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Résumé

ANALYSE TRANSCRIPTOMIQUE DES CELLULES VASCULAIRES ISOLEES DU TISSU ANEVRYSMAL
DE L'AORTE ABDOMINALE SOUS-RENALE CHEZ L'HOMME

L'anévrysme de l'aorte abdominale (AAA) est un fBote de Santé Publique qui touche
principalement les hommes de plus de 65 ans. L'A8dvent asymptomatique évolue
vers la rupture associée a un taux de mortalit@éRarmi les acides ribonucléiques
(ARNS) non codants, les microARNs (miARNS), stalulass le tissu et les biofluides, sont

des candidats intéressant dans la recherche delujagurs.

L'inflammation, la dégradation de la matrice extedlulaire (MEC) et la raréfaction de la média
participent a I'AAA. De nombreuses cellules inflaatoires sont impliguées dans I'AAA. La
raréfaction des cellules musculaires lisses (CMit)secondaire a l'anoikis, apoptose par détachement
cellulaire de la MEC. Une analyse protéomique déifdielle de CML en culture, issues de patients
porteurs d'AAA, réalisée au laboratoire a montré tp désintégrine et metalloprotéinase avec un
motif de thrombospondine 5 (ADAMTS 5) est surexm@@rdans les CML de patients présentant un
AAA. L'isolement des cellules par la microdissestiaser permet de conserver le phénotype des
cellules isolées et de mettre en évidence des margjypotentiels de 'AAA masqués par l'analyse du
tissu global.

Mon travail de thése a consisté a partir des adlisolées de la paroi anévrysmale de l'aorte
abdominale sous-rénale chez 'Homme: a effectueramalyse globale des miARNS et une analyse
ciblée de TADAMTS 5, métalloprotéase qui a undaacenzymatique sur les protéines de la MEC.
Les objectifs de ce travail sont une meilleure cahpnsion de I'AAA et l'identification de nouveaux
biomarqueurs.

La distribution des cellules dans la paroi anévajenest étudiée par immunohistochimie sur des
biopsies anévrysmales et d'aortes saine obteneed'Elomme. Les cellules localisées sont isolées pa
microdissection laser. L'analyse par criblage dgpfession des miARNs des cellules isolées de
I'AAA et des CML issues d'aorte saine est réalmdrepuce. L'expression différentielle de miARNs
sélectionnés est analysée par PCR quantitative diemsellules isolées de I'AAA et dans du tissu
global. L'expression des miARNs sélectionnés esuiem comparée dans le plasma des patients
présentant un AAA et de patients athéroscléroticpaes AAA par PCR pour identifier de potentiels
biomarqueurs.

Dans I'AAA, les macrophages M1 proinflammatoiresitsoetrouvés dans l'adventice et les
macrophages M2 anti inflammatoires dans le thromibualuminal, les lymphocytes de type B sont
retrouvés organisé en organe lymphoide tertiaivertitielle ou ATLOs dans 11 échantillons sur 20
analysés. Les CML sont rares et strictement loeslaal niveau de la média. Sur 850 miARNS testés
dans la puce, 205 miARNs sont exprimés dans ldsleglisolées. Les miR-29b et let-7f sont
augmentés dans le plasma de patients porteurs d&iAdprésentent de potentiel biomarqueurs.

L'expression d'’ADAMTS 5 dans les CML de la paroiéaysmale est évaluée par
immunohistochimie dans la paroi aortique sainenéveysmale et quantifiée par Western-blot dans les
CML isolées de la paroi aortique saine et anévrjsma

Deux morphotypes de CML anévrysmales ont été ifiéstiun morphotype arrondi positif au
marqueur de l'apoptose, caspase 3 et un morphatipeye, similaire aux CML de l'aorte saine. Le
profil d'expression des sous-unités d'’ADAMTS 5 different dans les CML arrondies et les CML
allongées anévrysmales et saines. La mise en a@opEs CML a été mise au point in vitro pour
étudier les mécanismes impliqués dans les modificaitd’ expression d'ADAMTS 5 dans I'AAA et
les conséquences sur son action enzymatique.

L'approche systématique de I'expression transenigiee des cellules anévrysmales isolées a
identifié des marqueurs potentiels de I'AAA, lesRA29b et let-7f et l'analyse ciblée suggére
l'implication d'ADAMTS 5 dans le profil évolutif @eCML vers I'anoikis dans I'AAA. Des études
complémentaires permettront une meilleure comprgibarde I'AAA.



Résumé

TRANSCRIPTOMIC ANALYSIS OF ISOLATED VASCULAR CELLS IMPLICATED IN
ABDOMINAL AORTIC ANEURYSM IN HUMAN

Abdominal aortic aneurysm (AAA) is a public heghitoblem, which mainly affects men
older than 65 year. AAA are usually asymptomatithvai natural evolution towards
rupture associated with a high mortality rate. Agnoen coding ribonucleic acids
(RNAs), microRNAs are stable in tissue and bioftughd are interesting candidates for
the search of biomarkers.

Inflammation, extracellular matrix (ECM) degradatiand media rarefaction are involved
in AAA. Many inflammatory cells are involved in AAAAnoikis is an apoptosis secondary
to a cell detachment from ECM and is responsibledoefaction of smooth muscle cells
(SMC). Differential proteomic analysis of cultur8MC from AAA patients was

performed in the laboratory and highlighted therexpression of a disintegrin and
metalloproteinase with thrombospondin motif of tfpADAMTS 5) in SMC of AAA
patients. Isolation of cells with laser microdigsat allows to keep their phenotype and to
find potential markers that may be masked by gltibalie analysis.

The aim of my PhD work was to perform a global miRstreening of cells isolated from
human aneurysmal wall and an analysis targeted@AMTS 5, a metalloprotease with
an enzymatic activity on ECM proteins. The maineshyes were a better understanding
of AAA and the identification of new biomarkers.

The distribution of cells in the aneurysmal wallsrgiudied by immunohistochemistry in
human aneurysmal and healthy aortic samples. uoegdd, the cells were isolated by
laser microdissection and screened for miRNAs byroairrays. Differential expression of
selected miRNAs was quantified by PCR in the dstifated by laser microdissection and
in whole aortas. They were then compared in plasi#AA patients and atherosclerotic
patients without AAA by quantitative PCR to idegtdotential biomarkers.

In AAA, the M1 proinflammatory macrophages weredtad in the adventitia and the M2
antiinflammatory macrophages in the intraluminabthbus; the type B lymphocytes were
organized in tertiary lymphoid organs (ATLOSs) in2Q of analysed samples. SMC were
rare and restricted to the media. Among the 850NARtested on microarray, 205
MiRNAs were detected in isolated cells. MiR-29b il f were upregulated in plasma of
AAA patients, and thus are potential biomarkers.

The expression of ADAMTS 5 in aneurysmal SMC waaleated by
immunohistochemistry of healthy and aneurysmali@earall and quantified by Western
blot in isolated SMC from healthy and aneurysmal.wa

Two aneurysmal SMC morphotypes were identifiedonded morphotype positive for caspase 3,
an apoptotic marker, and a spindle-shaped morpbhogimilar to the healthy aortic SMC. The
expression profile of ADAMTS 5 subunits was diffieréen rounded SMC compared to aneurysmal
and healthy spindle-shaped SMC. In vitro inductdrapoptosis of SMC was established in order to
study the mechanisms involved in ADAMTS 5 expressio AAA and their consequences on
enzymatic actions.

The global transcriptomic screening of aneurysnalscisolated by laser microdissection has
identified potential markers of AAA, miR-29b andt-ld. The targeted analysis suggested that
ADAMTS 5 is involved in the evolution profile of S® towards anoikis in AAA. Further
investigations  will allow a Dbetter understanding ofAAA  pathophysiology.

Vi
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I INTRODUCTION

.1 Contexte

[.1.1  Définition clinique

L'aorte, artere principale de l'organisme, pewt &rsiege d'une dilatation anévrysmale le
plus fre<quemment au niveau de l'aorte abdominales-sénale. L'anévrysme de laorte
abdominale (AAA) est défini par une perte du pétaine de la paroi aortique abdominale
avec un diamétre supérieur a 1,5 fois le diametrd'abrte saine (Figure 1). Le diametre
aortique sain est de 2,5 a 3 cm avec une varialmiier-individuelle importante. La dilatation
anévrysmale aboutit a la rupture de la paroi aoetigathologique qui constitue une urgence

chirurgicale pour traiter 'némorragie interne nivaess

Aorte Aorte abdominale
normale anévrysmale

Figure 1 - Représentation schématique d’une adotgoaninale normale et d'une aorte abdominale
anévrysmale

[.1.2 Histoire naturelle de I'AAA

La dilatation anévrysmale est d'évolution asymptigna. Toutefois, des symptémes
peuvent étre évocateurs de la pathologie avanupgture. Ces symptomes varient de la
compression extrinséque d'organe (uretere, orgares< digestifs) a des lombalgies par

érosion des corps vertébraux par la paroi anéviigsrad'ischémie aigué de membre ou a un



syndrome des emboles de cholestérol via des embuotgant du thrombus anévrysmal situé
dans la lumiére aortigue anévrysmale. Un AAA symptique est cependant souvent
évocateur de la rupture de l'anévrysme (Figuret2jeesituations urgentes telles que les

fistules aorto-digestive ou aorto-cave.

Figure 2 - A: Représentation schématique de lautgd'un anévrysme de l'aorte abdominale. B:
Coupe axiale d'une angiotomodensitométrie permeltaconfirmation diagnostique d'une rupture
d'AAA.

Ce symptéme est un syndrome douloureux abdomigalé&@ientuellement associé a un état
de choc hémorragique. Tout anévrysme abdominalodoelix non rompu représente un
syndrome fissuraire précédant la rupture aortiqueeessite une prise en charge en urgence.
L'AAA est donc une pathologie chronique d'évoluti@symptomatique et dont la

symptomatologie, souvent évocatrice de ruptureagsiciée a un pronostic vital engage.

1.1.3 Epidémiologie
L'AAA concerne 0,22% de la population générale s¢doHaute Autorité de Santé (HAS,
Novembre 2012) et 5% des hommes de plus de 65naRsaace (College des Enseignants de
Médecine Vasculaire, 2013), 2,2% en Suéde (Svesisgd, 2011). La prévalence de I'AAA
varie dans la littérature de 1% a 12,7% (Stathed,e2014). Cette prévalence diminue grace

au contréle des facteurs de risques cardio-vasesldiChoke et al, 2012). Aux USA, les



anévrysmes aortiques quelque soit leur localisasiomt responsables de 10 597 décés en

2009.

Le taux de rupture est par ailleurs corrélé au disende I'AAA de fagon exponentielle
avec au seuil de 5 cm, un risque de rupture quiégat a la survenue de complication
postopératoire (Brewster et al, 2003). Ainsi, pegranévrysmes de 5,5 cm de diamétre et au-
dela, une indication de traitement chirurgical etenue. Au-dela de 80 mm de diametre,
I'AAA présente un risque de rupture de 50% damnéa a venir. Une expansion de plus de 5
mm en 6 mois est également associée a un tauxptigreplus élevé qu'un AAA de méme

taille évoluant moins rapidement (Brady et24l04).

[.1.4 Prise en charge de 'AAA

La prise en charge de I'AAA dépend de la taillelld&A. Le traitement médical et le
contrdle des facteurs de risque modifiables s'gqppht a tous les anévrysmes. Le traitement
chirurgical est réservé aux AAA a risque de ruptstpérieur au risque du traitement

chirurgical.

[.1.4.1 Traitement médical
Le contrble des facteurs de risque est nécessainerplentir la progression de I'AAA. Le

sevrage tabagique est indispensable. Le contrOldhyeertension artérielle est recommandé
sans spécificité d'un antihypertenseur de choixs d&RA. Les inhibiteurs de I'enzyme de
conversion ont été évoqués pour ralentir la prajpesde I'AAA (Silverberg et al, 2014). Les
statines ont un bénéfice sur la progression de AAmais également sur la mortalité
postopératoire des AAA rompus (Wemmelund et al,420les antiagrégants plaquettaires
sont également indiqués dans le traitement de I'A&W prévention secondaire, un
ralentissement de la croissance sur les AAA déetailodérée a été montré avec de faibles

doses d'aspirine (Lindholt et al, 2008).



1.1.4.2 Traitement chirurgical
Plusieurs situations sont a différencier concertarthirurgie de I'AAA. En l'absence de

symptomatologie, seuls les anévrysmes de plus derb@e diametre et/ou évoluant de plus
de 5 mm en 6 mois relevent d'un traitement chioalgiLes options chirurgicales sont une
exclusion de I'AAA par voie endovasculaire ou uneeya-plat-greffe prothétique par
laparotomie ou laparoscopie (Figure 3). Le choixtrditement chirurgical se fait aprés une
analyse de I'histoire médicale et chirurgicale dtigmt associée a une analyse de l'imagerie

préopératoire, en général angio-TDM ou ARM et déeres anatomiques.

Figure 3 - A: Voies d'abord nécessaires et possipleur le traitement par mise-a-plat-greffe
prothétique de I'AAA et représentation schématiuéraitement. B: Incision au niveau du scarpa
droit et ponction percutanée controlatérale poutri@itement endovasuclaire de I'AAA représenté sur

le schéma de droite.

Lorsque I'AAA est symptomatique, la chirurgie dexiergente. Les options chirurgicales
par laparotomie ou par voie endovasculaire peuedrd discutées selon les centres. La
chirurgie en urgence est associée a une morbintérfdls élevée que lors d'une chirurgie
programmeée. Les données hospitalieres francaisetend 34% de déces secondaire a une
chirurgie d'anévrysme rompu et 3% en cas danéwysman rompu. La mortalité
périopératoire des AAA rompus est de 38% (contreeB%as d'’AAA non rompus) et 79% de
retour a domicile (contre 36% en cas d'AAA non ros)p L'augmentation de la
morbimortalité en situation d'urgence souligne partance d'un dépistage précoce de la

pathologie anévrysmale dans la population a risque.
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1.1.5 Etiologies et facteurs de risque

1.1.5.1 Age, sexe et ethnicité
L'AAA est une pathologie qui touche de facon prémhamte les hommes contrairement a

ce qui avait initialement décrit (Silane et al, €29 a proportion d'AAA dans la population
générale est d' 1 femme pour 13 hommes en Frand&,(Novembre 2012). Pour une
population de 3450 femmes et 122 272 hommes, l@snés présentent un risque de 1/4
d'avoir un AAA de plus de 3 cm par rapport aux haarat de 1/10 pour les AAA de plus de
4 cm (Lederle et al, 2001). Cette différence st risque de rupture. Le risque de rupture

d'un AAA entre 5 cm et 6 cm est 4 fois supériewgzclka femme (Brown et al, 2003).

Le risque de développer un AAA est plus importdrgzcles hommes noirs comparés aux
hommes blancs (Lederle et al, 2000) mais s'invaitsdans la population féminine (Lederle
et al, 2001). De méme les populations hispaniquasiatiques ont un risque moins élevé que

les caucasiens de développer un AAA (Kent et dlp20

[.1.5.2 L'athérosclérose
L'AAA est associée a l'athérosclérose (Powell e1889). Les facteurs de risque de 'AAA

sont donc ceux des pathologies cardiovasculairesavir I'age, le sexe masculin, la
consommation de tabac, I'hypertension artériellEA}l et I'association a d'autres pathologies
cardiovasculaires (Kent, 2010). Malgré des factalesrisque communs et une histologie
similaire, I'athérosclérose occlusive et 'AAA sa®ux pathologies distinctes (Shteinberg et
al, 2000).
1.1.5.3 Le tabac
La consommation de tabac est un facteur de risgageum de I'AAA. Les études

épidémiologigques concluent a cette association giledet al, 2000-Jamrozik et al, 2000-
Svensjo et al, 2011). La consommation de taba@&gasement associée a une progression
accélérée de 0,35 mm par an de I'AAA pour les AAApdtite taille selon une méta-analyse

regroupant 15 475 sujets (Sweeting et al, 201 2fe@eéta-analyse confirme les observations
11



de l'essai "United Kingdom Small Aneurysm Trial't &1 risque de rupture de I'AAA doublé
chez les patients fumeurs en comparaison aux pat@ant cessé leur consommation de
tabac (The UK Small Aneurysm Trial Participant, QP9 L'activateur tissulaire du
plasminogéne (tPA) est augmenté dans le plasmaddeafients présentant un petit AAA
(Lindholt et al, 2003) et pourrait étre lié & lansommation de tabam vivo dans le modéle
d'AAA induit par perfusion d'élastase, I'expositimm tabac augmente linfiltrat dans la paroi
aortiqgue anévrysmale de lymphocytes T et modifieéfgonse des leucocytes en comparaison

a la paroi anévrysmale des souris non exposéeiimée de cigarette (Jin et al, 2012).

1.1.5.4 L'hypertension artérielle
L'HTA est communément associée avec I'AAA (Jamratikl, 2000 - Krohn et al, 1992-

Kanagasabay et al, 1996 - Singh et al, 2001 - \akdet al, 2000 - Simoni et al, 1995 -
Tornwall et al, 2001 - Kent et al, 2010) mais cetssociation n'est pas toujours observée
(Alcorn et al, 1996 - Blanchard et al, 2000 - Léale1997 - Collin et al, 1988 - Bengtsson et

al, 1991 - Scott et al, 1991 - Smith et al, 1998anhainen et al, 2005).

Dans les modéles animaux, cette association es&tnégat controversée. La progression
d'un AAA induit par perfusion d'élastase est inflo@e par la pression artérielle. Les AAA
chez les animaux hypertendus sont plus larges lgge les animaux normotendus (Gadowski
et al, 1993). Cette difféerence serait due a la ypecodn de NFkappaB (NéB), dont
I'inhibition augmenterait la production de MMP ddagaroi et l'infiltration des macrophages
(Shiraya et al, 2006). Inversement, dans le modl&l8A par perfusion d'angiotensine Il dans
des souris hypercholestérolémiques, la progressien 'AAA est indépendante de

I'nypertension artérielle.
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[.1.5.5 Le diabéte
Une corrélation négative a été observée entreAl &t le diabete (Lederle et al, 2000) et

confirmée par une récente méta-analyse de 13 étlmle@s6 prospectives, 5 cohortes et 2

cas/controle (Takagi et al, 2014).

Le diabete qui est un facteur de risque cardiovaseu majeur, semble ralentir la
progression des petits anévrysmes en inhibant ddugtion de métalloprotéinases par les
monocytes-macrophages (Golledge et al, 2008). Elgypcémie entraine une réponse
opposée a celle observée dans I'AAA en stimulaptdéiféeration des CML et la production
du collagene structurant la matrice extracellul@ines et al, 1999). Le diabéte est associé a
une résistance a la protéolyse via le dépéatwiinced glycation end produc{&GES)

(Norman et al, 2007).

