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ANALYSE TRANSCRIPTOMIQUE DES CELLULES VASCULAIRES ISOLÉES DU TISSU ANÉVRYSMAL 
DE L'AORTE ABDOMINALE SOUS-RÉNALE CHEZ L'HOMME 

 

L'anévrysme de l'aorte abdominale (AAA) est un problème de Santé Publique qui touche 
principalement les hommes de plus de 65 ans. L'AAA souvent asymptomatique évolue 
vers la rupture associée à un taux de mortalité élevé. Parmi les acides ribonucléiques 
(ARNs) non codants, les microARNs (miARNs), stables dans le tissu et les biofluides, sont 
des candidats intéressant dans la recherche de biomarqueurs.  

L'inflammation, la dégradation de la matrice extra-cellulaire (MEC) et la raréfaction de la média 
participent à l'AAA. De nombreuses cellules inflammatoires sont impliquées dans l'AAA. La 
raréfaction des cellules musculaires lisses (CML) est secondaire à l'anoïkis, apoptose par détachement 
cellulaire de la MEC. Une analyse protéomique différentielle de CML en culture, issues de patients 
porteurs d'AAA, réalisée au laboratoire a montré que la désintégrine et metalloprotéinase avec un 
motif de thrombospondine 5 (ADAMTS 5) est surexprimée dans les CML de patients présentant un 
AAA. L'isolement des cellules par la microdissection laser permet de conserver le phénotype des 
cellules isolées et de mettre en évidence des marqueurs potentiels de l'AAA masqués par l'analyse du 
tissu global.  

Mon travail de thèse a consisté à partir des cellules isolées de la paroi anévrysmale de l'aorte 
abdominale sous-rénale chez l'Homme: à effectuer une analyse globale des miARNS et une analyse 
ciblée de l'ADAMTS 5, métalloprotéase qui a une action enzymatique sur les protéines de la MEC. 
Les objectifs de ce travail sont une meilleure compréhension de l'AAA et l'identification de nouveaux 
biomarqueurs. 

La distribution des cellules dans la paroi anévrysmale est étudiée par immunohistochimie sur des 
biopsies anévrysmales et d'aortes saine obtenues chez l'Homme. Les cellules localisées sont isolées par 
microdissection laser. L'analyse par criblage de l'expression des miARNs des cellules isolées de 
l'AAA et des CML issues d'aorte saine est réalisée sur puce. L'expression différentielle de miARNs 
sélectionnés est analysée par PCR quantitative dans des cellules isolées de l'AAA et dans du tissu 
global. L'expression des miARNs sélectionnés est ensuite comparée dans le plasma des patients 
présentant un AAA et de patients athérosclérotiques sans AAA par PCR pour identifier de potentiels 
biomarqueurs.  

Dans l'AAA, les macrophages M1 proinflammatoires sont retrouvés dans l'adventice et les 
macrophages M2 anti inflammatoires dans le thrombus intraluminal, les lymphocytes de type B sont 
retrouvés organisé en organe lymphoïde tertiaire adventitielle ou ATLOs dans 11 échantillons sur 20 
analysés. Les CML sont rares et strictement localises au niveau de la média. Sur 850 miARNs testés 
dans la puce, 205 miARNs sont exprimés dans les cellules isolées. Les miR-29b et let-7f sont 
augmentés dans le plasma de patients porteurs d'AAA et représentent de potentiel biomarqueurs. 

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

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

L'approche systématique de l'expression transcriptomique des cellules anévrysmales isolées a 
identifié des marqueurs potentiels de l'AAA, les miR-29b et let-7f et l'analyse ciblée suggère 
l'implication d'ADAMTS 5 dans le profil évolutif des CML vers l'anoïkis dans l'AAA. Des études 
complémentaires permettront une meilleure compréhension de l'AAA. 
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TRANSCRIPTOMIC ANALYSIS OF ISOLATED VASCULAR CELLS IMPLICATED IN 
ABDOMINAL AORTIC ANEURYSM IN HUMAN 

 

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

Inflammation, extracellular matrix (ECM) degradation and media rarefaction are involved 
in AAA. Many inflammatory cells are involved in AAA. Anoikis is an apoptosis secondary 
to a cell detachment from ECM and is responsible for rarefaction of smooth muscle cells 
(SMC). Differential proteomic analysis of cultured SMC from AAA patients was 
performed in the laboratory and highlighted the overexpression of a disintegrin and 
metalloproteinase with thrombospondin motif of type 5 (ADAMTS 5) in SMC of AAA 
patients. Isolation of cells with laser microdissection allows to keep their phenotype and to 
find potential markers that may be masked by global tissue analysis. 

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

The distribution of cells in the aneurysmal wall was studied by immunohistochemistry in 
human aneurysmal and healthy aortic samples. Once located, the cells were isolated by 
laser microdissection and screened for miRNAs by microarrays. Differential expression of 
selected miRNAs was quantified by PCR in the cells isolated by laser microdissection and 
in whole aortas. They were then compared in plasma of AAA patients and atherosclerotic 
patients without AAA by quantitative PCR to identify potential biomarkers. 

In AAA, the M1 proinflammatory macrophages were located in the adventitia and the M2 
antiinflammatory macrophages in the intraluminal thrombus; the type B lymphocytes were 
organized in tertiary lymphoid organs (ATLOs) in 11/20 of analysed samples. SMC were 
rare and restricted to the media. Among the 850 miRNAs tested on microarray, 205 
miRNAs were detected in isolated cells. MiR-29b and let-7f were upregulated in plasma of 
AAA patients, and thus are potential biomarkers. 

The expression of ADAMTS 5 in aneurysmal SMC was evaluated by 
immunohistochemistry of healthy and aneurysmal aortic wall and quantified by Western 
blot in isolated SMC from healthy and aneurysmal wall. 

