modèle expérimental 

de souris, par une diminution de la quantité de MMP-2 et -9 et pas de recrutement d’autres 

leucocytes [Eliason et al. 2005].  De plus, les neutrophiles ont été montrés comme responsables de 

l’augmentation de la quantité de MMP-9 dans le thrombus intraluminal par rapport au reste de la 

paroi aortique anévrysmale [Fontaine et al. 2002]. Les neutrophiles sont aussi la principale source de 

production de lipocaline associée à la gélatinase de neutrophile (NGAL), qui forme des complexes 

avec la MMP-9, complexes qui vont protéger la MMP-9 de la dégradation, et qui sont présents dans 

le thrombus et la paroi aortique anévrysmale [Folkesson et al. 2007]. 

Outre leur rôle dans la production de MMP, les neutrophiles ont aussi un rôle de recruteurs de 

leucocytes [Chertov et al. 1997] crucial dans l’AAA. En effet, une étude a montré qu’une perte de la 

fonction de recrutement des neutrophiles dans un modèle animal de souris avec injection d’élastase 

empêche la formation d’un anévrysme [Pagano et al. 2007]. 
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1.5.2.2. Macrophages 

Les macrophages sont des cellules différenciées de monocytes. Leur rôle principal est la 

phagocytose, c'est-à-dire l’internalisation et la dégradation de débris cellulaires ou corps étrangers, 

qui est l’une des fonctions de l’inflammation précoce dans l’AAA [Michel et al. 2007]. Les 

macrophages ont été montrés comme participant à la réponse inflammatoire lors de l’AAA [Koch et 

al. 1990, Bobryshev et al. 2001]. De plus, plusieurs protéines sécrétées par les macrophages (comme 

le tumor necrosis factor   (TNF), le facteur d’inhibition de migration (MIF) ou la protéine 

angiopoietin-like dérivée des macrophages) ont été décrites comme surexprimées dans la pathologie 

anévrysmale [Kaneko et al. 2011, Pan et al. 2003, Tazume et al. 2012]. Il a également été montré que 

le contact direct entre macrophages et lymphocytes augmente la production de métalloprotéases de 

matrice, dégradant la matrice extracellulaire et favorisant l’expansion de l’AAA [Lacraz et al. 1994]. 

Les macrophages auraient plusieurs propriétés au sein de l’AAA. En effet, outre leurs propriétés 

phagocytaires, ils peuvent se comporter comme cellules présentatrices d’antigènes, mais aussi 

sécréter des collagénases et des élastases, qui vont dégrader la matrice extracellulaire [Rizzo et al. 

1989]. Gordon [Gordon 2003] a montré qu’il existait deux sous-types de macrophages aux propriétés 

différentes : les macrophages de type M1 présentent des propriétés pro-inflammatoires et sont 

impliqués dans la réponse antimicrobienne et l’immunité cellulaire et sont recrutés dans les tissus 

dégradés ; les macrophages de type M2 présentent quant à eux des propriétés anti-inflammatoires 

et sont impliqués dans la réponse immunitaire humorale et les réponses allergiques et 

antiparasitaires. Chinetti-Gbaguidi et al [Chinetti-Gbaguidi et al. 2011] ont montré une implication 

différente de ces deux sous-types de macrophages dans des plaques athérosclérotiques. Dans ces 

plaques, les macrophages M1 étaient localisés dans les plaques lipidiques et étaient plus 

susceptibles, en phagocytant ces lipides, de se changer en cellules spumeuses. Les macrophages M2 

étaient quant à eux localisés dans les zones plus riches en cellules et plus stables de la paroi 

artérielle. Cependant, aucune étude dans la pathologie anévrysmale n’a été réalisée pour élucider les 

rôles de ces deux sous-types de macrophages. 

1.5.2.3. Lymphocytes 

Les lymphocytes sont distingués en deux lignées : les lymphocytes T et les lymphocytes B. Les 

lymphocytes T sont des cellules issues du thymus et impliquées dans l’immunité cellulaire. Il existe 

plusieurs types de lymphocytes T aux propriétés différentes : les lymphocytes T cytotoxiques, 

pouvant détruire les cellules infectées, les lymphocytes T auxiliaires, pouvant activer d’autres 
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lymphocytes (lymphocytes T en cytotoxiques et lymphocytes B en plasmocytes) et les lymphocytes T 

suppresseurs, empêchant l’activation des lymphocytes auto-immuns. 

L’appellation des lymphocytes B vient de « bourse de Fabricius », organe chez les oiseaux dans 

lesquels les lymphocytes B arrivent à maturité. Chez l’homme, ils proviennent de la moelle osseuse. 

Les lymphocytes B sont responsables de l’immunité humorale par la production d’immunoglobulines. 

Ils sont activés par des cellules présentatrices d’antigènes (CPA), comme les macrophages, et se 

différencient en plasmocytes. Une fois différenciés, ils vont produire en grande quantité les anticorps 

dirigés contre l’antigène activateur. Il existe deux types de cellules B : les plasmocytes, lymphocytes B 

activés par des CPA et les lymphocytes B à mémoire, cellules à longue durée de vie et pouvant 

produire en cas de seconde infection des anticorps dirigés spécifiquement contre un antigène déjà 

rencontré. 

Ces deux lignées lymphocytaires sont impliquées dans la pathologie anévrysmale, avec une 

prédominance de lymphocytes T [Ocana et al. 2003]. Les lymphocytes T cytotoxiques ont été décrits 

comme fortement présents dans les petits anévrysmes [Duftner et al. 2005] et produisent des 

cytokines responsables de la mort des cellules musculaires lisses [Henderson et al. 1999]. Une étude 

a également montré une baisse de lymphocytes T auxiliaires régulant l’activation des macrophages et 

lymphocytes T cytotoxiques, promouvant le développement de l’AAA [Caligiuri et al. 2006]. Ocana et 

al ont également montré que les lymphocytes T et B de la paroi anévrysmale expriment tous un 

phénotype correspondant à des cellules mémoires, suggérant que seuls les lymphocytes mémoires 

migreraient vers la paroi anévrysmale. La même étude montre que dans un cas sur neuf, les 

lymphocytes B présentent un phénotype correspondant à ceux présents dans des centres 

germinatifs, suggérant la possible formation de structures lymphoïdes dans l’AAA [Ocana et al. 2003]. 

1.5.2.4. Mastocytes 

Les mastocytes sont des cellules granuleuses impliquées principalement dans la réponse 

allergique. Ils sont une forte source de protéases et de médiateurs pro-inflammatoires. L’activation 

des mastocytes par un stimulus extérieur (comme l’activation des récepteurs aux IgE par exemple) 

entraine la dégranulation des mastocytes, c'est-à-dire la libération d’une grande quantité de 

protéases. L’activation des mastocytes entraine également la synthèse d’un grand nombre de 

cytokines et chemokines qui vont induire la réponse inflammatoire, le remodelage et l’angiogénèse 

dans le tissu [Krishnaswamy et al. 2006]. 

Des études dans des modèles animaux déficients en mastocytes ont montré que ces cellules 

étaient impliquées dans le développement de l’AAA. En effet, Sun et al ont montré l’absence d’AAA 
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chez des souris déficientes en mastocytes [Sun et al. 2007] et Tsuruda et al ont montré une réponse 

plus faible à l’infusion de calcium chez des rats déficients en mastocytes [Tsuruda et al. 2008]. 

Les mastocytes dégranulant relâchent donc des protéases dans le tissu, dont la cathepsine G, qui 

active des métalloprotéases de matrice et participent donc à la dégradation de la matrice et à la mort 

des cellules musculaires lisses [Swedenborg et al. 2011]. Elles relâchent également de la tryptase, qui 

régule la migration des cellules de l’inflammation et l’apoptose des cellules musculaires lisses, et qui 

est surexprimée dans les AAA [Zhang et al. 2011]. 

1.5.3. Dégradation de la matrice extracellulaire 

Les principaux constituants de la matrice extracellulaire de la paroi aortique sont l’élastine et le 

collagène. Il a été montré que 19 métalloprotéases de matrice (MMP), sur 23 décrites, peuvent 

dégrader différentes formes d’élastine et de collagène chez l’homme [Raffetto et al. 2008]. Plusieurs 

études ont mis en évidence une augmentation de l’expression de MMP dans le cas d’un AAA chez 

l’homme [Annabi et al. 2002, Abdul-Hussien et al. 2007] et dans des modèles expérimentaux [Godin 

et al. 2000, Rush et al. 2009]. Des augmentations de MMP-2, MMP-9 et MMP-12 dans la média 

semblent impliquées dans le développement de l’AAA [Sakalihasan et al. 1996, Wassef et al. 2001, 

Thompson et al. 2002, Annabi et al. 2002, Longo et al. 2002]. De manière intéressante, les MMP-2 et 

MMP-9 sont exprimées dans de nombreux tissus par différents types cellulaires, alors que la MMP-12 

est sécrétée spécifiquement par les macrophages [Shapiro et al. 1993]. En effet, Shiraya et al [Shiraya 

et al. 2009] ont montré l’importance de la MMP-12 dans un modèle d’AAA chez le rat perfusé à 

l’élastase : après inhibition du recrutement de macrophages sur le site de l’AAA, les taux de MMP-12 

étaient réduits et la synthèse d’élastase et de collagène augmentée. D’autres MMP comme les MMP-

3, MMP-8 et MMP-13 sont impliquées dans la dégradation du collagène dans l’adventice [Rizas et al. 

2009]. 

Un autre mécanisme important dans la dégradation de la matrice extracellulaire est la 

modification de la balance entre MMP et leurs inhibiteurs : les inhibiteurs tissulaires de 

métalloprotéases de matrice (TIMP), qui a été décrite comme impliquée dans l’AAA [Knox et al. 

1997]. Ces TIMP sont  sécrétées au sein du tissu anévrysmal par les macrophages et les cellules 

musculaires lisses et vont jouer un rôle dans l’AAA. Par exemple, une surexpression de TIMP-3 

entraine la mort par apoptose des cellules musculaires lisses, qui sont les seules cellules capables de 

synthétiser le collagène et l’élastine [Baker et al. 1998]. Il a également été montré que TIMP-1, en 

interagissant avec les MMP-2 et MMP-9, jouait un rôle dans le développement de l’AAA, et que 

TIMP-2 était impliqué dans les stages précoces de l’AAA [Nishimura et al. 2003]. Enfin, une étude a 
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montré une diminution du développement de l’anévrysme dans un modèle de souris déficientes en 

TIMP-2 [Xiong et al. 2006]. 

Le recrutement exponentiel dans la paroi anévrysmale des cellules de l’inflammation va donc 

entrainer une augmentation de la quantité de MMP et un dérèglement de la balance MMP/TIMP au 

sein de la paroi aortique, qui vont entrainer une dégradation de l’élastine et du collagène, 

constituants la matrice extracellulaire et la mort des cellules musculaires lisses, empêchant la 

régénération de cette matrice extracellulaire. 

1.6. Détection, prise en charge et chirurgie 

1.6.1. Détection 

Malgré le fait que quelques anévrysmes présentent des symptômes tels que des douleurs dans le 

bas du dos, au flanc ou au niveau abdominal [Upchurch, Jr. et al. 2006], la grande majorité des AAA 

sont asymptomatiques. Environ 30% des AAA asymptomatiques sont découverts par une masse au 

niveau abdominal lors d’autres examens de routine [Aggarwal et al. 2011]. La sensibilité de détection 

d’un AAA par un examen physique est comprise entre 22% et 96%. Cet écart provient du fait qu’il est 

par exemple plus facile de détecter un gros anévrysme chez une personne maigre qu’un petit 

anévrysme chez une personne corpulente [Chervu et al. 1995]. Le plus souvent, les AAA sont 

détectés lorsqu’un patient passe une échographie, un scanner, une tomodensitométrie (TDM) ou 

une imagerie par résonance magnétique (IRM) pour d’autres raisons. L’échographie par ultrasons est 

considérée comme étant la méthode la plus sensible (95 à 100%) et la plus spécifique (99%) pour 

détecter un AAA. De plus, c’est un examen sans danger et au coût relativement faible [LaRoy et al. 

1989, Michel et al. 2011]. Un screening des populations à risque, c'est-à-dire principalement les 

hommes entre 65 et 74 ans, semble intéressant par rapport au coût de l’échographie [Thompson et 

al. 2009] et réduit le risque de mortalité à moyen et long termes de 50% [Lindholt et al. 2008], ainsi 

que la fréquence des opérations d’urgence en cas de rupture de 56% [Lindholt et al. 2010]. Le 

screening systématique des populations à risque semble donc acceptable selon les critères du Conseil 

Européen, mais la mise en application n’est effective qu’au Royaume-Uni [Lindholt et al. 2010]. De 

plus, cette technique présente tout de même certains inconvénients : elle est opérateur dépendante 

et les anévrysmes peuvent être cachés par les intestins ou une obésité dans 1 à 2% des cas [Scott et 

al. 1991]. La tomodensitométrie permet d’évaluer un anévrysme plus précisément que 

l’échographie, et permet d’observer la forme de l’anévrysme plus en détail. Les inconvénients de la 

TDM sont un coût élevé, la nécessité d’utiliser un produit de contraste, l’exposition aux radiations et 

dans certains cas des difficultés à localiser précisément les limites de l’anévrysme [Isselbacher 2005]. 
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Enfin, l’IRM est plus précise que la TDM mais le coût est plus élevé et la technique nécessite un 

appareillage spécifique moins accessible [Petersen et al. 1995]. 

1.6.2. Prise en charge 

La prise en charge d’un patient présentant un anévrysme se fait par un suivi du patient, des 

traitements permettant de réduire l’expansion de l’anévrysme et, dans certains cas, un traitement 

opératoire. 

Dans le cas d’anévrysmes de petite ou moyenne taille, les patients passent des échographies 

régulières afin de suivre la taille de l’anévrysme et sa vitesse d’expansion [Isselbacher 2005]. Le suivi 

médical consiste en un traitement médical accompagné d’une amélioration des conditions de vie 

visant à réduire les facteurs de risque cardiovasculaires. Par exemple, les patients présentant un 

anévrysme sont conseillés d’arrêter de fumer. En effet, fumer augmente la vitesse d’expansion de 

l’anévrysme de 20 à 25% [Powell et al. 2003]. Le traitement des patients par des statines a été 

montré comme pouvant présenter un intérêt bénéfique chez les patients suivis, ralentissant 

l’expansion de l’anévrysme [Sukhija et al. 2006] et réduisant les risques de mortalité chez les patients 

ayant subi une opération pour un anévrysme [Kertai et al. 2004]. L’utilisation de bétabloquants a 

également été montrée comme réduisant la vitesse d’expansion des AAA [Gadowski et al. 1994]. 

Récemment, une étude a montré une baisse dans la formation et le développement des AAA par 

traitement à l’edaravone, inhibiteur des radicaux libres, dans un modèle de rat par perfusion 

d’élastase et application de chlorure de calcium [Morimoto et al. 2012]. Enfin, à cause de 

l’implication de la réponse inflammatoire et de possibles infections bactériennes, un traitement par 

des antibiotiques est également envisageable. En effet, une étude a montré une réduction dans le 

taux d’expansion des anévrysmes entre des patients recevant un traitement aux antibiotiques et des 

patients recevant un placebo [Vammen et al. 2001]. Cependant, les effets à long terme d’un 

traitement aux antibiotiques n’étant pas très définis et pouvant entrainer des complications (comme 

une augmentation du risque de développement d’un cancer du sein [Velicer et al. 2004]), des études 

plus approfondies sont nécessaires avant que cette approche soit recommandée. 

1.6.3. Chirurgie 

En cas d’anévrysme de grosse taille ou présentant une expansion rapide, la rupture peut être 

évitée par une chirurgie. Deux chirurgies sont disponibles pour réparer une aorte anévrysmale : 

l’opération par mise à plat (OAR) ou l’opération par voie endovasculaire (EVAR). L’opération de mise 

à plat a été la procédure standard pour un AAA pendant plus de 50 ans et consiste en un accès direct 

à l’aorte par une incision dans l’abdomen. Cette méthode a été établie comme « définitive » et ne 

nécessite pas de suivi radiologique. L’opération par voie endovasculaire, introduite au début des 
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années 1990, consiste à placer une prothèse dans la lumière de l’aorte, réduisant la pression exercée 

sur la paroi aortique et conduisant à une réduction de la taille de l’anévrysme. L’EVAR étant moins 

invasive et moins chère que l’OAR, elle est devenue l’opération la plus courante dans la plupart des 

pays, avec 2/3 d’EVAR pour 1/3 d’OAR. A court terme, le taux de succès de l’EVAR varie de 83 à plus 

de 95% [Blum et al. 1997, Criado et al. 2001, Elkouri et al. 2003] alors que le taux de mortalité de 

l’OAR dans les 30 jours après l’opération varie de 2,7 à 5,8% [Lederle et al. 2002, Lederle et al. 2009]. 

En effet, des études ont montré que les taux de mortalité et de morbidité étaient significativement 

plus faibles lors d’une EVAR que d’une OAR, avec, selon Lederle et al, 1,6% pour l’EVAR et 4,6% pour 

l’OAR [Greenhalgh et al. 2004, Prinssen et al. 2004, Lederle et al. 2007]. L’EVAR offre aussi comme 

avantages des temps d’hospitalisation, de récupération du patient et de retour à la normale des 

capacités moins longs et une perte de sang moindre. Cependant, les bénéfices à long terme de 

l’EVAR n’ont pas pu être mis en évidence [Lederle et al. 2004], où la méthode semblerait présenter 

de plus hauts taux de mortalité. Cela pourrait être expliqué par le fait que les patients à haut risque 

après une OAR meurent plus souvent dans l’année suivant l’opération et par le fait que l’EVAR ne 

permet pas d’empêcher une rupture de l’anévrysme avant la diminution de sa taille [Lederle 2005]. 

En 2003, Brewster et al [Brewster et al. 2003] ont émis une liste de recommandations pour 

l’indication de chirurgie en cas d’AAA : 

- Une limite arbitraire pour tous les patients du diamètre de l’AAA incitant une opération n’est 

pas appropriée. La décision de réaliser l’opération doit être prise au cas par cas. 

- Des études ont montré que le risque de rupture pour des anévrysmes de diamètres inférieurs 

à 5 cm est faible, auquel cas un suivi régulier des patients est suffisant, sauf si la vitesse 

d’expansion de l’anévrysme dépasse 1 cm/an ou si des symptômes apparaissent. 

- Un diamètre de 5,5 cm semble être, en moyenne, un bon seuil suggérant l’opération de 

l’anévrysme, que ce soit par OAR ou EVAR. 

- Chez les femmes, ou dans le cas d’un anévrysme présentant de grands risques de rupture, 

l’opération est suggérée pour un diamètre supérieur à 4,5 cm. 

- Pour les patients à haut risque, retarder l’opération au maximum est conseillé, surtout si 

l’EVAR est impossible. 

- L’EVAR est préférable pour les patients les plus âgés ou présentant de haut risques ou lors 

d’autres circonstances augmentant le risque en cas d’opération plus lourde, comme l’OAR. 

Sinon, l’OAR est préconisée, puisque l’EVAR nécessite un suivi plus lourd et que le taux de 

survie à long terme est problématique. 
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- L’EVAR chez des patients anatomiquement incompatibles augmente le risque de 

complications, de devoir réopérer par OAR ou le risque de rupture. 

- Lorsque le choix est possible entre l’OAR et l’EVAR, l’avis du patient bien informé est 

primordial. 

1.7. Biomarqueurs actuels 

Bien que la détection par échographie soit possible, la méthode idéale de détection d’un AAA 

serait par le biais de biomarqueurs spécifiques de cette pathologie. De nombreuses études ont 

cherché des biomarqueurs circulants associés au développement d’un AAA. Cependant, la plupart 

des biomarqueurs identifiés ne sont pas spécifiques de la pathologie anévrysmale et aucun n’a été 

prouvé comme suffisamment spécifique et sensible pour servir au diagnostic de l’AAA par analyse 

sanguine. 

De plus, de nombreuses études ont montré des résultats contradictoires quant aux biomarqueurs 

potentiels de l’AAA. En 2008, Golledge et al [Golledge et al. 2008b] ont listé les biomarqueurs 

potentiels actuels et leurs taux dans le plasma ou le sérum de patients présentant un anévrysme par 

rapport à des patients sains ou avec athérosclérose et les ont classés selon les processus dans 

lesquels ils sont impliqués. La table 1 récapitule les résultats présentés. 