[.1.5.6 La dyslipidémie
L'association du taux de cholestérol avec un AAeesore mal définie. En effet, dans une

étude rétrospective de 3 millions d'individus, pascholestérolémie non définie dans I'étude
est associée a une augmentation du risque d'AAAt(Keal, 2010). Dans une étude plus
récente, un taux de cholestérol total supérieuégal a 200 mg/dL est associé a un risque
diminué d'AAA (Chun et al, 2014). Cependant, I'gsald'une cohorte de 3327 hommes agés
de 65 a 83 ans a montré que la concentration géequHDL-cholestérol était plus faible chez
les patients présentant un AAA (Golledge et al,@0D'autre part, un antécédent familial
d'anévrysme quelque soit sa localisation est ulediacle risque d'’AAA. L'analyse en GWAS,
pour Genome-wide association study montré que le variant rs6511720 du récepteur du
LDL-cholestérol (LDLR) était significativement ass® a la présence d'un AAA (Bradley et

al, 2013).
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[.1.5.7 L'obésité
L'obésité est associée a la pathologie athérothobque. L'association avec 'AAA a été

étudiée plus récemment. Une étude suédoise de BBdEmes et femmes agés de 46 a 84
ans montrent une augmentation de l'incidence de& @utre le tour de taille de 100 cm chez
I'nomme et 88 cm, sans relation mise en évidenee kvBMI (Stackelberg et al, 2013). Une
revue de 8 études récentes confirme l'associagdiobiésité avec la présence de I'AAA mais
non comme facteur influencant la progression (Cratial, 2013). Une méta-analyse de 19
études confirme 'absence d'association entresdgiei d'AAA et le BMI (Takagi et al, 2014).
Dans les modeles animaux d'infusion d'angiotensime chez des souris
hypercholestérolémiques ayant un déficit induitagiiponectine, diminuée chez les patients
obeses, la formation de I'AAA serait favorisée pae augmentation de linfiltration de
macrophages et I'activation des MMP2 et MMP9 darmaloi aortique anévrysmale (Yoshida
et al, 2014). L'association entre |'obésité et BARécessite d'étre confirmée.
[.1.5.8 Les pathologies inflammatoires et infecies

Les AAA peuvent étre également d'origine inflamnratdiés a des pathologies telles que
la maladie de Horton (Cotlar et al, 2006) ou maath Takayashu (Kallappa et al, 2013). Les
greffes bactériennes sur le tissu aortique peutrdg responsables du développement
d'anévrysme souvent sacciforme. Les mycobactétidsaetéries de la sphere ORL sont

souvent responsables. Toutefois, les AAA infectimstent rares (Oderich et al, 2001).

Une autre imputabilité des bactéries dans la patfi®lanévrysmale est discutée. Une
bactérie d’origine dentaire lRRorphyromonas gingivaljgle portage sain, a été retrouvée dans
les parois d’AAA (Kurihara et al, 2004). L'infecticau Porphyromonas gingivalislans un
modele murin permet de reproduire un thrombus d'Adghe en neutrophiles permettant
d'émettre I'hypothese du rbéle de Porphyomonas \giligidans I'activation des neutrophiles

dans I'AAA (Delbosc et al, 2011).
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Outre le Porphyromonas gingivaljsla coinfection parMycoplasma pneumoniaet
Chlamydophila pneumoniaaugmenterait I'inflammation adventitielle et lagdedation de
collagene (Roggerio et al, 2013%. pneumoniae une bactérie responsable d'infections
pulmonaires (Grayston et al, 1992) souvent liééahac (Hahn et al 1992) et impliqguée dans
I'athérosclérose (Kuo et al, 1993) est détectés HAAA (Juvonen et al, 1997). D'autre part,
la présence de lymphocytes T spécifiquesCdgoneumoniaamise en évidence dans I'AAA
(Halme et al, 1999) et sa capacité d'induire lalpetion de MMP par les macrophages (Kol

et al, 1998) pourraient suggérer son imputabilégsda formation d'AAA.

[.1.6 Dépistage

L'AAA est donc un probleme de Santé Publique ingurdevant étre traité. L'AAA est
une pathologie le plus souvent asymptomatique.an®n physique permet le diagnostic de
30% des AAA (Aggarwal et al, 2011). L'AAA nécesdgite dépistage qui est recommandé en
France, aux Etats-Unis et au Royaume-Uni. Le dégéstle la population & risque permettrait
la réduction de la mortalité due aux AAA de 50%n(holt et al, 2008) et de la chirurgie en
urgence de 56% (Lindholt et al, 2010). La populatitble de dépistage est variable selon les
pays. En France, selon les recommandations de @ I2HAS, le dépistage est indiqué pour
les hommes agés de 65 a 75 ans, anciens fumedwneurs actifs, et pour les hommes et
femmes de plus de 50 ans ayant des antécédentminlLe dépistage de I'AAA se fait par
un écho-doppler. En effet, I'échographie est umexarépondant aux criteres des examens de
dépistage contrairement a limagerie par résonnanegnétique (IRM) ou a l'angio-
tomodensitométrie (angio-TDM) (Isselbacher, 20@etersen et al, 1995). L'échographie est
non invasive non irradiante avec une bonne sei8ildt spécificité pour le diagnostic des
AAA et un faible codt (Laroy et al, 1989 - Michel al, 2011). L'évaluation socio-
economique du dépistage de I'AAA est en faveur dgpistage échographique unique chez

les hommes de plus de 65 ans mais reste ceperaidatg (Svensjo et al, 2014).
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.2 Mécanismes physiopathologiques

L'aorte normale est une artére de gros calibretitoés de trois tuniques : I'endothélium, la
media et I'adventice de la lumiere vers l'extériduivaisseau. L'évolution vers I'AAA est le

siége de modification de ces différentes tuniqéégufe 4).

ADVENTICE

ADVENTICE

Abluminal
Intermédiaire

Luminal

INTIMA THROMUBUS

[NTRALUMINAL

AMINCISSEMENT
DE LA MEDIA

Paroi aortique saine Paroi aortique anévrysmale

Figure 4 - Représentation schématique des coudmepasant la paroi aortique saine (a gauche)
et anévrysmale (a droite).

[.2.1 Modification de la media dans 'AAA

La dilatation de la paroi aortique résulte de latgpee I'élasticité et de la résistance de
celle-ci. De multiples facteurs peuvent expliquette fragilité pariétale (Davies et al, 1998).
La media de l'aorte, qui contient les cellules miaces lisses (CML) et la matrice
extracellulaire (MEC), est le siége de modificatiomportantes dans I'AAA contribuant a la
dilatation anévrysmale de la paroi aortique. llsexiune raréfaction des CML au cours de
I'AAA (Lopez-Candales et al, 1997). Cette raréfantiest secondaire a I'apoptose des CML
et ce mécanisme a été décrit comme étant 'andMishel et al, 2003). L'anoikis est

I'apoptose secondaire au détachement des CML BiER.
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La matrice extracellulaire est par ailleurs dégeadé cours de I'AAA par l'action de
nombreuses enzymes dont les métalloprotéinasescimiées (MMP). Douze isoformes de
MMP ont été décrites parmi lesquelles la MMP9, ISIRR et la MMP3 ont été détectées dans
la paroi anévrysmale de modéle murin d'’AAA et miéds par I'action d'inhibiteurs des
MMPs, les inhibiteurs tissulaires de métalloproasis (TIMPS) (Allaire et al, 1998). Ces
MMPs sont sécrétées par les CML et les celluletarimhatoires participant a 'AAA
notamment les macrophages (Thompson et al, 1998 astine, composant essentiel de la
paroi aortique, serait dégradée dans I'AAA. Leglpits de dégradation de I'élastine ont été
évalués dans le sérum de patients porteurs d'un AAddholt et al, 1997). L'élastase est
associée a la destruction de I'élastine aortigae.domplexes circulants d'élastase et d'alpha-
l-antitrypsine §1-AT), inhibant l'action de [I'élastase, sont pesithient corrélés a la
progression des AAA ce qui suggérerait I'implicatinécessaire d'autres protéases dans les
petits AAA (Lindholt et al, 2003). Cette destructide la MEC participe a la rigidification et

a la perte d’élasticité de I'aorte décrite dansAi3\(Davies et al, 1998).

[.2.2 L'inflammation dans I'AAA

L’inflammation est un processus majeur de I'AAA aa participation de nombreuses
cellules inflammatoires et la production des proasi destructrices de la MEC telles que les

MMPs (Reeps et al, 2009) et les cathepsines (Lehetfal. 2012).

[.2.2.1 Les neutrophiles
Les neutrophiles sont retrouvés principalement dangirombus intraluminal (TIL) de

I'AAA et dans l'adventice (Houard et al, 2009).décretent les MMP (Fontaine et al, 2002) et
participent au recrutement des autres cellulesnmfhatoires (Houard et al, 2009). En effet,
leur déplétion dans les modeles animaux d'’AAA esponsable d'une absence d'évolution
anévrysmale avec la diminution de I'expressionMbER? 2 et MMP9 ainsi que l'absence de
recrutement des autres cellules inflammatoiresagh et al, 2005). Le role des neutrophiles
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dans le recrutement des cellules est mis en évédpac Chertov et al (1997). La seule perte
de fonction de recrutement des neutrophiles eporemble de I'absence de formation d'AAA
dans le modele d'élastase (Pagano et al, 2007)néesophiles participent a l'action de
I'élastase au sein de la paroi anévrysmale comamseporteurs de cette enzyme (Cohen et al,
1993). lls augmentent la concentration de MMP9 dandL comparativement au reste de la
paroi de I'AAA (Fontaine et al, 2002). lls produiseen effet la lipocaline associée a la
gélatinase de neutrophile (NGAL) qui en formant desiplexes avec la MMP9, la protége de
la dégradation. Or, ces complexes sont retrouvés t& thrombus et la paroi de I'AAA

(Folkesson et al, 2007).

[.2.2.2 Les lymphocytes
Les lymphocytes regroupent deux types de lymphscyges cellules participent au

processus inflammatoire, a l'immunité cellulaireupdes lymphocytes de type T et a
I'immunité humorale pour les lymphocytes de typelLBs lymphocytes T formés dans le
thymus sont cytotoxiques, ayant la capacité denmeaitre et détruire les cellules cibles, ou
auxiliaires, permettant l'activation des autres giiocytes. Les lymphocytes de type B
produits dans la moélle osseuse sont des lymplocgiémoire ou deviennent des
plasmocytes pouvant détruire les cibles par voimdrmale. Les lymphocytes de type B et T
sont retrouvés dans I'’'AAA avec une prédominancdadparticipation des lymphocytes T
(Reeps et al, 2009). Les lymphocytes de type T gspatsource de cytokines responsables de
la mise en apoptose des CML dans I'AAA (Henderserh, 4999). Les lymphocytes retrouvés
dans la paroi anévrysmale présente un phénotypmltides mémoires et similaires a celui
retrouvés dans les centres germinatifs. Ainsi, tapacité a former des organes lymphoides
tertiaires est évoquée (Ocana et al, 2003). Dansadke du travail de these de Ludovic
Boytard au laboratoire, la localisation des lymphes de type B a I'aide du marqueurs anti-

CD20 a permis de mettre en évidence des formatidmentitielles lymphoides tertiaires de la
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paroi vasculaire (ATLO) observés précédemment dinsparoi anévrysmale pour 8
échantillons humains sur 31 analysés (Bobrysheal,2001). Au sein du laboratoire, cette

organisation lymphoide a été observée sur 7 édloastparmi les 20 analysés.

Outre leur présence dans I'AAA, les lymphocytes ukilaires sont diminués dans la
circulation des patients présentant un AAA (Caligai al, 2006). lls régulent I'activation des
macrophages et des lymphocytes T cytotoxiques éggkement la production et I'activité de
la MMP9 par les macrophages et ainsi leur dimimutians la circulation favoriserait le

développement des AAA (Caligiuri et al, 2006).

1.2.2.3 Les mastocytes
Les mastocytes sont également indispensables alog@ement de 'AAA puisque les

modeles de souris déficientes en mastocytes ndapdpent pas d'’AAA (Sun et al, 2007).
Elles sécretent la tryptase, qui est surexprimées dAAA et qui provoque l'apoptose des
CML et dirige la migration des autres cellules anfimatoires (Zhang et al, 2011) et la
cathepsine G qui activent les MMPs responsablesladaelégradation de la matrice
extracellulaire (Swedenborg et al, 2011). Les n@$&s jouent un réle d’amplification de la
réponse inflammatoire en recrutant d’autres cdlulgflammatoires via la sécrétion de

cytokines (Krishnaswamy et al, 2006).

[.2.2.4 Les macrophages
Les macrophages, cellules dérivées des monocygescipent a l'inflammation dans la

pathologie anévrysmale (Koch et al, 1990 - Bobryské al, 2001). Les propriétés de
phagocytose de ces cellules inflammatoires intangat précocement dans I'AAA (Michel et
al, 2007). Leur capacité sécrétoire est égalemeargoitante puisque de nombreuses
molécules issues des macrophages ont été retroaugesentées dans I'AAA telles que le
Tumor Necrosis Factora (TNFa), le facteur d'inhibition de migration, la protéin2

angiopoietin-likedérivée des macrophages (Kaneko et al, 2011 ePalh 2003 - Tazume et
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al, 2012). La collagénase et l'élastase qui ppditi a la destruction de la matrice
extracellulaire dans I'AAA sont également sécréfissles macrophages (Rizzo et al, 1989).
Deux types de macrophages aux activités inflammetobpposées sont identifiés, les
macrophages de type M1 aux propriétés pro-inflaroirest et les macrophages de type M2
aux propriétés anti-inflammatoires (Gordon et &l03). La participation des deux types de
macrophages a été étudiée dans les plaques atbéntigoes (Chinetti-Gbaguidi et al, 2013)

et dans I'AAA (Boytard et al, 2013).

.2.3 Le thrombus intraluminal

Le TIL participe activement au processus pathologige 'AAA. De nombreuses études
concluent a la relation entre la présence d'unntbus au sein de I'AAA et le risque de
rupture ou d'expansion anévrysmale (Wolf et al,419%atta et al, 1996 - Stenbaek et al,
2000). En effet, le thrombus de I'AAA est actif @aurs du processus anévrysmal avec une
description en trois couches de la lumiére verpdeoi (Figure 4). La couche luminale est
rouge par la présence d'érythrocytes, la coucheiateégaune du fait de la lyse des
érythrocytes et enfin la couche abluminale con&repéroi qui est généralement marron
(Wilson et al, 2013). Le TIL contient de nombreuseBules inflammatoires impliquées dans
I'AAA telles que les macrophages (Kazi et al, 20@8) les neutrophiles avec des
concentrations de MMP9 plus élevées dans le threnelpucomparaison a celles de la paroi
(Fontaine et al, 2002). Ces cellules et l'actidtethrombus se situent essentiellement a la
partie intraluminale. L'interaction du thrombus lnal avec le sang circulant en ferait une
source de biomarqueurs de I'AAA (Touat et al, 20Q8)e autre participation du thrombus a
la progression de I'AAA est mécanique avec la nicatibn de flux et des contraintes de

cisaillement (Wilson et al, 2013).
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.2.4 Phénomeénes de convection

L'importance du thrombus est réaffirmée par I'hgpee du phénomene de convection. Ce
phénomene consiste en un transfert passif de megpar un fluide. Ce phénomene dans
I'AAA est forcé par la circulation sanguine. Dutfde la corrélation entre le thrombus et
I'expansion anévrysmale et de la fragilisation giate, Adolph et al (1997) ont étudié la
composition et la permeéabilité du TIL. Des canauxiltiples au sein du thrombus
permettraient la progression des cellules vers deip De méme dans cette étude, la
perméabilité du thrombus a été mesurée comme ptaatimportante que dans la paroi
artérielle normale. A l'inverse, la présence dworitius a été corrélée a I'hypoxie de la paroi
aortique, pouvant induire une fragilisation patigt@/orp et al, 2001). Dans cette étude
réalisée chez I'Homme, la mesure peropératoire 'ae/genation de la paroi aortique
anévrysmale en regard d'un thrombus de plus de 4dmpaisseur était significativement
diminuée par rapport a celle observée dans la pHPAA sans thrombus. En paralléle,
l'analyse histologique révele une néovascularisaterdventitielle augmentée et une
fragilisation pariétale dans les zones hypoxiquéer et al, 2001). Dans les biopsies
anévrysmales humaines, une corrélation inverseetisiuveée entre la présence de cellules
inflammatoires, essentiellement les lymphocytestygee B et T et les macrophages, la
présence de néovaisseaux et la diminution de sgn de collagene et d'élastine (Reeps et
al, 2009). Les néovaisseaux seraient une sourc®IM@s et participeraient donc a la

fragilisation pariétale (Reeps et al, 2009).

.3 Biomarqueurs

La pathologie anévrysmale est une pathologie coxeplau cours de laquelle de
nombreuses cellules et de nombreux processus hjaksy interviennent. Le dépistage par

une échographie a montré ces limites en terme dte(8vensjo et al, 2014) et de participation
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de la population a dépister (Linné et al, 2014)s l@omarqueurs, dosables dans les

échantillons sanguins, sont donc une piste inténeésgpour le dépistage de cette pathologie.

.3.1 Définition

Selon Becker, un biomarqueur peut étre défini commeecellule, une protéine, un peptide,
un gene ou un meétabolite qui représente des puxdsslogiques dans un organisme a un
instant donné (Becker et al, 2007). Le terme bigumeur a été introduit en 1989 en tant que
terme Medical Subject Heading@MeSH) et redéfinit en 2001 par Mational Institute of
Health (NIH) comme un parametre objectivement mesurabéy@&ué comme indicateur d'un
processus biologique normal, de processus patliplegiou de réponse pharmacologique a
une intervention thérapeutique (Vasan et al, 20086 piomarqueur doit permettre d'améliorer
la prise en charge des patients et étre identdiglalr des techniques acceptables pour le

patient.