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

The global transcriptomic screening of aneurysmal cells isolated by laser microdissection has 
identified potential markers of AAA, miR-29b and let-7f. The targeted analysis suggested that 
ADAMTS 5 is involved in the evolution profile of SMC towards anoikis in AAA. Further 
investigations will allow a better understanding of AAA pathophysiology.
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I INTRODUCTION 

I.1 Contexte 

I.1.1 Définition clinique 

L'aorte, artère principale de l'organisme, peut être le siège d'une dilatation anévrysmale le 

plus fréquemment au niveau de l'aorte abdominale sous-rénale. L'anévrysme de l'aorte 

abdominale (AAA) est défini par une perte du parallélisme de la paroi aortique abdominale 

avec un diamètre supérieur à 1,5 fois le diamètre de l'aorte saine (Figure 1). Le diamètre 

aortique sain est de 2,5 à 3 cm avec une variabilité inter-individuelle importante. La dilatation 

anévrysmale aboutit à la rupture de la paroi aortique pathologique qui constitue une urgence 

chirurgicale pour traiter l'hémorragie interne massive.  

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

anévrysmale 
 

I.1.2 Histoire naturelle de l'AAA 

La dilatation anévrysmale est d'évolution asymptomatique. Toutefois, des symptômes 

peuvent être évocateurs de la pathologie avant sa rupture. Ces symptômes varient de la 

compression extrinsèque d'organe (uretère, organes creux digestifs) à des lombalgies par 

érosion des corps vertébraux par la paroi anévrysmale, à l'ischémie aiguë de membre ou à un 

  

Aorte 
normale   

Aorte abdominale 
anévrysmale 
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syndrome des emboles de cholestérol via des emboles migrant du thrombus anévrysmal situé 

dans la lumière aortique anévrysmale. Un AAA symptomatique est cependant souvent 

évocateur de la rupture de l'anévrysme (Figure 2) et de situations urgentes telles que les 

fistules aorto-digestive ou aorto-cave.  

A      B  

Figure 2 - A: Représentation schématique de la rupture d'un anévrysme de l'aorte abdominale. B: 
Coupe axiale d'une angiotomodensitométrie permettant la confirmation diagnostique d'une rupture 

d'AAA. 

Ce symptôme est un syndrome douloureux abdominal aigu éventuellement associé à un état 

de choc hémorragique. Tout anévrysme abdominal douloureux non rompu représente un 

syndrome fissuraire précédant la rupture aortique et nécessite une prise en charge en urgence. 

L'AAA est donc une pathologie chronique d'évolution asymptomatique et dont la 

symptomatologie, souvent évocatrice de rupture, est associée à un pronostic vital engagé. 

 

I.1.3 Épidémiologie 

L'AAA concerne 0,22% de la population générale selon la Haute Autorité de Santé (HAS, 

Novembre 2012) et 5% des hommes de plus de 65 ans en France (Collège des Enseignants de 

Médecine Vasculaire, 2013), 2,2% en Suède (Svensjö et al, 2011). La prévalence de l'AAA 

varie dans la littérature de 1% à 12,7% (Stather et al, 2014). Cette prévalence diminue grâce 

au contrôle des facteurs de risques cardio-vasculaires (Choke et al, 2012). Aux USA, les 
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anévrysmes aortiques quelque soit leur localisation sont responsables de 10 597 décès en 

2009.  

Le taux de rupture est par ailleurs corrélé au diamètre de l'AAA de façon exponentielle 

avec au seuil de 5 cm, un risque de rupture qui est égal à la survenue de complication 

postopératoire (Brewster et al, 2003). Ainsi, pour les anévrysmes de 5,5 cm de diamètre et au-

delà, une indication de traitement chirurgical est retenue. Au-delà de 80 mm de diamètre, 

l'AAA présente un risque de rupture de 50% dans l'année à venir. Une expansion de plus de 5 

mm en 6 mois est également associée à un taux de rupture plus élevé qu'un AAA de même 

taille évoluant moins rapidement (Brady et al, 2004). 

I.1.4 Prise en charge de l'AAA 

La prise en charge de l'AAA dépend de la taille de l'AAA. Le traitement médical et le 

contrôle des facteurs de risque modifiables s'appliquent à tous les anévrysmes. Le traitement 

chirurgical est réservé aux AAA à risque de rupture supérieur au risque du traitement 

chirurgical. 

I.1.4.1 Traitement médical 

Le contrôle des facteurs de risque est nécessaire pour ralentir la progression de l'AAA. Le 

sevrage tabagique est indispensable. Le contrôle de l'hypertension artérielle est recommandé 

sans spécificité d'un antihypertenseur de choix dans l'AAA. Les inhibiteurs de l'enzyme de 

conversion ont été évoqués pour ralentir la progression de l'AAA (Silverberg et al, 2014). Les 

statines ont un bénéfice sur la progression de l'AAA mais également sur la mortalité 

postopératoire des AAA rompus (Wemmelund et al, 2014). Les antiagrégants plaquettaires 

sont également indiqués dans le traitement de l'AAA en prévention secondaire, un 

ralentissement de la croissance sur les AAA de taille modérée a été montré avec de faibles 

doses d'aspirine (Lindholt et al, 2008). 
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I.1.4.2 Traitement chirurgical 

Plusieurs situations sont à différencier concernant la chirurgie de l'AAA. En l'absence de 

symptomatologie, seuls les anévrysmes de plus de 50 mm de diamètre et/ou évoluant de plus 

de 5 mm en 6 mois relèvent d'un traitement chirurgical. Les options chirurgicales sont une 

exclusion de l'AAA par voie endovasculaire ou une mise-à-plat-greffe prothétique par 

laparotomie ou laparoscopie (Figure 3). Le choix du traitement chirurgical se fait après une 

analyse de l'histoire médicale et chirurgicale du patient associée à une analyse de l'imagerie 

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

A  B  

Figure 3 - A: Voies d'abord nécessaires et possibles pour le traitement par mise-à-plat-greffe 
prothétique de l'AAA et représentation schématique du traitement. B: Incision au niveau du scarpa 

droit et ponction percutanée controlatérale pour le traitement endovasuclaire de l'AAA représenté sur 
le schéma de droite. 