Table 1. Récapitulatif des biomarqueurs associés à la présence d’un AAA 

Biomarqueur 
potentiel 

Nombre de patients dans 
l'étude (cas/témoins) 

Association avec 
l'AAA 

Référence 

Protéines impliquées dans la dégradation de la matrice extracellulaire 

PIIINP 

95/83 Pas de différence [Eugster et al. 2005] 

201/246 Pas de différence [Wilmink et al. 2002] 

86/20 Augmenté [Treska et al. 2000a] 

87/90 Augmenté [Satta et al. 1995] 

MMP-9 

53/26 Augmenté [Watanabe et al. 2006] 

95/83 Pas de différence [Eugster et al. 2005] 

22/12 Pas de différence [van Laake et al. 2005] 

45/10 Augmenté [Sangiorgi et al. 2001] 

25/20 Augmenté [Hovsepian et al. 2000] 

22/17 Augmenté [McMillan et al. 1999] 

Protéines impliquées dans la thrombose 

Activateur 
tissulaire du 

plasminogène 

40/41 Pas de différence [Skagius et al. 2008] 

42/100 Augmenté [Wanhainen et al. 2007] 

89/98 Pas de différence [Fowkes et al. 2006] 

23/20 Pas de différence [Holmberg et al. 1999] 
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40/200 Pas de différence [Lee et al. 1996] 

D-Dimère 

40/41 Augmenté [Skagius et al. 2008] 

89/98 Augmenté [Fowkes et al. 2006] 

18/10 Augmenté [Serino et al. 2002] 

36/25 Augmenté [Yamazumi et al. 1998] 

40/200 Augmenté [Lee et al. 1996] 

41/30 Augmenté [Aramoto et al. 1994] 

Fibrinogène 

110/110 Augmenté [Al Barjas et al. 2006] 

89/98 Augmenté [Fowkes et al. 2006] 

36/68 Pas de différence [Spring et al. 2006] 

337/6049 Augmenté [Singh et al. 2001] 

23/20 Augmenté [Holmberg et al. 1999] 

21/84 Pas de différence [Blann et al. 1998] 

40/200 Augmenté [Lee et al. 1996] 

22/244 Pas de différence [Franks et al. 1996] 

Protéines impliquées dans l'inflammation 

Interleukine-6 

27/15 Augmenté [Dawson et al. 2007] 

89/98 Augmenté [Fowkes et al. 2006] 

74/30 Augmenté [Treska et al. 2000b] 

50/80 Augmenté [Juvonen et al. 1997] 

Lipoprotéines 

Lipoprotéine a 
(Lp(a)) 

425/492 Pas de différence [Jones et al. 2007] 

438/438 Augmenté [Sofi et al. 2005] 

75/43 Augmenté [Schillinger et al. 2002] 

29/274 Augmenté [Papagrigorakis et al. 1997] 

22/244 Pas de différence [Franks et al. 1996] 

69/1460 Pas de différence [Simoni et al. 1996] 

Lipoprotéine de 
haute densité 

(HDL) 

30/26 Diminué [Rizzo et al. 2009] 

35/140 Diminué [Wanhainen et al. 2007] 

206/252 Pas de différence [Hobbs et al. 2003] 

337/6049 Diminué [Singh et al. 2001] 

25/266 Pas de différence [Naydeck et al. 1999] 

21/84 Diminué [Blann et al. 1998] 

69/1460 Diminué [Simoni et al. 1996] 

114/57 Diminué [Louwrens et al. 1993] 

Lipoprotéine de 
faible densité 

(LDL) 

30/26 Pas de différence [Rizzo et al. 2009] 

35/140 Pas de différence [Wanhainen et al. 2007] 

206/252 Augmenté [Hobbs et al. 2003] 

337/6049 Pas de différence [Singh et al. 2001] 

25/266 Augmenté [Naydeck et al. 1999] 

21/84 Pas de différence [Blann et al. 1998] 

69/1460 Pas de différence [Simoni et al. 1996] 

114/57 Pas de différence [Louwrens et al. 1993] 
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De nombreuses études récentes ont mis en évidence des biomarqueurs potentiels de l’AAA, la 

plupart nécessitant des analyses sur de larges populations pour être validées. Acosta-Martin et al ont 

par exemple comparé le plasma de patients avec ou sans anévrysme par spectrométrie de masse et 

ont identifié puis validé par western blot 5 protéines comme étant des biomarqueurs potentiels de 

l’AAA : l’adiponectine, la superoxide dismutase extracellulaire, la kallistatine, la carboxypeptidase B2 

et la protéine AMBP [Acosta-Martin et al. 2011]. 

Parmi les biomarqueurs potentiels, certains montrent une association à la taille de l’anévrysme, 

permettant potentiellement une détection précoce et un suivi des AAA. Golledge et al [Golledge et 

al. 2008b] a établi la liste des marqueurs liés à la taille de l’anévrysme en 2008. On y trouve ainsi les 

peptides de l’élastine [Lindholt et al. 2001b], l’élastase-1-antitrypsine [Lindholt et al. 2003a], la 

cystatine c [Lindholt et al. 2001a], les complexes plasmine-antiplasmine [Lindholt et al. 2001c], 

l’inhibiteur tissulaire du plasminogène [Lindholt et al. 2003b], l’homocysteine [Halazun et al. 2007], 

l’interferon- [Juvonen et al. 1997], l’inhibiteur de migration des macrophages [Pan et al. 2003], l’IgA 

anti-Chlamydia pneumoniae [Lindholt et al. 2003b] et la cotinine [Lindholt et al. 2003a]. Cependant, 

ces marqueurs ont été validés dans des cohortes de moins de 200 individus et ces analyses 

nécessitent d’être répliquées. Toujours selon Golledge et al, le propeptide du procollagène de type III 

(PIIINP) était en 2008 le seul marqueur lié à la taille de l’anévrysme retrouvé dans deux cohortes 

distinctes [Satta et al. 1997, Lindholt et al. 2001b]. Golledge et al listent également 

l’osteoprotégerine, glycoprotéine de la famille des TNF, comme étant validée dans une seule cohorte 

[Moran et al. 2005] mais cette protéine a été retrouvée associée à l’AAA dans une étude publiée 

récemment [Koole et al. 2012]. 

Des études plus récentes ont également identifié la protéine c-réactive, décrite comme un facteur 

de risque de l’athérosclérose [De Haro et al. 2012, Hellenthal et al. 2012] et la lipocaline associée à la 

gélatinase de neutrophiles [Ramos-Mozo et al. 2012], impliquées dans l’inflammation et la catalase 

[Ramos-Mozo et al. 2011] et la peroxiredoxine 1 [Martinez-Pinna et al. 2011], impliquées dans le 

stress oxydatif comme étant des biomarqueurs potentiels corrélés à la taille de l’anévrysme. 

De nombreux marqueurs semblent donc corrélés à la présence ou à la taille d’un anévrysme, 

cependant, aucun des marqueurs décrit ne répond aux critères de spécificité et de sensibilité et 

certains nécessitent d’autres validations pour pouvoir être utilisé comme marqueur diagnostic de 

routine pour l’anévrysme de l’aorte abdominale. 
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2. Recherche de biomarqueurs 

2.1. Généralités 

D’un point de vue clinique, un biomarqueur est une caractéristique biologique mesurable liée à 

une pathologie. Il existe trois groupes de biomarqueurs : les biomarqueurs de dépistage, utilisés pour 

rechercher des pathologies asymptomatiques chez des patients, les biomarqueurs diagnostiques, 

utilisés pour confirmer une pathologie, et les biomarqueurs pronostiques, utilisés pour le suivi des 

patients. Dans le domaine cardiovasculaire, bien que de nombreux biomarqueurs diagnostiques et 

pronostiques soient disponibles, les biomarqueurs de dépistage ne sont pas toujours bien définis 

[Gerszten et al. 2008]. Dans le cas de l’anévrysme de l’aorte abdominale, des biomarqueurs de 

dépistage offriraient une alternative viable au dépistage par échographie, idéalement en détectant 

les anévrysmes à des stades précoces de la maladie pour permettre un meilleur suivi des patients. 

La découverte et la validation d’un biomarqueur peuvent être découpées en 5 phases, définies en 

premier lieu pour les biomarqueurs du cancer [Pepe et al. 2001] puis adaptées pour les maladies 

cardiovasculaires [Vasan 2006]. Ces 5 phases sont présentées dans la table 2. 

Table 2. Phases du développement d’un biomarqueur 

Phase Description 

Phase 1 : Découverte Des études exploratoires identifient un biomarqueur potentiel 

Phase 2 : Validation 
Des études cliniques évaluent la capacité du biomarqueur à différencier les 

patients sains et malades 

Phase 3 : Phase 
préclinique 

Des études cliniques évaluent la capacité du biomarqueur à détecter la 
maladie avant le diagnostic par un autre moyen 

Phase 4 : Phase 
prospective 

Des études prospectives définissent la sensibilité et la spécificité du 
biomarqueur 

Phase 5 : Impact 
Des études à grande échelle définissent l'impact du dépistage sur la 

réduction du taux de mortalité 

2.2. Protéomique 

Les méthodes d’analyse disponibles pour l'étude d'une pathologie et la recherche d'un 

biomarqueur nous permettent d’étudier chaque niveau des processus cellulaires. La génomique nous 

permet d’étudier l’ADN et est essentielle à la compréhension des mécanismes physiopathologiques. 

Cependant, l’expression d’un gène, de par l’épissage alternatif et les modifications post-

traductionnelles (MPT), pourra résulter en la synthèse de plusieurs protéines différentes, créant une 

plus grande diversité fonctionnelle. La caractérisation de ces produits d’expression nous apportera 

une meilleure compréhension de ces mécanismes physiopathologiques. 
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L’ensemble des protéines à un temps donné forme le protéome, spécifique des types cellulaires, 

organes ou tissus, et qui pourra être modifié par des états physiologiques ou pathologiques. En effet, 

les protéines, étant impliquées dans toutes les fonctions cellulaires, sont souvent modifiées, en tant 

que cause ou effet, lors de pathologies [Arrell et al. 2001]. L’étude des changements d’expression des 

protéines, ou des modulations des modifications post-traductionnelles qu’elles vont subir entre un 

état physiologique et un état pathologique, offre donc un accès direct aux processus liés à la 

pathologie [Wang et al. 2008] et est une source potentielle de biomarqueurs. 

Les analyses protéomiques peuvent avoir plusieurs objectifs et travailler à différentes échelles 

décrites en figure 3, inspirée de Mallick et Kuster [Mallick et al. 2010]. En effet, ces analyses peuvent 

être utilisées dans des buts de recherche de nouvelles protéines ou pour quantifier une protéine ou 

un groupe de protéines en particulier. Cette seconde approche est principalement utilisée pour 

mesurer des biomarqueurs afin de diagnostiquer certaines pathologies. En ce qui concerne 

l'approche découverte, elle peut être effectuée à différentes échelles. L'approche appelée 

"compréhensive" est qualitative et consiste en l'énumération d'un maximum de protéines d'un 

système biologique donné, comme par exemple pour le projet du protéome du plasma (PPP) de 

l'organisation sur le protéome humain (HUPO) qui a pour but l'identification de toutes les protéines 

et peptides du plasma humain. Ce genre d'études requiert plusieurs années et la collaboration de 

nombreux laboratoires [Omenn et al. 2005]. Les études à grande échelle visent à étudier de larges 

fractions du protéome, mais pas nécessairement le protéome entier (comme le phospho-protéome 

par exemple). Elles sont utilisées comme des outils de profilage pour mesurer qualitativement et 

quantitativement des variations suite à une perturbation (comme une pathologie) ou entre différents 

fonds génétiques [Rush et al. 2005, de Godoy et al. 2006]. Ces études requièrent également 

beaucoup de temps mais peuvent en principe être conduites par n'importe quel laboratoire 

suffisamment équipé. Enfin, les approches "concentrées" réduisent l'échelle à l'analyse des protéines 

d'un complexe ou des interactions entre des protéines, comme par exemple l'étude des protéines 

contractiles cardiaques. La difficulté de ce type d'approche n'est plus la complexité mais la sensibilité 

ou la quantité de matériel nécessaire à la détection des partenaires d'interaction qui peuvent être en 

très faible abondance [Muzio et al. 1996, Bouwmeester et al. 2004]. 
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Figure 3. Organisation des différentes approches en protéomique 

Mallick et Kuster ont proposé une synthèse des analyses protéomiques réalisées en fonction de la 

complexité de l'échantillon (figure 4). De manière simple, la complexité des analyses augmente 

lorsqu'on se déplace vers la droite et vers le bas du tableau. Les analyses en haut à gauche sont donc 

directes, alors que celles en bas à droite sont difficiles ou en développement [Mallick et al. 2010]. La 

réussite d'une analyse protéomique serait donc définie par le choix approprié d'un système 

biologique et d'une stratégie expérimentale adaptée (techniques, expertise). 

 

Figure 4. Application de la protéomique en fonction des systèmes biologiques 

Dans le cas de l’anévrysme de l’aorte abdominale, nous réalisons des études visant à comparer les 

protéomes de patients présentant un anévrysme avec les patients sains. Plusieurs types 

d’échantillons sont donc adaptés à ces analyses. 
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2.3. Types d’échantillons 

2.3.1. Modèles animaux 

Une source possible d’obtention d’échantillons biologiques est l’utilisation possible de modèles 

animaux. En effet, ils permettent de recréer la pathologie étudiée chez un animal et ainsi d’avoir une 

source d’étude in vivo. Il existe plusieurs modèles expérimentaux d’anévrysme de l’aorte 

abdominale, mais aucun n’est parfaitement homologue à la pathologie humaine. La table 3 

synthétise les modèles expérimentaux principalement utilisés et leurs avantages et inconvénients 

[Trollope et al. 2011]. 

2.3.2. Sérum, plasma 

L’obtention d’échantillons d’origine humaine permet de s’affranchir des défauts des modèles 

animaux, mais ils sont plus difficiles à obtenir. Le plasma et le sérum sont des échantillons de choix, 

puisqu’ils sont facilement obtenus à partir du sang, et qu’ils permettent donc, dans le cas d’un 

biomarqueur, un dosage rapide. Le plasma est obtenu en présence d’un anticoagulant comme l’EDTA 

ou l’héparine, après centrifugation et élimination du culot contenant les cellules du sang. A l’inverse, 

le sérum est obtenu en l’absence d’anticoagulant, toujours après centrifugation. Le sérum est donc la 

partie liquide du sang coagulé et est composé du plasma moins les facteurs de coagulation dont 

principalement le fibrinogène [Schwarze et al. 2009]. Il est nécessaire lors de l’utilisation de plasma 

ou de sérum pour des analyses protéomiques de normaliser les prélèvements. La préparation du 

plasma étant plus simple, la reproductibilité entre les laboratoires est meilleure que pour le sérum, 

où l’élimination du coagulât peut entrainer la perte de protéines interagissant avec le réseau de 

fibrine [Issaq et al. 2007]. Cependant, l’utilisation de différents anticoagulants peut entrainer des 

différences dans les profils protéomiques [Banks et al. 2005]. Il est à noter que ces échantillons sont 

parmi les plus complexes [Anderson et al. 2002], avec 22 protéines majoritaires représentant 99% du 

protéome [Anderson et al. 2004]. Une déplétion de ces protéines majoritaires est donc nécessaire à 

l’analyse des milliers de protéines composant le pourcentage restant appelé « deep proteome » 

[Righetti et al. 2006]. 

En ce qui concerne l’anévrysme de l’aorte abdominale, la pathologie se développant au sein de la 

paroi aortique, l’analyse d’échantillons sanguins semble être un bon choix pour la recherche de 

biomarqueurs. 

 



 

 

Table 3. Modèles animaux d’anévrysme de l’aorte abdominale 

Type Méthode Détails Avantages Inconvénients Histologie Références 

Induction 
chimique 

Perfusion 
d'élastase 

Une zone de l'aorte 
est isolée par 
clampage et perfusée 
2h avec de l'élastase 

Peut être utilisée dans 
tous les modèles 
animaux 

Opération majeure et 
longue exposition à 
l'anesthésie 

Dégradation de la 
média 

[Anidjar et al. 
1992] 

Moins bonne 
reproductibilité dans 
les gros animaux 

Bonne reproductibilité 
dans les petits 
animaux 

Peut causer des 
lésions nécrotiques 
intraluminales et 
dépôts de calcium 

Inflammation 

Anévrysme développé 
après 2 à 4 semaines 

Application de 
chlorure de 
calcium 

Un morceau de gaze 
traité au chlorure de 
calcium est placé sur 
l'adventice de l'aorte 
pendant 10 min 

Peut être utilisée dans 
tous les modèles 
animaux 

Opération majeure et 
longue exposition à 
l'anesthésie 

Dégradation de la 
média 

[Chiou et al. 
2001] 

Anévrysme développé 
après 2 à 4 semaines 

Inflammation 

Infusion 
d'angiotensine-II 

Des micro-pompes 
sont placées de 
manière sous-cutanée 
et relâchent 
l'angiotensine-II 

Opération mineure Les pompes 
fonctionnent même 
après le 
développement de 
l'anévrysme 

Inflammation [Rush et al. 
2009] 

Anévrysme développé 
rapidement 

L'anévrysme est 
suprarénal, 
contrairement à 
infrarénal chez 
l'humain 

Thrombus 



 

 

Possibilité de rupture 
d'anévrysme 

Ne fonctionne pas 
chez toutes les souris 

Athérosclérose 

Génétique Souris KO Après mutation d'un 
gène spécifique dans 
des cellules souches 
embryonnaires de 
souris, ces cellules 
sont injectées dans 
des blastocytes puis 
implantées dans 
l'utérus. La portée est 
ensuite génotypée 
pour vérifier la 
présence du mutant 

Outil très utile pour 
étudier des 
mécanismes 
spécifiques 

Certains KO peuvent 
être létaux 

Dégradation de la 
média 

[Piedrahita et al. 
1992] 

Peut être combiné à 
d'autres modèles (ex: 
infusion 
d'angiotensine-II) 

Le croisement de 
lignées peut être long 

Athérosclérose 

Opérations Flot turbulent Une bande stenotique 
est placée pour 
réduire le diamètre de 
l'aorte, entrainant une 
dilatation en aval 

Cause une altération 
de la média similaire à 
celle d'un anévrysme 
humain 

  Inflammation [Molacek et al. 
2009]  Dégradation de la 

média 

  Thrombus 

Patch vénal Après clampage de 
l'aorte, une incision ou 
perforation est 
réalisée sur la paroi 
aortique puis réparée 
avec un patch 
extensible 

Tous les animaux 
développent un 
anévrysme 

Opération difficile sur 
les petits animaux 

Inflammation [Molacek et al. 
2009] Dégradation de la 

média 

Xénogreffe L'aorte infrarénale est 
retirée est remplacée 
par le même segment 
d'un animal d'une 
espèce différente 

Peut être utilisée dans 
tous les modèles 
animaux 

Opération majeure et 
longue exposition à 
l'anesthésie 

Inflammation [Allaire et al. 
1994] 

Opération difficile Dégradation de la 
média 
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2.3.3. Urine 

L’urine est un autre type d’échantillons qui a l’avantage d’être obtenu de manière non invasive. 

Bien que l’albumine, représentant plus de 50% des protéines du plasma, soit également la protéine 

majoritaire dans l’urine [Barratt et al. 2007], seulement 30% des protéines urinaires proviennent du 

sang, les 70% restants provenant des reins ou canaux urinaires [Decramer et al. 2008]. L’utilisation de 

l’urine lors de la recherche de biomarqueurs semble donc plus appropriée pour la néphrologie ou le 

cancer de la prostate [Decramer et al. 2008, Dihazi et al. 2007, Downes et al. 2007]. Cependant, 

Zimmerli et al ont montré que des maladies cardiovasculaires pouvaient être diagnostiquées par 

l’analyse du protéome urinaire [Zimmerli et al. 2008]. 

Sachant que l’urine est riche en peptides [Decramer et al. 2008], il a été montré que la majorité 

des peptides urinaires ne proviennent pas des protéines majoritairement exprimées comme 

l’albumine, mais sont des produits de dégradation du collagène [Coon et al. 2008]. Le 

renouvellement de la matrice extracellulaire pourrait donc être à l’origine de ces peptides présents 

dans l’urine. Des changements dans ce renouvellement de matrice extracellulaire pourraient donc 

être observé par une analyse de l’urine [Decramer et al. 2008]. Etant donné qu’un des principaux 

mécanismes de l’anévrysme de l’aorte abdominale est la dégradation de cette matrice 

extracellulaire, l’analyse de l’urine pourrait permettre de détecter et de suivre l’évolution de cette 

pathologie. 

2.3.4. Cellules anévrysmales 

Une autre source d’échantillons d’origine humaine est la culture des cellules anévrysmales, qui 

permet d’étudier un type cellulaire particulier. De nombreuses études ont été réalisées au niveau de 

l’AAA à partir de culture cellulaire des types cellulaires impliqués dans cette pathologie. Les 

monocytes peuvent par exemple être isolés du sang et différenciés en culture cellulaire en 

macrophages et les cellules musculaires lisses peuvent être transférées directement depuis le tissu 

anévrysmal vers la culture cellulaire [Dupont et al. 2004, Dupont et al. 2005]. 

La limite de cette technique est que le protéome de cellules issues de culture dépend des 

conditions de culture et n’est donc pas identique au protéome dans une condition physiologique ou 

pathologique spécifique. De plus, ce protéome va changer au fur et à mesure que les cellules se 

multiplieront en culture suite au phénomène de dédifférenciation. Finalement, Acosta-Martin et al 

ont montré que l’emploi de DNAse, couramment utilisée lors de l’extraction de protéines en culture 

cellulaire, entrainait une modification phénotypique de ces protéines, introduisant donc un biais 

dans l’analyse protéomique [Acosta-Martin et al. 2009]. 
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2.3.5. Tissus 

Des échantillons de tissus biologiques peuvent également servir à réaliser des analyses 

protéomiques. Ils présentent l’avantage de pouvoir étudier les protéomes dans l’état physiologique 

ou pathologique dans lequel se trouve le tissu. Plusieurs analyses ont été réalisées sur des biopsies 

d’AAA récupérées lors d’une chirurgie de mise à plat, afin d’étudier les protéomes spécifiques du 

tissu anévrysmal entier [Munezane et al. 2010], du thrombus intraluminal ou des différentes couches 

de la paroi aortique, permettant l’identification de biomarqueurs potentiels de l’AAA [Coutard et al. 