[.3.2 Les biomarqueurs actuels de I'AAA

Aucun biomarqueur de I'AAA n'est utilisé a I'newaetuelle en pratique clinique. De
nombreux marqueurs ont cependant été retrouvéslésr&tudes génétiques, des analyses des
ARN messagers (ARNm) et des protéines. La tablésiime les données des principales
revues de la littérature sur les biomarqueurs ésudhez I'Homme dans I'AAA de 1985 a
2014 (Golledge et al, 2008; Urbonavicius et al,®oxon et al, 2010; Moris et al, 2014), a

I'exception des données de GWAS qui seront expak¥esla table 3.
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Table 1 - Récapitulatif des principaux biomarquedétectés dans le plasma de patients

porteurs d'AAA

[

Nombre Concentratior
Catégorie Biomarqueur d_e V_al_eur HlEEriise Référence
patients | clinique chez les
inclus patients AAA
Propeptide
carboxyterminal , . . Satta et al,
du procollagéne 177 Diagnostiq Augmentée 1995
de type 1
Propeptide
aminoterminal , . | Satta et al,
du procollagéne 139 Expansion Augmentée 1997
de type 3
: Ll .| Zweers et
Tenascine X 173 Prédictif Augmentéq al, 2006
Expansion .
Cystatine C 142 | et rupture Diminuée Llnldggl(;le t
Marqueurs de d'AAA al,
la MEC .
homéostasie . Expaq5|on . Lv et al
ou protéolvse Cathepsine S 676 et taille Augmentée 2012 ’
proteoly d'AAA
Fragments Ramazani e
circulants de 20 Diagnosticic Augmentée
al, 2011
membrane basd|
. . Diametre . Koole et al,
Ostéoprogerine 329 A A A Augmentée 2012
. . . McMillian
MMP9 39 Diagnostiq Augmentee et al, 1999
MMP3 et
Inhibiteur . . . Nakamura
tissulaire de 53 Diagnostiq ~ Augmentee et al, 2000
MMP1
Marqueurs de T : 4 Singh et al,
TIL et de Fibrinogéne 6386 Diagnostic Augmentee 5001
trombose R _ . . Fowkes et
D-dimére 187 Diagnostic Augmenteée al. 2006
Complexe
protéine C L .
activée - 273 Diametre Augmentée Sofi et al,
L AAA 2005
inhibiteur de
protéine C
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Homocystéine 876 Diagnost/c Augmentée Sp;l(r)lagt al
Activateur de Oian et al
plasminogéne 142 Diagnostiq Augmentée ’
. . 2008
tissulaire (t-PA)
Inhibiteur 1 du , . . Spark et al,
PA 876 Diagnostiq Augmentee 2003
Pasmine- : . . Fowkes et
antiplasmine 187 Diagnostiq Augmentee al. 2006
Martinez-
PRDX-1 194 Diagnosti¢ Augmentée | Pinna et al,
2011
Ramos-
NGAL 235 Diagnostiq Augmentée | Mozo et al,
2012
IGF 1 3981 Expansion Augmentée Yeap etal,
2012
Dlager][ostlc Ramos-
IGFBP 1 149 L Augmentée | Mozo et al,
présence 2012
de TIL
o Tromp et al,
HLA-DQAL1 813 Prédictif SNP 2006
. e Bown et al
Interleukine 10 793 Prédictif SNP ’
Marqueurs 2007
génetiques L Hinterseher
TIMP2 91 Prédictif SNP et al. 2010
Longueur des : : L Wilson et
télomeares 32 Diagnostic Diminue al, 2008
Marqueurs d¢ CRP , . De Haro et
l'inflammation | ultrasensible 435 Expansion  Augmentee al, 2012
Diagnostic :
get Martin-
STWEAK 70 : Augmentée | Ventura et
nsion
expansio al 2011
. . . . Dawson et
Interleukine 6 53 Diagnostic Augmentée al, 2007
Tumor necrosis : . . Juvonen et
Factor alpha 130 Diagnostiq Augmentee al, 1997
. Augmentée
Interféron 130 Diagnostig chez les Juvonen et
gamma femmes al, 1997
Ostéopontine 198 Diagnostic Augmentée Golledge et
al, 2007
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Marqueurs des
lymphocytes T:

CD28 soluble, 314 Diagnostiq Augmentée Sakthivel et
CD86 soluble et al, 2007
ligand de CD 86

soluble
Lymphocytes T -
CD4+ 65 Diagnosticic Augmentée Ylgoeltoal,
CD25+FOXP3+
Monocytes Diametre . Ghigliotti et
CD16+ 104 AAA | Augmentee | o "013
Intercellular
adhesion : . . Blann et al,
molecule 1 105 Diagnostiq Augmentee 1998
(ICAM 1)
Cellules
progénétrices 24 Diagnosticec Augmentée Vaarll 2831”; et
CD 34+ ’
Lipoproteines Lipoprotéine (a) 876 Diagnostic Augmentée Sp%kogt al,
. il Lo Bown et al,
LRP1 7301 Diagnostic  Diminuee 2011
LDL : | Augmentée | Takagi et al
9079 Diagnostic N '
HDL 'agnost Diminuée 2010
Taux Martinez-
d'hémoalobine 202 Prédictif Diminuée | Pinna et al,
g 2014
. . . . Lindblad et
Céruloplasmine 132 Diagnostjc Augmentée al. 2005
Marqueurs Protéine de Gamberi et
metaboliques | jiaison a la - Diagnostic| Diminuée
o al, 2011
vitamine D
Vitamine D 4233 Diagnostic Diminuée Wong etal,
2011
Glycosylphosph
atidylinositol- i Diaanosticl  Augmentée Wallinder et
spécifique 9 9 al, 2012
phospholipase [
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[.3.3 Recherche de biomarqueurs

Afin de mettre en évidence des biomarqueurs deathotogie anévrysmale de l'aorte
abdominale sous-rénale, deux approches peuvenitéisées, une approche ciblée d'une part

et une approche saagriori d'autre part

L'approche ciblée est définie par I'étude d'un mawq d'intérét correspondant au
biomarqueur potentiel. Le biomarqueur est sélengorsur les bases d'une fonction
biologique, de sa localisation tissulaire ou d@adicipation a un processus biologique d'une
autre pathologie et son action testée dans la |ogfleo d'intérét. Les constatations
histologiques de la destruction de la media, déltiat inflammatoire et de la destruction de
I'élastine aménent a rechercher dans la circulaties marqueurs liés a la protéolyse, a
I'inflammation et a la thrombose entre autres. Aide nombreuses cohortes de patients ont
éte analysées pour découvrir de nouveaux marqusaunguins de I'AAA. Pour exemple,
MMP9, qui participe a la protéolyse de la matriggacellulaire, a été retrouvée surexprimée
dans le plasma de 121 patients présentant un AAddlolt et al, 2000). Une autre étude sur
I'expression plasmatique de MMP9 dans le plasm2dmatients présentant un AAA et de 17
patients athérosclérotiques et sains sans AAA pusfil'origine de cette surexpression par
I'étude du surnageant de cultures de 10 tissusAl'Admain comparés a 5 tissus aortiques

athérosclérotiques et 7 tissus aortiques de doarsaims (McMillan et al, 1999).

La mise en évidence des MMPs dans I'AAA dans Isrpéaet dans le tissu a été complétée
par une analyse du réle des MMPs dans I'AAA. Liswate 32 AAA humains dont 15 AAA
rompus a permis de mettre en évidence l'augmentdeéda dégradation du collagéne dans la
paroi aortigue (Abdul-Hussien et al, 2007). L'augm@on de cette dégradation est
accompagneée de la surexpression des MMP-8,-9 atatlespsines K, L et S activées (Abdul-
Hussein et al, 1997). Les MMPs sont donc devenoe<ible thérapeutique potentielle. Leur

action est inhibée par les tétracyclines, telles tpu doxycycline (Golub et al, 1983). Le
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traitement par doxycycline diminue la croissancel'8AA induit chez la souris par le
chlorure de calcium (Prall et al, 2002). Chez I'Hoe l'analyse tissulaire révéle la
diminution de l'expression de MMP9 exprimée darss feacrophages et l'activation de la
MMP2 dans I'AAA dans 15 AAA prélevés lors d'unerahgie a l'issue d'un traitement de 3
semaines par doxycycline (Curci et al, 2000). Icaffité du traitement par doxycycline sur la
croissance de I'AAA a été analysée chez 36 pattemités pendant 6 mois avec l'absence de
modification du diamétre de I'AAA et une diminutidn taux plasmatique de MMP9 (Baxter
et al, 2009). Le ralentissement de la croissand®\@& par le traitement pendant 3 mois par
doxycycline contre placebo a été observée jus@utadis dans une population de 32 patients
(Mosorin et al, 2001). Ce traitement au long coess associé a des effets secondaires

empéchant son utilisation en routine.

La stratégie d'analyse des MMPs illustre l'int@é@tmarqueur dans la compréhension de
I'AAA et son utilité thérapeutique. Toutefois, MMIR&ste un marqueur controversé de 'AAA
puisque de nombreuses études ne mettent pas eenéeide modulation de MMP9 dans
I'AAA (Eugster et al; 2005; Van Laake et al, 2008 laboratoire, I'étude sur les deux sous-
types de macrophages isolés par LMD de biopsies mAdontré que la MMP9 n'est pas
spécifiguement exprimée dans un sous-type de miaages et qu'il n'y avait aucune
différence d'expression dans le plasma de patams un AAA comparés a des patients sans

AAA (Boytard et al, 2013).

Une autre approche consiste en l'analyse du tisgigae pour mettre en évidence des
marqueurs circulants. La surexpression de l'ini&itee 6, marqueur de l'inflammation, a été
découverte par l'analyse protéomique par criblage mice de 10 tissus anévrysmaux
comparés a 9 tissus aortigues sains chez 'Hommgésant un potentiel de marqueur de
I'AAA (Middleton et al, 2007). Ce potentiel est domé par une étude montrant une

surexpression d'interleukine 6 dans le plasma dep&ients présentant un AAA et 9
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présentant un anévrysme thoracique comparés atiehfgacontréles sans AAA (Dawson et

al, 2007).

hY

L'approche sansa priori permet d'identifier a partir de criblage génomique
transcriptomique, protéomique, métabolomique ouddimigue de nombreux candidats
potentiels (Vasan et al, 2006). Le développementatte stratégie est la conséquence des
nouveaux outils de criblage tels que les puces ¢karbush et al, 2006) et les méthodes de
séquencage (Wang et al, 2009). Comparée a |'appuiclée, I'approche saasriori offre la
possibilité de mettre en évidence des candidatspguvent rester inconnus par l'approche
ciblée. Un autre argument avancé plus spécifiquéntams I'AAA est l'intérét dans l'approche
sansa priori d'étudier toute sa complexité. De nombreux processmt en effet impliqués
dans I'AAA et la modulation d'une molécule unigmalgsée dans une analyse ciblée semble

étre insuffisante pour expliquer et diagnostiguécigément un AAA (Moxon et al, 2010).

Tout en cherchant a mieux comprendre cette pattgldmtérét du biomarqueur identifié
dans les biofluides peut constituer un élément raiafjgue €également. Les étapes

précliniques et cliniques en vue de ce marquegndistic sont résumées dans la table 2.

Table 2 - Phases de développement d'un biomarqueur

Phase 1 Identification par des études exploratoires d'urdiat,
DECOUVERTE potentiel biomarqueur
Phase 2 Analyse de la capacité du biomarqueur a différeregpatients
VALIDATION sains des patients malades
Evaluation de la capacité du biomarqueur a diagmeest les
Phase 3 ! . SRR
PRECLINIQUE patients malades en comparaison avec l'outil distgmnee de
référence
Phase 4 Evaluation de la sensibilité et la spécificité dontarqueur a
PROSPECTIVE l'aide d'une cohorte
Phase 5 Intérét du dépistage a I'aide du biomarqueur sordebimortalité
IMPACT liée a la pathologie
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1.3.4 Les cibles candidates

[.3.4.1 Les genes
Les genes sont étudiés dans la pathologie anévigshanotamment dans le cas d'AAA

familiaux ou secondaire a une maladie du tissuarantif, telle que la maladie de Marfan et la
maladie d'Ehler-Danlos. L'analyse génétique de g@wwequantifie [I'héritabilité ou la
proportion de variance attribuable au facteur ggnétdes AAA jusqu'a 70% (Wahigren et
al, 2010). Deux loci issus de populations famikalent été associés a I'AAA, les
chromosomes 4031 et 19g13 (Shibamura et al, 20@&h-Vlijmen-Van Keulen et al, 2005).
Le loci 19913 a permis de mettre en évidence ugnpamiphisme du géne codant pour la
kallikréine 1, impliquée dans l'inflammation deAA (Biros et al, 2011). Les travaux réalisés
au laboratoire vont dans ce sens par la mise eleée® de la modulation de la kallistatine par
une analyse protéomique différentielle par speaftam de masse quantitative de 17 plasmas
de patients ayant un AAA et 17 plasmas de pat@mgoles. En effet, la kallistatine interagit

avec la kallikréine en l'inhibant (Acosta-Martinagt 2011).

L'identification de géne marqueur de I'AAA peut mettre l'identification de plusieurs
acides ribonucléiques (ARNs) codants et de proséiegalement candidates comme
biomarqueurs. Les génes constituent 'origine dedifinations au cours d'une pathologie et
les acteurs en aval du gene sont nombreux du'taitépissage alternatif et des modifications
post-traductionnelles. L'étude des genes candédats en évidence environ 100 associations
génétiques pour I'AAA en utilisant la méthode dilypmrphisme de nucléotide isolé ou SNP

(Hinterseher et al, 2011).

L'étude génétique en GWAS a permis d'obtenir dEsrmations concernant le processus
pathologique de l'anévrysme. Les genes retrouvesgualyse en GWAS dans I'AAA sont
résumés dans la table 3. Le polymorphisme du gémé& en 9p21 associé a la présence de

I'AAA est associé a LRP 1 (Bown et al, 2011).
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Table 3 - Génes impliqués dans I'AAA mis en évaelendGWAS

Locus Génes de proximité (gene Patients testés Référence
symbol) (AAA/contoles)

3p12.3 Contactine 3 (CNTN3) 123/112 Elmore et a0

CDKN2B RNA antisense 1 Helgadottir et al,
9p21.3 (CDKN2BAS1) 2 836/16 732 2008

DAB?2 interacting protein Gretarsdottir et al,

9g33.1 (DAB2IP) 1292/30 503 2010

LDL receptor-related proteir]
12g13.3 1 (LRP1) 1866/5435 Bown et al, 2011

1.3.4.2 Les protéines
Les protéines représentent l'aboutissement de résegion du gene. Les protéines

participent aux processus cellulaires. Elles santmgses a de nombreuses modifications
appelées modifications post-traductionnelles. Cedifications peuvent varier dans les états
pathologiques pouvant aller jusqu'a l'absence ohssppn. Les protéines, étudiées et
évoquées comme biomarqueurs de I'AAA, ont leur@itdu fait des possibilités de détection

notamment en routine dans la pratique cliniqgue $&..IWestern-Blot). Les protéines sont

dosables par préléevements sanguins en routinegeotaines, telles que la CRP ultrasensible
qui est retrouvée surexprimée dans le plasma densAAA comparés aux patients sans

AAA et est donc évoquée comme biomarqueur de I'ABA Haro et al, 2012).

Au laboratoire, une analyse protéomique différdisti@a été menée sur les CML, les
macrophages et dans le plasma issus de la populali® Anevrysmal Studgu LILAS. Les
patients inclus dans LILAS sont 24 patients premgntun AAA et 18 patients
athérosclérotiques ne présentant pas d'AAA. Lendisiic d'AAA était confirmé ou éliminé
par imagerie pour tous les patients (Lamblin et28l10). Les cellules vasculaires ont été
mises en culture pour réaliser une analyse trgteanique et protéomique selon les
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techniques décrites dans le laboratoire (Dupora,e2004 - Dupont et al, 2005). L'analyse
transcriptomique a été réalisée sur puces a ARMretlyse protéomique par électrophorése
2D-DIGE et identification par spectrométrie de neast'expression différentielle des
protéines sélectionnées de ces analyses a été@éwddns les cellules vasculaires et le plasma
par une analyse sur puce. Ainsi, neuf protéinagesssle ces analyses sont différentiellement
exprimées dans les macrophages et dans les CMk thssl AAA comparés a ceux des
patients athérosclérotiques. De ces neuf protéiiélP 3 et deux désintégrines et
métalloprotéinases avec des motifs thrombospon@i2AMTS) 5 et ADAMTS 8 sont
exprimées différentiellement dans le plasma (Patetl, 2011). Ces protéines issues de
l'analyse différentielle des cellules vasculaires KAAA ont donc un potentiel de
biomarqueur de I'AAA. De cette analyse est issu@deoxiredoxine-1 qui était retrouvée
surexprimée dans les macrophages et le plasmadssysatients AAA (Lamblin et al, 2010).
Dans I'étude des macrophages de type 1 et 2 lésadisisolés du tissu anévrysmal chez
I'Homme, la peroxiredoxine-1 est retrouvée exprimpéacipalement dans les macrophages

de type M1 permettant de mettre en évidence lgigiellulaire de la surexpression de la

peroxiredoxine-1 dans le plasma des patients AA@y(&d et al, 2013).

Les protéines étant sécrétées en extracellulaime,niéthode d'analyse des protéines une
fois sécrétées a été développée. Les tuniquestatasaines et AAA sont éventuellement
séparées ou le tissu est analysé dans sa tota#é&chantillons d'aorte sont incubés dans des
antibiotiques et antimycotiques suivant les techegyde culture cellulaire et le surnagent du
milieu d'incubation est récupéré afin d'en analisgiprotéines excrétées par les tissus. Ainsi,
ces milieux conditionnés ont permis de mettre adedce Insulin Growth Factor Binding
Protein 1évoqué dans la table 1 comme biomarqueur potatgi€AAA (Ramos-Mozo et al,

2012).
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[.3.4.3 Les ARNSs non codants
Plus réecemment, une nouvelle classe d'élémentsatégts de la transcritpion et traduction

des protéines a été identifiée correspondant auklsARon codants. En effet, seuls 2% de
l'acide désoxyribonucléique (ADN) sont transcrits ARNm, le reste constituant les ARNs

non codants.

Les premiers ARNs non codants identifiés sont lesadARNs (miARNS). L'identification
du premier miARN, lin-4, a été réalisée chez un ai@ahe Caenorhabditis Elegand.ee et al,
1993). Les miARNs sont trés conserveés au cours '@ellition et entre les espéces
(Pasquinelli et al, 2000). Chez 'Homme, plus dhiliier de miARNs sont décrits (Small et
al, 2010). D'autres éléments ont ensuite enriehfarhille des ARNs non codants tels que les
ARNSs longs non codants (Inc ARNs) (Kapranov et2@07). La découverte des ARNs non
codants a ouvert un large champ pour la recherehieiamarqueurs. Les miARNs sont des
ARNs simples brins de 19 a 25 nucléotides. Leursitaption est régulée dans le noyau par
les facteurs de transcription et requiert l'actam la RNAse polymérase 1l et de Dicer
produisant un ARN double brin de 19 a 25 nucléstidéARN double brin est incorporé au
complexe RNA-induced silencing complex (RISC). lealsbrin restant dans ce complexe
permet son action sur les ARN messagers en inhibatranscription ou en dégradant les

ARN messagers (Winter et al, 2009). La maturaties miARNs est resumée Figure 5.
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Figure 5 - Maturation des miARNs (Van Rooij et2l11).

De méme, les Inc ARNSs, de taille plus importante2die plus de 100 kilobases, semblent

avoir différents réles au sein de la cellule (eftl, 2009).

Leur réle de régulation s’exerce a de nombreuxanixelLes miARNs agissent notamment
dans la régulation transcriptionnelle et post-tcapsonnelle (Taft et al, 2010). L'action
principale des Inc ARNs non codants reste la régulaépigénétique des génes codants

(Moran et al, 2012).

La détection des ARNs non codants dans les bi@ftuet leurs interactions avec les ARNs
messagers et 'ADN en font des régulateurs fondtaurrdans les processus biologiques et
notamment pathologiques (Taft et al, 2010). L'et&on indirecte entre les protéines et les
ARNSs non codants est importante. Les ARNs non dsdamt un réle dans la régulation post-

transcriptionnelle et ainsi sur l'expression pipiéi La recherche de biomarqueurs peut donc
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étre complétée et enrichie par les analyses bioirdtiques mettant en évidence les cibles et

interactions des ARNs non codants, miARNSs et IndNaRPeterson et al, 2014).

Le potentiel thérapeutique des miARNs est égaler@entjué (Van Rooij et al, 2012). La
difficulté dans le développement des miARNs comiilbdechérapeutique est la sécurité et
I'aspect économique. De nombreux miARNs sont amtreg des considérations cliniques et
sont exposés dans la table 4 (Van Rooij et al, gAlhibition des miARNs par des anti-
miRs ou antagomiRs est en développement. Le Mgemiest un anti-miR-122 administré en
sous-cutané dont I'innocuité a 36 mois chez 3@ptiatteints d'une infection par le virus de

I'népatite C a été démontrée (Van der Ree et &§)20

Table 4 - Les miARNSs d'intérét clinique en couévaluation thérapeutique

MIARN Pathologie Moleculg I'Espeges Références
thérapeutique evaluées
: o - Souris Elmén et al
miR-122 Hépatite C LNA-anti miR . '
P Primates 2008(a,b)
miR-208 | Remodelage cardiague LNA-anti-miR Souris Mor;’iggaelry et
miR-155 Inflammation LNA-anti-miR Souris Wo;rgoeét al,
. . . . Thum et al,
miR-21 Fibrose Anti-miR Souris 2008
: Syndrome , , Patrick et al,
miR-451 myéloprolifératif Mutation Souris 2010
. L . I Souris Rainer et al
miR-33 Athérosclérose LNA-anti-miR . '
Primates | 2011 (a,b)
. . . S . -
MiR-15 CIC&tI’IS&tIOf_] du LNA-anti-miR ouris Hullinger et al,
muscle cardiaque Porc 2012
miR-92a Néoangiogénese Anti-miR Souris Bonauer et al,
2009
miR- o .. .| Trajkovski et
103/107 Diabéete de type 2 Anti-miR Souris al, 2011
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Les ARNs non codants représentent une source iamgertle biomarqueurs et permettent
une analyse intégrée avec les autres systemegiojoés par leurs nombreuses interactions

avec I'ADN, les ARNm et les protéines.