 

Lorsque l'AAA est symptomatique, la chirurgie devient urgente. Les options chirurgicales 

par laparotomie ou par voie endovasculaire peuvent être discutées selon les centres. La 

chirurgie en urgence est associée à une morbimortalité plus élevée que lors d'une chirurgie 

programmée. Les données hospitalières françaises révèlent 34% de décès secondaire à une 

chirurgie d'anévrysme rompu et 3% en cas d'anévrysme non rompu. La mortalité 

périopératoire des AAA rompus est de 38% (contre 3% en cas d'AAA non rompus) et 79% de 

retour à domicile (contre 36% en cas d'AAA non rompus). L'augmentation de la 

morbimortalité en situation d'urgence souligne l'importance d'un dépistage précoce de la 

pathologie anévrysmale dans la population à risque. 
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I.1.5 Étiologies et facteurs de risque 

I.1.5.1 Âge, sexe et ethnicité 

L'AAA est une pathologie qui touche de façon prédominante les hommes contrairement à 

ce qui avait initialement décrit (Silane et al, 1996). La proportion d'AAA dans la population 

générale est d' 1 femme pour 13 hommes en France (HAS, Novembre 2012). Pour une 

population de 3450 femmes et 122 272 hommes, les femmes présentent un risque de 1/4 

d'avoir un AAA de plus de 3 cm par rapport aux hommes et de 1/10 pour les AAA de plus de 

4 cm (Lederle et al, 2001). Cette différence s'étend au risque de rupture. Le risque de rupture 

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

Le risque de développer un AAA est plus important chez les hommes noirs comparés aux 

hommes blancs (Lederle et al, 2000) mais s'inverserait dans la population féminine (Lederle 

et al, 2001). De même les populations hispaniques et asiatiques ont un risque moins élevé que 

les caucasiens de développer un AAA (Kent et al, 2010). 

I.1.5.2 L'athérosclérose 

L'AAA est associée à l'athérosclérose (Powell et al, 1989). Les facteurs de risque de l'AAA 

sont donc ceux des pathologies cardiovasculaires à savoir l'âge, le sexe masculin, la 

consommation de tabac, l'hypertension artérielle (HTA), et l'association à d'autres pathologies 

cardiovasculaires (Kent, 2010). Malgré des facteurs de risque communs et une histologie 

similaire, l'athérosclérose occlusive et l'AAA sont deux pathologies distinctes (Shteinberg et 

al, 2000).  

I.1.5.3 Le tabac 

La consommation de tabac est un facteur de risque majeur de l'AAA. Les études 

épidémiologiques concluent à cette association (Lederle et al, 2000-Jamrozik et al, 2000-

Svensjö et al, 2011). La consommation de tabac est également associée à une progression 

accélérée de 0,35 mm par an de l'AAA pour les AAA de petite taille selon une méta-analyse 

regroupant 15 475 sujets (Sweeting et al, 2012). Cette méta-analyse confirme les observations 
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de l'essai "United Kingdom Small Aneurysm Trial" sur le risque de rupture de l'AAA doublé 

chez les patients fumeurs en comparaison aux patients ayant cessé leur consommation de 

tabac (The UK Small Aneurysm Trial Participant, 1999). L'activateur tissulaire du 

plasminogène (tPA) est augmenté dans le plasma de 70 patients présentant un petit AAA 

(Lindholt et al, 2003) et pourrait être lié à la consommation de tabac. In vivo dans le modèle 

d'AAA induit par perfusion d'élastase, l'exposition au tabac augmente l'infiltrat dans la paroi 

aortique anévrysmale de lymphocytes T et modifie la réponse des leucocytes en comparaison 

à la paroi anévrysmale des souris non exposées à la fumée de cigarette (Jin et al, 2012).  

I.1.5.4 L'hypertension artérielle 

L'HTA est communément associée avec l'AAA (Jamrozik et al, 2000 - Krohn et al, 1992- 

Kanagasabay et al, 1996 - Singh et al, 2001 - Vardulaki et al, 2000 - Simoni et al, 1995 - 

Törnwall et al, 2001 - Kent et al, 2010) mais cette association n'est pas toujours observée 

(Alcorn et al, 1996 - Blanchard et al, 2000 - Lee et al, 1997 - Collin et al, 1988 - Bengtsson et 

al, 1991 - Scott et al, 1991 - Smith et al, 1993 - Wanhainen et al, 2005).  

Dans les modèles animaux, cette association est également controversée. La progression 

d'un AAA induit par perfusion d'élastase est influencée par la pression artérielle. Les AAA 

chez les animaux hypertendus sont plus larges que chez les animaux normotendus (Gadowski 

et al, 1993). Cette différence serait due à la production de NFkappaB (NFκB), dont 

l'inhibition augmenterait la production de MMP dans la paroi et l'infiltration des macrophages 

(Shiraya et al, 2006). Inversement, dans le modèle d'AAA par perfusion d'angiotensine II dans 

des souris hypercholestérolémiques, la progression de l'AAA est indépendante de 

l'hypertension artérielle. 
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I.1.5.5 Le diabète 

 Une corrélation négative a été observée entre un AAA et le diabète (Lederle et al, 2000) et 

confirmée par une récente méta-analyse de 13 études dont 6 prospectives, 5 cohortes et 2 

cas/contrôle (Takagi et al, 2014). 

Le diabète qui est un facteur de risque cardiovasculaire majeur, semble ralentir la 

progression des petits anévrysmes en inhibant la production de métalloprotéinases par les 

monocytes-macrophages (Golledge et al, 2008). L'hyperglycémie entraîne une réponse 

opposée à celle observée dans l'AAA en stimulant la prolifération des CML et la production 

du collagène structurant la matrice extracellulaire (Jones et al, 1999). Le diabète est associé à 

une résistance à la protéolyse via le dépôt d'advanced glycation end products (AGEs) 

(Norman et al, 2007). 