2010, Ramos-Mozo et al. 2011, Martinez-Pinna et al. 2011, Koole et al. 2012]. Cependant, l’analyse 

de tissu présente aussi ses inconvénients. En effet, la reproductibilité lors du prélèvement du tissu 

peut être problématique [Mallick et al. 2010] et l’analyse globale du protéome d’un tissu complet 

masque certains résultats qui sont obtenus en étudiant les protéomes spécifiques des types 

cellulaires le composant [Sho et al. 2005]. Ce dernier biais peut être évité grâce à la microdissection 

laser (LMD), permettant d’étudier les protéomes de zones enrichies en un type cellulaire extraites 

directement du tissu. Il existe deux procédés de microdissection laser : la microdissection laser par 

découpe et la microdissection laser par capture [Murray 2007]. La microdissection laser par découpe 

repose sur un laser ultraviolet qui va découper la périphérie de la zone d'intérêt et permettre son 

isolement du reste du tissu. Cette zone d'intérêt est ensuite récupérée par un système de 

catapultage, un système gravitationnel ou avec une aiguille. La microdissection laser par capture 

utilise une capsule spéciale posée sur le tissu et un laser infrarouge qui va coller la membrane de la 

capsule à la zone d'intérêt. La capsule est ensuite retirée avec la zone d'intérêt collée à celle-ci. Un 

laser ultraviolet peut être utiliser en plus du laser infrarouge pour découper la périphérie de la zone 

d'intérêt. Elle présente plusieurs avantages. Tout d'abord, c'est une technique très sensible qui 

permet d'isoler jusqu'à une cellule unique. De plus, la faible puissance nécessaire à l'utilisation des 

lasers permet de ne pas entraîner de modification phénotypique des éléments isolés [Murray 2007]. 

Le principal inconvénient est que la quantité de matériel récupéré est faible et limite donc les 

analyses réalisables. 

Dans le cas de l’anévrysme de l’aorte abdominale, les principaux mécanismes étant la réponse 

inflammatoire et la dégradation de la paroi aortique, l’étude des protéomes des types cellulaires 

impliqués dans ces mécanismes est donc un bon choix pour la compréhension des mécanismes 

physiopathologiques et pour la recherche de biomarqueurs. 
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2.4. Techniques d’analyses protéomiques 

Afin d’étudier les protéomes des types cellulaires impliqués dans l’AAA, des analyses 

protéomiques vont être réalisées, afin de dresser les profils protéomiques de ces types cellulaires ou 

de les comparer. Ces analyses sont la combinaison d’une technique de fractionnement, qui va 

séparer les protéines d’un échantillon selon des critères physico-chimiques et d’une méthode 

d’identification qui, dans le cas d’une analyse sans a priori, est la spectrométrie de masse (MS). Une 

fois encore, différentes techniques sont disponibles pour le fractionnement et l’identification des 

protéines. 

2.4.1. Fractionnement 

Les techniques de fractionnement discutées ici vont permettre de diminuer la complexité d’un 

mélange protéique avant identification par spectrométrie de masse. Elles présentent également 

l’avantage d’éliminer les composés non-protéiques qui pourraient interférer avec la spectrométrie de 

masse. La plupart de ces méthodes peut s’utiliser seule, ou en tandem avec une autre, afin de 

réaliser un fractionnement en deux dimensions. Lorsque deux techniques présentent des 

mécanismes de séparation indépendants et présentent des profils de rétention différents, c'est-à-

dire qu’elles vont séparer les échantillons protéiques selon des critères différents, on parle 

d’orthogonalité [Giddings 1995, Slonecker et al. 1996]. Plus l’orthogonalité sera grande, meilleur sera 

le fractionnement de l’échantillon. 

On distingue deux groupes de méthodes de fractionnement : les méthodes « en gel » et les 

méthodes « hors gel ». 

 Méthodes en gel 

Une première méthode de fractionnement de l’échantillon est l’électrophorèse en gel de poly-

acrylamide en conditions dénaturantes avec du sodium dodecyl sulfate (SDS-PAGE), qui va séparer 

les protéines selon leur masse moléculaire. En effet, les protéines vont migrer dans un réseau 

d’acrylamide/bisacrylamide sous un courant électrique plus ou moins rapidement. Le SDS permettant 

d’appliquer une même densité de charge (négative) à toutes les protéines, seule la masse 

moléculaire va jouer sur la vitesse de migration des protéines, les plus petites migrant plus 

rapidement que les plus grosses. Les bandes formées par les protéines seront visualisées par des 

colorations comme le bleu de Coomassie [Wilson 1983] ou le nitrate d’argent [Shevchenko et al. 

1996] ou par fluorescence comme avec le SYPRO Ruby [Lopez et al. 2000] ou le Deep Purple 

[Chevalier et al. 2004]. 
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L’isoélectrofocalisation (IEF) est une autre technique permettant de séparer les protéines selon 

leur point isoélectrique (pI). Un gradient de pH est crée dans un gel grâce à des ampholytes. Un 

courant éléctrique va faire migrer les protéines chargées négativement vers l’anode et les protéines 

chargées positivement vers la cathode, jusqu’à ce qu’elles atteignent le point du gel où le pH est égal 

à leur pI. Leur charge nette sera alors nulle et elles cesseront de migrer. Les protéines pourront 

ensuite être colorées et identifiées en spectrométrie de masse. Cependant, l’IEF est souvent couplée 

à un second fractionnement par SDS-PAGE. On parle alors d’électrophorèse bidimensionnelle [Unlu 

et al. 1997]. 

L’électrophorèse bidimensionnelle est souvent utilisée pour séparer des échantillons protéiques 

complexes. Elle se compose d’une première dimension : l’IEF, qui est réalisée sur des gradients de pH 

immobilisés (IPG) sur un gel de polyacrylamide posé sur un support plastique (strip) [Righetti et al. 

1987]. Les IPG présentent les avantages d’être plus stables et moins cassants que les gels capillaires 

précédemment utilisés, offrent une grande variété d’amplitude de pH et une meilleure 

reproductibilité. La strip est ensuite déposée sur un gel de polyacrylamide pour réaliser la seconde 

dimension SDS-PAGE. Bien que la complexité d’un échantillon protéique soit réduite par rapport à 

une fractionnement simple par SDS-PAGE ou IEF, la technique présente quelques inconvénients : les 

spots peuvent contenir plusieurs protéines différentes, la résolution est faible pour les protéines 

présentant un pI ou une masse extrême et on observe des problèmes de reproductibilité [Griffin et 

al. 2001, Beranova-Giorgianni 2003, Tannu et al. 2006]. En effet, il a été montré que la variabilité de 

l’électrophorèse bidimensionnelle due à la préparation de l’échantillon, aux réactifs, à 

l’expérimentateur et aux méthodes de coloration peut s’élever à 20 ou 30% [Molloy et al. 2003]. 

L’utilisation de tampons standardisés, des gradients de pH immobilisé et de grands gels de 2ème 

dimension ont néanmoins permis de réduire ces inconvénients [Lilley et al. 2004]. 

Une variante de l’électrophorèse bidimensionnelle permet de s’affranchir de certains de ces 

inconvénients. L’électrophorèse bidimensionnelle différentielle (DIGE) élimine en effet la variabilité 

inter-gels en séparant simultanément 2 ou 3 échantillons protéiques marqués par des fluorochromes 

différents appelés cyanines (Cy2, Cy3, Cy5) sur un même gel [Unlu et al. 1997]. Les cyanines se fixent 

en général soit par un marquage minimal (une quantité limitante de cyanine marque 3% des lysines) 

ou par un marquage en saturation (sur l’ensemble des cystéines), mais d’autres marquages sont 

possibles [Ernst et al. 1989, Southwick et al. 1990, Mujumdar et al. 1993]. Les échantillons marqués 

par différentes cyanines (Cy3 et Cy5 pour les marquages en saturation utilisés au laboratoire) 

[Dupont et al. 2008] sont mélangés et déposés ensembles sur la strip d’IPG pour la 1ère dimension. La 

strip est ensuite normalement déposée sur un gel SDS-PAGE pour la 2e dimension. Les échantillons 

migrent donc selon leur pI au sein du même gradient de pH et selon leur masse au sein du même gel. 
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Les échantillons sont ensuite visualisés aux longueurs d’ondes spécifiques des cyanines (pour Cy3 une 

excitation à 550 nm pour une émission à 570 nm (vert) et pour Cy5 une excitation à 640 nm pour une 

émission à 670 nm (rouge)) [Ernst et al. 1989]. Les différences peuvent ensuite être analysées de 

manière qualitative (présence ou absence du spot) ou quantitative (intensité de la fluorescence). Il a 

été montré que des modifications d’expression de 20% pour les protéines les plus abondantes, et de 

80% pour les protéines moins abondantes peuvent être détectées en DIGE [Tonge et al. 2001]. En 

plus de s’affranchir des problèmes de reproductibilité, la DIGE permet également de diminuer la 

quantité de matériel nécessaire. En effet, environ 500 μg d’un mélange protéique sont nécessaires 

pour réaliser une coloration au bleu de Coomassie, 100 μg pour une coloration à l’argent, 50 μg pour 

un marquage minimal et seulement 5 μg de protéines pour un marquage en saturation. La figure 5 

présente un schéma du fonctionnement de la DIGE. 

 

Figure 5. Schéma explicatif de la technique DIGE 

Toutes ces méthodes vont nécessiter une extraction des protéines du gel avant l’analyse en 

spectrométrie de masse. Le plus souvent, les protéines sont digérées à l’intérieur du gel par une 

enzyme et les peptides sont extraits pour analyse. 
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 Méthodes sans gel 

La chromatographie en phase liquide peut également être utilisée pour séparer les protéines d’un 

échantillon. La chromatographie en phase liquide se définit par une phase stationnaire qui va plus ou 

moins retenir les protéines passant en phase liquide mobile en fonction de leurs propriétés physico-

chimiques. La phase stationnaire peut être sous forme de colonne, résine ou billes. 

La chromatographie la plus utilisée est la chromatographie en phase inverse (RPLC). Ici, la phase 

stationnaire présente des chaines carbonées, souvent 4 ou 8 carbones (C4, C8), et va retenir les 

protéines en fonction de leur hydrophobicité. L’élution se fait par un gradient de solvant organique 

volatile, ce qui en fait une bonne méthode de fractionnement avec la spectrométrie de masse 

[Molnar et al. 1976]. Elle peut également être couplée directement à certains spectromètres de 

masse afin de réaliser « online » le fractionnement et l’identification (LC-MS). Cependant, elle est 

incompatible avec l’utilisation de certains détergents utilisés lors de l’extraction de protéines 

(comme le triton X-100). 

D’autres chromatographies sont également utilisées et peuvent être réalisées en amont de la LC-

MS. Parmi elles, on trouve les chromatographies d’échange d’ions. La phase stationnaire est alors 

composée d’anions ou de cations, pour réaliser des chromatographies d’échange de cations fort 

(SCX), d’échange de cations faible (WCX), d’échange d’anions fort (SAX) et d’échange d’anions faible 

(WAX), ou des mélanges d’anions et de cations comme la chromatographie SCX-WAX [Fritz 2000]. 

Actuellement, la chromatographie la plus utilisée en amont de la LC-MS est la SCX, retenant les 

protéines chargées positivement [Paulo et al. 2012]. 

La chromatographie liquide d’interactions hydrophiles (HILIC) permet de séparer les protéines 

selon leur hydrophilicité. La phase stationnaire est composée de molécules polaires qui vont retenir 

les protéines chargées positivement ou négativement. L’HILIC présente une grande orthogonalité 

avec la RPLC et peut être utilisée comme première étape d’un fractionnement en 2 dimensions avant 

la RPLC-MS [Jandera et al. 2010]. 

La chromatographie par gel filtration consiste en des billes formant un maillage serré dans 

lesquelles seules les petites protéines vont pénétrer. Les grosses protéines vont donc passer 

rapidement entre les billes alors que les petites vont circuler plus lentement dans le maillage au sein 

des billes. Cette méthode peut également être utilisée pour fractionner un échantillon protéique 

[Porath et al. 1959]. Enfin, la chromatographie d’affinité peut également être utilisée pour isoler des 

protéines ou complexes protéiques spécifiques en présentant une molécule ayant une forte affinité 

pour une ou plusieurs protéines, comme un ligand par exemple [Zachariou 2008]. 
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2.4.2. Identification 

La spectrométrie de masse est une technique d’analyse permettant l’identification de molécules 

en mesurant leur rapport masse sur charge (m/z). Ici, les protéines sont digérées avant 

(chromatographie) ou après (électrophorèse bidimensionnelle) le fractionnement par une enzyme, 

souvent la trypsine. Ce sont les peptides issus de la digestion qui sont analysés par le spectromètre 

de masse. Un spectromètre de masse peut se découper en trois parties : la source, qui va ioniser les 

molécules à analyser et leur permettre de passer en phase gazeuse, injectée dans l’analyseur. 

L’analyseur va séparer les ions selon leur m/z. Enfin, le détecteur va mesurer ce rapport m/z et 

transcrire les résultats en signal informatique. L’analyse d’un ensemble de peptides va donner un 

profil de m/z spécifique, correspondant à une protéine particulière : on parle alors d’analyse par 

empreinte de masse peptidique (PMF). L’analyse des données obtenues est généralement réalisée 

par interrogation de banques de données comme SEQUEST, Mascot ou ProFound. De nombreux 

types de spectromètres de masse sont disponibles pour réaliser des analyses protéomiques, différant 

en fonction de leur source et de leur analyseur. Deux exemples de spectromètres de masse 

couramment utilisés sont présentés en figure 6. 

 

Figure 6. Exemples de spectromètres de masse. A : Schéma explicatif d’un MALDI-TOF, B : Schéma 
explicatif d’un spectromètre de masse en tandem ESI-LTQ-Orbitrap 

Sources 

Les deux principales sources utilisées en protéomique sont l’ionisation/désorption laser assistée 

par matrice (MALDI) et l’ionisation par électrospray (ESI). 
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Dans le cas d’une source MALDI, l’échantillon peptidique est cristallisé avec une matrice 

organique sur un support métallique. La matrice va absorber l’énergie d’un laser pulsé et la 

transférer aux peptides, les chargeant et entrainant leur désorption en phase gazeuse vers 

l’analyseur. L’ionisation par MALDI va créer principalement des ions monochargés, ce qui facilite 

l’analyse. Cependant, l’ionisation va nécessiter plusieurs centaines d’impulsions laser pour créer un 

signal suffisant pour la détection [Pao-Chi Liao 1995] et la reproductibilité entre ces impulsions est 

faible, et l’analyse est fortement dépendant de la préparation de l’échantillon [Silvertand et al. 2008, 

Zheng et al. 2005]. 

Dans le cas d’une source ESI, l’échantillon passe sous forme liquide dans une aiguille au bout de 

laquelle il va former une goutte. Un courant électrique va alors charger les peptides de cette goutte 

en ion et les envoyer vers l’analyseur. Contrairement au MALDI, l’ESI va créer des ions multichargés. 

La sensibilité est dépendante du débit du liquide contenant l’échantillon, et elle a été améliorée avec 

l’apparition du micro-ESI et nano-ESI où le débit peur descendre jusqu’au nanolitre par minute 

[Griffin et al. 1991, Emmett et al. 1994]. Le gros avantage de la source ESI est la possibilité de la 

coupler de manière online à une colonne RPLC en amont [Emmett et al. 1994]. 

 Analyseurs 

Les analyseurs sont la partie du spectromètre de masse qui stocke et sépare les ions créés par la 

source en fonction de leur rapport m/z. Chaque analyseur a des propriétés spécifiques comme les 

masses minimales et maximales analysées, la vitesse d’analyse, la résolution, la sensibilité, la 

transmission des ions ou l’ordre d’amplitude. La précision d’un analyseur se mesure en parties par 

million (ppm), c'est-à-dire le nombre d’unités près à laquelle la mesure est effectuée pour une 

molécule d’un million d’unités. 

L’analyseur par temps de vol (TOF) mesure le rapport m/z des ions en fonction de la vitesse à 

laquelle ils vont le traverser. Ils sont souvent utilisés avec une source MALDI (MALDI-TOF). C’est une 

méthode rapide et relativement simple, et présentant une bonne résolution et sensibilité et une 

précision d’environ 100 ppm. Le MALDI-TOF (figure 6A) est couramment utilisé pour identifier les 

protéines pures ou d’un mélange simple comme dans un spot d’électrophorèse bidimensionnelle par 

exemple [Della Corte et al. 2008]. 

Les autres analyseurs sont plus souvent couplés à une source ESI. Les principaux utilisés sont les 

quadripôles (QTrap) ou triples quadripôles (TQ) mesurant les m/z en fonction de la stabilité des ions, 

les trappes ioniques (IT), les orbitraps et les cyclotrons à résonnance d’ions associés à une 

transformée de Fourier (FT-ICR) mesurant les m/z en fonction de leur fréquence de résonnance. Ces 

méthodes présentent l’avantage de pouvoir être automatisées et offrent une bonne sensibilité allant 
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jusqu’à la femtomole, voire l’attomole [Yates et al. 2009]. Les TQ ont une vitesse d’analyse moyenne 

et une précision équivalente au TOF d’environ 100 ppm. Les IT sont plus rapides, présentent 

également une précision de 100 ppm et présentent l’avantage d’éjecter les ions de manière radiale, 

ce qui permet un meilleur couplage avec d’autres analyseurs (voir fragmentation) [Schwartz et al. 

2002]. Les orbitraps et FT-ICR retiennent les ions en orbite autour d’un champ magnétique. Ils 

utilisent tous les deux la transformée de Fourier pour traduire des données de temps en m/z [Senko 

et al. 1996]. Pour une même précision d’environ 1 ou 2 ppm, les orbitraps sont plus rapides et plus 

rentables (prix d’achat et coût de maintenance) que les FT-ICR mais ces derniers offrent une 

amplitude de masse analysable plus grande et offrent la possibilité de réaliser des réactions en phase 

gazeuse en leur sein [Zubarev et al. 1998, Breuker et al. 2008]. 

 Fragmentation 

Une information de séquence de la protéine analysée peut être obtenue en spectrométrie de 

masse dite en tandem (MS/MS, figure 6B) par fragmentation des ions analysés. Les ions sont 

sélectionnés et envoyés dans une chambre de collision, dans laquelle ils vont entrer en collision avec 

un gaz neutre induisant leur fragmentation (CID) ou par transfert d’électrons avec des anions (ETD, 

cette deuxième méthode préservant les modifications post-traductionnelles). Les fragments sont 

ensuite envoyés dans un second analyseur où leur m/z sera à nouveau mesurée. La fragmentation 

d’un peptide va donner des ions correspondant plus ou moins aux acides aminés le composant et qui 

seront nommés selon la nomenclature proposée par Roepstorff et Fohlman [Roepstorff et al. 1984] 

et présentée en figure 7. Les ions seront nommés en fonction de la liaison rompue et du sens de la 

charge : 

- a, b, et c correspondent aux ions chargés du côté N-terminal 

- x, y et z correspondent aux ions chargés du côté C-terminal 

- a et x correspondent à une coupure directement après la chaine latérale 

- b et y correspondent à une coupure entre les résidus 

- c et z correspondent à une coupure avant la chaine latérale 

Les ions les plus souvent observés sont les ions b et y pour une CID et c et z pour une ETD. Les m/z 

des ions correspondant aux acides aminés permettront donc leur identification et le séquençage d’un 

peptide ou d’une protéine, fournissant une identification plus fiable. Une fragmentation par ETD 

peut également être utilisée pour localiser et identifier des modifications post-traductionnelles. 
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Figure 7. Nomenclature des ions fragments produits lors de la spectrométrie de masse en tandem 

La figure 8 montre l’exemple de deux stratégies d’analyses protéomiques couramment utilisées. 

Dans le premier cas de figure (figure 8A), l’échantillon protéique est fractionné par électrophorèse 

bidimensionnelle. Les spots protéiques sont ensuite excisés et digérés à la trypsine. Les peptides 

obtenus sont analysés par spectrométrie de masse MALDI-TOF, MALDI-TOF/TOF ou ESI-MS/MS. Les 

spectres obtenus sont confrontés à des banques de données afin d’obtenir l’identification de la 

protéine. Dans le second cas de figure (figure 8B), les extraits protéiques sont directement digérés 

par la trypsine avant d’être fractionnés. Le fractionnement se fait en 2 dimensions par une suite de 

deux chromatographies en phase liquide. La première chromatographie est souvent une SCX ou une 

HILIC et va donner des fractions qui seront chacune à nouveau séparées par RPLC. Cette seconde 

chromatographie est souvent couplée online à un spectromètre de masse ESI-MS/MS qui va 

permettre d’identifier à partir des spectres obtenus les différents peptides présents dans les 

fractions analysées et reconstituer les protéines initialement digérées. 

 

Figure 8. Exemples de stratégies expérimentales d’analyses protéomiques permettant l’identification 
des protéines à partir d’un échantillon biologique complexe 
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3. Stratégie expérimentale 

Le caractère asymptomatique de l’anévrysme de l’aorte abdominale rendant sa détection difficile, 

la recherche de biomarqueurs spécifiques de cette pathologie est cruciale pour une meilleure prise 

en charge des patients. Sho et al ayant montré l’importance d’étudier séparément les types 

cellulaires présents dans un tissu [Sho et al. 2005], nous avons décidé d’utiliser la technique de 

microdissection laser pour isoler et étudier les types cellulaires impliqués dans l’AAA. Les principaux 

mécanismes de l’anévrysme de l’aorte abdominale étant la réponse inflammatoire et la dégradation 

de la matrice extracellulaire, nous nous sommes intéressés aux cellules de l’inflammation : 

neutrophiles, lymphocytes T, lymphocytes B, mastocytes et les deux sous-types de macrophages, 

ainsi qu’aux cellules musculaires lisses et aux cellules endothéliales. 