I.4 Choix des modéles et échantillons analysés

.4.1 Modeéles animaux

Dans la recherche sur 'AAA, les modéles animauxébé développés et souvent utilisés.
Les modéles animaux permettent d'accéder au tiggh & au tissu contréle en limitant la
variabilité interindividuelle. Les modéles animapermettent également de comparer les
données plasmatiques a différent temps et de ledlepavec le tissu pathologique. Il existe
plusieurs modéles. Trois modéles induisent I'AAA gas perfusions d'agents chimiques: la
perfusion d'élastase apres clampage (Anidjar €t9812); la diffusion de chlorure de calcium
par une compresse imbibée apposée sur la paragurfChiou et al, 2001) et l'infusion
d'angiotensine Il sous-cutanée diffusée par desiponmpes (Rush et al, 2009).
L'inflammation de I'AAA est reproduite mais le demmodéle ne permet pas d'obtenir de
dégradation de la media mais est le seul a peenlattiormation d'un thrombus (Trollope et
al, 2011). Les souris KO décrites par Piedrahitaalef1992) permettent I'étude de voies
biologiques spécifigues et peuvent étre associées naodéles précédents. Les modéles
"mécaniques” de I'AAA requiérent la mise en plaeepatch aortique ou la création d'une
sténose aortique (Molacek et al, 2009), le rempierd de I'aorte sous-rénale par une aorte
en provenance d'une autre espece (Allaire et 84)1%'ensemble des modeles animaux est

résumé dans la table 5.
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Table 5 - Modéles animaux de 'AAA

Méthodes Description Histologie Référence
Elastase Clampage d'aorte | Dégradation de la | Anidjar et al,
sous-rénale avec media 1992
perfusion d'élastase | |nflammation
pendant 2h
Perfusion . . : :
Chlorure de | Application d’'une Dégradation de la | Chiou et al,
d'agents Calcium gaze imbibée de media 2001
chimiques chlorure de calcium | |nflammation
Angiotensine | Infusion continue Inflammation Rush et al, 2009
I d'angiotensine Il par | Thrombus

un dispositif de

pompes sous-cutanée

2S

Flot turbulent| Induction d'une Dégradation de la | Molacek et al,
sténose par ligature | media 2009
non sténosante Inflammation
Thrombus
Modéles | Patch Aortotomie et Dégradation de la | Molacek et al,
mécaniqueg VeIneux feltmetl_Jre par patch | media 2009
d'élargissement Inflammation
veineux
Xénogreffe Greffe d'aorte Dégradation de la | Allaire et al,
provenant d'un autre | media 1994
animal Inflammation
Modéles Mutation Eventuellement Dégradation de la | Piedrahita et al,
<néti d'un géne associé a d'autres media 1992
genetiques cible modeles d'AAA Athérosclérose

Le modéle animal de I'AAA est un modéte vivo permettant d'obtenir des analyses de
biofluides et tissulaire en quantité suffisantes'git également d'un modéle préclinique
potentiel pour I'évaluation de I'efficacité et ddfets secondaires d'une thérapeutique (Alsac
et al, 2013). Toutefois, comme cela est évoquémedeles animaux sont incomplets dans
leur représentation de I'AAA (Davies et al, 1998analyse histologique des tissus d'’AAA
illustre cela notamment par lI'absence d'ILT, acteajeur de I'AAA, dans de nombreux

modeles animaux. Pour améliorer la fiabilité desiitats issus du modele animal, des équipes
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analysent les résultats dans trois modéles anirddférents (Maegdefessel et al, 2012). Le

modele humain d'AAA n'a pu étre reproduit par ledéle animal du fait de sa complexité.

1.4.2 Echantillons d'origine humaine

L'AAA chez 'Homme peut étre étudié soit au nivelautissu soit au niveau des biofluides
prélevés en accord avec la déclaration d'Helsirtski.effet, le traitement chirurgical peut
permettre d'obtenir un échantillon de tissu patiigiee bien que la quantité de matériel

disponible soit limitée par des raisons chirurgisal

1.4.2.1 Les biopsies anévrysmales
Les analyses réalisables sur le tissu anévrysmmahimusont identiques a celles réalisables

sur le tissu des modeles animaux. Le tissu peet ®iumis a une analyse histologique.
L'immunomarquage permet d'étudier l'architecture’@A d'une part et de localiser des
marqueurs protéiques dans I'AAA. Ainsi, l'analysstdiogique a permis de révéler la
diminution de la densité en CML dans la media A&A (Lopez-Candales et al, 1997). La
présence de MMP9 est localisée par immunohistoehpnécisément dans les neutrophiles
situés a la partie luminale du TIL (Fontaine et 2002) et la MMP2 est sécrétée par les
cellules mésenchymateuses (Davis et al, 1998).nitinofluorescence permet d'analyser de
facon plus précise d'éventuelles interactions desgrotéines et de mettre en évidence des
colocalisations (Zhou et al, 2007). L'hybridatiom situ est le moyen de localiser des
marqueurs d'intérét d'ADN, d'’ARN et de miARN sureucoupe histologique d'AAA et

d'analyser d'éventuelles interactions par coloatdis avec leurs cibles (Nuovo, 2010).

L'analyse tissulaire peut également permettre IYaea du matériel génomique,
transcriptomique ou protéigue sans maintenir liggcture du tissu. L'extraction de I'ARN et
des protéines permet d'analyser l'expression dejuears potentiels dans I'AAA. Cette

extraction peut venir du tissu anévrysmal sankrembus (Irrizarri et al, 1993), de la totalité
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du tissu sans différenciation de la paroi et dwriiyus (Tamarina et al, 1997). D'autres
effectuent une distinction du thrombus et de laparéme pour les comparer (Coutard et al,

2010).

Ces analyses tissulaires ne distinguent pas lebmuses cellules impliquées dans la paroi
de I'AAA. Afin d'étudier l'expression protéomiqueu otranscriptomique des cellules
vasculaires de I'AAA, l'analyse des cellules perg &aliséen vitro comme cela est fait pour
les CML mises en culture dans des milieux conditésnd'AAA (Ehrlichman et al, 2010). Les
cellules en culture peuvent étre transfectées @gdgirmoduler I'expression d'une cible et en
établir le mécanisme d'action spécifique sur ldutelet par extension sur I'AAA. Cette
transfection peut également étre pratiquée sur t¢elete in vivo et ainsi évaluer les
conséquencem Vivo et in vitro de la molécule testée sur I'AAA (Xiong et al, 2Dp08ne
autre méthode consiste a mettre en culture les @dlies du tissu aortique pathologique
comme cela a été décrit dans le modele animalléBeittal, 1994) et chez I'Homme (Dupont
et al, 2005). Les cellules peuvent également &woees par microdissection laser (LMD)
permettant une analyse transcriptomique et protgeendes cellules isolées sans risque de

modification phénotypique des cellules (Chimentlef005).

1.4.2.2 Le plasma des patients présentant un AAA
Le plasma prélevé chez des patients présentantAfk geut également étre obtenu en

accord avec la déclaration d'Helsinski. Le matgrélt étre obtenu en plus grande quantité du
fait du prélevement moins invasif. L'étude du plasnssu des patients AAA est
particulierement intéressante pour la recherchebidenarqueurs circulants dans I'AAA
(Golledge et al, 2008). Une analyse de l'expresdmmarqueurs potentiels comparée a une
population contréle peut mettre en évidence uneutatidn pouvant permettre le diagnostic
ou le suivi ou le pronostic d'/AAA mais égalemendpmene illustré précédemment pour

MMP9, permettre une meilleure compréhension de AALf. 1.3.3 - Recherche de
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biomarqueurs). Le plasma permet d'isoler des eallalrculantes des patients porteurs d'un
AAA et de les mettre en culture afin d'en analyear profil d'expression comme cela a été
réalisé au laboratoire pour les monocytes diffégmen macrophages (Lamblin et al, 2010).
L'expression protéique et transcriptomique ontiaété comparées entre les macrophages

issus de patients AAA et de patients contréles.

1.4.2.3 Le choix des contrdles
Le choix de la population contrble est primordiad.tissu contréle peut étre prélevé chez le

méme patient mais proviendra d'une autre locatisatomme I'artere mésentérique inférieure
(Liao et al, 2000) ou proviendra d'un patient d#fé induisant dans I'analyse une variabilité
interindividuelle. Lorsque le tissu est prélevé zhen autre patient, la variabilité du

conditionnement et de la préservation peut différde tissu aortique contrdle est prélevé au
cours de prélevements multi organes. Une autrédidhi tissu aortique non pathologique est
I'absence de cellules inflammatoires dans la ppooivant servir de contréle aux cellules

inflammatoires de I'AAA. Le préléevement des pateobntrdles peut également étre réalisé
au cours d'une chirurgie de l'aorte dans le cadredithérosclérose occlusive (Newman et al,
1994). Toutefois, les traitements chirurgicaux @e dathologie occlusive aortique ne

nécessitent pas d'ablation du tissu aortique etvgmtudonc rendre ce matériel rarement

accessible et a risque pour le patient traité.

La population contréle décrite pour les AAA estplapulation de patients souffrant d'une
athérosclérose occlusive afin de limiter la misedeidence dans I'analyse des marqueurs liés

aux facteurs de risque communs pour ces deux poggngg Thompson et al, 2002).

Au sein du laboratoire, une biobanque de tissus AdiAde tissu d'aorte provenant de
donneurs d'organe sans AAA et rarement athérosicjées du fait de leur age a été
constituée grace a la collaboration des servicehlieurgie vasculaire et de Chirurgie
digestive et Transplantation du CHRU de Lille (Bomle PFS 11-004 avec l'accord de
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I'Agence de Biomédecine). Une biobanque de plasrégatement été obtenue de patients
présentant un AAA et de patients athérosclérotiggass AAA dans le cadre de l'étude

LILAS (Lamblin et al, 2010).

1.4.3 Intérét d'étudier les cellules isolées depkies AAA

De nombreuses cellules sont impliquées dans ke éiseévrysmal avec des roles spécifiques
et des modifications au cours de la pathologie Bisévale qui leur sont propres. L'AAA est
décrit comme un modéle humain unique spatiotempedlathérothrombose (Michel et al,
2011). L'analyse du tissu entier risque de mécarendes potentiels biomarqueurs. En effet,
il a été montré que I'étude des cellules de I'AABlées permet de mettre en évidence des
ARN messagers qui ne sont pas difféerentiellemeptieés lors de I'analyse du tissu global

(Sho et al, 2005).

L'isolement des cellules est obtenu par LMD. Cettlnologie permet de maintenir intact
le phénotype des cellules isolées (Chimenti eR@D5). Les cellules d'intérét sont dans un
premier temps identifiées par immunohistochimielsuissu congelé ou en paraffine. Aprés
localisation des cellules d'intérét, la zone a dpeo est dessinée par la main du manipulateur
sur la coupe adjacente d'épaisseur fiBh non marquée. L'AAA est un tissu
morphologiquement hétérogene. De nombreux repdgissque des plaques facilitent la
localisation de la zone d'intérét sur la coupe@jte non marquée. Une capsule, sur laquelle
un film déformable par I'action du laser est pest,ensuite avancée sur la zone dessinée. La
microdissection par capture au laser consiste snndgulsions multiples de laser permettant
I'accroche de la zone sur le film de la capsuleméé sous l'action du laser (Liotta et al,
2001). La zone d'intérét est ainsi retenue suilte. fLa surface microdisséquée peut étre
approximativement de la taille d'une cellule puesdpidiamétre du faisceau varie de 7,5 a 30
um (Figure 6). Toutefois, pour obtenir une quargitéfisante pour I'analyse protéomique ou

transcriptomique, il est nécessaire de repérerdess enrichies dans le méme type cellulaire
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pour une analyse fiable des marqueurs expriméarpgroupe de cellules. Les autres cellules
vasculaires de I'AAA sont donc également localisgesla coupe histologique afin d'éviter
des zones comprenant plusieurs types cellulairepiiefausserait I'analyse de l'origine des

protéines ou ARNS extraits.

LOCALISATION MICRODISSECTION

'l— CAPSULE 1 1000 ym
— FiLm T

DEFORMABLE  COURE

[ e D'EPAISSEUR
[ E—

18 um
A [0 DEFORME

. IS

ZONE D'INTERET
h
ADHERANT AL FILM

N e

Coupe lissulaire Etapes de la microdissection Coupe adjacente non
immuncmarguee immunomarquee

Figure 6 - Principe et représentation des étapemd®odissection laser par capture : la coupe
immunomarquée (a gauche) permet de localiser l& ziintérét entourée en rouge. Le film de la
capsule se déforme sous I'action du laser permelttaahésion de la zone d'intérét. La coupe non

marquée (a droite) adjacente a été découpée plaskr.

La microdissection laser permet d'étudier le pnogcet le transcriptome des cellules
isolées du tissu anévrysmal sans en modifier lepression protéomique et transcriptomique
(Chimenti et al, 2005). Cette méthode d'isolemept cellules permet d'éviter les
modifications pouvant étre occasionnées par lauailicellulaire ou par les conditions

d'extraction des protéines (Acosta-Martin et aQ20

.5 Meéthodes d'analyse des miARNs

Le champ des miARNs a été développé sur une vingdiannées. De sa découverte a la

mise en évidence de son potentiel de biomarquearsen potentiel thérapeutique moins de
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20 ans sont passés (Figure 7). La RT-PCR est lhanétde quantification des miARNs de

référence. Des méthodes de détection des miARNsétntdéveloppées pour mettre en

évidence des miARNs connus avec les puces a miARBIS également de nouveaux

MIARNSs avec le séquencage d'ARN.

Canniai: Doce
Drcer delabon deletion indhtarng
indicating miRNA rrifNA tevancs
redavanca in diferant i the hear
miel SyElems
Firsi genedic AR a5 & plasma
Antagomr dedetions of markers lof candac
iniikdtion ol spordy: muFAS diseass
mifMAs v
Anlagomir agaired Orvensapresssson of
Destection ol Fired siFhA miF- 133 showing B miRNA prolecs
iR in horrarns FANSgATIC Mo ardia: elecls agains e cance

Discoveny of miftAS Comaaion bebwesn Coomataion betwesn miRKA deiection Efficacy sy in
in C. slegans miRMNAL and canoer mifMNAS and CV in plas=a [rimEes usng LNA-
miANA glencing -
in non-haman
primalees sing L&
LS A

Figure 7 - Découvertes séquentielles dans le cha@spmiARNs (Van Rooij et al, 2011)

[.5.1 Reétrotranscription PCR (RT-PCR)

Utilisée comme méthode de criblage ou pour validerésultats des méthodes de criblage,
la RT-PCR est incontournable dans I'étude des mi®ARM criblage par PCR est décrit
comme trés sensible jusqu'a une paire de base @r@#n2005). Les miARNs n'ayant pas de
queue de polyadénylation contrairement aux ARN Ba@gss, la reconnaissance et la
spécificité des amorces aux miARNSs cibles a étdiargé par la forme en téte d'épingle des
amorces contenant une séquence complémentaireégulence 3' du miARN (Van Rooij et
al, 2011). Les amorces a téte d'épingle sont spaed des séquences de miARNs matures et
évitent la fixation aux séquences de pre- ou pARNS. Ainsi, la séquence complémentaire

du miARN mature est édifiée. Le criblage par PCRessite une amplification des miARNs
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permettant de dépasser les limites des petits @litias (Kong et al, 2009). La validation des
analyses sur puces par la méthode de gRT-PCR ashmeandée (Koshiol et al, 2010). La
RT-PCR quantitative (QRT-PCR) permet de valider dar petits échantillons, I'analyse

quantitative de I'expression des miARNs (Lu e2ah5).

[.5.2 Les puces a miARNs

Les puces a miARNs ont été développées sur la desgpuces a ADN et permettent de
cribler I'expression des miARNSs (Liu et al, 200Bgs petits ARNs représentant 0,01% des
ARNSs totaux, les échantillons peuvent étre enriplaisdes techniques d'électrophorése ou de
chromatographie afin d'obtenir la quantité d'’ARNessaire (0,2 a @g) a I'nybridation. Les
puces contiennent une librairie de sondes en t&pgingle permettant I'hybridation de
mMiARNSs aux séquences connues. Les puces évoluentlawmise en évidence de nouveaux
miARNSs et offrent un profil incomplet des miARNsrémp et al, 2009). A I'heure actuelle,
1000 miARNSs sont connus et peuvent étre criblésppae (Van Rooij, 2011). Les puces a
MIARNS permettent la détection de miARNSs connussmai représentent pas une méthode de
guantification fiable. Les puces permettent d'@talbin profil d'expression d'un état

pathologique comparé a un état physiologique (lletdd, 2007).

L'hybridation des miARNs aux sondes nécessite upécificité et une sensibilité
importante. Pour cela, des techniques de modibioatichimiques ou physiques sont
pratiquées sur les sondes afin d'homogénéisenipé&eture d'hybridation des sondes, pour
augmenter la spécificité et la sensibilité. Leslagaes 2'-O-methyl-2,6-diaminopurine and
2'-O-methyl-5-methyluridine augmentent l'intensdéybridation et les acides nucléiques
verrouillés pourLocked Nucleic Acid(LNA) augmentent lintensité d'hybridation et la
sensibilité des sondes d'hybridation. Les sonde& &NniARNS sont ainsi plus sensibles que
les sondes a ADN. Parmi les sondes d'hybridatidsteax des sondes exogenes ou endogénes

de contréles internes et externes et des sondesrdles positifs et négatifs. Ces sondes
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permettent la normalisation des résultats et firatton du bruit de fond dans I'analyse du
signal ainsi que l'analyse différentielle des ridsl entre puces. Elles sont également
nécessaires pour Vérifier la qualité de la procgdlinybridation. Pour cette procédure, les
MIARNs sont "étiquetés" grace a la T4 RNA-ligase gdas molécules pouvant étre des
isotopes radioactifs ou des sondes fluorescenites tpie les cyanines. Les miARNs présents
dans un échantillon biologique sont donc testéaréirgd'une banque de miARNs connus et
détectés par les sondes. Cette techniqgue ne nécess d'amplification des miARNS.

L'analyse de I'expression des miARNs par puce détma validée par des techniques de

quantification par Northern blot ou "polymeraseinlr@action” (PCR) (Yin et al, 2008).

Les résultats des puces ARNs nécessite des andlyseformatiques des données brutes
extraites par le scanner de la puce hybridée dys®par un logiciel spécifique de chaque
constructeur (dans notre cas, Agilent Feature Etitra pour Agilent). Le signal émis par
chaque sonde de miARNs de la puce est soumis analgse statistique spécifique par le

logiciel R et & une modélisation linéaire par lim¢hapez-Romero, 2011).

1.5.3 Seéquencage d'ARN

Toutefois, les méthodes de PCR et de puces détameuement les miARNS connus,
ainsi le séquencage des ARNs est une méthodeldagaicomplémentaire intéressante dans
I'étude des miARNs mais également dans la détedtartres ARNs non codants (Nielsen et
al, 2010). Cette méthode offre une grande sertgibdi permet de détecter les miARNs
absents sur les puces mais également de confiam@ekence de miARNs connus dans un
échantillon. Cependant, cette analyse nécessite énta 10 microgrammes du fait des
nombreuses étapes de purification. Une autre lideteette procédure est le risque de ne pas
séquencer les miIARNs présents en faible abondaans Béchantillon (Creighton et al,

2009).
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D'autres méthodes existent pour analyser les miAgditgpour la confirmation soit pour la
découverte et le criblage des miARNSs. Les diffée@snmnéthodes sont récapitulées dans la

table 6.