I.1.5.6 La dyslipidémie 

L'association du taux de cholestérol avec un AAA est encore mal définie. En effet, dans une 

étude rétrospective de 3 millions d'individus, l'hypercholestérolémie non définie dans l'étude 

est associée à une augmentation du risque d'AAA (Kent et al, 2010). Dans une étude plus 

récente, un taux de cholestérol total supérieur ou égal à 200 mg/dL est associé à un risque 

diminué d'AAA (Chun et al, 2014). Cependant, l'analyse d'une cohorte de 3327 hommes âgés 

de 65 à 83 ans a montré que la concentration sérique en HDL-cholestérol était plus faible chez 

les patients présentant un AAA (Golledge et al, 2010). D'autre part, un antécédent familial 

d'anévrysme quelque soit sa localisation est un facteur de risque d'AAA. L'analyse en GWAS, 

pour Genome-wide association study, a montré que le variant rs6511720 du récepteur du 

LDL-cholestérol (LDLR) était significativement associé à la présence d'un AAA (Bradley et 

al, 2013).  
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I.1.5.7 L'obésité 

L'obésité est associée à la pathologie athérothrombotique. L'association avec l'AAA a été 

étudiée plus récemment. Une étude suédoise de 63 655 hommes et femmes âgés de 46 à 84 

ans montrent une augmentation de l'incidence des AAA entre le tour de taille de 100 cm chez 

l'homme et 88 cm, sans relation mise en évidence avec le BMI (Stackelberg et al, 2013). Une 

revue de 8 études récentes confirme l'association de l'obésité avec la présence de l'AAA mais 

non comme facteur influençant la progression (Cronin et al, 2013). Une méta-analyse de 19 

études confirme l'absence d'association entre le risque d'AAA et le BMI (Takagi et al, 2014). 

Dans les modèles animaux d'infusion d'angiotensine II chez des souris 

hypercholestérolémiques ayant un déficit induit en adiponectine, diminuée chez les patients 

obèses, la formation de l'AAA serait favorisée par une augmentation de l'infiltration de 

macrophages et l'activation des MMP2 et MMP9 dans la paroi aortique anévrysmale (Yoshida 

et al, 2014). L'association entre l'obésité et l'AAA nécessite d'être confirmée. 

I.1.5.8 Les pathologies inflammatoires et infectieuses 

Les AAA peuvent être également d'origine inflammatoire liés à des pathologies telles que 

la maladie de Horton (Cotlar et al, 2006) ou maladie de Takayashu (Kallappa et al, 2013). Les 

greffes bactériennes sur le tissu aortique peuvent être responsables du développement 

d'anévrysme souvent sacciforme. Les mycobactéries et bactéries de la sphère ORL sont 

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

Une autre imputabilité des bactéries dans la pathologie anévrysmale est discutée. Une 

bactérie d’origine dentaire le Porphyromonas gingivalis, de portage sain, a été retrouvée dans 

les parois d’AAA (Kurihara et al, 2004). L'infection au Porphyromonas gingivalis dans un 

modèle murin permet de reproduire un thrombus d'AAA riche en neutrophiles permettant 

d'émettre l'hypothèse du rôle de Porphyomonas gingivalis dans l'activation des neutrophiles 

dans l'AAA (Delbosc et al, 2011).  
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Outre le Porphyromonas gingivalis, la coinfection par Mycoplasma pneumoniae et 

Chlamydophila pneumoniae augmenterait l'inflammation adventitielle et la dégradation de 

collagène (Roggerio et al, 2013). C. pneumoniae, une bactérie responsable d'infections 

pulmonaires (Grayston et al, 1992) souvent liée au tabac (Hahn et al 1992) et impliquée dans 

l'athérosclérose (Kuo et al, 1993) est détectée dans l'AAA (Juvonen et al, 1997). D'autre part, 

la présence de lymphocytes T spécifiques de C. pneumoniae mise en évidence dans l'AAA 

(Halme et al, 1999) et sa capacité d'induire la production de MMP par les macrophages (Kol 

et al, 1998) pourraient suggérer son imputabilité dans la formation d'AAA. 

I.1.6 Dépistage 

L'AAA est donc un problème de Santé Publique important devant être traité. L'AAA est 

une pathologie le plus souvent asymptomatique. L'examen physique permet le diagnostic de 

30% des AAA (Aggarwal et al, 2011). L'AAA nécessite un dépistage qui est recommandé en 

France, aux États-Unis et au Royaume-Uni. Le dépistage de la population à risque permettrait 

la réduction de la mortalité due aux AAA de 50% (Lindholt et al, 2008) et de la chirurgie en 

urgence de 56% (Lindholt et al, 2010). La population cible de dépistage est variable selon les 

pays. En France, selon les recommandations de 2012 de la HAS, le dépistage est indiqué pour 

les hommes âgés de 65 à 75 ans, anciens fumeurs ou fumeurs actifs, et pour les hommes et 

femmes de plus de 50 ans ayant des antécédents familiaux. Le dépistage de l'AAA se fait par 

un écho-doppler. En effet, l'échographie est un examen répondant aux critères des examens de 

dépistage contrairement à l'imagerie par résonnance magnétique (IRM) ou à l'angio-

tomodensitométrie (angio-TDM) (Isselbacher, 2005 - Petersen et al, 1995). L'échographie est 

non invasive non irradiante avec une bonne sensibilité et spécificité pour le diagnostic des 

AAA et un faible coût (Laroy et al, 1989 - Michel et al, 2011). L'évaluation socio-

économique du dépistage de l'AAA est en faveur d'un dépistage échographique unique chez 

les hommes de plus de 65 ans mais reste cependant coûteux (Svensjö et al, 2014). 
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I.2 Mécanismes physiopathologiques 

L'aorte normale est une artère de gros calibre constituée de trois tuniques : l'endothélium, la 

media et l'adventice de la lumière vers l'extérieur du vaisseau. L'évolution vers l'AAA est le 

siège de modification de ces différentes tuniques (Figure 4). 

 

 
Figure 4 - Représentation schématique des couches composant la paroi aortique saine (à gauche) 

et anévrysmale (à droite). 

 

I.2.1 Modification de la media dans l'AAA  

La dilatation de la paroi aortique résulte de la perte de l'élasticité et de la résistance de 

celle-ci. De multiples facteurs peuvent expliquer cette fragilité pariétale (Davies et al, 1998). 