Mon premier objectif a donc été la mise en place d’une banque d’échantillons d’AAA en 

collaboration avec le service du Professeur Stephan Haulon du CHRU de Lille, pour laquelle des 

biopsies de tissu anévrysmal ont été récupérées lors d’opérations de mise à plat. A partir de ces 

biopsies, j’ai cherché à localiser ces différents types cellulaires dans le tissu anévrysmal par des 

colorations et des marquages immunohistochimiques avec des anticorps dirigés spécifiquement 

contre ces types cellulaires.  

Le but était ensuite d’isoler par microdissection laser des zones enrichies en ces types cellulaires 

pour effectuer leurs analyses moléculaires. La première étape était de valider l’isolement des zones 

enrichies dans chaque type cellulaire par microdissection laser. Pour cela, nous avons analysé soit les 

ARNm extraits par q-RT-PCR, soit les protéines extraites par western blot. 

Nous avons ensuite sélectionné pour chaque type cellulaire une protéine décrite comme étant un 

biomarqueur potentiel de l’AAA exprimé par ces types cellulaires afin d’étudier son profil dans les 

zones enrichies microdisséquées. Ainsi, nous avons étudié la peroxiredoxine-1 dans les deux sous-

types de macrophages M1 et M2 et ADAMTS5 dans les différents types de CML de la paroi aortique. 

En effet, ces deux protéines (peroxiredixine-1 et ADAMTS5) avaient été sélectionnées par d’autres 

analyses protéomiques réalisées au laboratoire [Lamblin et al. 2010]. 

Enfin, la troisième étape consistait en l’étude du profil protéomique total des types cellulaires 

isolés par microdissection laser. Ceci a été réalisé pour les macrophages des deux sous-types M1 et 

M2 par 2D-DIGE et spectrométrie de masse MALDI-TOF. 
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RESULTATS 

1. Objectifs 

L’anévrysme de l’aorte abdominale étant une maladie asymptomatique, de nombreuses études 

ont étudié les mécanismes impliqués dans le développement de cette pathologie afin d’en identifier 

de nouveaux biomarqueurs, qui permettraient une prise en charge précoce et un meilleur suivi des 

patients. Des études comparatives du plasma de patients présentant ou non un AAA ont par exemple 

permis l’identification de biomarqueurs potentiels [Vega et al. 2009, Acosta-Martin et al. 2011]. 

Cependant, le plasma est un échantillon très complexe, avec 14 protéines majoritaires représentant 

99% du protéome. Les sécrétomes, protéomes ou transcriptomes du tissu anévrysmal sont aussi de 

bonnes cibles pour l’identification de nouveaux biomarqueurs, à partir du tissu entier [Lenk et al. 

2007, Choke et al. 2009, Munezane et al. 2010, Pahl et al. 2012, Hinterseher et al. 2013], à partir de 

couches isolées de la paroi anévrysmale [Coutard et al. 2010, Martinez-Pinna et al. 2011] ou à partir 

de cultures de cellules vasculaires d’origine anévrysmale [Lamblin et al. 2010]. Cependant, l’AAA est 

une pathologie complexe et l’analyse du tissu anévrysmal entier peut masquer certains résultats. En 

effet, Sho et al ont montré que l’analyse spécifique des types cellulaires isolés du tissu anévrysmal 

montrait des résultats qui n’étaient pas retrouvés lors de l’analyse du tissu anévrysmal entier [Sho et 

al. 2005]. Nous avons donc décidé d’utiliser la technique de microdissection laser pour isoler et 

analyser spécifiquement les types cellulaires impliqués dans l’AAA. 

Le but de mes travaux de thèse a donc été l’analyse des différents types cellulaires impliqués dans 

l’anévrysme de l’aorte abdominale isolés spécifiquement du tissu de la paroi aortique par 

microdissection laser. A fin de mener ces travaux, la première étape a été la constitution d’une 

banque d’échantillons de biopsies d’aortes anévrysmales et d’aortes saines. Ces biopsies ont d’abord 

été analysées macroscopiquement afin d’orienter le tissu (figure 9A) avant d’être disséqués en 

coupes transversales (figure 9B). Des analyses histologiques avec des colorations May-Grunwald 

Giemsa (MGG) ou Oil Red O (ORO) nous ont permis de repérer les zones cellulaires dans le tissu 

anévrysmal (figure 9C). Des marquages par immunohistochimie ont ensuite été réalisés afin de 

localiser les différents types cellulaires impliqués dans l’AAA, c'est-à-dire les cellules de 

l’inflammation (neutrophiles, lymphocytes T et B, mastocytes ainsi que les deux sous-types de 

macrophages M1 et M2), les cellules musculaires lisses et les cellules endothéliales (figure 9D). Nous 

avons ensuite utilisé la microdissection laser pour isoler à partir du tissu anévrysmal des zones 

enrichies en ces types cellulaires. Nous nous sommes intéressés plus particulièrement aux 

macrophages M1 et M2, ainsi qu’aux cellules musculaires lisses (figure 9E). Une étape de validation 

de l’isolement des types cellulaires a été réalisée par des q-RT-PCR réalisées sur des gènes connus 
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comme étant exprimés dans ces cellules (pour les macrophages, des gènes sur- ou sous-exprimés 

dans l’un ou l’autre des sous types de macrophages, figure 9F). L’étude des types cellulaires isolés 

par microdissection laser s’est ensuite faite sous deux approches. Une première approche ciblée sur 

l’étude d’une protéine d’intérêt spécifique présente dans ces types cellulaires (la peroxiredoxine-1 

pour les macrophages et ADAMTS5 pour les CML) a été réalisée par des western blots dirigés contre 

ces protéines et dont les résultats ont été validés par colocalisation en immunohistochimie, 

immunofluorescence et dosages ELISA (figure 9G). La seconde approche sans a priori consiste en 

l’analyse du protéome total de ces types cellulaires par électrophorère bidimensionnelle DIGE suivie 

d’une identification par spectrométrie de masse MALDI-TOF/TOF (figure 9H). 

 

Figure 9 : Stratégie expérimentale de l’étude. 
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2. Constitution d’une banque d’échantillons 

Le premier objectif de mon travail de thèse a donc été la constitution d’une banque d’échantillons 

de biopsies d’aortes anévrysmales appelés « Thromb ». Ainsi, en collaboration avec le service du Pr 

Stephan Haulon du CHRU de Lille, 20 échantillons ont été récupérés sur une période d’environ 2 ans 

lors d’une chirurgie programmée de mise à plat pour un anévrysme de diamètre supérieur à 50 mm. 

Les échantillons prélevés ont été conservés dans du sérum physiologique à 4°C jusqu’à récupération 

au laboratoire. Ces échantillons ont alors été analysés de manière macroscopique afin d’orienter le 

tissu anévrysmal de l’intima vers l’adventice (figure 10A, à gauche et au centre). Une fois orienté, les 

échantillons ont été disséqués en coupes transversales afin de pouvoir observer l’ensemble de la 

paroi aortique (figure 10A, à droite). Pour chaque échantillon, deux coupes ont été fixées au 

paraformaldéhyde 4% dans du PBS pendant 24h puis inclus en paraffine par déshydratation dans des 

bains successifs de PBS, alcool 70%, 90%, 95%, alcool absolu, xylène, mélange toluène/paraffine 

(V/V) puis paraffine et conservés à 4°C. Les autres coupes transversales ont été congelées dans 

l’azote liquide afin de préserver leur intégrité en vue des analyses protéomiques et 

transcriptomiques. Plus tard, un autre protocole accepté par l’agence de biomédecine (PFS 11-004) a 

été mis en place nous permettant d’obtenir des échantillons d’aortes « saines » appelés « Ao » 

(n=13) lors de prélèvements multi-organes sur des donneurs d’organes décédés (figure 10B). Les 

aortes ont été considérées « saines » car sans présence d’un AAA. Il faut cependant noter que 

certaines de ces aortes présentaient des plaques lipidiques ou des calcifications. Ces aortes ont été 

traitées de la même façon que les aortes anévrysmales. 

Que ce soit au niveau des aortes anévrysmales ou des aortes saines, il est important de noter que 

les échantillons présentaient une grande hétérogénéité (taille, épaisseur, niveau de dégradation, 

présence de calcifications, couches de la paroi aortique plus ou moins présentes…). La table 4 liste les 

échantillons d’aortes anévrysmales et saines utilisés pour cette étude. 
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Figure 10 : Exemples de photos des biopsies d’aortes obtenues. A : Biopsies d’aortes anévrysmales. 
L’analyse macroscopique permet d’orienter le tissu de l’intima (à gauche) à l’adventice (au centre). 
Les échantillons sont ensuite découpés en coupes transversales (à droite). B : Biopsie d’aorte saine 

avant (à gauche et au centre) et après (à droite) dissection. 
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Table 4. Liste des biopsies d’aortes anévrysmales (Thromb)  et saines (Ao) obtenues 

Echantillon 
Date 

d'obtention 
Nombre de coupes 

transversales 
Remarques 

Thromb-1 05/11/2009 4 2 coupes d'adventice séparée 

Thromb-2 27/05/2010 4 
Echantillon fortement calcifié, 3 

coupes d'adventice séparée 

Thromb-3 27/05/2010 4 2 coupes d'adventice séparée 

Thromb-4 31/05/2010 5 
Echantillon fortement calcifié, 3 

coupes d'adventice séparée 

Thromb-5 16/06/2010 5   

Thromb-6 01/07/2010 4   

Thromb-7 06/07/2010 1 Petit échantillon 

Thromb-8 11/08/2010 5   

Thromb-9 10/09/2010 4   

Thromb-10 28/09/2010 5 3 coupes d'adventice séparée 

Thromb-11 07/10/2010 8   

Thromb-12 08/10/2010 12   

Thromb-13 25/10/2010 6   

Thromb-14 21/01/2011 7 
Echantillon fortement calcifié, 4 

coupes d'adventice séparée 

Thromb-15 09/03/2011 8 Echantillon fortement calcifié 

Thromb-16 09/03/2011 7   

Thromb-17 18/03/2011 11   

Thromb-18 23/03/2011 13 Tissu abimé 

Thromb-19 30/03/2011 8   

Thromb-20 18/04/2011 6   

Ao-1 21/07/2011 11 Présence de calcification 

Ao-2 22/08/2011 9 Présence de calcification 

Ao-3 06/09/2011 5 3 coupes en anneau 

Ao-4 17/11/2011 11   

Ao-5 04/12/2011 4 2 coupes en anneau 

Ao-6 20/02/2012 6 2 coupes en anneau 

Ao-7 11/03/2012 5 3 coupes en anneau 

Ao-8 27/03/2012 6   

Ao-9 21/04/2012 5 4 coupes en anneau 

Ao-10 06/07/2012 4 2 coupes en anneau 

Ao-11 29/08/2012 6 Echantillon fortement calcifié 

Ao-12 20/09/2012 4 2 coupes en anneau 

Ao-13 12/10/2012 5   
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3. Localisation des types cellulaires impliqués dans l’anévrysme de l’aorte abdominale 

Les échantillons obtenus ont été colorés au May-Grunwald Giemsa (pour les coupes incluses en 

paraffine) ou à l’Oil Red O (pour les coupes congelées) afin d’obtenir une vue d’ensemble des coupes 

transversales et repérer les zones cellulaires ainsi que d’éventuels cristaux de cholestérol ou 

gouttelettes lipidiques. Une coloration de Perls-Van Gieson a également permis de repérer les dépôts 

ferriques présents dans les échantillons. 

Nous avons ensuite localisé au sein du tissu anévrysmal les différents types cellulaires impliqués 

dans la pathologie anévrysmale. L’inflammation étant un facteur clé dans le développement de 

l’anévrysme, nous avons étudié la localisation des cellules inflammatoires présentes dans le tissu 

anévrysmal, c'est-à-dire les neutrophiles, les lymphocytes T, les lymphocytes B, les mastocytes et les 

deux sous-types de macrophages M1 et M2. Un deuxième mécanisme important du développement 

d’un anévrysme est la dégradation de la matrice extracellulaire et la mort des cellules musculaires 

lisses, cellules que nous avons également localisé dans la paroi anévrysmale. Enfin, nous nous 

sommes également intéressés aux cellules endothéliales composant normalement l’intima de la 

paroi aortique. Cette localisation a été effectuée par des marquages immunohistochimiques avec des 

anticorps dirigés spécifiquement contre ces types cellulaires (Table 5). 

Table 5. Anticorps utilisés pour la localistion des types cellulaires impliqués dans l’AAA 

Type cellulaire Antigène Protéine 

Neutrophiles CD66e Molécule d'adhésion cellulaire 

Lymphocytes T CD3 Protéine du complexe TCR 

Lymphocytes B CD20 
Protéine impliquée dans l'activation des 

lymphocytes 

Mastocytes Mast cell tryptase 
Serine protéinase ; marqueur d'activation des 

mastocytes 

Macrophages totaux CD68 Marqueur d'activité phagocytique 

Macrophages M2 CD206 Récepteur au mannose 

Cellules musculaires 
lisses 

SMA Actine de CML 

Desmine Marqueur de cellules musculaires 

Caspase 3 Marqueur d'apoptose 

Cellules endothéliales CD31 Molécule d'adhésion plaquettaire 
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3.1. Article : Distribution et localisation des cellules inflammatoires dans 

l’anévrysme de l’aorte abdominale 

L’inflammation est un des mécanismes clé du développement de l’AAA. En effet, des études ont 

montré une infiltration des cellules de l’inflammation au sein de la paroi aortique [Shimizu et al. 

2006, Reeps et al. 2009].  Parmi elles, les neutrophiles [Fontaine et al. 2002, Eliason et al. 2005, 

Houard et al. 2009], les macrophages [Koch et al. 1990, Bobryshev et al. 2001, Michel et al. 2007], les 

lymphocytes T et B [Ocana et al. 2003, Duftner et al. 2005, Caligiuri et al. 2006] et les mastocytes 

[Sun et al. 2007, Tsuruda et al. 2008, Zhang et al. 2011] ont été montrés comme impliqués dans le 

développement de l’AAA. Ces cellules vont en effet participer activement à la dégradation de la paroi 

aortique en synthétisant des métalloprotéases de matrices [Lacraz et al. 1994, Fontaine et al. 2002, 

Reeps et al. 2009, Swedenborg et al. 2011] et en amplifiant cette réponse inflammatoire [Chertov et 

al. 1997, Pagano et al. 2007]. De plus, il a été montré récemment que deux sous-types de 

macrophages aux propriétés opposées (M1 pro-inflammatoires et M2 anti-inflammatoires) étaient 

présents dans les plaques d’athérosclérose [Chinetti-Gbaguidi et al. 2011] et il est intéressant 

d’étudier la présence de ces deux sous-types de macrophages dans la paroi aortique anévrysmale et 

donc leur implication dans la pathologie anévrysmale. Tous ces types cellulaires sont donc de bonnes 

cibles pour l’étude des mécanismes impliqués dans le développement de l’AAA et représentent des 

sources possibles pour l’identification de biomarqueurs de cette pathologie. Nous nous sommes 

donc en premier lieu intéressés aux cellules inflammatoires présentes au sein de la paroi aortique 

anévrysmale.  
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Summary  

 

Abdominal aortic aneurysm (AAA) are characterized by an increase of the aortic diameter 

(1.5 times) with a loss of parallelism of the wall. Inflammation is a key factor of aneurysmal 

pathology and the formation and growth of AAA depends on inflammatory cells. 

The aim of the study was therefore to determine and characterize the distribution of 

inflammatory cells in human aneurysmal biopsies. Biopsy samples were dissected into 

transversal slides after orientation of the tissue from 20 patients undergoing elective repair of 

an AAA (diameter > 50 mm). Transversal sections were analyzed histologically (May-

Grunwald Giemsa (MGG), Oil red O and Perls-Van Gieson) and by immunohistochemistry 

with specific antibodies against each inflammatory cell. The different layers of the aortic 

wall, adventitia, media and thrombus, were vizualised and cholesterol crystals (MGG), lipids 

(Oil red O) and iron-containing deposits (Perls-Van Gieson) were located specifically in 

aneurysmal cells. No inflammatory cells were observed in the media. Adventitia 

predominantly contained proinflammatory CD68+MR- macrophages as well as B 

lymphocytes and mast cells, organised as adventitial tertiary lymphoid organs, while the 

intraluminal portion of the thrombus consisted of CD68+MR+ macrophages, with mostly 

neutrophils and few T lymphocytes. The present results shows the complexity of aneurysmal 

aorta with an heterogeneity in inflammatory cells distribution, although the thrombus and 

adventitia appears to be the place of the inflammatory response.  

 

Keywords: abdominal aortic aneurysm, human, inflammatory cells, advantitial tertiary 

lymphoid organs 
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Introduction 

Abdominal aortic aneurysms (AAAs) are vascular diseases that affects primarily men 

older than 65 years, with a prevalence of 5% and ruptures responsible for 1-4% of total 

mortality. Moreover, 65-75% of these patients die before arriving at hospital (Brown and 

Powell 1999). This high mortality is largely due to the absence of symptoms before rupture in 

nearly all AAA patients (Moxon et al. 2010). It is thus important to identify biomarkers for 

AAA that can be detected easily in blood, before rupture, to enable systematic screening of 

the population at risk. Deciphering the targets (RNA, miRNA, proteins) specific to 

inflammatory cells present and involved in AAA may help in this search of biomarkers. 

AAA is a complex disease resulting from many different physiological mechanisms, 

which is associated with marked changes in the cellular composition of aortic wall. One of 

them is smooth muscle cells (SMCs) apoptosis by matrix metalloproteases (MMP), resulting 

in a decrease of the elasticity and rigidity of the aortic wall (Thompson 2003). Inflammation 

is a key actor in aneurysmal pathology as they are the major source of MMP (Reeps et al. 

2009) but also of cathepsins (Lohoefer et al. 2012). Numerous inflammatory cells are 

involved in AAA formation and growth (Reeps et al. 2009; Houard et al. 2009).  Neutrophils 

are known to be involved in AAA (Chertov et al. 1997) as a potential initiator of this 

pathology by recruiting other inflammatory cells (Houard et al. 2009) or producing MMPs as 

MMP-9 (Fontaine et al. 2002). Lymphocytes are also implicated in AAA, but their role is 

more unclear. Studies have shown that T lymphocytes were predominant in AAA but B 

lymphocytes were also shown present in the aortic wall (Reeps et al. 2009). Another cell type 

that might be involved in AAA is mast cells. Indeed, Zhang et al (2011) showed no 

development of an aneurysm in mast cell deficient mice. Mast cells are also a source of 
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cytokines that attracts other inflammation cells and then amplify the immune response 

(Krishnaswamy et al. 2006). Finally, macrophages also play a role in AAA. Interestingly, two 

subtypes of macrophages, M1 and M2, with opposite functions have been described: the M1 

subtype has proinflammatory properties and the M2 subtype anti-inflammatory properties 

(Gordon 2003). The two subtypes are discriminated by the presence of mannose receptor 

(MR) in the M2 macrophages corresponding to CD206 antigen (Stein et al. 1992). Chinetti-

Gbaguidi et al (2011) have demonstrated the differential involvement of these two subtypes 

in human atherosclerotic plaques, showing that they were located in different parts of the 

plaques and had different phenotypes.  

All these inflammatory cells are potential targets of analysis and might help to identify 

specific proteins that can be delivered into the blood and being potential biomarkers of AAA. 

In this study, we identified and located the presence of inflammatory cells (neutrophils, B and 

T lymphocytes, mast cells, and macrophages) in different layers of AAA. Molecular profiling 

of each inflammatory cell in AAA may improve our understanding of the pathophysiological 

mechanisms of this disease. 
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Materials and Methods 

Human aneurysmal abdominal aorta samples 

Samples of human aneurysmal infrarenal aortic wall were obtained from 20 patients in Pr 

Haulon’s vascular surgery unit (Hôpital Cardiologique, CHRU Lille, France). Our study 

conformed to the principles outlined in the Declaration of Helsinki. We obtained informed 

consent in writing from each patient undergoing open surgery and recovered the biological 

samples as surgical waste, in accordance with French laws on medical ethics. The samples, 

each with an intra-luminal thrombus (ILT) were collected in normal saline solution and 

transported to the laboratory at 4°C. Each sample was dissected into transversal slides after 

orientation of the tissue by macroscopic analysis. Sections were either formalin-fixed, 

paraffin-embedded, and kept at 4°C for further analyses or snap-frozen in liquid nitrogen. 