Table 6 - Techniques d'analyse des miARNSs et limites (inspirée de Koshiol ai, 2010)

Technique Sensibilité | Spécificté But Limites
Complexe
Northern blot +/- +++ Confirmation Radioactif
Quantité d'échantillon
gRT-PCR +++ +++ Confirmation Amplification
Quantité d'échantillon
Puces a miARNs + + Confirmation Hybridation croisée
Mauvaise quantification
Hybridation in situ + + Confirmation Bruit de fond

Forte expression
Etapes nombreuses

Cytomeétrie de flux

. . ++ +++ i i e e
basée sur les billes Confirmation Amplification
Découverte Colteux
+ ++4+ ) .
Clonage Confirmation . Long .
Mauvaise quantification
. Complexe
. Découverte . .
Séquencage +++ +++ . . Quantité et qualité de
Confirmation o ;
I'échantillon

Parmi les méthodes d'analyse des miARNs, la PCR fastechnique de référence de
validation et quantification des miARNs (Van Roeij al, 2011). Les puces a miARNs
permettent d'établir un profil d'expression des RiNs dans un échantillon ciblé. Du fait de
la nécessité d'une amorce complémentaire du mIARRCR et les puces limitent le champ
d'analyse aux miARNs connus. La recherche sur |e8RMs étant en expansion, les
méthodes de criblage sont d'un intérét majeur poeftre en évidence des séquences non

identifiées.
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OBJECTIFS






I OBJECTIFS

1.1 Stratégie expérimentale

Durant ces travaux de thése, deux stratégies énttdisées dans le but d'améliorer la
compréhension de la pathologie anévrysmale et deudér de biomarqueurs potentiels. Une
premiére stratégie consiste en I'étude d'une mEandidate, ADAMTS 5, issue du criblage
protéomique effectuée par I'équipe (Lamblin et 2010). Cette stratégie avait été
précédemment validée en testant I'expression @iuotéine candidate, la peroxiredoxine 1,
sur les macrophages M1 et M2. La seconde straggjiessansa priori et consiste en un

criblage des miARNSs a partir des cellules implicqudans I'AAA, isolées par LMD.

[1.L1.1 Protéines candidates issues du criblage ¢@vatique

1.L1.1.1ADAMTS 5 et les CML
ADAMTS 5, une métalloprotéinase impliquée dans émrddation des protéines de la

MEC, a été mise en évidence par criblage protéoenigfutranscriptomique des CML en
culture et du plasma des patients porteurs d'AAfmarés aux patients athérosclérotiques
sans AAA (Lamblin et al, 2010). Cette protéine @ #buvée surexprimée chez les patients
présentant un AAA. ADAMTS 5 est une enzyme qui dédgrles aggrécanes et versicanes
présentes dans la MEC (Schaefer et al, 2010) dtldapression est retrouvée dans les CML
(McCulloch et al, 2009). L'hypothése de ce traesit quUADAMTS 5 sécrétée par les CML
dans I'AAA entrainerait la dégradation de la ME@a@laquelle les CML interagissent dans la
media. Les CML interagissant avec des protéinesstdecture matricielles dégradées se
mettrait en apoptose selon le mécanisme d'anoggasitdMichel, 2003). Afin de vérifier
I'nypothése selon laquelle, les CML anévrysmaleslygraient ADAMTS 5 qui serait capable
de dégrader la MEC, son expression a été étudiée lda CML anévrysmales isolées par
microdissection laser afin d'étudier son implicataans le détachement des CML de la MEC

entrainant I'anoikis (Michel, 2003). La stratégipérimentale est resumée sur la Figure 8.
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ADAMTS 5

1 - Protéine candidate

Aorte anévrysmale

k.

2 — Dissection des
prélevements d’aorte

3 — Analyse des CML

- Par Immunohistochimie
- Par Immunofluorescence

4 — |solement par Microdissection
Laser

5 — Expression d’ADAMTS 5 (Western Blot)

Comparaison modéle in vivo et modéle in vitro

6 — Validation plasmatique par Témoin Cas
dosages ELISA AOMI AAA

Figure 8 - Stratégie expérimentale de I'étude d'AMO/& 5, protéine candidate, marqueur potentiel de
'AAA.

II.1.1.2 Peroxiredoxine 1 et les deux sous-typesderophages

De facon similaire, la peroxiredoxine 1 (PRDX-1hzgme antioxidante, a été retrouvee
surexprimée dans les macrophages dérivés de mesodgs patients présentant un AAA
compares a la population contréle de I'étude LILASmMDbIin et al, 2011). La PRDX-1 est
eégalement retrouvée surexprimée dans la partienmimidu TIL comparée a sa partie
abluminale par I'étude des milieux conditionné®raanévrysmale (Martinez-Pinna et al,
2011). La PRDX-1 participe au stress oxydatif gsti ienpliqué dans la formation de 'AAA
par I'action des Especes Réactives de I'Oxygen&) ROdans l'inflammation (McCormick et

al, 2007).

Deux types de macrophages M1 pro-inflammatoiredM2t anti-inflammatoires ont été

décrits dans l'athérosclérose (Chinetti- Gbaguidile2011). Dans I'AAA, les macrophages
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de type M2 ont été retrouvés au site de rupturbAdA dans les modeles murins (Rateri et

al, 2012).

[1.1.2 Validation de I'approche par microdissectilaser

L'approche par LMD a donc été validée par I'étuelédadPRDX-1 dans les macrophages M1
et M2 (Boytard et al, 2013). Au cours de cette éfuds macrophages M1 et M2 ont été
localisés dans la paroi puis isolés par LMD af@établir le niveau d'expression de la PRDX-1
afin de déteminer l'origine cellulaire de la PRDXpthsmatique des patients AAA. Cette

étude a permis de valider la technique de LMD piétude des cellules isolées de 'AAA.

[1.L1.3 Criblage des miARNSs dans les cellules isolégliquées dans I'AAA

Les cellules vasculaires impliguées dans I'AAA destcellules inflammatoires d'une part
telles que les macrophages M1 pro-inflammatoifg2tanti-inflammatoire, les neutrophiles,
les lymphocytes de type B et T et les mastocytdesecellules musculaires lisses d'autre part
ont donc été localisées dans le tissu anévrysnrad. ahalyse histologique a été menée pour
caractériser la distribution de ces cellules dangdroi de I'AAA. Cette distribution a été
comparée a celle de la paroi aortique non anévigsr@@mme Sho et al (2005), les cellules
vasculaires identifiées et localisées sont isofismicrodissection laser afin d'étudier leur
profil transcriptomique. Ainsi, par un criblage dasARNs sur puce a miARNS, I'expression
des miARNs dans chacune des cellules vasculan&eis a été analysé et comparé aux CML
de l'aorte saine, seul type cellulaire commun etdrgaroi aortique anévrysmale et non
anévrysmale. Le profil d'expression des cellulescubaires permettra d'identifier des
mMIARNs, marqueurs potentiels de I'AAA. L'identifimm des cibles des mIiARNs
sélectionnés permettra d'identifier les voies dmalisation impliquées dans I'AAA et donc

les marqueurs potentiels. La stratégie expérimemst résumeée sur la Figure 9.
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Figure 9 - Stratégie expérimentale du criblage de@&RNs & partir des cellules vasculaires isolées
par LMD, du tissu vers la validation plasmatiques ceiARNSs comme biomarqueurs potentiels.

[I.2 Recherche de biomarqueurs plasmatiques de I'AA

ADAMTS 5 et les miARNs sélectionnés par criblage dellules vasculaires isolées du
tissu anévrysmal seront testés comme biomarquatentels dans le plasma des patients
présentant un AAA. La biobanque de plasma constitians le laboratoire dans le cadre de
I'étude LILAS permet de comparer l'expression deliemarqueurs chez 24 patients avec un
AAA et 18 patients sans AAA. La mise en évidencebaenarqueurs de I'AAA remplirait
plusieurs objectifs. D'une part un objectif diagipse et de dépistage qui permettrait de
réaliser un prélevement sanguin pour sélectioregepatients a risque d'avoir un AAA et qui
nécessiterait la réalisation d'une imagerie de iooafion par une échographie, un

angioscanner ou une ARM. D'autre part, un objesdifsuivi des patients traités par voie
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endovasculaire, avec la mise en évidence d'uneélaton d'un biomarqueur avec la
régression du processus anévrysmal autrement que gElisation d'imagerie irradiante telle
gue l'angioscanner. Enfin, un objectif pronostiguae la corrélation d'un biomarqueur avec

['évolutivité et le diametre de I'AAA.
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TRAVAUX PRELIMINAIRES






Il TRAVAUX PRELIMINAIRES

1.1 Echantillons
[11.1.1 Banque de biopsies AAA et non AAA

Afin d'étudier la physiopathologie de I'AAA, nousoas choisi I'étude du tissu humain.
Pour cela, une banque de tissu a été constitudabauatoire grace a la collaboration du
Service de Chirurgie Vasculaire (Hopital Cardiotpg, CHRU de Lille) pour le prélevement

de tissu anévrysmal.

Un total de 32 échantillons a été collecté en at@wec la Déclaration d'Helsinki. Un
consentement éclairé a été obtenu pour chaguevenéént tissulaire. Les dix premiers
échantillons ont été immédiatement congelés pgiB suivants ont été conservés dans du
sérum physiologique a 4°C. Les prélevements étandénus par découpe de la paroi
anévrysmale au cours de chirurgie d’AAA par lagaroe permettant d'obtenir un échantillon
de la paroi et du TIL. Les échantillons congeléaiegit découpés avant congélation et
conserveés dans l'azote liquide. Les échantilloagt conservés moins de douze heures dans
le sérum physiologique mais toujours a 4°C et aahésnau laboratoire pour analyse
macroscopique. La conservation dans le serum pbgsime permet en effet de conserver la
morphologie des biopsies. L'orientation de chagie@die consistait en un repérage de la
partie luminale et de la partie adventitielle dgp#aoi de I'AAA. Puis les morceaux orientés
étaient découpés en carré de 5 mm de c6té apprivxameent. Au moins deux morceaux par
biopsie étaient traités pour inclusion en paraffeqg@reés déshydratation et maintien de
l'orientation du tissu, pour étudier la structackintegrumde la paroi de 'AAA. Les autres
morceaux étaient maintenus en congélation dansté'dijuide. Aucune donnée clinique n'a

été obtenue chez les patients dont le tissu arélevg.
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L'obtention des biopsies d'aortes non anévrysmedégéalisée en collaboration avec le
service de Chirurgie Digestive et de Transplantat& de I'équipe de coordination des
prélevements multiorganes (PMO) du CHRU de Lilleddbe cadre du protocole PFS 11-004
en accord avec I|'Agence de Biomédecine. Le consemt de la famille était
systématiqguement recueilli. Le tissu contrle obtest un tissu aortigue humain issu de
l'aorte abdominale sous-rénale. Ainsi, la localisatanatomique est similaire a celle des
AAA prélevés. Un total de 14 échantillons a étéeabtau cours de PMO. Les patients étaient
exclus en cas d'AAA au TDM réalisé systématiquement d'athérosclérose sévere
(calcifications circonférentielles, sténose aomige 50% de la lumiére aortique). Ces
préléevements sont traités de facon similaire seaddls AAA maintenus initialement dans le
sérum physiologique puis découpés au laboratoirgésaprientation du tissu afin de disposer

d'échantillons inclus en paraffine et d'échantgdleongelés.

[11.1.2 Banque de plasmas LILAS

Au laboratoire, une banque de plasma a été coaéstitlans le cadre de I'étude LILAS
(Lamblin et al, 2010). Au total, 24 prélevementspiissma chez des patients présentant un
AAA et 18 prélevements de plasma de patients ptésenne localisation athérosclérotique
aux membres inférieurs ou aortique mais sans AA#stituent cette banque de prélevements.
Une quantité de 80 mL de sang était prélevée poagque patient inclus avant la chirurgie.
Les patients AAA étaient éligibles pour une chirargour un diamétre aortique supérieur a
50 mm de diamétre ou une évolution rapide (>10 namgm). Le consentement éclairé des
patients était obtenu en accord avec les DéclaatikHelsinki et avec le Comité éthique du
CHRU de Lille (CP03/47 du 2 juin 2003). Les patteiniclus dans I'étude LILAS sont agés de
plus de 55 ans et ont tous bénéficié d'une imagkridaorte permettant de confirmer la
présence ou l'absence d'AAA. Les AAA infectieuauimatiques ou associés aux maladies du

tissu conjonctif et les antécédents de traitembmtigical d'’AAA constituaient les criteres
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d'exclusion. La population contréle (PAD) est dame population présentant les mémes
facteurs de risque et un traitement similaire aicdés patients avec un AAA (Thompson et

al, 2002). Les informations cliniques sont résuntzess la table 7.

Table 7 - Caractéristiques cliniques de la popuatLILAS

Caractéristiques cliniques Pa“eﬂts Patierlts P
AAA (n=24) | PAD (n=18)

Age, années 68+ 6,1 62,3 6,6 0,006
Sexe masculin, % 24 (100) 18(100) -
Données anthropométriques
Poids, kg 82,9+ 11,6 78,4+ 15,1 0,32
Taille, cm 173,8+ 5,4 172,6: 7,1 0,54
Indice de masse corporelle, kg/m 27,4+ 3,7 26,3t 4,1 0,35
Diameétre aortiqgue (mm) 56,1+ 2,3
Facteurs de risque cardiovasculaires, n (%)
Intoxication tabagique actuelle 4 (17) 4 (22) 0,71
Tabagisme sevré 17 (71) 13 (72) 1,0
Hypercholestérolémie 14 (58) 12 (67) 0,75
Hypertension artérielle 15 (63) 10 (56) 0,75
Diabete (types 1 et 2) 4 (17) 5 (28) 0,46
Antécédent familial de coronaropathie 4 (17) 2 (13) 1,0
Antécédent personnel de coronaropathie

- Angor stable 2 (8) 2 (11) 1,0

- Infarctus du myocarde 7 (29) 6 (35) 0,74

- Pontage coronarien 1(4) 6 (33) 0,03

- Angioplastie coronarienne 4 (17) 2 (13) 1,0
Antécédent d'accident vasculaire cérébral 0 2 (12 0,17

[11.2 Distribution des cellules impliquées dans I'AAA

La premiere étape de l'analyse tissulaire est ciis®r les cellules impliqguées dans I'AAA
et d'analyser la distribution des cellules au sleiia paroi aortique. Pour cela les échantillons

d'aorte anévrysmale et saine sont orientés et gésan coupes transversales (Figure 10).
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AAA Aorte non AAA

W

ADVENT

Figure 10 - Analyse macroscopique des échantiltbA&A (A, B, C) et d'aorte contréle (D, E, F)
avec orientation aprés repérage de la lumiére eltatbventice (C, F). Les échantillons sont découpés
transversalement avec maintien du repere de I'mt{A D) et de I'adventice (B, E).

L'analyse des tissus en paraffine a permis de sramtl'architecture de la paroi
anévrysmale pour évaluer la distribution des cefiude I'AAA. Les 20 échantillons d'AAA
conservés en paraffine ont été analysés. Tout miallanalyse histologique repose sur les
colorations en May-Grunwald-Giemsa nous permettentrepérer de nombreuses cellules
résidentes dans la paroi de I'AAA et de différent@e différentes tuniques de la paroi AAA
(Figure 11A-C). Les cristaux de cholestérol retémsidans l'athérosclérose ont également été
observés dans les échantillons d'AAA (Chen et@L02 Les lipides ont été identifies par la
colorationOil Red Oet les dépots de fer repérés par la coloratiotsR&mn Gieson (Figure

11D, E).
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Thrombus Adventice

Figure 11 - Analyse histologique de la paroi anéwngale. Les coupes transversales colorés par
May-Grunwald -Giemsa (A-C) différencie les difféentuniques du TIL (a gauche) vers l'adventice
(a droite) a faible grossissement (A). Au grossieset supérieur, les cellules résidentes sont
nombreuses (B) et les cristaux de cholestérol ingsgpar une * (C). Les lipides sont détectés par la
coloration Oil red O (D) et les dépots de fer parcbloration Perls-Van Gieson (E). Echelle de 50 um

sauf A, 1000 pum.

Par la suite, l'immunomarquage a été utilisé pdantifier les cellules au sein de I'AAA.
Les CML ont été repérées avec l'anticorps argimooth muscle actif@-SMA) qui détecte
I'antigéne correspondant exprimeé par les CML. LBH @nt été localisées dans la media de
I'AAA (Figure 12 A, B), au pourtour d'agrégats aglales inflammatoires (Figure 12C) et au

niveau des vaisseaux adventitiels (Figure 12D). @agsseaux adventitiels peuvent
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correspondre a la néovascularisation décrite d@#sAl comme un facteur de risque de

rupture (Choke et al, 2006).

Figure 12 - Localisation des CML dans I'AAA en imwhistochimie par anta-SMA: A, B- dans
la media de I'AAA, C- autour des agrégats de cefluhflammatoires, D- vaisseaux adventitielles.
échelle a 100@m (A) et 20Qum (B, C, D)

Les différents types de cellules inflammatoires @@t localisés. Les macrophages ont été
repérés par l'anti CD68, marqueur de phagocytasd#ifférenciés en macrophages M1 et M2
avec l'anticorps anti CD206, exprimé uniqguementleamacrophages M2. Leur distribution
est spécifique. En effet, les macrophages M1 pitarmmatoires (CD68+CD206-) sont de
facon préférentielle retrouvés dans l'adventicersalque les macrophages M2 anti-

inflammatoires (CD68+CD206+) sont localisés dan$lle Les mastocytes ont été localisés
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essentiellement dans l'adventice. Les neutropbité£té observés dans les deux localisations
luminale et adventitielle comme précédemment d€eiduard et al, 2009). Les lymphocytes
T ont rarement été observés dans le TIL et les hgoyptes de type B de fagcon opposée sont
souvent observés dans la partie adventitielle getai anévrysmale. Dans sept échantillons,
les lymphocytes de type B sont observés sous fod'agségats cellulaires formant ainsi avec
les mastocytes des ATLOs (Bobryshev et al, 20013 distribution des cellules
inflammatoires pourrait offrir une compréhensions dateractions entre les différentes
cellules et le r6le de chacune dans I'AAA. La tableésume la distribution des différentes

cellules dans I'ensemble des échantillons analyses.

Table 8 - Distribution des cellules inflammatoirand I'AAA

Présence des Anévrysme de l'aorte abdminale

Types cellulaires cellules ILT Media Adventitia
(n=20)

Neutrophiles 7 +++ - ++
Lymphocytes B 11 + - ++ A +++
Lymphocytes T 2 + - -
Mastocytes 8 + - 4+
Macrophages
CD68+206- 4 - - iaas
Macrophages ] ]
CD68+206+ 6 =

Quantification arbitraire de leur abondance deon(abservee), + (rares cellules), ++ (cellules
nombreuses), +++ (tres nombreuses cellules)

[11.3 Cellules isolées par microdissection laser

Une fois repérées dans I'AAA, les cellules ontistdéees afin de mettre en évidence par
I'analyse de ces cellules des marqueurs potemt@lBAAA masques par l'analyse du tissu
global (Sho et al, 2005). La LMD permet d'isoles amnes enrichies en un type cellulaire
d'intérét. La LMD a été realisée sur les écham#loongelés. Les échantillons a tester étaient
sélectionnés a partir de la distribution et dedealisation observées des cellules dans les
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échantillons en paraffine. L'analyse par coloratiihRed O du tissu congelé permettait de
définir sa cellularité avant d'identifier par imnmmarquage les cellules présentes. Dans une
analyse préliminaire, une mise au point a été wféec afin d'établir un protocole pour
I'extraction des protéines et des miARNSs. La désttation des tissus nécessaire a la LMD
était une étape a risque de dégradation des ARbIgeis, les MIARNs sont tres stables
dans les tissus du fait de l'absence d'interaqimssible avec les RNAses circulantes qui
dégradent les ARNSs. Le logiciel de LMD permet desumer la surface microdisséquée. La
surface de zones a microdisséquer a été évaluéare gour obtenir 100 ng d'ARN total et
10 mnf pour extraire 10ug de protéines. Le protocole établi pour lisolemee zones
d'intérét dans le tissu AAA pour l'extraction d’ARdal est présenté dans la figure 13. Pour

I'extraction de protéines, l'agent utilisé pouxtfaction est le tampon RIPA.