La media de l'aorte, qui contient les cellules musculaires lisses (CML) et la matrice 

extracellulaire (MEC), est le siège de modifications importantes dans l'AAA contribuant à la 

dilatation anévrysmale de la paroi aortique. Il existe une raréfaction des CML au cours de 

l’AAA (Lopez-Candales et al, 1997). Cette raréfaction est secondaire à l’apoptose des CML 

et ce mécanisme a été décrit comme étant l’anoïkis (Michel et al, 2003). L’anoïkis est 

l’apoptose secondaire au détachement des CML de la MEC.  
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La matrice extracellulaire est par ailleurs dégradée au cours de l’AAA par l’action de 

nombreuses enzymes dont les métalloprotéinases matricielles (MMP). Douze isoformes de 

MMP ont été décrites parmi lesquelles la MMP9, la MMP2 et la MMP3 ont été détectées dans 

la paroi anévrysmale de modèle murin d'AAA et modifiées par l'action d'inhibiteurs des 

MMPs, les inhibiteurs tissulaires de métalloprotéinases (TIMPs) (Allaire et al, 1998). Ces 

MMPs sont sécrétées par les CML et les cellules inflammatoires participant à l’AAA 

notamment les macrophages (Thompson et al, 1995). L'élastine, composant essentiel de la 

paroi aortique, serait dégradée dans l'AAA. Les produits de dégradation de l'élastine ont été 

évalués dans le sérum de patients porteurs d'un AAA (Lindholt et al, 1997). L'élastase est 

associée à la destruction de l'élastine aortique. Les complexes circulants d'élastase et d'alpha-

1-antitrypsine (α1-AT), inhibant l'action de l'élastase, sont positivement corrélés à la 

progression des AAA ce qui suggérerait l'implication nécessaire d'autres protéases dans les 

petits AAA (Lindholt et al, 2003). Cette destruction de la MEC participe à la rigidification et 

à la perte d’élasticité de l’aorte décrite dans l’AAA (Davies et al, 1998).  

I.2.2 L’inflammation dans l'AAA  

L’inflammation est un processus majeur de l’AAA avec la participation de nombreuses 

cellules inflammatoires et la production des protéines destructrices de la MEC telles que les 

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

I.2.2.1 Les neutrophiles 

Les neutrophiles sont retrouvés principalement dans le thrombus intraluminal (TIL) de 

l'AAA et dans l'adventice (Houard et al, 2009). Ils secrètent les MMP (Fontaine et al, 2002) et 

participent au recrutement des autres cellules inflammatoires (Houard et al, 2009). En effet, 

leur déplétion dans les modèles animaux d'AAA est responsable d'une absence d'évolution 

anévrysmale avec la diminution de l'expression des MMP 2 et MMP9 ainsi que l'absence de 

recrutement des autres cellules inflammatoires (Eliason et al, 2005). Le rôle des neutrophiles 
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dans le recrutement des cellules est mis en évidence par Chertov et al (1997). La seule perte 

de fonction de recrutement des neutrophiles est responsable de l'absence de formation d'AAA 

dans le modèle d'élastase (Pagano et al, 2007). Les neutrophiles participent à l'action de 

l'élastase au sein de la paroi anévrysmale comme transporteurs de cette enzyme (Cohen et al, 

1993). Ils augmentent la concentration de MMP9 dans le TIL comparativement au reste de la 

paroi de l'AAA (Fontaine et al, 2002). Ils produisent en effet la lipocaline associée à la 

gélatinase de neutrophile (NGAL) qui en formant des complexes avec la MMP9, la protège de 

la dégradation. Or, ces complexes sont retrouvés dans le thrombus et la paroi de l'AAA 

(Folkesson et al, 2007). 

I.2.2.2 Les lymphocytes 

Les lymphocytes regroupent deux types de lymphocytes. Ces cellules participent au 

processus inflammatoire, à l'immunité cellulaire pour les lymphocytes de type T et à 

l'immunité humorale pour les lymphocytes de type B. Les lymphocytes T formés dans le 

thymus sont cytotoxiques, ayant la capacité de reconnaître et détruire les cellules cibles, ou 

auxiliaires, permettant l'activation des autres lymphocytes. Les lymphocytes de type B 

produits dans la moëlle osseuse sont des lymphocytes mémoire ou deviennent des 

plasmocytes pouvant détruire les cibles par voie humorale. Les lymphocytes de type B et T 

sont retrouvés dans l’AAA avec une prédominance de la participation des lymphocytes T 

(Reeps et al, 2009). Les lymphocytes de type T sont une source de cytokines responsables de 

la mise en apoptose des CML dans l'AAA (Hendersen et al, 1999). Les lymphocytes retrouvés 

dans la paroi anévrysmale présente un phénotype de cellules mémoires et similaires à celui 

retrouvés dans les centres germinatifs. Ainsi, leur capacité à former des organes lymphoïdes 

tertiaires est évoquée (Ocana et al, 2003). Dans le cadre du travail de thèse de Ludovic 

Boytard au laboratoire, la localisation des lymphocytes de type B à l'aide du marqueurs anti-

CD20 a permis de mettre en évidence des formations adventitielles lymphoïdes tertiaires de la 
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paroi vasculaire (ATLO) observés précédemment dans la paroi anévrysmale pour 8 

échantillons humains sur 31 analysés (Bobryshev et al, 2001). Au sein du laboratoire, cette 

organisation lymphoïde a été observée sur 7 échantillons parmi les 20 analysés.  

Outre leur présence dans l'AAA, les lymphocytes T auxiliaires sont diminués dans la 

circulation des patients présentant un AAA (Caligiuri et al, 2006). Ils régulent l'activation des 

macrophages et des lymphocytes T cytotoxiques mais également la production et l'activité de 

la MMP9 par les macrophages et ainsi leur diminution dans la circulation favoriserait le 

développement des AAA (Caligiuri et al, 2006).  

I.2.2.3 Les mastocytes 

Les mastocytes sont également indispensables au développement de l’AAA puisque les 

modèles de souris déficientes en mastocytes ne développent pas d'AAA (Sun et al, 2007). 