Histological analysis and immunohistochemistry  

Histological and immunohistochemical analyses were performed on the 20 paraffin-

embedded tissue samples to locate the different inflammatory cells except for Oil red O, 

performed on frozen sections. Routine histological staining was performed on 8-µm sections 

with a May-Grunwald Giemsa kit (MM France) for a global view of the tissue and with Oil 

red O to detect lipids. A Perls-Van Gieson staining kit (MM France) was used to highlight the 

iron-containing cells. For immunohistochemical analyses, endogenous peroxidase activity 

was quenched and antigen retrieved by treating paraffin-embedded sections with sodium 

citrate 10 mmol/L, pH 6. We identified inflammatory cells with antibodies specific of each 

cell type: macrophages with mouse anti-CD68 (1/50, DAKO Corporation) antibody for the 

overall macrophage population and goat anti-CD206 (1/50, Santa Cruz Biotechnologies) 

antibody to discriminate between the CD68+MR/CD206- (M1) and CD68+MR/CD206+ (M2) 

subtypes, neutrophils with mouse anti-CD66e (1/10, Novus) antibody, T lymphocytes with 

Page 5 of 29 International Journal of Experimental Pathology

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60



For Peer Review

  

 - 6 - 

 

 

mouse anti-CD3 (1/200, DAKO Corporation) antibody, B lymphocytes with mouse anti-

CD20 (1/50, Abcam) antibody and mast cells with mouse anti-mast cell tryptase (1/100, 

Abcam) antibody. Immunostaining used the appropriate biotinylated secondary antibodies 

(1/200, Vector laboratories), streptavidin-horseradish peroxidase (ABC kit, Vectastin) and the 

AEC substrate-chromogen system (Sigma) for visualization. Finally, slides were mounted 

with Glycergel (DAKO Corporation) and analyzed with an Axioplan 2 microscope, which 

includes an HRc camera (AxioVision-Deconvolution 3D). Negative controls were performed 

by omission of the primary antibody and substitution with an unrelated primary antibody. 

Both controls gave negative results as expected. Semi-quantitative graduation distinguished 

between various intensities from (-) no staining to (+++) high staining. 
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Results and discussion 

Although aneurysms may develop throughout the length of the aorta, they are at least 5 

times more prevalent in the abdomen than in the thorax (Dua and Dalman 2010). The 

aneurysmal aortic wall is a complex tissue composed of different cell types (e.g. 

inflammatory cells and SMCs) at different times during the disease course (Michel et al. 

2011). Inflammation is not only associated with the clinical presence of AAA, but also plays 

a key role in the pathogenesis of the disease (McCormick et al. 2007). It was also recently 

associated to the aortic thrombus formation (Sagan et al. 2012). The aim of the study was 

therefore to determine the distribution of inflammatory cells in the different layers of human 

AAA.  

Macroscopic and histological analyses of human AAA tissue 

We looked for the presence and distribution of each inflammatory cell in human AAA, 

bearing in mind however that surgical specimens of human AAA collected from patients 

undergoing open surgery represent the end stage of the disease. Macroscopic analysis of the 

human AAA was performed to position the biopsy sample (thrombus vs external side) (Fig. 

1A). Biopsies were then oriented before dissecting it into transversal sections (Fig. 1B, left 

panel). Samples were then stained by May-Grunwald Giemsa (MGG) to visualize the 

different layers of the aortic wall, that is, the adventitia, media and thrombus (Fig. 1B, right 

panel, Fig. 2A). The thrombus portions can be subcategorized as abluminal, intermediary and 

luminal (Fig. 1B). Histological staining was performed to characterize the cells present in the 

aortic area. MGG staining highlighted the presence of resident and abundant cells (Fig. 2B) 

and of cholesterol crystals (Fig. 2C). Oil red O staining detected lipids (Fig. 2D) and Perls-

Van Gieson located iron-containing cells (Fig. 2E).  
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Distribution of inflammatory cells in the human aneurysmal aortic wall  

Figure 2 depicts the distribution of the inflammatory cells towards the aneurysmal wall, 

namely neutrophils (CD66e staining), B lymphocytes (CD20 staining), T lymphocytes (CD3 

staining), mast cells (mast cell tryptase staining) and the macrophage subtypes, M1 

(CD68+MR-) and M2 (CD68+MR+) stained for CD68 antigen, a pan macrophage marker 

(Otto et al. 1994) and for the macrophage mannose receptor (Stein et al. 1992) discriminating 

the two subtypes. We found neutrophils present in both sides of the AAA, in the intraluminal 

thrombus and adventitia, as previously described by Houard et al (2009). We observed T 

lymphocytes in the intraluminal thrombus, but in only a few AAA samples. In contrast, B 

lymphocytes were detected predominantly in adventitia. Interestingly, we observed the two 

subtypes of macrophages in two distinct areas. Indeed, anti-inflammatory macrophages 

(CD68+MR+) were found in the luminal part of the intraluminal thrombus among 

inflammatory cells such as neutrophils, whereas proinflammatory macrophages (CD68+MR-) 

were located in the adventitial more degraded layer.  

Our results showed a specific distribution of inflammatory cells towards the aneurysmal 

aortic wall. Not every AAA tissue sample contained every inflammatory cells: the individual 

AAA samples were heterogeneous from patient to patient and varied according to disease 

complexity. The table 1 summarizes the distribution of inflammatory cells in each AAA 

biopsy samples collected. As expected, we observed no inflammatory cells in the media, as 

reviewed by Michel et al (2007). In the adventitia, the proinflammatory CD68+MR- 

macrophage subtype predominated, together with B lymphocytes and mast cells and the anti-

inflammatory subtype CD68+MR+ macrophages predominated, together with neutrophils and 

T lymphocytes in the intraluminal thrombus. 
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Presence of adventitial tertiary lymphoid organs  

Interestingly, in more than half the samples tested, we could observe in the adventitia, cells 

condensed into compacted structures, occupying the entire adventitial layer, accounting for a 

major part of the size of the aneurysm (Fig. 4A). These structures described as adventitial 

tertiary lymphoid organs (ATLO) (Bobryshev and Lord 2001) were mainly composed of B 

lymphocytes (Fig. 4B) and mast cells (Fig. 4C). The relative quantification of the thickness 

and area of ATLO showed that thickness ranged between 0.5 and 2 mm and could account 

from 9% to 42% of the total aneurysmal aortic wall area (Table 2). 

Role of diverse distribution of inflammatory cells in AAA evolution 

The great diversity of the aneurysmal aortic wall with not all the cell types present at the 

same time confirms the complexity of AAA pathology. Moreover, this diversity, the fact that 

some cells could have opposite functions, as proinflammatory (CD68+MR-) and anti-

inflammatory (CD68+MR+) macrophages (Varin and Gordon 2009), and the possible 

development of adventitial tertiary lymphoid tissue showed the importance of studying AAA 

through isolated cell types instead of the whole tissue. Sho et al (2005) reported that analysis 

of isolated cells highlighted specific targets of interest that were hidden on whole-aorta tissue. 

The diversity found in distribution of inflammatory cells in AAA reinforces this fact. 

Recently, the various expression of several cathepsins in the cells within the aneurysmal aorta 

revealed their possible role in AAA (Lohoefer et al. 2012). 

Our data combined with previous work, make it possible to draw an outline of the natural 

history of AAA as summarized in figure 5. It has been suggested that small, dense LDL 

associated with AAA (Rizzo et al. 2009), triggers its development (Hobbs et al. 2003), 

perhaps initiating inflammatory response by attracting cells such as neutrophils, which will 

enhance the inflammatory response (Swedenborg et al. 2011) by recruiting other cells as T 

Page 9 of 29 International Journal of Experimental Pathology

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60



For Peer Review

  

 - 10 - 

 

 

and B lymphocytes, mast cells, macrophages and other neutrophils (Chertov et al. 1997) and 

releasing MMPs (Fontaine et al. 2002). Neutrophils might be an initiating factor in the 

development of AAA. Indeed, a study showed that depletion in circulating neutrophils in an 

elastase-induced model of AAA in mice inhibited AAA development (Eliason et al. 2005). 

Moreover, a loss of the recruitment function of neutrophils prevented mice from developing 

an AAA after elastase perfusion (Pagano et al. 2007). The abundance of mast cells observed 

in adventitia is consistent with previous work showing that adventitial mast cells are involved 

in inflammatory response and contribute to AAA pathogenesis (Tsuruda et al. 2008). Mast 

cells are the main source of proteases, such as cathepsin G which contributes to SMC 

apoptosis in AAA (Swedenborg et al. 2011) and tryptase, which regulates both inflammatory 

cell migration and SMC apoptosis and is upregulated in AAA (Zhang et al. 2011). In 

addition, B lymphocytes infiltrate the adventitial layer and aggregate into ATLO contributing 

to the recruitment of other inflammatory cells. In an animal model of atherosclerosis, aged 

ApoE-/- mice, the chemokines CXCL13 and CCL21 were shown to trigger the development 

of ATLOs (Gräbner et al. 2009). The cytokines thus produced might enhance the 

upregulation of MMPs, responsible for the degradation of elastin and collagen, and the 

apoptotic cell death of SMC in AAA. These combined events release reactive oxygen species 

and induce oxidative stress (McCormick et al. 2007), leading to the activation of 

proinflammatory (CD68+MR-) macrophages, which absorb the cell debris, turn into foam 

cells (Ley et al. 2011) and create more oxidative stress, thus potentiating the cycle (Chertov 

et al. 1997; McCormick et al. 2007), and reinforcing AAA development. At the same time, 

anti-inflammatory (CD68+MR+) macrophages fight this “autoimmune” response by regulating 

the presence of unwanted self cells. 
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This study shows the importance to characterize and phenotype individually the different 

inflammatory cells present in the human aneurysmal aortic wall. Omics (protein, miRNA) 

approaches will help to provide a more detailed picture of the complex functional role of 

these cells for a better understanding of the aneurysmal pathology.  
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Table 1. Distribution of inflammatory cells in the human aneurysmal aortic wall 

Cellular type 

Presence 

of cells 
(n=20) 

Aneurysmal aortic wall* 

              ILT                Media                    Adventitia 

Neutrophils 7 +++ - ++ 

B lymphocytes 11 + - ++ to +++ 

T lymphocytes 2 + - - 

Mast cells 8 + - +++ 

Macrophages 
CD68+MR- 4 - - +++ 

Macrophages 
CD68+MR+ 

6 ++ - - 

* taking into account the presence of cells in AAA biopsies. 

ILT: Intraluminal trhombus 

-: no expression; +: low; ++: intermediary; +++: high expression 
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Table 2. Quantification of ATLO thickness and area in the human aneurysmal aorta 

Biopsies 
Thickness (mm) 

% 
Area (mm²) 

% 
ATLO Total ATLO Total 

6 2.1 6 35.0 3.9 25.0 15.6 
8 1.4 3.3 42.4 3.5 12.8 27.3 

11 0.7 4.5 15.6 0.5 30.5 1.6 
13 0.5 5.5 9.1 0.4 20.3 2.0 
15 0.5 2.4 20.8 0.4 62.1 0.6 
19 2.2 5.8 37.9 5.3 29.5 18.0 
20 1.7 4.4 38.6 5.1 19.6 26.0 

Mean 1.3 4.6 28.5 2.7 28.5 9.6 
ATLO: Adventitial tertiary lymphoid organ 
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Figure legends 

 

Figure 1 Macroscopic analysis (A) and dissection (B) of AAA biopsies. A: Representative 

internal and external view of two AAA biopsies. B: Dissection of AAA biopsy after 

orientation. Transversal slides (left panel) were performed to prepare sections (right panel) of 

AAA tissue for histology and immunohistochemistry. This protocol was performed in every 

AAA sample collected and embedded in paraffin (n=20). 

 

Figure 2 Histological analysis of AAA biopsies. Transversal sections were stained by May-

Grunwald Giemsa Reagent (A-C) to visualize the different layers of the aortic wall from ILT 

(left) to adventitia (right) at low magnification (A). Higher magnification showed abundant 

resident cells (B) and cholesterol crystals indicated by * (C). Lipids were detected by Oil red 

O staining (D) and iron-containing deposits by Perls-Van Gieson staining (E). Histological 

analysis was performed in every AAA sample collected (n=20). Scale bar: 50 µm unless 

otherwise indicated. 

 

Figure 3 Distribution of inflammatory cells in AAA biopsies by immunostaining. Stained 

cells were analysed in intraluminal thrombus (left panels) and adventitia (right panels) of the 

aneurysmal aortic wall. The inflammatory cells visualized are neutrophils (anti-CD66e), B 

lymphocytes (anti-CD20), T lymphocytes (anti-CD3) and mast cells (anti-mast cell tryptase). 

Macrophages were stained with anti-CD68 antibody and the subtype M1 and M2 was 

discriminated and visualized with anti-macrophage mannose receptor antibody. 

Immunostaining analysis was performed in every collected AAA sample (n=20). Scale bar: 

50 µm.  
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Figure 4 Characterization of advantitial tertiary lymphoid organ (ATLO) in AAA biopsies by 

immunostaining. A: Representative AAA section with intraluminal thrombus (left) and 

adventitia (right). B: B lymphocytes were stained with anti-CD20 antibody. C: Mast cells 

were stained with anti-mast cell tryptase antibody. Scale bar: 50 µm unless otherwise 

indicated.  

 

Figure 5 Scheme of development of aneurysmal aorta (upper panel) and representation of 

distribution of inflammatory cells throughout the different layers (lower panel) : intima, 

media, adventitia and intraluminal thrombus. LDL is one of the triggering factor of 

aneurysmal development, initiating inflammatory response and media degradation. 

Page 20 of 29International Journal of Experimental Pathology

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60



For Peer Review

��

�

�

�

�������		�
�����������
����

�

�

Page 21 of 29 International Journal of Experimental Pathology

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60



For Peer Review

  

 

 

�

�������		�
�����������
����

 
 

Page 22 of 29International Journal of Experimental Pathology

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60



For Peer Review

��

�

�

�

�������		�
�����������
����

�

�

Page 23 of 29 International Journal of Experimental Pathology

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60



For Peer Review

��

�

�

�

�������		�
�����������
����

�

�

Page 24 of 29International Journal of Experimental Pathology

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60



For Peer Review

��

�

�

�

�������		�
�����������
����

�

�

Page 25 of 29 International Journal of Experimental Pathology

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60



Résultats 

51 

 

Conclusion de l’article 

Avec cette étude, nous avons montré pour la première fois la présence des deux sous-types de 

macrophages au sein de la paroi aortique anévrysmale. De plus, ces deux sous-types de macrophages 

présentaient une localisation différente : les macrophages M1 pro-inflammatoires étaient localisés 

dans l’adventice alors que les macrophages M2 anti-inflammatoires étaient localisés dans la partie 

luminale du thrombus intraluminal, dans la même couche que d’autres cellules de l’inflammation. 

Nous avons également pu mettre en évidence deux zones distinctes riches en cellules de 

l’inflammation. En effet, bien qu’on observe une grande hétérogénéité au niveau de la distribution 

cellulaire entre les différents échantillons : aucune cellule de l’inflammation n’a été retrouvée dans la 

média, comme décrit précédemment [Michel et al. 2007], la partie luminale du thrombus 

intraluminal contenait des neutrophiles, lymphocytes T, mastocytes et les macrophages M2 et 

l’adventice contenait principalement des lymphocytes B, mastocytes et les macrophages M1. Nous 

avons enfin observé dans plus de la moitié des échantillons analysés une organisation des 

lymphocytes B et mastocytes en structures compactes décrites comme des tissus lymphoïdes 

tertiaires (ATLO) [Bobryshev et al. 2001]. 

L’étude protéomique de ces types cellulaires spécifiquement isolés par microdissection laser nous 

permettrait d’éclaircir les mécanismes de la réponse inflammatoire dans la pathologie anévrysmale. 

Il est intéressant de noter que l’absence de ces cellules inflammatoires dans la paroi aortique saine 

ne nous permettra pas de réaliser des analyses protéomiques différentielles entre les cellules 

anévrysmales et saines. L’analyse des cellules inflammatoires présentes dans la paroi aortique 

anévrysmale consistera donc en l’établissement de leur profils protéomiques et transcriptomiques. 

Une étude protéomique différentielle entre les macrophages des deux sous-types M1 et M2 nous 

permettra également de mieux comprendre leur rôle respectif dans l’AAA. 
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3.2. Localisation des cellules endothéliales 

Nous nous sommes également intéressés aux cellules endothéliales présentes dans la paroi 

aortique. L’agression de l’endothélium par les LDL pouvant être un mécanisme déclencheur de l’AAA 

[Hobbs et al. 2003], l’étude des cellules endothéliales pourrait apporter des informations 

intéressantes quant aux mécanismes de développement de l’AAA. Ces cellules ont donc été 

recherchées dans les 20 échantillons de paroi anévrysmale par un marquage immunohistochimique 

avec un anticorps anti-CD31. 

Dans une aorte saine, les cellules endothéliales sont localisées dans l’intima et forment 

l’endothélium, interface entre la paroi aortique et le sang. Cependant, dans le cas des aortes 

anévrysmales étudiées, l’endothélium n’a pas pu être observé. En effet, cet endothélium est dégradé 

dans l’AAA et on observe la formation d’un thrombus intraluminal le remplaçant [Coutard et al. 

2010]. Des cellules endothéliales ont été observées dans la média et l’adventice de la paroi aortique, 

sur des sites de néovascularisation (figure 11). Cette néovascularisation a été observée dans 40% des 

échantillons étudiés. 

 

Figure 11. Observation de cellules endothéliales en périphérie de néovaisseaux par un marquage 
anti-CD31 

La néovascularisation du tissu anévrysmal a été observée en 1995 par Holmes et al [Thompson et 

al. 1995] et a été montrée comme étant corrélée avec le degré d’infiltration des cellules 

inflammatoires [Thompson et al. 1996] suggérant un passage des cellules inflammatoires présentes 

au sein de la paroi aortique par ces néovaisseaux. L’absence de néovaisseaux dans le thrombus 

intraluminal peut être expliquée par une forte activité protéolytique dans ce thrombus [Fontaine et 

al. 2004]. La présence de néovaisseaux dans les tissus observés provenant d’AAA d’un diamètre 

supérieur à 50 mm est cohérente avec les travaux de Choke et al qui ont montré en 2006 que la 

néovascularisation était augmentée sur les sites de rupture de l’anévrysme [Choke et al. 2006]. 
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Cependant, malgré le rôle que doivent jouer les cellules endothéliales dans le développement de 

l’AAA, l’absence d’endothélium et le faible nombre de cellules endothéliales observées ne nous 

permettra pas d’isoler suffisamment de matériel par microdissection laser pour réaliser des analyses 

protéomiques sur ce type cellulaire. Aussi, nous nous sommes concentrés sur les types cellulaires 

plus abondants comme les cellules de l’inflammation et les cellules musculaires lisses. 

3.3. Localisation des cellules musculaires lisses 

La dégradation de la média et la raréfaction des cellules musculaires lisses est également un 

mécanisme essentiel au développement de la pathologie anévrysmale [Lopez-Candales et al. 1997, 

Henderson et al. 1999, Liao et al. 2000, Satta et al. 2002]. En effet, c’est la dégradation de l’élastine 

et du collagène composant cette matrice qui va entrainer la perte d’élasticité et de rigidité de la paroi 

aortique. De plus, la mort des CML, qui sont les seules cellules capables de régénérer cette paroi en 

synthétisant l’élastine et le collagène, va amplifier la dégradation de la paroi aortique. Il est donc 

intéressant d’étudier ces CML au sein de la paroi aortique afin de mieux connaitre les mécanismes 

entrainant leur mort. Ces CML ont donc été observées dans les échantillons d’aortes anévrysmales, 

mais également dans des aortes saines, grâce à des marquages immunohistochimiques avec un 

anticorps anti-actine de cellule musculaire (SMA), un marqueur de CML [Skalli et al. 1989]. 

Comme attendu, nous observons dans les aortes saines les CML organisées en couches et formant 

la média, qui représente la majeure partie de la paroi aortique (figure 12). 

 

Figure 12 : Localisation des CML au sein de la paroi aortique saine par un marquage anti-SMA. A : 
Image représentative d’une coupe transversale d’aorte saine. B : Image représentative de la média 

d’une aorte saine. Echelle : 1000 µm à gauche, 200 µm à droite. 

Dans le cas des aortes anévrysmales, une dégradation de la média est bien observée. En effet, 

dans 15% des échantillons, les CML n’ont pas pu être observées. Dans les autres cas, les CML étaient 

localisées en une mince couche de cellules désorganisées au niveau de la média (figure 13A et B). 

Dans de rares cas, des CML ont été retrouvées en périphérie de zones riches en cellules de 
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l’inflammation (figure 13C). Enfin, des CML étaient également observées autour des sites de 

néovascularisation (figure 13D), comme précédemment décrit [Reeps et al. 2009]. 

 

Figure 13. Localisation des CML au sein de la paroi aortique anévrysmale par un marquage anti-SMA. 
A : Image représentative d’une coupe transversale d’aorte anévrysmale. B : Image représentative de 
la média d’une aorte anévrysmale. C : CML en périphérie de zone inflammatoire. D : CML autour d’un 

site de néovascularisation. Echelle : 1000 µm à gauche, 200 µm à droite. 

Le marquage par un anticorps anti-SMA nous a ainsi permis de localiser les CML principalement 

présentes dans la média. Les CML d’aortes saines étaient organisées en couches structurées comme 

observé sur la figure 14A. En ce qui concerne les CML d’aortes anévrysmales, de manière 

intéressante, nous avons pu observer deux types de CML différents. Certaines CML présentaient une 

forme allongée comme les CML d’aortes saines mais la média était moins organisée (figure 14B) alors 

que d’autres présentaient une forme arrondie et sans organisation précise (figure 14C). 
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Figure 14 : Observation de différents types de CML par un marquage anti-SMA. A : CML d’aortes 
saines. B : CML d’aortes anévrysmales allongées. C : CML d’aortes anévrysmales arrondies. Echelle : 

50 μm. 

Nous avons donc cherché à mieux caractériser les différences entre ces CML. Un marquage par un 

autre marqueur de CML, la desmine [Nachtigal et al. 1989, Paulin et al. 2004], nous a permis de 

discriminer les CML d’aortes saines qui exprimaient toutes la desmine (figure 15A) alors que dans les 

CML anévrysmales, cette expression n’était pas uniforme, certaines cellules l’exprimant faiblement 

alors que d’autres non (figure 15B et C). Une perte de l’expression de la desmine par les CML 

anévrysmales avait déjà été observée dans les CML d’anévrysmes rompus par Tanasković et al 

[Tanaskovic et al. 2010]. 