1. Préparer 5 tubes de 200 uL de trizol dans des tubes Eppendorf de 0,5 mL stérilisés.
Conserver 4 tubes a 4°C au réfrigérateur, et placer un tube dans la glace a conserver pour le

ZOO_uL
début de la manipulation. de trizol
2. Des coupes de I'échantillon sont réalisées au cryostat (-20°C), épaisseur de coupe de 18 rone
L~

Les 4 étapes suivantes doivent étre réalisées en moins de 30 min : 18um
) . ) ) d’épaisseur
3. Sortir les lames du cryostat et assécher les coupes dans un bain d'éthanol absolu moins de

um. Apposer 3 coupes sur la lame PEN Membrane. e
marquée de
10 sec, puis dans un bain de xyléne moins de 10 secondes.
4. Retirer le milieu NEG 50 asséché délicatement afin de ne pas endommager la membrane q

protectrice de la lame ni décoller les coupes apposées sur la lame.

5. Débuter la microdissection apres repérage des zones d'intérét sur les coupes marquées.

6. Placer la capsule utilisée sur le tube Eppendorf conservé dans la glace.
7. Agiter 10 min téte en bas, a 4°C, puis centrifuger 30 secondes a 10000 rpm. \ m

8. Conserver le tube a -80°C. >T g

9. Récupérer un nouveau tube contenant 200 L de trizol et répéter les étapes 2 a 8 jusqu'a
. 2 4 .
l'obtention d'une surface de 10 mm" découpée.

Figure 13 - Protocole de LMD pour l'extraction d'®Rotal d'une zone d'intérét isolée.
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De ces travaux préliminaires, nous avons identifié organisation cellulaire spécifique de

I'AAA (Figure 14). Aucune cellule inflammatoire steobservée dans la media qui présente

une raréfaction des CML. La distribution des soyes$ de macrophages dans les tuniques

opposées de I'AAA fait évoquer un équilibre enee propriétés pro-inflammatoires des

macrophages M1 et les propriétés opposées ardninilatoires des macrophages M2. D'autre

part, les ATLOs sont des structures inflammatooeganisées dont le role dans le rejet de

transplantation et dans l'autoimmunité a été migwdence (Neyt et al, 2012). Leurs roles

dans I'AAA reste a définir.

AORTE
SAINE Facteur Réponse Dégradation de

initiateur inflammatoire la média
| | |
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ANEVRYSMALE
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Lumiére
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intraluminal

@
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Figure 14 - Schéma du développement de I'AAA Béwsdution de la distribution des types

cellulaires au cours de la pathologie.

61



62



RESULTATS






IV RESULTATS

Les résultats présentent les deux approches aslipéndant ma thése. Tout d'abord, nous
avons utilisé une approche ciblée sur un marquetangiel, TADAMTS 5, issu des données
transcriptomique et de protéomique du laboratdiamblin et al, 2010). Cette approche a
également été utilisée pour la PRDX-1 exprimée dassmacrophages. Puis, nous avons
réalisé une approche saams priori de criblage des miARNs exprimés par les cellules
vasculaires isolées de la paroi de I'AAA afin dlawume meilleure compréhension de la
pathologie anévrysmale et de mettre en évidencenaereaux marqueurs de [I'AAA.
L'ensemble de ces approches repose sur I'étudeetieles isolées du tissu anévrysmal chez

'Homme.

Approche ciblée : les biomarqueurs potentiels deAAA
IV.1 ADAMTS 5 et les CML anévrysmales
IV.1.1 Contexte

Au cours de I'étude de l'analyse transcriptomioge® ckllules vasculaires en culture et du
plasma issus des patients présentant un AAA, ADANBTSété retrouvée surexprimée dans
I'AAA comparé a la population contréle de patieatisérosclérotiques (Lamblin et al, 2010).
L'utilisation de puces a protéines a permis deigoef la modulation dADAMTS 5 dans les
macrophages et les CML. ADAMTS 5 est une enzymetagaur substrat les protéines de
structures de la MEC tel que le versican (Hattorale 2011). Cette protéine est retrouvée
exprimée par les CML vasculaires a I'état physiojeg (McCulloch et al, 2009). Plus
spécifiguement, ADAMTS 5 est impliguée dans le pestis athérosclérotique par son
activité protéolytique sur les protéoglycanes. pestéoglycanes de la MEC et en particulier

le biglycan ont la capacité de se lier aux LDLsgkaorte (Didangelos et al, 2012).
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Les CML sont impliquées dans le processus d'atbémse (Doran et al, 2008). Plus
précisément dans I'AAA, les CML se raréfient danmkdia de l'aorte (Lopez-Candales et al,
1997). Cette raréfaction est liée a la mise en @gepdes CML au sein de I'AAA par un
processus apoptotique spécifique, qui est secandairdétachement des cellules de la MEC
(Michel JB, 2003). Diverses populations de SMC abies distincts ont été évoquées dans
I'athérosclérose (Hao et al, 2003). L'étude higfiglae des échantillons d'AAA a donc été

menée afin de caractériser les CML de I'AAA.

La paroi anévrysmale contient des cellules inflatoinas et des CML (Michel et al, 2011).
Les CML anévrysmales sont comparées aux CML isdada paroi aortique saine, dont elles
sont les cellules résidentes. Ainsi, les differapmes de CML identifiées ont été isolés par
LMD afin de comparer les niveaux d'expression diéémints marqueurs des CML et

d'ADAMTS 5.

IV.1.2 Les deux morphotypes de CML dans I'AAA

IV.1.2.1 Immunohistochimie
Afin d'identifier les CML, nous avons choisi d'aysdr par immunohistochimie

I'expression de deux marqueussSMA et la desmine, dans les parois anévrysmale®met
anévrysmales (Figure 15). De plus, les CML peuvéiné soumises a de nombreuses
modifications phénotypiques entre autres les plypest contractile et sécrétoire (Chamley-
Campbell et al, 1981). L'anticorpa-SMA identifie les filaments d'actine participant a
I'appareil contractile de la CML (Patel et al, 1296 desmine constitue le cytosquelette de la
CML, patrticipe a la stabilité du sarcomere, et pgrae confirmer le phénotype de CML en

association avec l'anti-SMA (Speer et al, 2005).
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Afin de mettre en évidence la présence d'apopteseGML dans la paroi anévrysmale
nous avons utilisé un anticorps dirigé contre lspeae 3 active, protéine exprimée par les

cellules en apoptose et activée dans les deux idrgsseque et extrinséque de l'apoptose.

CML CML anévrysmales

saines

Allongées Anoikis

Desmine

Caspase 3
active

* Forme allongée * Forme allongée * Forme arrondie
* SMA+, desmine +, * SMA+, desmine -, * SMA+, desmine -,
caspase 3 - caspase 3 - caspase 3 +

Figure 15 - Analyse histologique des deux morplestyge CML anévrysmales et du
morphotype de CML de la paroi aortique saine

La figure 15 présente la caractérisation des CMisg@ntes dans les parois anévrysmales et
non anévrysmales. La coloration Hématoxyline @éislans la coloration Oil Red O (ORO),

nous permet d'analyser la densité cellulaire dsutiétudié en colorant les noyaux. Deux
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formes de noyaux sont observées par la coloratémaktoxyline, les noyaux de forme
allongée et les noyaux de forme arrondie. On olesatans l'aorte anévrysmale une
raréfaction des cellules au sein de la media codaparla paroi aortique saine. Le marquage

anti-a-SMA et anti-desmine permet de confirmer que |dlsiles observées sont des CML.

Dans la paroi aortique saine, les CML de formengjée expriment avec la méme intensité
I'a-SMA et la desmine. Par contre, il n'y a pas dequege de caspase 3 active. Nous
observons donc dans la paroi non anévrysmale desL GM forme allongée

(SMA+desmine+caspase 3-).

Le marquage ant-SMA reste d'intensité comparable dans les dewoipamDeux
morphotypes sont présents dans la paroi anévrysmalanorphotype allongé similaire a
celui des CML saines et un morphotype arrondi. Nmh&servons un marquage moins intense
de la desmine dans la media des parois anévrysmaéefois au niveau des CML de forme
allongée et des CML de forme arrondie. Le margueulapoptose, la caspase 3 active, est
retrouvé spécifiguement dans les CML de forme alimule la paroi anévrysmale. Au total
dans la paroi anévrysmale, deux morphotypes sose¢reables: les CML de morphotype

allongé positives poun-SMA et négatives pour la desmine et la caspasel@&eCML de

morphotype arrondi négatives pour la desmine dtipes poura-SMA et caspase 3.

La table 9 résume les différents morphotypes de GiMkervés sur les 32 échantillons
d'AAA analysés et les 3 échantillons d'aorte noéveysmale. On observe une diminution
d'un facteur 2 de I'épaisseur de la media, rappatiepaisseur de la section transversale de
I'échantillon, entre la paroi aortique non anéviglemet anévrysmale sous réserve d'un

nombre d'échantillon limité pour les aortes norvaygimales.
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Table 9 - Caractéristiques des CML observées demparois de l'aorte anévrysmale et contréle

Paroi Morphologie Présence de Edp_z}sseu_r Immunomarquage
tique nucléaire CML* Media/Section i
aortiq (%) a-SMA Desmine  Caspase 3
arrondie 21/32 45,5 + +/- +
AAA
allongée 22132 45,5 + +/- -
Non AAA allongée 3/3 85 + + -

* nombre d'échantillons analysés

L'observation histologique et immunohistochimique @eux morphotypes dans la paroi
anévrysmale est insuffisante pour affirmer la pnésede deux types de CML distinctes dans
I'AAA. Nous avons donc essayé de caractériser ganfalus approfondie les CML observées

par des expériences d'immunofluorescence et derqoage.

IV.1.2.2 Caractérisation des morphotypes obsereédsML

L'immunomarquage réalisé sur une coupe d'une é&paiise 7um ne permet pas d'affirmer
la présence de morphotypes distincts dans la @eré@rysmale. Par cette technique, nous
analysons en bidimensionnel en ignorant I'épaissdedissu. Un morphotype allongé pourrait
étre interprété a tort comme étant un morphotypendr s'il était analysé dans un plan de
coupe perpendiculaire au grand axe. Ainsi, l'amalgs immunofluorescence permet de
corriger ces observations et de mieux caractélesenorphologie des CML dans les parois

anévrysmales et non anévrysmales grace a la mapigsconfocale (Zinchuk et al, 2007).

L'avantage de l'immunofluorescence avec une anagseoupe de l'ordre du micron est
d'évaluer la colocalisation de marqueurs d'int€Zétchuk et al, 2007). Nous avons donc
caractérisé chaque morphotype de CML en utilisantdmarquage-SMA et caspase 3

active et évaluer la morphologie nucléaire en ce§iagées (Figure 16).
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CML CML anévrysmales
saines Allongées Arrondies

1d 2d 3d

Figure 16 - Caractérisation en immunofluorescenes mhorphotypes de CML saines (1) et
des CML anévrysmales allongées (2) et arrondieq43) marquage de la caspase\BHR)
indiquée par la fleche blanche en 3a et 3c, (b)rquage de i-SMA ROUGBH, (c):
comarquages Hoechs-SMA-caspase 3 active, (d): morphologie du noyatieechst
(BLEU) indiqué par les fleches rouges.

Nous observons en immunofluorescence une exprestieBMA similaire dans les 3
morphotypes de CML. La caspase 3 active est prfeipent retrouvée au niveau des CML
anévrysmales de morphotype arrondi. Un marquadgeysétaire est en faveur d'un marquage
spécifique (fleche blanche, Figure 16 (3a, 3c)). &fléeurs, la morphologie nucléaire permet
de distinguer les morphotypes allongés et arrondis.morphotype nucléaire allongé de
I'AAA est similaire & celui que I'on retrouve ddas CML saines toutefois le noyau semble
moins volumineux que celui des CML saines. Nousenlms des vacuoles intra-nucléaires

dans les noyaux arrondis pouvant faire évoquer adeps apoptotiques (Earnshaw et al,
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2005). Ainsi, les trois types de CML peuvent étiféécenciées en fonction de I'expression de

caspase 3 active et de leur morphologie nucléaire.

Afin d'objectiver la difference nucléaire des diéfiets morphotypes de CML, nous avons
aussi mesuré le volume nucléaire. Nous avons éahg estimation du volume des noyaux
évalués a partir d'une coupe deutd grace a la coloration au Hoechst avec le logloielgeJ
(Table 10). Seuls étaient utilisés pour la mesesenbyaux visibles en entier sur la coupe de

tissu étudiée et des cellules marquéesigaMA.

Table 10 - Estimation du volume nucléaire dansiesphotypes de CML

Volume nucléaire
Tissu analysé Morphotype de CML  Nombre de noyaux (um?)
moyenne [1Gsy)
Allongé 16 536 [403-669]
AAA :
Arrondi 13 318 [216-420]
Non AAA Allongé 10 1545 [1275-1815]

Il existe une diminution du volume nucléaire desICili tissu sain vers I'AAA et au sein
de I'AAA, du morphotype allongé vers le morphotyperondi. D'un point de vue
morphologique, nous confirmons la distinction deuxdemorphotypes dans la paroi
anévrysmale dont la morphologie de type arrondiallengée est similaire a celle observée
dans l'athérosclérose (Speer et al, 2005). Les @N8vrysmales se différencient également
par I'expression du marqueur apoptotique, la cas@asctive. Pour valider I'expression
spécifiqgue de la caspase 3 active dans les CMIndigs de I'AAA, les deux morphotypes de

CML ont éteé isolés par LMD pour quantifier I'expiEs de caspase 3 par Western Blot.

IV.2 Profil d'expression dADAMTS 5 dans les CML

Les CML sont repérées en immunomarquage pe8MA dans les parois aortiques d'’AAA

et de contréle. Une fois localisés, l'expression ldecaspase 3 active et l'analyse
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morphologique différencient les deux morphotypes I#AA. Cinquante mm des 3

morphotypes de CML ont été isolés afin d'obtenipig@e protéines.

saine
saine S =
= = =
g 8 B = = E
Q%)D Qé” ";’ MT < < <
S g g 188 -
MT 2 2 <: - - ADAMTS 5600-700
188 - 98 -
98 - -
62 -
62 -
49 - —-— ‘
—
49 - 188 - ADAMTS 5C-terminal
38 - 98 -
—
28 - ——
62-
17 - 49 -
14 - CapZ a
38- —— —
6 -
Caspase 3 active
Rouge ponceau B e
gCP 14 - ' ’,_ ; ;'“:

MT = marqueur de taille
ADAMTS 5gq0.700= anticorps dirigé contre les résidus 600 et 700
ADAMTS 5¢.ermina= anticorps dirigé contre la séquence C-termidaléa protéine

Figure 17 - Analyse de I'expression d'ADAMTS 5 das$ morphotypes de CML (40) par
Western Blot. A: Rouge ponceau. B: ExpressionX2AMTS 50700, ADMATS B.terminal» CapZa,
Caspase 3 active.

La quantité relative de protéines analysées en éffe&lot est évaluée en Rouge ponceau
(Figure 17A). L'expression de Cap¥ protéine chaperonne de l'actine exprimée dans les

CML, permet de confirmer que les zones cellulaiszdées sont des CML. La caspase 3
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active est uniquement retrouvée exprimée dans Mk &rondies de I'AAA (Figure 17B).

L'expression d'ADAMTS 5 a été retrouvée dans less tmorphotypes de CML étudiés.
Différentes bandes sont observées par Western Bles bandes de différents poids
moléculaires peuvent correspondre a des sous-unitées produits du clivage dADAMTS
5. La figure 18 résume les enzymes ayant une acdioglivage et leurs sites d'action sur

ADAMTS 5 ainsi que les régions reconnues par |lesdeticorps utilisés.

‘ 285 H Thrombine ‘

‘ 451 H Proline endopeptidase H 842 ‘ 919
‘ 276 ‘ ‘ Caspase 1 H 663 ‘
Furine 262
endopeptidase
NJps Prodomaine  [=JPeptidase M12B Disintigrine | TSP 1-1 spacer [TSP1-2[~ c
11617 261 267 476 485 566 567 622 732 874875 929
600 700 850 890
—J
ADAMTS 5500-700 ADAMTS 5C-termina|

Figure 18 - Enzymes clivant ADAMTS et régions races par les anticorps utilisés.

Lorsque l'anticorps testé est dirigé contre legluss600 a 700 dADAMTS 5 (ADAMTS
5600-700, On observe uniquement deux bandes de 68 etlé@akions (kDa) dans les CML
saines. Dans 'AAA, les deux bandes sont retroudées les CML arrondies. Seule la bande
a 68 kDa est observée dans les trois morphotyp&Mile Trois bandes a 69, 52 et 49 kDa
sont spécifiguement observées dans les CML anéatgsmlLe second anticorps anti-
ADAMTS 5 utilisé, l'anticorps anti-ADAMTS &terminas €St dirigé contre la séquence C-
terminale d'ADAMTS 5. Une bande de 79 kDa est enpd dans les trois morphotypes de
CML mais le signal diminue dans les CML de 'AAAngparée aux CML anévrysmales. Une

bande de 64 kDa est uniguement observée dans lesa@bhdies.

Nous observons donc une modulation de l'expresdi&dDAMTS 5 en fonction du

morphotype de CML isolé. Toutefois, les bandes o@ss peuvent correspondre a un
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manque de spécificité des anticorps qui reconnatisses séquences communes a d'autres
protéines de la famille ADAMTS. Une analyse commétaire afin d'identifier les
différentes bandes observées par Western Blotogst wécessaire. Une hypothése a tester est
I'action d'enzymes dans I'AAA responsable de laifitadion de I'expression d'ADAMTS 5
avec l'expression de produits de clivage dADAMT&&onnus par les anticorps (Figure 18).
Une autre hypothése est une variabilité des madifins post-traductionnelles dADAMTS 5.
Le r6le dADAMTS 5 semble se modifier dans I'AAA &tfortiori entre le stade de CML

allongée et de CML arrondie.

Nous avons analysé I'expression d/ADAMTS 5 aveadtitarps anti-ADAMT Soo-700 €N

immunofluorescence dans les CML (Figure 19).

Aorte saine AAA

Allongées Allongées Arrondies

Figure 19 - Analyse en immunofluorescence de lesgion der-SMA ROUGBH, ADAMTS %uo.700
(VERT) dans les morphotypes de CML. Le noyau est mgsguéloechst BLEU). Echelle = 2Qm.

Nous avons observé un marquage extracellulaire igsnsois morphotypes de CML. Le
signal est granuleux au niveau des CML arrondiedifieire de celui observé dans les CML
allongées de I'AAA et de l'aorte non anévrysmaleudNavons repéré les CML par un
marquage anti-SMA et différencié les CML anévrysmales par le quaige anti-caspase 3.