Elles sécrètent la tryptase, qui est surexprimée dans l'AAA et qui provoque l'apoptose des 

CML et dirige la migration des autres cellules inflammatoires (Zhang et al, 2011) et la 

cathepsine G qui activent les MMPs responsables de la dégradation de la matrice 

extracellulaire (Swedenborg et al, 2011). Les mastocytes jouent un rôle d’amplification de la 

réponse inflammatoire en recrutant d’autres cellules inflammatoires via la sécrétion de 

cytokines (Krishnaswamy et al, 2006).  

I.2.2.4 Les macrophages 

Les macrophages, cellules dérivées des monocytes, participent à l'inflammation dans la 

pathologie anévrysmale (Koch et al, 1990 - Bobryshev et al, 2001). Les propriétés de 

phagocytose de ces cellules inflammatoires interviennent précocement dans l'AAA (Michel et 

al, 2007). Leur capacité sécrétoire est également importante puisque de nombreuses 

molécules issues des macrophages ont été retrouvées augmentées dans l'AAA telles que le 

Tumor Necrosis Factor α (TNFα), le facteur d'inhibition de migration, la protéine 2 

angiopoietin-like dérivée des macrophages (Kaneko et al, 2011 - Pan et al, 2003 - Tazume et 
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al, 2012). La collagénase et l'élastase qui participent à la destruction de la matrice 

extracellulaire dans l'AAA sont également sécrétées par les macrophages (Rizzo et al, 1989). 

Deux types de macrophages aux activités inflammatoires opposées sont identifiés, les 

macrophages de type M1 aux propriétés pro-inflammatoires et les macrophages de type M2 

aux propriétés anti-inflammatoires (Gordon et al, 2003). La participation des deux types de 

macrophages a été étudiée dans les plaques athérosclérotiques (Chinetti-Gbaguidi et al, 2013) 

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

I.2.3 Le thrombus intraluminal 

Le TIL participe activement au processus pathologique de l'AAA. De nombreuses études 

concluent à la relation entre la présence d'un thrombus au sein de l'AAA et le risque de 

rupture ou d'expansion anévrysmale (Wolf et al, 1994 - Satta et al, 1996 - Stenbaek et al, 

2000). En effet, le thrombus de l'AAA est actif au cours du processus anévrysmal avec une 

description en trois couches de la lumière vers la paroi (Figure 4). La couche luminale est 

rouge par la présence d'érythrocytes, la couche médiale jaune du fait de la lyse des 

érythrocytes et enfin la couche abluminale contre la paroi qui est généralement marron 

(Wilson et al, 2013). Le TIL contient de nombreuses cellules inflammatoires impliquées dans 

l'AAA telles que les macrophages (Kazi et al, 2005) et les neutrophiles avec des 

concentrations de MMP9 plus élevées dans le thrombus en comparaison à celles de la paroi 

(Fontaine et al, 2002). Ces cellules et l'activité du thrombus se situent essentiellement à la 

partie intraluminale. L'interaction du thrombus luminal avec le sang circulant en ferait une 

source de biomarqueurs de l'AAA (Touat et al, 2006). Une autre participation du thrombus à 

la progression de l'AAA est mécanique avec la modification de flux et des contraintes de 

cisaillement (Wilson et al, 2013). 



 

 21

I.2.4 Phénomènes de convection 

L'importance du thrombus est réaffirmée par l'hypothèse du phénomène de convection. Ce 

phénomène consiste en un transfert passif de molécules par un fluide. Ce phénomène dans 

l'AAA est forcé par la circulation sanguine. Du fait de la corrélation entre le thrombus et 

l'expansion anévrysmale et de la fragilisation pariétale,  Adolph et al (1997) ont étudié la 

composition et la perméabilité du TIL. Des canaux multiples au sein du thrombus 

permettraient la progression des cellules vers la paroi. De même dans cette étude, la 

perméabilité du thrombus a été mesurée comme étant plus importante que dans la paroi 

artérielle normale. A l'inverse, la présence du thrombus a été corrélée à l'hypoxie de la paroi 

aortique, pouvant induire une fragilisation pariétale (Vorp et al, 2001). Dans cette étude 

réalisée chez l'Homme, la mesure peropératoire de l'oxygénation de la paroi aortique 

anévrysmale en regard d'un thrombus de plus de 4 mm d'épaisseur était significativement 

diminuée par rapport à celle observée dans la paroi d'AAA sans thrombus. En parallèle, 

l'analyse histologique révèle une néovascularisation adventitielle augmentée et une 

fragilisation pariétale dans les zones hypoxiques (Vorp et al, 2001). Dans les biopsies 

anévrysmales humaines, une corrélation inverse est retrouvée entre la présence de cellules 

inflammatoires, essentiellement les lymphocytes de type B et T et les macrophages, la 

présence de néovaisseaux et la diminution de l'expression de collagène et d'élastine (Reeps et 

al, 2009). Les néovaisseaux seraient une source de MMPs et participeraient donc à la 

fragilisation pariétale (Reeps et al, 2009).  

I.3 Biomarqueurs 

La pathologie anévrysmale est une pathologie complexe au cours de laquelle de 

nombreuses cellules et de nombreux processus biologiques interviennent. Le dépistage par 

une échographie a montré ces limites en terme de coût (Svensjo et al, 2014) et de participation 



 

 22

de la population à dépister (Linné et al, 2014). Les biomarqueurs, dosables dans les 

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

I.3.1 Définition 

Selon Becker, un biomarqueur peut être défini comme une cellule, une protéine, un peptide, 

un gène ou un métabolite qui représente des processus biologiques dans un organisme à un 

instant donné (Becker et al, 2007). Le terme biomarqueur a été introduit en 1989 en tant que 

terme Medical Subject Headings (MeSH) et redéfinit en 2001 par le National Institute of 

Health (NIH) comme un paramètre objectivement mesurable et évalué comme indicateur d'un 

processus biologique normal, de processus pathologiques ou de réponse pharmacologique à 

une intervention thérapeutique (Vasan et al, 2006). Le biomarqueur doit permettre d'améliorer 

la prise en charge des patients et être identifiable par des techniques acceptables pour le 

patient.  