 

Figure 15 : Discrimination des CML d’aortes saines et anévrysmales par un marquage anti-
desmine. A : CML d’aortes saines. B : CML d’aortes anévrysmales allongées. C : CML d’aortes 

anévrysmales arrondies. Echelle : 50 μm. 

Enfin, nous avons cherché à caractériser la différence observée entre les CML d’aortes 

anévrysmales de morphotype allongé et rond. Un changement du morphotype des CML ayant déjà 

été observé lors d’un AAA [Liao et al. 2000] et sachant que dans cette pathologie, on observe une 

augmentation de la mort des CML [Lopez-Candales et al. 1997, Satta et al. 2002], nous avons 

supposé que les CML présentant un phénotype arrondi pouvaient être en apoptose. Afin de vérifier 

cette hypothèse, nous avons réalisé des marquages anti-caspase 3, une protéase impliquée dans 
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l’apoptose [Cohen 1997] et déjà utilisée pour montrer l’apoptose des CML dans un modèle 

expérimental d’AAA chez le rat [Sinha et al. 2005]. Nous avons ainsi observé que les CML présentant 

un morphotype allongé, dans les aortes saines et dans les aortes anévrysmales, n’exprimaient pas la 

caspase 3 (figure 16A et B) alors que les CML présentant un morphotype arrondi l’exprimaient (figure 

16C). 

 

Figure 16 : Discrimination des morphotypes de CML allongées et arrondies par un marquage anti-
caspase 3. A : CML d’aortes saines. B : CML d’aortes anévrysmales allongées. C : CML d’aortes 

anévrysmales arrondies. Echelle : 50 μm. 

Ces CML en apoptose sont appelées CML anoikis [Michel 2003]. L’anoikis est un terme qui désigne 

la mort programmée des cellules induite par la perte d’interaction entre la cellule et la matrice 

extracellulaire [Frisch et al. 1994]. Il a été montré que des CML en culture dérivées d’aortes 

anévrysmales présentaient un phénotype différent des CML saines, phénotype qui se caractérise par 

une perte de la morphologie allongée, une diminution de la prolifération et une augmentation de 

l’apoptose [Liao et al. 2000]. Nous retrouvons ici cette différence de phénotype mais observons 

également deux morphotypes différents parmi les CML de la paroi aortique anévrysmale. Ces trois 

types de CML pourraient refléter l’état d’avancement de la pathologie anévrysmale. Il est possible 

que le phénotype des CML anévrysmales soit modifié pour s’adapter au contexte de dégradation de 

la paroi aortique, que ce soit en cause ou en conséquence de cette dégradation avec pour finalité 

l’anoikis des CML. Des études spécifiques des protéomes et transcriptomes de ces différents types de 

CML sont donc nécessaires pour élucider ces mécanismes. 
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4. Etude des deux types de macrophages M1 et M2 isolés du tissu anévrysmal par 

microdissection laser 

Après avoir localisé les différents types cellulaires impliqués dans l’AAA, nous avons voulu les 

étudier spécifiquement. En effet, Sho et al ont montré que l’étude du tissu entier masque des 

résultats qui sont obtenus lors de l’analyse spécifique des types cellulaires le composant [Sho et al. 

2005]. Cette analyse spécifique est importante dans un tissu complexe comme la paroi aortique 

anévrysmale dans laquelle nous avons observé des cellules aux propriétés parfois opposées (par 

exemple les macrophages pro- et anti-inflammatoires). Nous avons choisi de nous intéresser en 

premier lieu aux macrophages. En effet, nous avons pu observer la présence des deux sous-types de 

macrophages pro-inflammatoires M1 et anti-inflammatoires M2 dans des couches différentes de la 

paroi aortique, suggérant des rôles différents dans le développement de l’anévrysme. De 

nombreuses études ont déjà étudié le rôle des macrophages dans la pathologie anévrysmale, 

notamment au laboratoire où les profils protéomiques des macrophages en culture cellulaire ont été 

comparés entre les patients présentant ou non un AAA [Acosta-Martin et al. 2009, Lamblin et al. 

2010]. Cependant, ces études n’ont pas pris en compte les différents sous-types de macrophages. Il 

est donc intéressant d’étudier ces sous-types de macrophages afin d’élucider leur rôle dans la 

pathologie anévrysmale. De plus, les protéines sécrétées par chaque sous-type de macrophages 

pourraient être des biomarqueurs potentiels de l’AAA. 

Nous avons choisi deux approches pour l’analyse de ces macrophages. La première approche est 

une approche ciblée sur une protéine spécifique : la peroxiredoxine-1. Cette protéine a été décrite 

récemment comme étant un biomarqueur potentiel de l’AAA [Lamblin et al. 2010, Martinez-Pinna et 

al. 2011] et a été montrée comme étant surexprimée par les macrophages de patients présentant un 

AAA [Lamblin et al. 2010]. Nous avons donc cherché à déterminer si l’augmentation de la 

peroxiredoxine-1 chez les patients avec un AAA provenait plus particulièrement de l’un ou l’autre 

type de macrophage M1 ou M2. 

Nous avons ensuite réalisé une approche sans a priori en identifiant les protéines 

différentiellement exprimées entre les deux sous-types de macrophages M1 et M2. Pour cela, nous 

avons comparé leur profil protéomique par 2D-DIGE puis identifié les spots différentiellement 

exprimés par spectrométrie de masse MALDI-TOF/TOF. 
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4.1. Article : Rôle des macrophages pro-inflammatoires CD68+MR- dans 

l’expression de peroxiredoxine-1 dans les anévrysmes de l’aorte abdominale 

chez l’homme 

Nous nous sommes donc dans un premier temps intéressés à l’expression de la peroxiredoxine-1 

dans les deux sous-types de macrophages isolés du tissu anévrysmal par microdissection laser. Pour 

cela, après avoir repéré des zones riches en macrophages des deux sous-types par marquages en 

immunohistochimie, nous avons isolé ces zones enrichies en macrophages par microdissection laser 

Nous avons ensuite validé cet isolement en comparant par q-RT-PCR l’expression de gènes connus 

comme étant spécifiques des macrophages M1 ou M2 (TNF, IL1, MRC1 et CCL18) entre les 

macrophages isolés du tissu anévrysmal et des macrophages différenciés en M1 ou M2 en culture 

cellulaire. Après cette étape de validation, nous avons étudié l’expression de la peroxiredoxine-1 

dans les deux sous-types de macrophages isolés au niveau transcriptomique (par q-RT-PCR) et 

protéomique (par western blot). Des expériences de colocalisation en immunohistochimie, 

immunofluorescence et des dosages ELISA dans les deux sous-types de macrophages nous ont 

ensuite permis de valider les résultats obtenus. 
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Résultats complémentaires 

En effectuant une analyse protéomique différentielle de monocytes différenciés en macrophages 

en culture cellulaire, il a précédemment été montré au laboratoire que la quantité de PRDX-1 était 

augmentée chez les patients présentant un AAA par rapport à des patients présentant une 

artériopathie oblitérante des membres inférieurs (AOMI) dans l’étude LILle Aneurysmal Study (LILAS) 

[Lamblin et al, 2010]. Nous avons ici quantifié PRDX-1 et MMP-9 dans le plasma de plusieurs 

populations : une première population composée de patients ne présentant pas d’athérosclérose, de 

maladie cardiovasculaire ou d’AAA (contrôles négatifs, n=28), une seconde composée de patients 

AOMI présentant une athérosclérose mais pas d’AAA (contrôles AOMI, n=18) et une population 

composée de patients présentant à la fois une athérosclérose et un AAA (n=24). Les caractéristiques 

de base de ces populations sont présentées dans les tables supplémentaires 1 et 2. Les patients AAA 

étaient tous des hommes et étaient plus âgés que les patients contrôles. Un quart des patients 

contrôles et deux tiers des patients AAA avaient de l’hypertension. Ils ne présentaient pas d’autre 

différence significative pour les autres facteurs de risque cardiovasculaire, en particulier pour le 

tabagisme, le diabète ou des antécédents familiaux de maladies cardiovasculaires. Comme 

précédemment décrits, les patients AOMI et AAA ne diffèraient pas au niveau de leur traitement 

[Lamblin et al, 2010]. A l’inverse, les facteurs de risque cardiovasculaires étaient significativement 

différents entre les contrôles négatifs et les patients AOMI (table supplémentaire 2). 

Afin de valider PRDX-1 en tant que biomarqueur potentiel circulant de l’AAA, nous avons comparé 

les concentrations plasmatiques de PRDX-1 et MMP-9 entre les patients avec ou sans AAA. Nous 

avons trouvé une concentration significativement plus élevée de PRDX-1 dans le plasma de patients 

AAA par rapport aux contrôles (médiane = 128 [88-203] contre 67 [27-127], p = 0,005, figure 

supplémentaire A), mais les concentrations de MMP-9 entre ces deux groupes ne présentaient pas 

de différence significative (médiane = 38 [31-56] contre 35 [17-59], p = 0,80, figure supplémentaire 

A). Nous avons ensuite séparé les hommes et les femmes chez les patients contrôles et avons 

observé que les concentrations en PRDX-1 étaient supérieures chez les hommes que chez les femmes 

(p = 0,004, figure supplémentaire B). Ces résultats n’ont pas été retrouvés avec les concentrations en 

MMP-9 (figure supplémentaire B). Nous avons ensuite comparé les hommes sains (contrôles 

négatifs) et les patients contrôles AOMI et observé une augmentation de PRDX-1 chez les patients 

AOMI (médiane = 110 [62-149] contre 71 [30-125], p = 0,008). Ces résultats montrent une 

augmentation graduelle de la concentration plasmatique de PRDX-1 entre les 4 groupes de sujets 

(tendance : p = 0.001, figure supplémentaire C et table supplémentaire 2). Une fois encore, ces 

résultats n’ont pas été observés pour la concentration plasmatique de MMP-9 (figure 

supplémentaire C). Enfin, afin d’étudier l’association indépendante entre AAA et la concentration 
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plasmatique de PRDX-1, nous avons réalisé une analyse ajustée sur l’âge, le sexe et la consommation 

de tabac. Après ajustement, la concentration plasmatique de PRDX-1 a été trouvée significativement 

associée avec le sexe masculin (p < 0,0001) mais pas avec l’âge (p = 0,07) ni la consommation de 

tabac (p = 0,25). 

Table supplémentaire 1. Caractéristiques des populations étudiées pour le dosage plasmatiques  

 Contrôles 
(n=46) 

AAA 
(n=24) 

P 
Contrôles vs AAA 

Age (années) 53 ± 12.4 68.0 ± 6.1 <0.0001 
Sexe masculin (%) 38 (82.6) 24 (100) 0.04 

Données anthropométriques    
Poids (kg)     76.2 ± 14.1     82.9 ± 11.6 0.05 
Taille (cm) 173.2 ± 8.6 173.8 ± 5.4 0.77 
Indice de masse corporelle 

(kg/m
2
) 

 25.5 ± 3.8  27.4 ± 3.7 0.04 

Diamètre de l’aorte (mm) -  56.1 ± 2.3 NA 

Facteurs de risque cardiovasculaire, 
n (%) 

   

Fumeurs 7 (15) 4 (17) 1.0 
Ancien fumeurs 24 (52) 17 (71) 0.13 
Hypercholesterolémie 17 (37) 14 (58) 0.09 
Hypertension 11 (24) 15 (63) 0.002 
Diabètes 5 (11) 4 (17) 0.48 
Antécédent familial de maladie 

cardiovasculaire 
12 (26) 4 (17) 0.37 

AOMI, n (%) 18 (39) 24 (100) < 0.0001 

  

Table supplémentaire 2. Caractéristiques des femmes et des hommes de la population contrôle 

 Sujets sains 
  Femmes         Hommes 

   (n=8)             (n=20) 

AOMI 
Hommes 

(n=18) 

P 
femmes 

vs 
hommes 

sains 

P  
Sujets 

sains vs  
AOMI 

Age (années) 48.8± 5.22 46.2 ± 13.3 62.3 ± 6.6 0.74 <0.0001 

Données anthropométriques   
 

  
Poids (kg)     61.4 ± 12.3    79.8 ± 10.1    78.7 ± 15.1 0.001 0.40 
Taille (cm) 162.8 ± 7.8 177.9 ± 6.3 172.6 ± 7.1 0.0005 0.58 
Indice de masse corporelle 

(kg/m
2
) 

  23.0 ± 3.6   25.3 ± 3.2   26.8 ± 3.9 0.01 0.03 

Facteurs de risque cardiovasculaires, 
n (%) 

  
 

  

Fumeurs 1 (13) 2 (10) 4 (22) 1.0 0.41 
Anciens fumeurs 2 (25) 9 (45) 13 (72) 0.42 0.03 
Hypercholesterolémie 1 (13) 4 (20) 12 (67) 1.0 0.0008 
Hypertension 1 (13) 0 10 (56) 0.29 <0.0001 
Diabètes 0 0 5 (28) 1.0 0.006 
Antécédents familiaux de 

maladies cardiovasculaires 
4 (50) 6 (30) 2 (11) 0.40 0.09 

AOMI, n (%) 0 0 18 (100) NA NA 

  
NA : non applicable 



Résultats 

61 

 

 

 

Figure supplémentaire : dosages de la peroxiredoxine-1 et de la MMP-9 dans le plasma de patients 
sains, AOMI et AAA. A : Comparaison des concentrations plasmatiques entre patients avec ou sans 
AAA. B : Comparaison des concentrations plasmatiques entre hommes et femmes. C : Comparaison 

des concentrations plasmatiques entre les 4 groupes de sujets : hommes, femmes, AOMI et AAA. 
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Conclusion de l’article 

Notre stratégie consistant en l’isolement de zones enrichies en macrophages des sous-types M1 

pro-inflammatoires et M2 anti-inflammatoires nous ont permis de montrer une surexpression de la 

peroxiredoxine-1 dans les macrophages M1. La peroxiredoxine-1 étant une protéine impliquée dans 

le stress oxydatif, ce résultat est cohérent avec le phénotype pro-inflammatoire des macrophages 

M1. Nos résultats ont donc montré que l’augmentation de peroxiredoxine-1 retrouvée dans le 

plasma de patients présentant un AAA provenait des macrophages M1. Nous avons également 

montré une expression plus faible de la peroxiredoxine-1 dans le plasma des femmes contrôles par 

rapport aux hommes contrôles et aux hommes avec athérosclérose ou présentant un AAA. Une 

étude approfondie dans une plus grande population est nécessaire afin de déterminer si l’utilisation 

potentielle de la peroxiredoxine-1 comme biomarqueur de l’AAA doit être différente entre les 

hommes et les femmes. Cette étude sur une grande population permettra aussi de déterminer si la 

concentration plasmatique en peroxiredoxine-1 est différente entre les patients présentant un AAA 

et les patients athérosclérotiques, différence qui n’a pas été observée ici. 

A l’inverse de la peroxiredoxine-1, l’étude de la MMP-9, une métalloprotéase de matrice montrée 

comme étant principalement exprimée dans les macrophages lors de l’AAA [Thompson et al. 1995] 

n’a pas montré de différence d’expression entre les deux sous-types de macrophages isolés du tissu 

anévrysmal alors qu’elle était surexprimée dans les macrophages M1 par rapport aux M2 en culture 

cellulaire. Aucune différence significative n’a été retrouvée non plus entre les plasmas de patients 

présentant ou non un AAA. 

Ces résultats montrent bien l’intérêt de la peroxiredoxine-1 comme biomarqueur potentiel de 

l’AAA et démontrent l’intérêt d’étudier séparément ces deux sous-types de macrophages en les 

isolant par microdissection laser. En effet, l’exemple de la peroxiredoxine-1 illustre le fait que des 

protéines dont l’expression est différentielle entre les deux types de macrophages peuvent être des 

biomarqueurs potentiels de l’AAA. Une étude globale des protéomes des deux sous-types de 

macrophages nous permettrait donc de mieux définir leur rôle respectif dans l’AAA, et l’étude des 

différences d’expression entre ces deux sous-types de macrophages pourrait permettre 

l’identification de nouveaux biomarqueurs potentiels de l’AAA. 
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4.2. Etude des profils protéomiques des deux types de macrophages M1 et M2 

Après nous être intéressés à l’expression d’une protéine, la peroxiredoxine-1, nous avons donc 

voulu comparer les protéomes totaux des deux sous-types de macrophages. Une étude protéomique 

différentielle a donc été réalisée sur les macrophages isolés du tissu anévrysmal et caractérisés 

précédemment comme étant les deux sous-types M1 et M2. Pour cela, nous avons utilisé la 

technique de séparation 2D-DIGE et une analyse par spectrométrie de masse MALDI-TOF et MALDI-

TOF/TOF. Cependant, la technique de 2D-DIGE a nécessité des mises au point pour être adaptée aux 

échantillons obtenus par microdissection laser, souvent obtenus en faible quantité. 

4.2.1. Mise au point de la technique 2D-DIGE 

Test de la sensibilité de la technique 2D-DIGE 

Nous avons en premier lieu testé la quantité de protéines nécessaires pour réaliser un gel 2D-

DIGE. Au laboratoire, un marquage des échantillons par saturation est couramment utilisé, avec 5 μg 

d’extrait protéique [Dupont et al. 2008]. Afin de déterminer la sensibilité de la technique DIGE, nous 

avons testé différentes quantités d’extraits protéiques issus de macrophages en culture : 5, 1 et 0,5 

μg. Sur chaque gel obtenu, le nombre de spots détectés a été compté avec le logiciel Image Master 

2D Platinium. Les résultats obtenus sont présentés en figure 17. 

 

Figure 17. Images des gels 2D-DIGE obtenus avec 5, 1 et 0,5 μg de protéines. Le nombre de spots 
détectés avec Image Master 2D Platinium est indiqué sous chaque gel. 

Ces résultats montrent une détection du nombre de spots équivalente entre les gels réalisés avec 

5 μg et les gels réalisés avec 1 μg de protéines. En effet, 435 spots sont détectés avec 1 μg de 

protéines, soit presque 95% du nombre de spots détectés avec 5 μg (459 spots), quantité 

couramment utilisée avec un marquage en saturation. Cependant, nous n’observons plus que 384 

spots en utilisant 0,5 μg de protéines, soit environ 83% du nombre de spots détectés avec 5 μg de 

protéines. Nous avons donc décidé de réaliser les analyses protéomiques à partir des extraits issus de 

microdissection laser à partir d’au moins 1 μg de protéines. 
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Mise au point du tampon d’extraction 

Nous avons ensuite testé plusieurs tampons d’extraction afin de déterminer si la résolution des 

gels 2D-DIGE pouvait être améliorée sur des échantillons microdisséqués. Trois tampons d’extraction 

ont été testés : le tampon d’extraction classiquement utilisé au laboratoire composé d’urée 7 M, 

thiourée 2 M et CHAPS 4%, un tampon de même composition plus concentré en urée (9 M) et un 

tampon de même composition que le tampon classique avec ajout d’un détergent, le triton X-100 à 

1%. Des gels 2D-DIGE ont été réalisés à partir de 4 coupes de tissu anévrysmal entières desquelles 

ont été extraites les protéines avec ces 3 tampons différents. L’extraction a consisté en une 

récupération des coupes dans le tampon de lyse, puis 10 min de vortex puis 5 min de sonication. Les 

résultats obtenus sont présentés en figure 18. 

 

Figure 18. Images des gels 2D-DIGE obtenus à partir de coupes de tissu anévrysmal avec trois 
tampons d’extraction différents. 

Nous observons ici une meilleure résolution dans les hauts poids moléculaires pour les gels 

réalisés à partir de protéines extraites dans le tampon ULB contenant le triton X-100. Nous avons 

donc choisi d’utiliser ce tampon pour réaliser nos analyses par 2D-DIGE. Cependant, l’ajout de triton 

X-100 ne nous permet pas de doser les échantillons obtenus afin de connaitre précisément la 

quantité de protéines obtenus. En microdissection laser, il est courant d’utiliser la surface isolée 

comme unité de mesure de la quantité de matériel déposée. Wilson et al ont obtenu 20 μg de 

protéines à partir de 40 zones de 0,28 mm², soit environ 11 mm² (Wilson KE, 2005) Des analyses ont 

montré qu’environ 1 mm² de surface microdisséquée correspond à environ 1 μg de protéines, mais 

cette quantité dépend grandement des surfaces découpées, de la densité cellulaire et de la qualité 

du tissu. 

Ces mises au point nous ont permis d’établir que pour l’analyse en 2D-DIGE des profils 

protéomiques de types cellulaires isolés du tissu par microdissection laser, les gels peuvent être 

réalisés avec les protéines extraites dans du tampon de lyse contenant le détergent triton X-100 à 1% 

à partir d’au moins 1 mm² d’échantillon microdisséqué. 
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4.2.2. Comparaison des profils protéomiques des macrophages de type M1 et M2 

4.2.2.1. Méthodes 

Isolement par microdissection laser des macrophages M1 et M2 

Des macrophages des deux sous-types M1 pro-inflammatoires et M2 anti-inflammatoires ont été 

extraits du tissu anévrysmal comme indiqué précédemment (voir 2.1. Rôle des macrophages pro-

inflammatoires CD68+MR- dans l’expression de peroxiredoxine-1 dans les anévrysmes de l’aorte 

abdominale chez l’homme). Cinquante mm² de chaque sous-type de macrophage a été extrait dans 

50 µL de tampon de lyse contenant du triton X-100 à 1%, incubés 10 min, vortexés 10 min puis 

soniqués 5 min. 