Il existe une modulation de I'expression dADAMT8dns les morphotypes observés entre la

media de l'aorte saine et la media de l'aorte gmmale et intrinsequement dans la paroi
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anévrysmale, une expression majoritairement infitdage d'ADAMTS 5 dans les CML
allongées et a la fois intracellulaire et extradalle dans les CML arrondies. Le signal

d'ADAMTS 5 intracellulaire est plus intense dars @GML arrondies.

Nous avons étudié I'expression des ARN messagersndequeurs de CML (vimentine,
connexine 43, Capé et a-SMA) et des marqueurs apoptotiques (caspases 3B,e8,Bax)

dans les CML allongées et arrondies de I'AAA coréparaux CML saines (Figure 20).
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Figure 20 - Analyse transcriptomique des 3 morppesyde CML évaluée par RT-qPCR.
Quantification relative évaluée par la méthaddCt comparée a l'expression dans les CML saines
(géne référent PPIA).

L'analyse met en évidence la présence des marqdel€dL dans les trois morphotypes.

Les CML de morphotype allongé présente une pluseagxpression de la vimentine et de
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CapZa, alors qu'une surexpression est observée pouautees marqueurs des CML. Une
surexpression est retrouvée pour les CML arrongias rapport aux CML saines. Les
marqueurs apoptotiques sont surexprimés dans les merphotypes de CML de 'AAA.
L'expression de I'ARN messager dADAMTS 5 est augée dans les CML de 'AAA en

comparaison aux CML saines (Figure 20).

Les limites de cette expérience sont la qualité!ABN. Le RIN pour RNA integrity
numberdes échantillons est égal a 2,7 en moyenne sutiffésents échantillons [min 2,3-
max 2,9]. Les échantillons sont comparables maisrésultats peuvent étre biaisés par la

dégradation du matériel ARN.

L'étude d'ADAMTS 5 tissulaire ayant réevélée une olation de I'expression dADAMTS
5 entre I'AAA et l'aorte non anévrysmale et eng® dleux morphotypes de CML observeés
dans I'AAA, I'expression dADAMTS 5 a été analysiams le plasma de patients présentant

un AAA et compareés a une population contréle.

IV.3 Profil d'expression dADAMTS 5 dans le plasma

Dans un premier temps, nous avons évalué l'expregpsasmatique d'ADAMTS 5 dans la
population LILAS (Lamblin et al, 2010) et companéea une population de 8 patients sans
AAA ni athérosclérose ("Controles”). Les résultat#enus avec le test de Mann-Whitney
confirme une diminution significative de la congatibn plasmatique d'/ADAMTS 5 chez les
patients ayant un AAA (AAA) (59:8B,2) compareés a la population "Controles” (1%53,82)
sans athérosclérose ni AAA<0,0001)(Figure 21). Aucune différrence signifigatin'est
observée entre la population avec un AAA et la jatmn avec une athérosclérose sans AAA

(AOMI) (36,2+5,8) (P=0,103).
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Figure 21 - Concentration d'ADAMTS 5 plasmatiquegikes populations LILAS (AAA et AOMI) et
dans une population de contréles. Les données pir&siela moyenne avec son écart-type. * P<0,05.

Grace a la collaboration avec le Pr Jes Lindhottei@e, Danemark), nous avons eu acces a
la banque de plasmas FAD pdtight Aneurysmal Diseas&lous avons quantifie ADAMTS
5 chez 208 patients présentant un AAA, 199 patipnésentant une athérosclérose et 176
patients sans AAA ni athérosclérose. Les analysasstques ont été réalisées sur les
concentrations plasmatiques d'ADAMTS 5, expriméesig@/mL, avec le logiciel GraphPad
Prism. Le test de Student t a été utilisé pour aepla population AAA avec la population
de patients ayant une athérosclérose oblitérardensambres inférieurd?AD) puis avec la
population de contrdle ne présentant ni d'AAA mitlitbroscléroseControleg. Les résultats
de la concentration plasmatique de chaque popolabot présentés sous la forme suivante:
moyennet écart-type a la moyenne, nombre de patients papgt Le seuil de significativité

choisi estP=0,05.
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L'analyse plasmatique révele une diminution sigatfive de la concentration plasmatique
d'ADAMTS 5 dans la populatioAAA (433,6 + 16,46, n=208) par rapport a la populaten
patients athérosclérotiques (511,1 + 24,09, n=1€230,0078). La diminution reste
significative comparée a une population sans AAAthiérosclérose (499,7 + 19,48, n=176)
(P=0,0094). La concentration n'est pas significatigatrdifférente entre la populati®AD et

la populationControl (P=0,7187) (Figure 22).
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Figure 22 - Concentration d'ADAMTS 5 plasmatiquegikes populations AAA, PAD et Contrdles.
Les données présentent la moyenne avec son épartt?<0,01.

L'analyse plasmatique révéle une diminution sigatfve de la concentration plasmatique
d'ADAMTS 5 dans la populatioAAA (433,6 + 16,46, n=208) par rapport a la populaten

patients athérosclérotiques (511,1 *= 24,09, n=1@230,0078). La diminution reste
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significative comparée a une population sans AAAthiérosclérose (499,7 + 19,48, n=176)
(P=0,0094). La concentration n'est pas significatigatrdifférente entre la populati®AD et

la populationContréle (P=0,7187) (Figure 22). La collaboration avec le Prdholt permettra
d'établir une éventuelle corrélation entre la cobegion plasmatique d'ADAMTS 5 et les
caractéristiques cliniques des patients obtenuema@uent du recueil du prélevement et au

cours du suivi a long terme.

IV.4 Discussion

L'analyse histologique du tissu anévrysmal compardissu aortique non anévrysmal a
permis de mettre en évidence trois morphotypesMe. Ces CML issues du tissu sain sont
de forme allongée au sein de la media contenangiguits couches de CML. Deux
morphotypes distincts sont observés dans I'AAA. CBY. de morphotype allongé, similaire
a celui de l'aorte saine et les CML de morphotypendi. Le morphotype arrondi des CML
suggere la mise en apoptose de ce type cellul@eragte et al, 2000). Une autre
caractéristique morphologique est la diminutionvdlume nucléaire des CML de 'AAA. Les
CML de morphotype arrondi ont un volume nucléaindérieur a celui des CML de

morphotype allongé pouvant évoquer l'apoptose dellale (Model, 2014).

La caractérisation des différents morphotypes dd.@Mbu étre réalisée grace au procédé
de LMD permettant d'isoler les CML afin d'en analykeur expression transcriptomique et
protéique. L'expression cdSMA est similaire dans les 3 morphotypes. Par repnia
desmine, une protéine présente dans le sarconparsedl contractile de la CML différencie
les CML de I'AAA des CML de l'aorte saine par unrqueage moins intense dans les CML de
I'AAA. De plus, la caspase 3 active est exprimésiguement par les CML de morphotype

arrondi.
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Dans I'AAA, l'apoptose des CML a été décrite consreondaire au détachement de la
MEC sous le terme d'anoikis (Michel JB, 2003). Nausns donc émis I'hypothése que dans
I'AAA, les CML évoluent du morphotype sain versn@rphotype allongé de I'AAA et enfin
vers le stade ultime, les CML de morphotype arrohds CML arrondies sont en anoikis.

Nous avons donc caractérisé au sein de I'AAA deorsphotypes de CML dans I'AAA.

Ce profil évolutif des CML dans I'AAA est morphoiqge. L'expression d'un marqueur
potentiel, TADAMTS 5, a été analysée au cours etecévolution. L'ARN messager codant
pour ADAMTS 5 est retrouvé surexprimé dans les CULI'AAA par rapport aux CML
saines. ADAMTS 5 est différentiellement expriméreries deux morphotypes de CML de
I'AAA et par rapport aux CML saines. La présenceplisieurs bandes de poids moléculaire
distinctes observées pour ADAMTS 5 avec les CMléss par LMD suggere qu'il y a une
modulation de différents fragments d'ADAMTS 5 ohtenpar clivage de la protéine.
L'analyse de la séquence protéique d'ADAMTS 5 deetogiciel Expasy révele que la
caspase 1, impliquée dans linflammation et daaoptose, peut cliver ADAMTS 5 au
niveau des acides aminés 276 et 663 (Mariathasah 2004). La thrombine, participant a
I'inflammation et au processus de coagulationrgelaent étudiée dans I'AAA, est également
capable de cliver ADAMTS 5 au niveau du résidu g8bdelhamid et al, 2013). D'autre part,
ADAMTS 5 et la caspase 3 ont été retrouvées modudéefacon similaire dans les Iésions
précoces de dégradation de la MEC dans larthifiehdtina et al, 2005). La méme
modulation se retrouve dans les CML de I'AAA suggémne relation dans I'AAA entre le

mécanisme d'apoptose, ADAMTS 5 et la dégradatioia d4EC.

Le potentiel de biomarqueur d'/ADAMTS 5 a été misésitdence par son expression au
niveau du plasma. ADAMTS 5 est retrouvée augmermtars le plasma des patients

présentant un AAA par rapport a une populationrag@érotique ayant les mémes facteurs
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de risque cardiovasculaires (Thompson et al, 260@ar rapport a une population de patients

sains.

L'analysea priori 'ADAMTS 5 a permis la caractérisation de 2 motppes de CML qui
présentent des profils d'expression distincts. I&¥L peuvent évoluer d'un profil
physiologique vers un profil pathologique anévrysPA®AMTS 5 participe a I'évolution du
profil sain vers le morphotype allongé de I'AAA pamodulation des différentes sous-unités.
L'activité enzymatigue d'’ADAMTS 5 peut étre difféte en fonction des sous-unités
exprimées par la cellule. Ainsi, la dégradationlal®EC peut devenir pathologique par la
modification du réle dADAMTS 5 dans la paroi valsire. Au cours du processus de I'AAA,
le mécanisme suivant peut étre avancé suite autatss obtenus: les CML évoluent vers
I'anoikis secondairement a la dégradation de la MBRCADAMTS 5. ADAMTS 5 est donc
un marqueur potentiel de I'évolution des CML ddAf\A et un marqueur d'intérét de la

pathologie anévrysmale.
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IV.5 PRDX-1 et les deux sous-types de macrophages

Article: ROle des macrophages pro-inflammatoires CD68+MRnsd I'expression de
peroxiredoxine-1 dans les anévrysmes de l'aorteombthle chez I'homme Role of
proinflammatory CD68(+) mannose receptor(-) macragés in peroxiredoxin-1 expression

and in abdominal aortic aneurysms in humans

Boytard L, Spear R, Chinetti-Gbaguidi G, Acosta-MaAE, Vanhoutte J, Lamblin N, Staels

B, Amouyel P, Haulon S, Pinet F.

Arterioscler Thromb Vasc BioR01333, 431-438.

La PRDX-1 a éteé retrouvée dans une étude préadabl@boratoire comme surexprimée par
les macrophages dérivés de monocytes en cultwre i&s patients avec un AAA (Lamblin et
al, 2010). La distribution spécifique des macrogsadgil et M2 et leurs propriétés
inflammatoires opposées nous a amené a poser tHagw que la PRDX-1 est exprimée
spécifiguement par un sous-type de macrophageldaks. Les macrophages de type M1 et
M2 ont donc été isolés de 'AAA par LMD afin d'éidleur expression pour PRDX-1.
L'expression de cette enzyme antioxydante a étdié&tupar RT-gPCR, Western-Blot et
ELISA. L'isolement par LMD a été validé par l'aredyen RT-qgPCR et en Western Blot de
I'expression des marqueurs speécifiques de chaquetgoe de macrophages. Les cytokines
proinflammatoires, TN& et IL13, sont exprimées par les macrophages de type Mdset
facteurs anti-inflammatoires, MRC1 et CCL18, samegprimés par les macrophages de type
M2 dans un but de cicatrisation tissulaire (Chir@tiaguidi et al, 2011). L'étude ciblée sur
I'expression de la PRDX-1 dans les macrophagesymge M1 et M2 comme marqueur
potentiel de I'AAA et discriminant les deux types ohacrophages a également permis de

valider l'utilisation de la LMD pour I'étude dedlakes isolées de 'AAA.
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Conclusion de l'article

Afin de confirmer que la microdissection réalisémnpet l'isolement du type cellulaire
d'intérét, une analyse de l'expression des ARNssagess et des protéines spécifiques des
deux sous-types de macrophages a été réaliséqréssion de TNF et Interleukine 1B
(IL1B), exprimés par les macrophages M1 a été ugtte dans les cellules isolées apres
identification par immunomarquage pour CD68+CD2Qfexpression de CCL18 et MRC1,
marqueurs des macrophages M2, a été retrouvéepsumée dans les macrophages identifies
en immunohistochimie par CD68+CD206+. La stabillhemarqueur de polarisation des
macrophages en type M2, a été retrouvée surexpricides les cellules isolées
CD68+CD206+. Les résultats confirment un isolénsg#cifique par LMD de chaque sous-
type de macrophages. La stratégie d'analyse destABRNJes protéines a partir des cellules

isolées par LMD dans I'AAA est validée.

Les macrophages de type M1 et M2 de I'AAA chezfidee ont été isolés par LMD pour
étudier leur rdle spécifique dans la modulationlad®RDX-1. L'expression de la PRDX-1,
enzyme antioxydante a été retrouvée augmentéelemmsacrophages de type M1 comparés
aux macrophages de type M2. Ainsi, la surexpressjon avait été observée dans les
macrophages en culture des patients AAA est seaenda son expression par les
macrophages M1 pro-inflammatoires. Le potentiebasmarqueur circulant de I'AAA a été
confirmé par le dosage plasmatique de la PRDX-k d&amopulation LILAS (Lamblin et al,
2010) (Figure 23). La PRDX-1 plasmatique est sigafivement surexprimée dans chez les

patients présentant un AA&R€0,02).
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Figure 23 - Expression plasmatique de PRDX-1 ceepéhtients AAA(h=24), PAD(n=18) et
Controles sans AAA ni athérosclérose (n=26). * espond a P=0,02 (test de Student).

Les analyses complémentaires réalisées dans lenglat exposées dans la these de
Ludovic Boytard (2012) ont par ailleurs mis en é&vide une expression plus faible de cette
enzyme chez les femmes comparées aux hommes d@udapon contrdle, ainsi une étude
sur une plus grande population est nécessairedairalyser le potentiel de biomarqueur de
PRDX-1 dans I'AAA selon le sexe. De facon intéragsala MMP9 décrite comme une
enzyme exprimée par les macrophages dans I'AAA(ipison et al, 1995) ne differe pas

dans les deux sous types de macrophages isoléd/par
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Approche sansa priori : vers une meilleure compréhension de I'AAA

L'approche sana priori a été effectuée sur les cellules microdisséquérsiaentifier des
marqueurs de I'AAA pouvant améliorer la compréhmmsiles mécanismes impliqués et
responsable de I'AAA. Dans une premiere partierdssltats présentés résultent de I'analyse
des principales cellules participant a I'AAA, leaarophages de type M1 et M2 et les CML.

Puis, cette approche a été utilisée sur les ATld@stifiés dans I'AAA.
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IV.6 Criblage des miARNSs a partir des cellules is@ées du tissu anvrysmal
humain

Article: Criblage des microARNs des cellules isolées deélirysme de l'aorte abdominal
chez 'Homme. Let-7f, un nouveau biomarqueur cacubpotentiel MicroRNA profiling of
cells isolated from human abdominal aortic aneuryshet-7f, a new potential circulating

biomarker.

Spear R, Boytard L, Blervaque R, Chwastyniak M, Bpt¥/anhoutte J, Staels B, Lemoine Y,
Lamblin N, Pruvot FR, Haulon S, Amouyel P, Pinet F

Soumis dans Atheriosclerosis, Thrombosis, and VasBiblogy

Un criblage des miARNs exprimés par les cellulé&sentes dans la paroi anévrysmale, les
macrophages M1 et M2 et les CML, a été effectud déi mettre en évidence des miARNS,
marqueurs potentiels de I'AAA pouvant aider a uredlleure compréhension de I'AAA et a
identifier des biomarqueurs spécifiques de I'AAAl'Reure actuelle, les miR-21 et mir-29b
ont été identifiés comme des marqueurs de I'AAAsdas modeles murins (Maegdefessel et
al, 2014). L'analyse transcriptomique porte surdelules isolées de la paroi anévrysmale
chez 'Homme. Les cellules ont été localisées panuinomarquage, identifiant ainsi les
différents types cellulaires dans la paroi anévelsm les macrophages de type M1
(CD68+CD206-), les macrophages de type M2 (CD68+IEBR2 et les CML ¢-SMA+).
L'isolement des cellules a été réalisé par le g®ade microdissection laser validé dans
I'étude préalablement présentée (Boytard et al3RQ% criblage réalisé sur puce a miARNs
a été normalisé par rapport a l'expression des MNBABxprimés dans les CML saines. La
sélection des miARNS issus de ce criblage a ét§sm@mpar RT-gPCR afin de déterminer
I'expression différentielle des mMIARNs sélectionnésarqueurs potentiels de ['AAA.
L'analyse différentielle des cellules microdisséxgua également été comparée a celle du tissu

global des parois d’AAA comparées aux parois ctedroLe potentiel de biomarqueur a
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ensuite été évalué par l'analyse différentielle mé&RNs sélectionnés dans le plasma des

patients de la population LILAS (Lamblin et al, )1
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Conclusion de l'article

Les macrophages de type M1 et M2 sont localisés das tuniques opposees de la paroi
anévrysmale. Les macrophages de type M1 a visémfmmmatoire sont retrouvés dans la
partie intraluminale du thrombus alors que les wgltages de type M2 a visée anti-
inflammatoire sont retrouvés dans l'adventice. C&8L sont retrouveées raréfiées dans la
media de I'AAA. Les CML sont les seules cellulegégentes dans les deux types de parois
AAA et non AAA. Chaque groupe de cellules a étdéigmar LMD a partir de biopsies de
paroi aortigue anévrysmale et saine d'au minimumnx deatients différents. Les cellules
utilisées comme contrdles pour I'analyse comparatont les CML issues des aortes saines.
Ainsi, grace a la technologie de puce a miARNs, n@&RNs exprimés par les CML
anévrysmales (n=4), par les macrophages de typgn¥2) et de type M2 (n=2) ont été
criblés en comparaison a l'expression des miARNs des CML de l'aorte saine. De cette
analyse, nous avons détecté 92 miARNs dans l'ersedds types cellulaires de I'AAA
testés. De ces 92 miARNS, 10 ont été sélectionogs ges analyses complémentaires du fait
de leur intensité de signal. L'analyse différetgieles 10 miARNs dans les échantillons a été
réalisée par RT-qPCR et révele une expressionamitle 6 miARNs dans les trois types de
cellules anévrysmales étudiees, les CML et les deus-types de macrophages. Cing de ces
6 MIARNs sont exprimés de facon similaire danshegpsies entieres. Let-7f est retrouvé
surexprimé dans les CML anévrysmales mais n'estrgtasuvé modulé dans les biopsies
totales anévrysmales comparées aux aortes saires [@ plasma, let-7f est retrouvé
surexprimé dans les plasmas issus des patientsnpaés un AAA par rapport aux patients
ayant une athérosclérose de la populatilAS (Lamblin et al, 2010). Nos résultats chez
I'Homme montrent une diminution tissulaire du migs2lans les trois types cellulaires isolés
de I'AAA et dans les biopsies totales. De facorilaine aux modéles murins d'AAA, le miR-