I.3.2 Les biomarqueurs actuels de l'AAA  

Aucun biomarqueur de l'AAA n'est utilisé à l'heure actuelle en pratique clinique. De 

nombreux marqueurs ont cependant été retrouvés lors des études génétiques, des analyses des 

ARN messagers (ARNm) et des protéines. La table 1 résume les données des principales 

revues de la littérature sur les biomarqueurs étudiés chez l'Homme dans l'AAA de 1985 à 

2014 (Golledge et al, 2008; Urbonavicius et al, 2008; Moxon et al, 2010; Moris et al, 2014), à 

l'exception des données de GWAS qui seront exposées dans la table 3. 
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Table 1 - Récapitulatif des principaux biomarqueurs détectés dans le plasma de patients 
porteurs d'AAA 

Catégorie Biomarqueur 

Nombre 
de 

patients 
inclus 

Valeur 
clinique 

Concentration 
plasmatique 

chez les 
patients AAA 

Référence 

Propeptide 
carboxyterminal 
du procollagène 

de type 1 

177 Diagnostic Augmentée 
Satta et al, 

1995 

Propeptide 
aminoterminal 

du procollagène 
de type 3 

139 Expansion Augmentée 
Satta et al, 

1997 

Tenascine X 173 Prédictif Augmentée 
Zweers et 
al, 2006 

Cystatine C 142 
Expansion 
et rupture 
d'AAA 

Diminuée 
Lindholt et 

al, 2001 

Cathepsine S 676 
Expansion 

et taille 
d'AAA 

Augmentée 
Lv et al, 

2012 

Fragments 
circulants de 

membrane basal 
20 Diagnostic Augmentée 

Ramazani et 
al, 2011 

Ostéoprogerine 329 
Diamètre 

AAA 
Augmentée 

Koole et al, 
2012 

MMP9 39 Diagnostic Augmentée 
McMillian 
et al, 1999 

Marqueurs de 
la MEC 
homéostasie 
ou protéolyse  

MMP3 et 
Inhibiteur 

tissulaire de 
MMP1 

53 Diagnostic Augmentée 
Nakamura 
et al, 2000 

Fibrinogène 6386 Diagnostic Augmentée 
Singh et al, 

2001 

D-dimère 187 Diagnostic Augmentée 
Fowkes et 
al, 2006 

Marqueurs de 
TIL et de 
trombose 

Complexe 
protéine C 
activée - 

inhibiteur de 
protéine C 

273 
Diamètre 

AAA 
Augmentée 

Sofi et al, 
2005 
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Homocystéine 876 Diagnostic Augmentée 
Spark et al 

2003 

Activateur de 
plasminogène 

tissulaire (t-PA) 
142 Diagnostic Augmentée 

Qian et al, 
2008 

Inhibiteur 1 du 
t-PA 

876 Diagnostic Augmentée 
Spark et al, 

2003 

Pasmine-
antiplasmine 

187 Diagnostic Augmentée 
Fowkes et 
al, 2006 

PRDX-1 194 Diagnostic Augmentée 
Martinez-
Pinna et al, 

2011 

NGAL 235 Diagnostic Augmentée 
Ramos-

Mozo et al, 
2012 

IGF 1 3981 Expansion  Augmentée 
Yeap et al, 

2012 

 

IGF BP 1 149 

Diagnostic 
et 

présence 
de TIL 

Augmentée 
Ramos-

Mozo et al, 
2012 

HLA-DQA1 813 Prédictif SNP 
Tromp et al, 

2006 

Interleukine 10 793 Prédictif SNP 
Bown et al, 

2007 

TIMP2 91 Prédictif SNP 
Hinterseher 
et al, 2010 

Marqueurs 
génétiques  

Longueur des 
télomères 

32 Diagnostic Diminué 
Wilson et 
al, 2008 

CRP 
ultrasensible 

435 Expansion  Augmentée 
De Haro et 

al, 2012 

sTWEAK 70 

Diagnostic 
et 

expansion 

 

Augmentée 
Martin-

Ventura et 
al, 2011 

Interleukine 6 53 Diagnostic Augmentée 
Dawson et 
al, 2007 

Tumor necrosis 
Factor alpha 

130 Diagnostic Augmentée 
Juvonen et 
al, 1997 

Interféron 
gamma 

130 Diagnostic 
Augmentée 

chez les 
femmes 

Juvonen et 
al, 1997 

Marqueurs de 
l'inflammation 

Ostéopontine 198 Diagnostic Augmentée 
Golledge et 

al, 2007 
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Marqueurs des 
lymphocytes T: 

CD28 soluble, 
CD86 soluble et 
ligand de CD 86 

soluble 

314 Diagnostic Augmentée 
Sakthivel et 

al, 2007 

Lymphocytes T 
CD4+ 

CD25+FOXP3+ 
65 Diagnostic Augmentée 

Yin et al, 
2010 

Monocytes 
CD16+ 

104 
Diamètre 

AAA 
Augmentée 

Ghigliotti et 
al, 2013 

 

Intercellular 
adhesion 

molecule 1 
(ICAM 1) 

105 Diagnostic Augmentée 
Blann et al, 

1998 

Cellules 
progénétrices 

CD 34+ 
24 Diagnostic Augmentée 

Van Spyk et 
al, 2013 

Lipoprotéine (a) 876 Diagnostic Augmentée 
Spark et al, 

2003 
Lipoprotéines 

LRP1 7301 Diagnostic Diminuée 
Bown et al, 

2011 

LDL 

HDL 
9079 Diagnostic 

Augmentée 

Diminuée 
Takagi et al, 

2010 

Taux 
d'hémoglobine 

202 Prédictif Diminuée 
Martinez-
Pinna et al, 

2014 

Céruloplasmine 132 Diagnostic Augmentée 
Lindblad et 

al, 2005 

Protéine de 
liaison à la 
vitamine D 

- Diagnostic Diminuée 
Gamberi et 

al, 2011 

Vitamine D 4233 Diagnostic Diminuée 
Wong et al, 

2011 

Marqueurs 
métaboliques 

Glycosylphosph
atidylinositol-

spécifique 
phospholipase D 

- Diagnostic Augmentée 
Wallinder et 

al, 2012 
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I.3.3 Recherche de biomarqueurs  

Afin de mettre en évidence des biomarqueurs de la pathologie anévrysmale de l'aorte 

abdominale sous-rénale, deux approches peuvent être utilisées, une approche ciblée d'une part 

et une approche sans a priori d'autre part.  