Electrophorèse bidimensionnelle DIGE 

Le volume maximum recommandé par le fournisseur pour un marquage en saturation par les 

cyanines, soit 9 µL correspondant à 9 mm², a été prélevé pour chaque sous-type de macrophage et 

incubé avec 1 µL de Tris (2-CarboxyEthyl) Phosphine (TCEP) à 2 mM pendant 1h à 37°C puis avec 2 µL 

de cyanine (Cy3 ou Cy5 reconstituées à 2 mM) 30 min à 37°C afin de réduire et marquer l’échantillon 

protéique. La réaction est arrêtée par ajout d’un volume de tampon STOP (DTT 10%, pharmalytes 2% 

dans un tampon de chargement composé d’urée 7 M, thiourée 2 M et CHAPS 4%). Les échantillons 

marqués de macrophages M1 et M2 sont ensuite mélangés. Le volume total est ensuite ajusté à 450 

µL avec du tampon de réhydratation (tampon de chargement, DTT 1%, pharmalytes 1%) et 

l’échantillon est déposé sur des strips de pH 3-10 de 24 cm, 24h à 20°C. La première dimension IEF 

est ensuite lancée avec le programme suivant : 3h à 300 V, augmentation à 1000 V en 6h, 

augmentation à 8000 V en 3h puis 3h à 8000 V. Les strips d’IEF sont ensuite équilibrées dans un 

tampon d’équilibration (urée 6 M, glycérol 30%, SDS 2%, Tris HCl 0,1 M pH 8, DTT 32 mM) pendant 

10 min puis déposées sur un gel de polyacrylamide à 12,5% (Acrylamide/bis 12,5%, Tris HCl 0,38 M 

pH 8,8, SDS 0,1%, APS 0,07%, TEMED 0,01%). La migration est ensuite effectuée 1h à 80 V, puis sur la 

nuit à 150 V. La migration peut être accélérée jusqu’à 300 V jusqu’à la sortie du front de migration. 

Les gels sont ensuite scannés à l’aide d’un scanner à fluorescence Ettan DIGE Imager (GE 

Healthcare) aux longueurs d’onde d’excitation et d’émission correspondant aux cyanines utilisées 

(excitation 532 nm, émission 580 nm pour la Cy3 ; excitation 633 nm, émission 670 nm pour la Cy5) 

et analysés à l’aide du logiciel Progenesis SameSpots v 2.0 (Nonlinear Dynamics). 

Chaque gel a été réalisé en triplicat, en alternant les marquages par Cy3 et Cy5 des macrophages 

de type M1 et M2. 
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Identification des spots par spectrométrie de masse 

Après analyse des spots différentiellement exprimés entre les macrophages de types M1 et M2, 

un gel 2D-DIGE dit préparatif a été réalisé à partir de 500 µg de protéines issues de macrophages en 

culture et scanné. Le gel est ensuite fixé dans un tampon composé d’éthanol 50% et d’acide 

phosphorique 2% deux fois 1 h. Ils sont ensuite lavés dans une solution d’acide phosphorique 2% puis 

incubés dans une solution de prétrempage composée de sulfate d’ammonium 1,1 M, d’acide 

phosphorique 2% et d’éthanol 17% pendant 20 min. Les gels sont finalement incubés dans la solution 

de coloration contenant 1 g de bleu de coomassie G250 (Sigma) dans 1 L de solution de prétrempage 

pendant 3 à 4 jours, ou jusqu’à ce que la coloration soit suffisante. Les gels sont alors rincés à l’eau. 

Les images obtenues en fluorescence et après coloration au bleu de coomassie sont utilisées pour 

repérer les spots à découper à l’aide du logiciel Progenesis SameSpots. 

Les spots d’intérêt sont découpés manuellement sur le gel et décolorés dans du bicarbonate 

d’ammonium 50 mM. Les morceaux de gel sont ensuite lavés et déshydratés dans des solutions de 

bicarbonate d’ammonium 50 mM / acétonitrile (ACN) 50% puis d’ACN 100%. L’ACN est ensuite 

éliminé par aspiration et évaporation. Les protéines sont ensuite digérées par de la trypsine GOLD 

(Promega) à 40 µg/mL dans du Surfactant ProteasMAXTM Trypsin Enhancer (Promega) 0,025% dans 

une solution de bicarbonate d’ammonium 50 mM sur la nuit. L’élution est effectuée par du 

surfactant 0,01%, puis du surfactant 0,01%, TFA 1%. Les peptides sont déssalés sur des colonnes ZIP-

TIP C18 (Millipore) et récupérés dans une solution d’ACN 50% / TFA 0,05% compatible avec la 

spectrométrie de masse. 

Les peptides sont ensuite cristallisés sur une cible Anchorchip 600 avec une matrice d’acide -

cyano-4-hydroxy cinnamique (CHCA) et analysés par spectrométrie de masse avec MALDI-TOF/TOF 

Ultraflex II (Bruker Daltonics). La liste des pics obtenus est alors insérée dans le logiciel Mascot avec 

les paramètres suivants : analyse en Peptide Mass Fingerprint (pour la MS) ou Ion Search (pour la 

MS/MS) dans la base de données NCBI humaine après digestion trypsique, un clivage manqué 

autorisé, le marquage des cystéines par le fluorochrome Cy3 sur les cystéines comme modification 

fixe, l’oxydation des méthionines comme modification variable et un erreur de 75 ppm. Les résultats 

présentant un score supérieur à 61 pour la MS ou 26 pour la MS/MS sont considérés significatifs avec 

un p<0,05. 

4.2.2.2. Résultats 

Les deux sous-types de macrophages M1 et M2 isolés du tissu anévrysmal dans le tampon ULB 

ont donc été analysés par 2D-DIGE. Chaque gel a été réalisé en triplicat avec 9 mm² de surface 
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microdisséquée. Les images obtenues avec le scanner Ettan DIGE Imager sont présentées en figure 

19. 

 

Figure 19 : Images des gels DIGE réalisés pour l’étude des macrophages de type M1 et M2. 

Une analyse comparative des gels obtenus entre les sous-types M1 et M2 à l’aide du logiciel 

Progenesis SameSpots : après alignement des gels à l’aide du logiciel, celui-ci détermine les spots 

différentiellement exprimés entre les groupes définis comme les macrophages M1 et M2. Les spots 

sont ensuite vérifiés individuellement afin d’éliminer les artéfacts de détection. Nous avons ensuite 
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retenu les spots différentiellement exprimés de manière significative (p<0,05) ou à la limite de 

significativité (p compris entre 0,05 et 0,06) et présentant une différence d’expression de plus de 1,5. 

Nous avons ainsi repéré 52 spots différentiellement exprimés entre les macrophages de type M1 et 

de type M2, représentés sur la figure 20. Les images des 52 spots différentiellement exprimés sont 

présentées en annexe. 

 

Figure 20 : Représentation des spots différentiellement exprimés entre les deux sous-types de 
macrophages M1 et M2. A : Image représentative d’un gel avec annotation des spots 

différentiellement exprimés. B : Exemples de spots surexprimés dans les macrophages M1 (à gauche) 
ou M2 (à droite). 
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La table 6 liste ces 52 spots différentiellement exprimés. Les numéros des spots correspondent à 

ceux présentés en figure 20. La valeur du test statistique réalisé par le logiciel Progenesis SameSpots 

est indiquée, ainsi que le ratio M1/M2. Les spots présentant un ratio positif sont donc plus exprimés 

dans les macrophages M1 que dans les M2 et les négatifs sont plus exprimés dans les macrophages 

M2 que dans les M1. Aucun spot n’a été trouvé uniquement exprimé par l’un ou l’autre des sous-

types de macrophages. 

Table 6. Liste des spots différentiellement exprimés entre les macrophages M1 et M2 

N° du spot Anova (p) Ratio (M1/M2)  N° du spot Anova (p) Ratio (M1/M2) 

540 0,0005 3,3  315 0,027 -1,5 

470 0,0007 2,9  321 0,033 -2,9 

415 0,0007 2,4  143 0,034 -1,8 

541 0,001 3,2  516 0,034 2,3 

407 0,001 -1,7  529 0,036 3 

479 0,001 3,1  526 0,036 1,9 

534 0,001 3,3  530 0,036 2,6 

425 0,002 2  47 0,04 -3 

476 0,002 1,7  341 0,043 -3,2 

375 0,002 1,7  570 0,043 1,5 

386 0,002 1,6  146 0,043 -2,4 

483 0,003 2,4  617 0,043 1,6 

389 0,003 2,8  264 0,044 -1,5 

253 0,003 -1,8  343 0,046 -2,9 

533 0,004 3,7  519 0,046 1,7 

609 0,007 1,7  438 0,046 1,7 

493 0,007 -2,7  475 0,047 -1,8 

555 0,007 2,6  322 0,047 -2,4 

457 0,009 -1,6  162 0,048 1,6 

499 0,009 3,2  565 0,049 1,5 

251 0,011 1,8  334 0,054 1,6 

408 0,014 1,8  597 0,056 -1,8 

566 0,016 3  510 0,057 1,9 

543 0,016 4,2  531 0,058 2,6 

455 0,017 1,5  507 0,058 2,1 

576 0,021 1,5  492 0,059 -2,4 

 

Une analyse par spectrométrie de masse MALDI-TOF et MALDI-TOF/TOF nous a permis 

d’identifier 7 spots parmi les 52 spots différentiellement exprimés. Il est important de noter que lors 

de l’identification de spots obtenus sur un gel d’électrophorèse bidimensionnelle, plusieurs spots 

protéiques peuvent correspondre à une même protéine pouvant porter différentes modifications 

post-traductionnelles. Les identifications sont considérées valides si le score donné par MASCOT est 
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significatif, avec au moins 4 peptides qui matchent et un pourcentage de recouvrement d’au moins 

15% ou une confirmation par fragmentation en MALDI-TOF/TOF. De plus, les masses moléculaires et 

points isoélectriques théoriques et expérimentaux sont comparés afin de conforter l’identification. La 

table 7 présente les résultats des identifications obtenues. 

Table 7. Identification des spots différentiellement exprimés entre les deux sous-types de 
macrophages M1 et M2. 

Numéro 
de spot 

Numéro 
d'accession 

Nom de la 
protéine 

Mr thé 
/ Mr 
exp 

pI thé / 
pI exp 

Méthode 
d'identifi-

cation 
Score 

Nombre 
de 

peptides 
appariés 

Pourcenta-
ge de 

recouvre-
ment 

321 

P60709 
Actine 

cytoplasmique 
1 (Beta actine) 

41,7/40 5,2/5,1 
MS 61,7 6 21,1 

MS/MS 84,1 2 6,9 

322 41,7/40 5,2/5,2 
MS 79,7 2 6,9 

MS/MS 60,0 7 24,5 

617 41,7/25 5,2/5,2 
MS 59,9 5 18,4 

MS/MS 67,3 2 6,9 

386 Q58FF7 

Protéine de 
choc 

thermique 
HSP 90-beta-3 

68,3/30 4,6/4,3 MS/MS 56,0 1 1,7 

407 P63104 
Protéine 14-3-

3 zeta/delta 
27,7/26 4,6/4,3 

MS/MS 82,4 10 40,0 

MS 47,3 2 5,7 

438 P78417 
Glutathione S-

transférase 
omega-1 

27,5/25 6,3/5,6 MS/MS 121,1 2 10,0 

576 P13796 Plastine-2 70,2/35 5,2/5,2 
MS 84,1 13 26,5 

MS/MS 39,3 2 4,5 

Les identifications grisées sont considérées incertaines à cause d’une différence entre les Mr et pI 
théoriques et expérimentaux. 
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4.2.3. Discussion, limitations et perspectives 

L’étude des protéines différentiellement exprimées entre les macrophages des deux sous-types 

M1 pro-inflammatoires et M2 anti-inflammatoires, montrés comme étant présents dans des zones 

différentes de la paroi anévrysmale, pourrait nous permettre une meilleure compréhension de leur 

implication dans la pathologie anévrysmale et nous offrir des pistes vers l’identification de nouveaux 

biomarqueurs de cette pathologie. 

Jusqu’ici, 7 spots sur les 52 différentiellement exprimés ont été identifiés correspondant à 5 

protéines potentielles. Ce faible nombre d’identifications peut s’expliquer par le fait que le gel 

préparatif pour identifier les spots différentiels a été réalisé avec des macrophages issus de culture 

cellulaire et dont le profil protéomique ne correspondait pas exactement à ceux des macrophages 

isolés du tissu anévrysmal. Certains des spots découpés étaient peu visibles et présentaient une 

faible intensité et leur extraction a dû mener à une trop faible quantité de protéines pour 

l’identification par spectrométrie de masse. Nous avons donc décidé de réaliser un gel préparatif à 

partir de grandes quantités de macrophages isolés du tissu anévrysmal par microdissection laser, 

dont le profil correspondra aux spots différentiellement exprimés. Cependant, un gel préparatif 

nécessitant 500 µg de protéines, la surface de tissu à microdisséquer pour obtenir une quantité 

suffisante de matériel a été estimée à 500 mm². Ces isolements sont actuellement en cours au 

laboratoire. 

Parmi les protéines identifiées, certaines présentaient, malgré un score d’identification significatif 

ou une confirmation par MS/MS, une masse moléculaire expérimentale plus faible que la masse 

moléculaire théorique. Cette différence de masse moléculaire pourrait être expliquée par le fait que 

le spot excisé et identifié correspond en réalité à un fragment protéolytique d’une protéine. En effet, 

une différence d’intensité entre deux spots d’un gel 2D peut s’expliquer par une surexpression ou 

une sous-expression de la protéine correspondante, mais également une modification de cette 

protéine, soit par des modifications post-traductionnelles, soit par une dégradation de cette 

protéine. 

Les protéines identifiées ont ensuite été recherchées dans la base de données 

UniProtKB/SwissProt afin d’obtenir des informations sur les processus biologiques dans lesquelles 

elles sont impliquées et leur localisation subcellulaire et les résultats sont présentés en table 8. 
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Table 8. Implication des protéines identifiées dans les processus biologiques. 

Numéro 
de spot 

Numéro 
d'accession 

Nom de la 
protéine 

Fonction de la protéine 
Localisation 
subcellulaire 

GO:0007928 Mobilité cellulaire 

321 

P60709 
Actine 

cytoplasmique 
1 

Impliquée dans plusieurs types de 
mobilité cellulaire et dans la 

coagulation 
Cytosquelette 322 

617 

GO:0051017 Assemblage des filaments d'actine 

576 P13796 Plastine-2 

Lie l'actine. Impliquée dans 
l'activation des lymphocytes T, 
l'adressage des protéines et la 

régénération tissulaire 

Cytoplasme, 
cytosquelette, 

expansions 
cellulaires 

GO:0006950 Réponse au stress 

386 Q57FF7 HSP 90-beta-3 Protéine chaperonne Cytoplasme 

GO:0043066 Régulation négative de l'apoptose 

407 P63104 
Protéine 14-3-3 

zeta/delta 
Impliquée dans l'adressage des 

protéines et la coagulation 
Cytoplasme 

GO:0044281 Métabolisme de petites molécules 

438 P78417 
Glutathione S-

transférase 
omega-1 

Impliquée dans le métabolisme 
de l'acide L-ascorbique et les 
procédés d'oxydo-réduction 

Cytoplasme 

 

Parmi les spots identifiés, 3 spots ont permis l’identification de l’actine cytoplasmique 1 ou beta-

actine. Parmi eux, 2 sont surexprimés dans les macrophages M2 et un dans les macrophages M1. Il 

est intéressant de noter que la masse moléculaire observée pour le spot 617, surexprimé dans les 

macrophages M1, est plus faible que la masse moléculaire théorique de la protéine. Il s’agirait donc 

d’un fragment de la beta-actine. La différence d’intensité entre les spots correspondant à l’actine 

pourrait donc être due en partie à une dégradation de cette actine dans les macrophages M1. Une 

étude récente a montré que Porphyromonas gingivalis, pouvant être associée au développement de 

l’AAA [Aoyama et al. 2011, Delbosc et al. 2011], produisait des enzymes capables de cliver l’actine 

[Kinane et al. 2012]. De plus, les filaments d’actine ont été montrés comme impliqués dans la 
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phagocytose [Groves et al. 2008]. En effet, une polymérisation de l’actine au niveau de la membrane 

plasmique serait nécessaire à la formation du phagosome. 

Le spot 576 surexprimé dans les macrophages de type M1 correspond à la platine-2. Une 

différence de masse entre les masses expérimentales et théorique est de nouveau observée pouvant 

également être expliquée par un éventuel clivage de la protéine. La plastine-2 a été montrée comme 

exprimée par les cellules inflammatoires dont les monocytes/macrophages [Matsushima et al. 1988] 

et est impliquée dans l’interaction avec l’actine, notamment au niveau des expansions cellulaires [Lin 

et al. 1993, Correia et al. 1999] retrouvées entre autres lors de la phagocytose [Messier et al. 1993, 

Jones et al. 1996]. La plastine-2 est également impliquée dans la régénération des organes et 

l’activation des lymphocytes T [Wabnitz et al. 2007], ce qui est cohérent avec les propriétés pro-

inflammatoires des macrophages de type M1. 

L’étude des modifications au niveau de l’actine et des protéines interagissant avec elle, dont la 

plastine, entre les deux sous-types de macrophages pourrait donc nous permettre de mieux 

comprendre les différences entre ces deux sous-types et leur rôle différent dans l’AAA. En effet, une 

sur- ou sous-expression de protéines impliquées dans la phagocytose entre ces deux sous-types 

pourrait refléter une différence dans leur capacité de phagocytose au sein de la paroi anévrysmale. 

Le spot 386 surexprimé dans les macrophages M1 a été identifié comme étant la protéine de choc 

thermique de 90 kDa (HSP 90). Cette protéine est impliquée dans l’adressage des protéines et dans la 

réponse au stress. 

Enfin, le spot 438 surexprimé dans les macrophages M1 a été identifié par MS/MS comme étant la 

glutathione S-transférase omega-1. La glutathione S-transférase est une enzyme avec des propriétés 

oxydo-reductase et transférase ubiquitaire, particulièrement exprimée dans certains types cellulaires 

dont les cellules de l’inflammation [Board et al. 2000]. Cette enzyme peut être impliquée dans la 

réponse aux corps étrangers dans l’organisme et dans le métabolisme de la vitamine C [Zakharyan et 

al. 2001]. Le métabolisme d’antioxydants comme la vitamine C est un mécanisme intervenant lors de 

l’activation de phagocytes (dont les macrophages) lors de la réponse inflammatoire, activation qui va 

entrainer une forte production de ROS et donc un stress oxydatif [Puertollano et al. 2011]. 

Pendant l’identification des autres protéines sur- ou sous-exprimées entre les macrophages de 

type M1 et M2, nous avons décidé de valider l’identification des 5 protéines identifiées. Pour cela, 

nous allons utiliser la q-RT-PCR pour rechercher les ARNm correspondant à ces protéines dans les 

macrophages isolés du tissu anévrysmal. En effet, la q-RT-PCR nécessite beaucoup moins de matériel 

qu’une électrophorèse bidimensionnelle ou qu’un western blot : des amplifications peuvent être 

réalisées à partir de très faibles quantités d’ARN jusqu’à 1 ng. Nous essaierons également de 



Résultats 

74 

 

retrouver les modulations observées pour ces protéines dans des macrophages différenciés en M1 

ou M2 en culture cellulaire afin de les relier à des mécanismes physiopathologiques pouvant être 

impliqués dans l’AAA. Par exemple, nous pourrons observer l’expression de la plastine-2 dans les 

deux sous-types de macrophages pendant la phagocytose. Nous rechercherons finalement les 

protéines validées dans le plasma de patients présentant ou non un AAA par western blot afin de 

déterminer si elles sont sécrétées et détectables à partir du sang pour une éventuelle utilisation en 

tant que biomarqueur. 
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5. Etude d’ADAMTS5, un biomarqueur potentiel de l’anévrysme de l’aorte abdominale 

dans les cellules musculaires lisses. 

Lors de la localisation des types cellulaires impliqués dans l’AAA, nous avons mis en évidence des 

différences de phénotypes entre les cellules musculaires lisses de la paroi aortique. En effet, 

l’expression de la desmine par les CML nous a permis de discriminer les CML d’aortes saines et les 

CML d’aortes anévrysmales. De plus, deux morphotypes de CML ont été observés au sein de la paroi 

anévrysmale. Ces morphotypes ont été différenciés par l’expression ou non de la caspase-3, 

différenciant les CML au morphotype allongé des CML arrondies en anoikis. L’étude des 

modifications de phénotype des CML pendant le développement de l’AAA pourrait nous permettre 

de mieux comprendre l’évolution de la pathologie et pourrait mener à l’identification de nouveaux 

biomarqueurs de l’AAA, reflétant possiblement l’état d’avancement de la pathologie. Nous nous 

sommes donc intéressés aux trois types de CML qui ont été observés dans la paroi aortique : les CML 

saines, les CML anévrysmales allongées et les CML anévrysmales en anoikis. Pour cela, nous avons à 

nouveau décidé de réaliser deux approches : une première approche visant à étudier l’expression 

d’une protéine spécifique dans ces trois types de CML, puis une seconde approche sans a priori afin 

d’étudier les profils protéomiques totaux de ces trois types de CML par électrophorèse 

bidimensionnelle DIGE. 