29b est retrouvé diminué dans le tissu anévrysMaeg@defessel et al, 2012a). Par alilleurs, le
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miR-21 impliqué dans l'apoptose est retrouvé ex@ramn'opposé dans chaque sous-type de
macrophages. L'expression de miR-21 est retrouugemantée dans les macrophages anti-
inflammatoires de type M2 et diminuée dans les opatages pro-inflammatoires de type
M1. Or, le miR-21 protéege de l'apoptose des cdalue la paroi aortiqgue lorsque son
expression est augmentée (Maegdefessel et al, RN&b résultats confirment donc le réle

spécifique de chaque type cellulaire dans la m¥évrysmale.
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IV.7 Les microARNs des ATLOs

Article: Les organes adventitiels lymphoides tertiairessdanévrysme de l'aorte abdominale
sont une source potentielle de microARNs biomargieuvAdventitial tertiary lymphoid

organs in AAA are a potential source of miRNAsiambarkers

Spear R, Boytard L, Blervaque R, Chwastyniak M, Mautte J, Hot D, Staels B, Lemoine Y,
Lamblin N, Pruvot FR, Haulon S, Amouyel P, Pinet F

Soumis dans International Journal of Molecular &cies

L'analyse histologique du tissu anévrysmal a étéémesur 20 biopsies afin d'analyser la
distribution des cellules inflammatoires de I'AARes neutrophiles sont impliqués dans
I'AAA et ont un rble dans le recrutement des aut@tules inflammatoires (Houard et al,
2009). Les macrophages M1 et M2 ont déja été &yaliécédemment (Boytard et al, 2013).
L'implication des lymphocytes dans I'AAA est moibgen définie. Les deux types de
lymphocytes T et B sont retrouvés dans I'AAA (Reepsl, 2009). Les lymphocytes sont
décrits organisés en structure folliculaire dassntedeles athérosclérotiques de souris (Moos
et al, 2005). Ces structures retrouvées dans bdideeet essentiellement dans les aortes des
souris apoliprotéine E -/- sont décrites comme AIEEOs (Grabner et al, 2009). Leur role
dans l'orchestration de la réponse inflammatoireétd énoncé dans l'athérosclérose
(Akhavanpoor et al, 2014). Notre analyse a dondépaur les ATLOs et leur profil
d'expression transcriptomique grace au procédé MDD Let de criblage sur puce,

précédemment décrits, dans le but de mettre eesgdde nouveaux marqueurs de I'AAA.
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Conclusion de l'article

L'étude histologique a permis d'identifier une nilisition spécifique des cellules
inflammatoires impliquées dans I'AAA. Les macroptmgde type M1 a visée pro-
inflammatoire sont préférentiellement retrouvés sdafadventice et a Il'opposé, les
macrophages de type M2 a visée anti-inflammatommet sdentifiés dans le TIL comme
démontré préecédemment (Boytard et al, 2013). Lagroghiles et les lymphocytes de type T
sont observés dans le TIL alors que les lymphocygestype B sont adventitiels. Les
lymphocytes de type B ont été observés organiséstranture de type folliculaire, décrites
précédemment comme ATLOs, dans 7 biopsies anévhkysmsur les 20 analysées
(Bobryshev et al, 2005). Leur interaction avec dedgres types cellulaires présentée dans
I'athérosclérose nous a fait émettre I'hypothése lgg ATLOs expriment des marqueurs

potentiels de 'AAA.

Leur expression transcriptomique a permis de metine évidence trois marqueurs
potentiels, miR-15a*, miR-30a et miR-489 d'aprésirr lentensité de signal dans les
échantillons d'ATLOs étudiés (n=2). Leur expressitiffierentielle dans les ATLOs a été
normalisée par les CML saines, étant le seul tyelaire commun aux deux parois. Nous
avons comparé leur expression a celle des macrephdd et M2. Nous observons que le
miR-15a* et le miR-489 sont exprimés de facon sirel dans les macrophages et les ATLOs
alors que le miR-30a est exprimé de facon similaimguement dans les macrophages de type
M1. Or, le miR-30a est retrouvé différentiellemerprimé dans les macrophages en réponse
a une infection mycoplasmique (Das et al, 2013)miR-15a* est modulé de la méme facgon
dans les ATLOs, les macrophages et les biopsiaketot’AAA mais le miR-489 est exprimé
de facon opposée aux cellules inflammatoires isolEmmparées aux biopsies totales. De
facon intéressante, I'expression de miR-489 estfiféecpar le traitement par I'angiotensine

dans les cardiomyocytes (Wang et al, 2014).
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L'étude plasmatique des patients de I'étude LIL&RIe une expression diminuée de miR-
15a* et miR-30a de facon significative de la mémmeoh que dans les ATLOs et dans les
biopsies totales. Le miR-15a* est un miARN réguléantgiogénese (Sun et al, 2013) et les
cytokines (Han et al, 2013). L'étude des ATLOs acdpermis de mettre en évidence des
MIARNSs potentiels régulateurs des mécanismes himpleg impligués dans I'AAA et des

biomarqueurs potentiels de 'AAA.
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IV.8 Conclusion

L'approche transcriptomique samgriori a été menée sur les cellules isolées de I'AAA afin
de mettre en évidence des marqueurs potentiel&da.| En effet, la distribution spécifique
mise en évidence par l'analyse histologique évdgyarticipation spécifique de chaque type
cellulaire identifié dans I'AAA et donc une expiiessspécifique de marqueurs. Les miARNs
ayant un role régulateur important sur les ARNnfestprotéines mais aussi sur l'expression
génique peuvent permettre une meilleure compréberds I'AAA et mettre en évidence des

marqueurs de I'AAA.

Les miRNAs de la famille miR-29, observés dans lesdeles murins d'AAA
(Maegdefessel et al, 2014), sont retrouvés parsb ImiARNs exprimés de facon similaire a
la fois dans les cellules isolées de I'AAA et denssu analysé dans sa totalité. Parmi ces 5
MIARNS, le miR-451 est un mIARN exprimé dans lesbgles rouges. Son expression
plasmatique, diminuée dans le plasma des patieatemtant un AAA, est opposée a celle
retrouvée dans le tissu. Or le miR-451 est un miARKprimé dans les cellules
érythrocytaires. Sa présence dans les celluleSédsat dans les biopsies totales anévrysmales
peut faire évoquer deux hypothéses. Une premiépothgse est la différence due a la
pathologie dans laquelle de nombreux érythrocyteg exprimés, notamment dans le TIL
(Michel et al, 2011). La présence dans chacuneelses isolées peut étre en faveur d'une
interaction importante entre les cellules du TILIet cellules de l'adventice. Une autre
hypothése est que cette difféerence d'expressioseesndaire aux conditions de prélévement
des biopsies. L'AAA est prélevé au cours de chieuayiverte alors que les biopsies saines
sont prélevées au cours de prélevements multiosgameés injection de soluté de

conservation a travers l'aorte abdominale soudaéna

Deux miARNSs, let-7f et miR-29b, ont été retrouvémsicativement surexprimés dans le

plasma des patients avec un AAA comparés aux patigmésentant une atteinte
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athérosclérotique sans AAA. Let-7f a été retrouadsdl'athérosclérose au niveau de l'intima
des parois vasculaires des patients présentantattdgopathie oblitérante des membres
inférieurs (Li et al, 2011). De facon intéressatee,/f est sous exprimé dans les deux sous-

types de macrophages comparés aux CML saines €t'daalyse du tissu anévrysmal global.

L'approche sana priori ainsi réalisée des cellules isolées de 'AAA amede mettre en
évidence une expression spécifique des miARNs deueh type cellulaire exprimé dans
I'AAA. Cette approche confirme les données des hesdanimaux de I'AAA concernant le
potentiel de biomarqueur de mir-29b dans la patiiel@névrysmale mais aussi met en
évidence de nouveaux mMIARNS, le let-7f, le miR-15at le miR-30a en tant que
biomarqueurs potentiels de I'AAA et qui, a notramaissance n'‘ont pas été observés jusqu'a

présent dans I'AAA.
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V CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Au cours de ce travail de these, deux stratégiegtenutilisées afin de mieux comprendre

la pathologie anévrysmale: I'approche sapsiori et I'analyse de protéines candidates.

Les deux approches reposent sur une étude duAis8uchez I'Homme. L'étude du tissu
humain a l'avantage d'étre le modéle le plus reptétf de la pathologie contrairement aux
modéles animaux qui restent des modeles incompéetsssitant I'action de molécules ou une
action mécanique sur le tissu et pouvant induieeliais d'interprétation de la modulation des
marqueurs potentiels. Toutefois, le tissu humalA4 correspond a un stade avanceé de la
pathologie puisque les AAA prélevés relevent dbation chirurgicale. L'analyse
histologique a révélé une variabilité d'expressies différents types cellulaires dans I'AAA
permettant de suggérer que les AAA analysés remeseun panel large de la pathologie.
Des marqueurs précoces ou déclencheurs de la pgitngbeuvent donc étre méconnus.
L'étude chez 'Homme nécessite de choisir un tismotrble adéquat. Au cours de nos
analyses, l'aorte non anévrysmale de situatioroamgtie similaire a été choisie comme tissu

contrble.

La premiere étape de l'analyse était d'analysedidtribution des cellules vasculaires
impliquées dans I'AAA. Le probable équilibre enligs cellules a visée pro-inflammatoires
telles que les macrophages M1 de l'adventice etdiigles a visée anti-inflammatoires telles
que les macrophages de type M2 du TIL a pu étreqévau fait de leur distribution
spécifique. Des structures adventitielles tertgmirdécrites auparavant (Bobryshev et al,
2001), ont été observées. Les ATLOs auraient um pédbable dans la régulation des autres

cellules inflammatoires (Akhavanpoor et al, 2014).

Cette analyse histologique était également indsqigle a la localisation de zones d'intérét
pour l'isolement. Selon les observations de Sl 005), I'étude de I'AAA a été menée sur
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les cellules isolées par LMD. La LMD permet en effi@tudier I'expression protéique et
transcriptomique des cellules que nous souhaitffestuer sans modifier leur phénotype par
la culture (Chimenti et al, 2011). Afin d'étudiéexipression différentielle des marqueurs
potentiels, le groupe de référence choisi étagrmipe de CML issus de l'aorte saine. Ce
choix résulte du fait que les CML étaient les seuwlellules communes aux deux tissus. Les
cellules endothéliales présentes dans le tissunsah pas été localisées lors de I'analyse des
échantillons AAA et inversement, les cellules inflaatoires de I'AAA n'ont pas été mises en
évidence dans l'aorte saine. Les zones enrichieslieties d'intérét ont été isolées et soumises
a des analyses protéiques d'une part et a dessasasanscriptomiques d'autre part. Les
analyses protéiques nécessitaient une quantitéatériei isolé importante correspondant a
environ 40 mrh de surface. Il était donc nécessaire de localiserzone ayant une surface
par coupe suffisante. Les coupes soumises a la sbtid de 18um et I'avancement d'une
coupe a une autre augmente le risque de perdrena d'intérét. L'immunomarquage était
régulierement réitéré (en moyenne toutes les 3eapit environ a 0,5 mm de tissu) afin de
confirmer la persistance de la zone au cours dwdgression de lisolement. L'analyse du
tissu global ou des différentes couches de 'AAAtpeasquer certains marqueurs potentiels.
L'expression des miARNs du tissu global et du tisslé confirme cette observation. La
complexité des mécanismes impliqués et la préesgmecellules interagissant les unes avec les
autres potentialisent la modulation de certains goraurs mais a linverse diminue la

modulation d'autres et est responsable d'une abskenaodulation dans l'analyse globale.

A. Approche ciblée : les biomarqueurs potentiels deAAA

L'analyse protéomique différentielle du laborato&rgpermis de mettre en évidence des
marqueurs potentiels de I'AAA, la PRDX-1 et ADAMTS (Lamblin et al, 2010). Ces
marqueurs ont été étudiés plus précisément danslkses isolées de I'AAA. La PRDX-1

retrouvée modulée dans le plasma des patients npadseun AAA et analysée dans les
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macrophages de type M1 et M2 est le reflet de lesgion des macrophages de type M1 de la
paroi anévrysmale. Le role spécifique de chacunsdes-types de macrophages représentés

dans I'AAA est donc mis en évidence par cette aeales cellules une fois isolées du tissu.

L'évolution de la morphologie des CML observée darisssu a été validée par I'analyse de
I'expression des marqueurs apoptotiques une feisdbBules isolées. Le réle dADAMTS 5
dans l'anoikis des CML anévrysmales a été mis mledoe, reliant le marqueur identifié par
I'analyse sana priori précédemment effectuée dans le plasma et sur llegeseen culture
issues de patients présentant un AAA a un procdssisgique de I'AAA (Lamblin et al,

2010).

ADAMTS 5 a également été identifiée dans la pathielathérosclérotique par son role
dans la rétention des lipoprotéines dans la pandicae (Didangelos et al, 2012). Son
expression dans les macrophages humains a étéuuwétromodulée par les cytokines
impliquées dans l'athérosclérose (Ashlin et al 320ADAMTS 5 semble donc étre un acteur
central des processus inflammatoires et apoptdigueliqués dans I'AAA et pourrait étre
impliqué des le début de la pathologie anévrysrdaléait de son réle dans la régulation des

LDLs dans la paroi aortique.

Des analyses statistiques complémentaires degatssplasmatiques sont en cours, grace a
la collaboration du Pr J. Lindholt, afin d'étahlim lien avec les données cliniques de la base
de données des patients inclus aux résultats plagraa observés a la fois en comparaison
avec les patients athérosclérotiques sans AAAsepétients non athérosclérotiques avec un

AAA.

La détection de sous-unités d/ADAMTS 5 nécessiéral'explorée afin de répondre aux
différentes hypothéses émises de modifications-pagtictionnelles de la protéine ou l'action
d'enzymes telles que les caspases (Mariathasdn2i0d). Un modele de culture cellulaire
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de l'apoptose des CML pourrait apporter une répamsétudiant l'effet de la modulation
d'ADAMTS 5 sur le profil d'expression protéiquetinscriptomique des CML apoptotiques.
Des analyses préliminaires montrent I'obtentiomel'modification morphologique et des
marqueurs de l'apoptose des CML par l'action deisabucol (Midwinter et al2012). La

Figure 24 résume les résultats de cette mise al. poi
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Figure 24 - Mise au point du traitement par 28l de succinobucol - Photos compartives (en haut
a gauche) des CML aortiques avant (photo de gauehajprés traitement par 24V de succinobucol
a 24 heures (photos de droite) et expression eriéveBlot de la caspase 3 active et CapZ
Analyse de I'expression des ARN messagers dessesspa8, 9, BAX et HO1 aux doses croissantes
de traitement par succinobucol (& droite). Echaatilde référence CML non traitées et géne de
référence, PPIA.

Le traitement par le succinobucol a été effectuwdoses croissantes 5, 10, 20 et 28
pendant 24 heures. Les ARNmM des caspases 3, 8 BA>et marqueurs de l'apoptose, et
I'ARNm d'heme oxygénase-1 (HO1), marqueur du tret® par succinobucol ont été
analysés par RT-gPCR et comparés a l'absence itamgat. A la dose de 2BM, nous
observons le morphotype arrondi des CML. L'expoessie CapZx confirme la persistance
du phénotype des CML aprés le traitement. L'expyasde la caspase 3 active et des autres
marqueurs de l'apoptose a cette dose est retroavéa fois au niveau protéique et
transcriptomique et HO1 est également augmentésiAile traitement par 2%uM de
succinobucol est capable d'induire I'apoptose dd& €n culture. L'analyse dADAMTS 5

nécessitera donc des analyses supplémentairesitarecla méme approche sera effectuée
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pour la PRDX-1 dans les deux sous-types de macgesh&eci permettra de définir le rble
de ces deux biomarqueurs potentiels dans I'AAA@temtuellement établir un lien avec les

résultats de I'analyse samgriori.

B. Approche sansa priori : vers une meilleure compréhension de 'AAA

La LMD a également permis l'analyse de I'expressies miARNS sana priori a partir
des cellules vasculaires isolées du tissu anéviydmeacriblage des miARNs par puce a
permis de sélectionner des marqueurs potentielAdA. Ainsi, I'analyse comparative de
I'expression du let-7f a mis en évidence son plede marqueur qui a été confirmé par
I'analyse plasmatique. Avec cette stratégie, desjuears ont pu étre ignores. L'analyse sur
puce limite en effet les données aux miIARNs corgtua sélection des miARNs pour les
analyses ultérieures a été restrictive du fait getit nombre d'échantillons testés. Le choix de
la référence, les CML saines, peut également ieduirbiais de sélection puisque les valeurs
sont comparées a un groupe de CML issu du tissu Bautefois, le choix de sélectionner des
MIARNSs détectés intensément sur la puce permeati@iminer les miARNs non modifiés

dans la pathologie anévrysmale.

L'analyse des cellules isolées de I'AAA a pernigedtifier des miARNs impliqués dans la
pathologie anévrysmale. Les 10 miARNSs issus delyae des macrophages et des CML sont
modulés spécifiguement dans chaque cellule isdP&mi ces miIARNs, miR-21, et les
MIARNSs de la famille miR-29 sont décrits dans lesd@les murins de I'AAA (Maegdefessel
et al, 2014). L'approche effectuée chez I'Hommeomcdpermis de confirmer les données
obtenues dans le modéle murin mais a égalementigpeaten détecter d'autres miARNs
impliqués dans I'AAA tels que le let-7f uniquemetitservé dans l'athérosclérose (Li et al,
2011). De facon parallele, le miR-15a* et le miRx3Mt été mis en évidence par l'analyse de
I'expression des miARNSs issus des ATLOs comme aesdrqueurs plasmatiques potentiels

de I'AAA.
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Afin de mettre en évidence le role de ces miARNscti®nnés, une modulation de leur
expression via des antagomiR et dasiicsen culture, sur les macrophages de type M1 et
M2 et sur les CML mises en apoptose, permettraliyaa de leur réle sur leurs cibles qui
auront été identifiées panir pathway(Van Rooij et al, 2012)Mir pathwayest un logiciel
répertoriant les cibles prédites et connues desRNB\ Les cibles des miARNs seront donc
identifiéesa priori et pourront permettre de juger de l'efficacitérmitement et d'analyser les
conséguences sur les autres marqueurs protéiquenstriptomiques potentiels de I'AAA

détectés dans les études réalisées au laboratdisa®|a littérature.

Une technologie de 'approche sangriori est décrite pour les miARNS: le séquencage en
profondeur des ARNs (Van Rooij, 2011). Cette tetbgie permet de mettre en évidence des
MIARNSs encore inconnus et des longs ARNs non caedddéns une premiere étape, nous
avons réalisé ce séquencage sur du tissu globatyangl comparé au tissu aortique global
non anévrysmal. Les premiéres analyses confirmemedpart les analyses de la puce en
détectant la modulation des miARNs sélectionnésdak le miR-21 (augmenté d'un facteur
1,7), le miR-24 (augmenté d'un facteur 2), le miR-paugmenté d'un facteur 2,5) et le miR-
451 (augmenté d'un facteur 5). De cette méme analiss InCARNs ont été également
détectés dans l'analyse comparative. Ainsi, cettdnblogie permettrait de détecter de
nouveaux marqueurs de I'AAA par rapport a la tetdgie du criblage par puces. Suite a
cette mise au point, nous réaliserons le séquengagerofondeur des cellules isolées de
I'AAA. La limite de cette technologie est la quadtie matériel nécessaire qui est d'environ 1
Hg. Une mise au point d'enrichissement des miARNsnetra de diminuer a 100 ng la

quantité nécessaire au sequencage.

Les travaux de ma thése réunissent donc deux dmsocomplémentaires utiles pour

ameéliorer la compréhension de I'AAA mais aussi afilen déterminer d'éventuels
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biomarqueurs permettant un diagnostic ou une étrafupronostique utile pour les prises de

décisions thérapeutiques.
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