Afin de confirmer qu’il existe bien différents types de CML dans la paroi anévrysmale, nous avons 

donc dans un premier temps étudié l’expression dans ces CML d’une protéine spécifique : A 

Disintegrin-like And Metalloproteinase with ThromboSpondin-1 motifs 5 (ADAMTS5). ADAMTS5 est 

une métalloprotéase décrite comme étant surexprimée dans le plasma et les CML de patients 

atteints d’un AAA et est un biomarqueur potentiel de l’AAA [Lamblin et al. 2010]. Afin d’étudier 

spécifiquement ces trois types cellulaires, nous avons utilisé la microdissection laser pour isoler des 

zones enrichies en CML des trois types décrits depuis du tissu sain ou anévrysmale. Cinquante mm² 

des trois phénotypes de CML (CML saines avec 8 coupes de 18 µm d’épaisseur, CML anévrysmales 

allongées et CML anévrysmales anoikis avec 16 coupes de 18 µm) ont ainsi été isolés par 

microdissection laser (figure 21). 
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Figure 21 : Isolement de zones enrichies en les trois types de CML par microdissection laser 

Afin de vérifier l’isolement de zones riches en CML, nous avons réalisé un western blot anti-CapZ. 

Les protéines de coiffe (capping proteins) sont des protéines se fixant à l’extrémité des filaments 

d’actine et empêchant leur élongation et leur dégradation [Pappas et al. 2008]. Deux variants 

existent chez les vertébrés : une forme cytoplasmique appelée Cap32/34 [Hartmann et al. 1990] et 

une forme trouvée dans les disques-Z des cellules musculaires appelée CapZ [Casella et al. 1987]. Afin 

de vérifier l’isolement de zones riches en CML, nous avons donc réalisé un western blot anti-CapZ, 

montrant une expression de cette protéine dans les 3 types cellulaires isolés (figure 22, bande à 34 

kDa). 

 

Figure 22 : Etude d’ADAMTS5 dans les 3 types de CML par western blot 
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Un western blot a ensuite été réalisé à partir de 40 μg de chacun de ces phénotypes afin d’étudier 

spécifiquement l’expression d’ADAMTS5. De manière intéressante, nous avons observé une 

expression d’ADAMTS5 dans les CML anévrysmales allongées et pas d’expression dans les CML saines 

et les CML anévrysmales en anoikis (figure 22). 

Afin de confirmer l’expression d’ADAMTS5 dans les CML, nous avons réalisé des marquages par 

immunohistochimie avec des anticorps anti-SMA et anti-ADAMTS5. Les résultats ont montré un 

marquage des mêmes zones entre les CML et ADAMTS5 (figure 23), confirmant l’expression 

d’ADAMTS5 par ces CML. 

 

Figure 23 : Colocalisation des marquages anti-SMA et anti-ADAMTS5 par immunohistochimie. 

Echelle : 200 μm en haut, 50 μm en bas. 

ADAMTS5 est une enzyme impliquée dans la dégradation de protéoglycanes (composants de la 

matrice extracellulaire) dont les aggrécanes (présents dans les complexes cartilagineux), les 

versicanes (présents dans de nombreux tissus comme les vaisseaux sanguins, la peau et le cœur), les 

brevicanes et les neurocanes (présents dans le cerveau) [Schaefer et al. 2010]. Nos résultats quant à 

la présence de plusieurs phénotypes de CML au sein de la paroi aortique et de l’expression 

d’ADAMTS5 combinés aux données de la bibliographie nous permettent d’établir une hypothèse sur 

l’évolution des CML lors du développement de la pathologie anévrysmale. Il est décrit que les CML de 

la paroi aortique peuvent répondre à un stress de la paroi (comme dans l’athérosclérose) en 

modifiant leur phénotype vers un phénotype plus proche des ostéoblastes et chondrocytes (cellules 

osseuses et cartilagineuses) [Steitz et al. 2001, Yang et al. 2004]. Tyson et al montrent également que 

les CML vasculaires dans la paroi aortique saine expriment des protéines inhibitrices de la 

calcification, mais que ces protéines sont sous-exprimées dans les plaques athérosclérotiques, 

menant à la calcification et vont exprimer des protéines normalement synthétisées par les cellules 
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osseuses [Tyson et al. 2003]. Parmi les changements phénotypiques dans ces cellules musculaires 

lisses, nous avons observé qu’ADAMTS5, normalement exprimée par les CML vasculaires [McCulloch 

et al. 2009], était surexprimée dans les CML anévrysmales. Cette surexpression en ADAMTS5, 

enzyme dégradant les aggrécanes, pourrait être une réponse à la calcification de la paroi aortique 

mais entrainerait également une dégradation des versicanes composant la matrice extracellulaire, 

d’autant plus qu’il existe des interactions entre aggrécanes et versicanes [Matsumoto et al. 2003]. La 

dégradation de la matrice extracellulaire par ADAMTS5, combinée à d’autres MMPs sécrétées par les 

CML et les cellules de l’inflammation, entrainerait alors une perte de l’adhésion des CML à cette 

matrice extracellulaire et les ferait entrer en anoikis [Frisch et al. 1994], où elles perdraient leur 

forme allongée ainsi que d’autres propriétés de CML dont l’expression d’ADAMTS5. En effet, il a été 

montré qu’il existe une corrélation entre le taux d’expression d’ADAMTS5, la dégradation des 

versicans et de la matrice extracellulaire et de la quantité, de la forme et de la contractilité des 

cellules [Hattori et al. 2011]. De plus, l’action d’ADAMTS5 sur les versicanes de la matrice 

extracellulaire libère les LDL interagissant avec [Didangelos et al. 2012], ce qui pourrait contribuer à 

l’accumulation de cellules spumeuses au sein de la paroi aortique.  

Cependant, il reste à finaliser ces résultats. Pour cela, nous allons d’abord caractériser les types de 

CML isolés par microdissection laser afin de valider ces isolements. Des q-RT-PCR seront donc 

réalisées afin d’étudier l’expression de gènes qui nous permettront de discriminer les 3 types de 

CML. L’expression de ces gènes sera comparée entre les CML isolées du tissu anévrysmal et des CML 

issues de culture cellulaire. Parmi les gènes, nous étudierons l’ « -smooth muscle actine », la 

connexine-45, une protéine de jonction intercellulaire [Kruger et al. 2000, Ko et al. 2001] , la cofiline, 

montrée comme impliquée dans la réponse au stress des CML [Lee et al. 2006] ou la chaine lourde de 

la myosine pouvant être impliquée dans un changement phénotypique des CML vasculaires [Kawai-

Kowase et al. 2007] comme marqueur de CML et la caspase-3 et Bax, une protéine pro-apoptotique 

membre de la famille des Bcl-2 [Geng 2001] qui a été montrée comme augmentée dans les CML 

d’anévrysmes de l’aorte thoracique [Durdu et al. 2012]. 

La disponibilité d’un dosage ELISA pour ADAMTS5 nous permettra de déterminer si ADAMTS5 est 

un marqueur biologique de la présence d’un anévrysme. Des résultats préliminaires du dosage 

réalisé sur un faible nombre d’échantillons de patients présentant un AAA, une artériopathie 

oblitérante des membres inférieurs (AOMI) ou de patients contrôles (non AAA, non AOMI) montrent 

une sous-expression d’ADAMTS5 chez les patients présentant un AAA et un AOMI par rapport aux 

patients contrôles (figure 24). Ce résultat est étonnant puisque ADAMTS5 avait été observé en 

western blot uniquement dans les CML anévrysmales allongées, et pas dans les CML de tissu sain. 

Cependant, cela peut s’expliquer par le fait que nous ne connaissons pas l’état des CML chez les 
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patients étudiés. En effet, ADAMTS5 est plus exprimée dans les CML anévrysmales allongées que 

dans les CML anévrysmales en anoikis et il est possible que cet effet soit masqué lors de l’analyse du 

plasma, reflétant un état global. De plus, les patients contrôles ne présentaient pas d’AAA mais 

pourraient présenter une paroi aortique plus ou moins dégradée entrainant une augmentation de 

l’expression d’ADAMTS5. Il est également à noter que le nombre d’échantillons utilisés lors de ce 

dosage était relativement faible (21 patients présentant un AAA, 8 présentant un AOMI et 8 patients 

contrôles). Nous attendons actuellement une cohorte du Danemark comprenant 200 patients 

présentant un AAA et 200 patients athérosclérotiques en collaboration avec le Dr Jes Lindholt afin de 

doser ADAMTS5 dans une grande population afin de confirmer ces résultats. 

 

Figure 24 : Résultats préliminaires du dosage ADAMTS5 dans le plasma de patients présentant un 
AAA, un AOMI ou de patients contrôles. * : p=1,75.10-5. † : p=3.84.10-5 

Enfin, une comparaison par 2D-DIGE des profils protéomiques des trois types de CML nous 

permettrait d’étudier plus amplement le changement de phénotype des CML lors du développement 

d’un AAA et d’améliorer notre compréhension des mécanismes favorisant ce développement. De 

plus, l’étude de ce changement de phénotype pourrait nous permettre d’identifier de nouveaux 

biomarqueurs de l’AAA possiblement liés à l’état d’avancement de la pathologie. 
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DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES 

Mes travaux de thèse ont porté sur l’analyse des types cellulaires impliqués dans l’anévrysme de 

l’aorte abdominale. Suite aux travaux de Sho et al [Sho et al. 2005], nous avons choisi d’utiliser la 

technique de microdissection laser afin d’isoler des zones enrichies en différents types cellulaires 

impliqués dans l’AAA depuis le tissu anévrysmal afin de pouvoir réaliser des analyses protéomiques 

et transcriptomiques spécifiques de ces types cellulaires pour mieux comprendre les mécanismes 

impliqués dans le développement de cette pathologie et en identifier de nouveaux biomarqueurs 

potentiels. 

Afin d’utiliser la technique de microdissection laser sur ces types cellulaires pour réaliser des 

analyses protéomiques et transcriptomiques, nous avons en premier lieu étudié la localisation de ces 

types cellulaires au sein de la paroi aortique. Des zones cellulaires ont été observées dans 3 zones 

distinctes du tissu anévrysmal, correspondant aux différentes couches de la paroi aortique. Ainsi, les 

cellules de l’inflammation étaient principalement localisées dans la partie luminale du thrombus 

intraluminal et dans l’adventice de la paroi anévrysmale. La zone d’infiltration des cellules dans l’ILT 

contenait principalement des neutrophiles, des lymphocytes T, quelques mastocytes et les 

macrophages de type M2 anti-inflammatoires alors que l’adventice contenait principalement des 

macrophages M1 pro-inflammatoires, ainsi que des lymphocytes B et mastocytes organisés en ATLO. 

La média ne contenait pas de cellule de l’inflammation mais présentait des CML désorganisées. Deux 

morphotypes de CML ont été observés au sein de la paroi anévrysmale : un morphotype allongé se 

rapprochant des CML d’aortes saines et un morphotype arrondi correspondant à des CML en anoikis.  

Les résultats obtenus lors de ce travail de localisation des types cellulaires nous ont permis de 

dresser une hypothèse sur les mécanismes de développement de l’AAA, schématisée dans la figure 

25. Il a été montré que les LDL oxydés qui étaient associés à l’AAA [Rizzo et al. 2009] pouvaient être 

un facteur déclenchant de la pathologie [Hobbs et al. 2003]. L’agression par les LDL initierait la 

réponse inflammatoire en attirant premièrement des neutrophiles qui vont avoir une fonction de 

recrutement des autres cellules de l’inflammation [Chertov et al. 1997, Swedenborg et al. 2011] , 

phase nécessaire au développement de l’anévrysme [Eliason et al. 2005, Pagano et al. 2007]. Les 

neutrophiles, lymphocytes T et mastocytes présents dans la partie luminale de la paroi aortique vont 

sécréter des protéines comme les MMP, les cathepsines, la tryptase ou des cytokines pro-

inflammatoires [Fontaine et al. 2002, Henderson et al. 1999, Swedenborg et al. 2011, Zhang et al. 

2011] qui vont dégrader cette paroi en entrainant la formation d’un thrombus intraluminal, la mort 

des cellules musculaires lisses et la formation de néovaisseaux. Au sein de la zone inflammatoire du 

thrombus intraluminal, les macrophages de type M2 vont combattre cette réaction « auto-immune » 
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en régulant la présence de cellules du soi non souhaitées et participer à la coagulation et l’expansion 

du thrombus intraluminal. 

 

Figure 25 : Schéma récapitulatif du développement de l’anévrysme de l’aorte abdominale 

Cette réponse inflammatoire et l’agression des cellules musculaires lisses composant la média 

vont entrainer une modification de leur phénotype [Tanaskovic et al. 2010]. Parmi les modifications 

phénotypiques, on observe alors la surexpression d’ADAMTS5 qui va participer à la dégradation de la 

matrice extracellulaire et faire entrer les CML en anoikis [Frisch et al. 1994, Hattori et al. 2011]. 

Nous observons également une accumulation de cellules inflammatoires dans l’adventice, 

potentiellement grâce aux néovaisseaux formés [Thompson et al. 1996] dont les macrophages de 

type M1 pro-inflammatoires, les lymphocytes B et d’autres mastocytes. Les macrophages de type M1 

vont être activés par le stress créé par la dégradation de la paroi aortique et vont participer 

activement à la réponse inflammatoire et au stress oxydatif [Chertov et al. 1997, McCormick et al. 

2007, Ley et al. 2011]. Les macrophages et CML ont également été montré comme exprimant des 

protéines associées aux ostéoblastes et chondrocytes, participant à la formation de calcifications 

[Tyson et al. 2003]. Les mastocytes et lymphocytes B vont quant à eux s’organiser en structures 

lymphoïdes tertiaires, qui vont participer à la réponse inflammatoire. 
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Tous ces évènements créent un cycle allant dans le sens de l’augmentation de la réponse 

inflammatoire et de la dégradation de la paroi aortique, qui vont favoriser le développement de 

l’anévrysme. 

Une fois les types cellulaires impliqués dans l’AAA localisés, nous avons décidé de réaliser des 

analyses protéomiques et transcriptomiques sur des zones enrichies en ces types cellulaires extraites 

directement du tissu anévrysmal par microdissection laser. Les résultats intéressants montrant une 

localisation différente des macrophages des deux sous-types M1 et M2 dans la paroi anévrysmale, et 

la présence de différents morphotypes de CML au sein de cette paroi nous ont amené à nous 

intéresser en premier lieu à ces types cellulaires en particulier. Pour chacun de ces types cellulaires, 

nous avons réalisé une approche ciblée afin d’étudier l’expression d’une protéine spécifique d’intérêt 

dans la pathologie anévrysmale avant de nous intéresser au protéome total de ces types cellulaires 

par une approche sans a priori par 2D-DIGE et spectrométrie de masse. 

Ainsi, notre étude sur l’expression de la peroxiredoxine-1, un biomarqueur potentiel de l’AAA 

[Lamblin et al. 2010, Martinez-Pinna et al. 2011] nous a permis de montrer que l’augmentation de la 

concentration plasmatique de peroxiredoxine-1 chez les patients présentant un AAA provenait des 

macrophages de type M1 pro-inflammatoires, confirmant l’implication différente des deux sous-

types de macrophages dans le développement de la pathologie anévrysmale et l’intérêt de les 

étudier indépendamment. De plus, là où l’étude des CML issues du tissu anévrysmal mises en culture 

avait montré un phénotype différent entre les CML anévrysmales et les CML saines [Liao et al. 2000], 

notre analyse a mis en évidence une différence de phénotype entre les CML au sein de la paroi 

anévrysmale. Cette différence a été confirmée par l’étude d’ADAMTS5, qui a été montrée comme 

surexprimée dans les CML d’aortes anévrysmales de morphotype allongé par rapport aux CML 

d’aortes anévrysmales en anoikis et aux CML d’aortes saines. Ces résultats montrent bien l’intérêt 

d’étudier les types cellulaires impliqués dans l’AAA de manière spécifique en les isolant par 

microdissection laser depuis le tissu anévrysmal. En effet, l’étude ciblée de l’origine de molécules 

connues comme étant impliquées dans la pathologie anévrysmale nous permettrait d’améliorer nos 

connaissances sur les mécanismes conduisant au développement de l’anévrysme. De plus, ces 

résultats montrant des différences d’expression des biomarqueurs potentiels de l’AAA entre certains 

types cellulaires présents dans la paroi aortique nous encourage à réaliser des analyses sans a priori 

afin d’identifier d’autres biomarqueurs de l’AAA. 

Nous avons donc réalisé des analyses protéomiques différentielles entre les deux types de 

macrophages M1 et M2 isolés du tissu anévrysmal par 2D-DIGE et spectrométrie de masse et avons 

identifié pour le moment 5 protéines différentiellement exprimées, qui pourraient jouer un rôle dans 

la pathologie anévrysmale. Ces 5 protéines sont actuellement en cours de validation au laboratoire 



Discussion générale et perspectives 

84 

 

par des analyses en q-RT-PCR sur les macrophages isolés du tissu anévrysmal. Les protéines validées 

seront ensuite recherchées dans le plasma de patients présentant ou non un AAA. D’autres 

isolements par microdissection laser sont actuellement en cours afin de réaliser un second gel 

d’électrophorèse bidimensionnelle qui nous permettrait d’identifier les autres protéines 

différentiellement exprimées entre les deux sous-types de macrophages. 

Des isolements des 3 types de CML (CML d’aortes saines, d’aortes anévrysmales de morphotype 

allongé et d’aortes anévrysmales en anoikis) sont également en cours pour analyse par 2D-DIGE et 

spectrométrie de masse. En effet, une étude précise des différences de protéomes entre ces 3 types 

de CML pourrait nous permettre d’élucider la transition des CML depuis le phénotype « sain » vers le 

phénotype « anévrysmal » puis « anoikis » et nous offrirait des pistes quant à l’identification de 

biomarqueurs chronologiques de l’AAA. 

Une autre étude sans a priori fait également l’objet d’un autre sujet de recherche au laboratoire. 

Cette étude porte sur l’analyse transcriptomique des micro-ARN (miARN) des types cellulaires 

impliqués dans l’AAA. Les miARN sont de courtes séquences nucléotidiques (environ 22 nucléotides) 

non codantes qui régulent l’expression des gènes en se fixant spécifiquement à des ARNm pour 

induire leur dégradation ou inhibition. Les miARN ont été montrés comme pouvant servir de 

biomarqueurs potentiels dans un grand nombre de pathologies, comme par exemple les cancers ou 

les maladies auto-immunes ou neuro-dégénératives [Ji et al. 2009, Buckley et al. 2010, Lai et al. 2011, 

Saal et al. 2009, Guerau-de-Arellano et al. 2011] mais également dans les maladies cardiovasculaires 

comme l’infarctus du myocarde, l’insuffisance cardiaque, les artériopathies [Wang et al. 2010, Tijsen 

et al. 2010, Fichtlscherer et al. 2010] ou encore les anévrysmes de l’aorte abdominale [Pahl et al. 

2012]. L’étude des miARN spécifiques aux types cellulaires isolés du tissu anévrysmal nous permettra 

également d’améliorer nos connaissances des mécanismes conduisant au développement de l’AAA 

et à l’identification de biomarqueurs de l’AAA. 

Enfin, une collaboration avec l’équipe du Pr Antonino Nicoletti, de l’unité INSERM U698 sur 

l’immunopathologie et l’immunomodulation dans les maladies cardiovasculaires, nous aidera à 

étudier l’implication des ATLO dans le développement de la pathologie anévrysmale. En effet, les 

ATLO ont été montrés comme impliqués dans l’AAA [Bobryshev et al. 2001], voire comme un 

mécanisme déclenchant des pathologies auto-immunes dans les parois artérielles [Wick et al. 1997]. 

Dans notre étude, nous avons observé ces ATLO dans plus de la moitié de nos échantillons, suggérant 

un rôle dans le développement de l’AAA, que leur étude pourra élucider. De plus, ces ATLO 

pourraient offrir une intéressante source de biomarqueurs potentiels de l’AAA. 
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En conclusion, notre étude montre l’intérêt d’analyser spécifiquement les types cellulaires 

impliqués dans la pathologie anévrysmale pour l’étude des mécanismes physiopathologiques 

conduisant au développement de l’anévrysme. En effet, les cellules présentes dans la paroi aortique 

anévrysmale peuvent posséder des propriétés différentes, voire opposées comme par exemple les 

macrophages pro- et anti-inflammatoires dont les effets seraient masqués lors de l’analyse globale 

du tissu anévrysmal. De plus, l’étude des cibles les plus pertinentes obtenues lors des analyses 

protéomiques et transcriptomiques de ces types cellulaires spécifiques pourrait permettre 

l’identification de nouveaux biomarqueurs de l’anévrysme de l’aorte abdominale. 
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ANNEXES 

1. Annexe 1 : Images des spots différentiellement exprimés entre les macrophages M1 

et M2 

Cette section présente les images des 52 spots différentiellement exprimés entre les 

macrophages de type M1 (à gauche) et M2 (à droite). 
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2. Annexe 2 : Identification de protéines additionnelles en protéomique différentielle 

grâce à un réseau d’interactions des protéines 

Cette section comporte les travaux soumis à publication des résultats obtenus lors d’une analyse 

différentielle par 2D-DIGE suivie d’une analyse bioinformatique des cellules musculaires lisses 

traitées ou non par la DNase I. Ces travaux soulignent l’effet de la DNase I sur la modification du 

protéome de cellules en culture et décrivent une approche bioinformatique basée sur la compilation 

des données de la littérature pour identifier les protéines intéragissant avec les protéines 

différentiellement exprimées trouvées en DIGE. 