L'approche ciblée est définie par l'étude d'un marqueur d'intérêt correspondant au 

biomarqueur potentiel. Le biomarqueur est sélectionné sur les bases d'une fonction 

biologique, de sa localisation tissulaire ou de sa participation à un processus biologique d'une 

autre pathologie et son action testée dans la pathologie d'intérêt. Les constatations 

histologiques de la destruction de la media, de l'infiltrat inflammatoire et de la destruction de 

l'élastine amènent à rechercher dans la circulation des marqueurs liés à la protéolyse, à 

l'inflammation et à la thrombose entre autres. Ainsi, de nombreuses cohortes de patients ont 

été analysées pour découvrir de nouveaux marqueurs sanguins de l'AAA. Pour exemple, 

MMP9, qui participe à la protéolyse de la matrice extracellulaire, a été retrouvée surexprimée 

dans le plasma de 121 patients présentant un AAA (Lindholt et al, 2000). Une autre étude sur 

l'expression plasmatique de MMP9 dans le plasma de 22 patients présentant un AAA et de 17 

patients athérosclérotiques et sains sans AAA confirme l'origine de cette surexpression par 

l'étude du surnageant de cultures de 10 tissus d'AAA humain comparés à 5 tissus aortiques 

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

La mise en évidence des MMPs dans l'AAA dans le plasma et dans le tissu a été complétée 

par une analyse du rôle des MMPs dans l'AAA. L'analyse de 32 AAA humains dont 15 AAA 

rompus a permis de mettre en évidence l'augmentation de la dégradation du collagène dans la 

paroi aortique (Abdul-Hussien et al, 2007). L'augmentation de cette dégradation est 

accompagnée de la surexpression des MMP-8,-9 et des cathepsines K, L et S activées (Abdul-

Hussein et al, 1997). Les MMPs sont donc devenues une cible thérapeutique potentielle. Leur 

action est inhibée par les tétracyclines, telles que la doxycycline (Golub et al, 1983). Le 
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traitement par doxycycline diminue la croissance de l'AAA induit chez la souris par le 

chlorure de calcium (Prall et al, 2002). Chez l'Homme, l'analyse tissulaire révèle la 

diminution de l'expression de MMP9 exprimée dans les macrophages et l'activation de la 

MMP2 dans l'AAA dans 15 AAA prélevés lors d'une chirurgie à l'issue d'un traitement de 3 

semaines par doxycycline (Curci et al, 2000). L'efficacité du traitement par doxycycline sur la 

croissance de l'AAA a été analysée chez 36 patients traités pendant 6 mois avec l'absence de 

modification du diamètre de l'AAA et une diminution du taux plasmatique de MMP9 (Baxter 

et al, 2009). Le ralentissement de la croissance de l'AAA par le traitement pendant 3 mois par 

doxycycline contre placebo a été observée jusqu'à 18 mois dans une population de 32 patients 

(Mosorin et al, 2001). Ce traitement au long cours est associé à des effets secondaires 

empêchant son utilisation en routine. 

La stratégie d'analyse des MMPs illustre l'intérêt du marqueur dans la compréhension de 

l'AAA et son utilité thérapeutique. Toutefois, MMP9 reste un marqueur controversé de l'AAA 

puisque de nombreuses études ne mettent pas en évidence de modulation de MMP9 dans 

l'AAA (Eugster et al; 2005; Van Laake et al, 2005). Au laboratoire, l'étude sur les deux sous-

types de macrophages isolés par LMD de biopsies AAA a montré que la MMP9 n'est pas 

spécifiquement exprimée dans un sous-type de macrophages et qu'il n'y avait aucune 

différence d'expression dans le plasma de patients avec un AAA comparés à des patients sans 

AAA (Boytard et al, 2013).  

Une autre approche consiste en l'analyse du tissu aortique pour mettre en évidence des 

marqueurs circulants. La surexpression de l'interleukine 6, marqueur de l'inflammation, a été 

découverte par l'analyse protéomique par criblage sur puce de 10 tissus anévrysmaux 

comparés à 9 tissus aortiques sains chez l'Homme suggérant un potentiel de marqueur de 

l'AAA (Middleton et al, 2007). Ce potentiel est confirmé par une étude montrant une 

surexpression d'interleukine 6 dans le plasma de 27 patients présentant un AAA et 9 
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présentant un anévrysme thoracique comparés à 15 patients contrôles sans AAA (Dawson et 

al, 2007).  

L'approche sans a priori permet d'identifier à partir de criblage génomique, 

transcriptomique, protéomique, métabolomique ou lipidomique de nombreux candidats 

potentiels (Vasan et al, 2006). Le développement de cette stratégie est la conséquence des 

nouveaux outils de criblage tels que les puces (Quackenbush et al, 2006) et les méthodes de 

séquençage (Wang et al, 2009). Comparée à l'approche ciblée, l'approche sans a priori offre la 

possibilité de mettre en évidence des candidats qui peuvent rester inconnus par l'approche 

ciblée. Un autre argument avancé plus spécifiquement dans l'AAA est l'intérêt dans l'approche 

sans a priori d'étudier toute sa complexité. De nombreux processus sont en effet impliqués 

dans l'AAA et la modulation d'une molécule unique analysée dans une analyse ciblée semble 

être insuffisante pour expliquer et diagnostiquer précisément un AAA (Moxon et al, 2010). 

Tout en cherchant à mieux comprendre cette pathologie, l'intérêt du biomarqueur identifié 

dans les biofluides peut constituer un élément diagnostique également. Les étapes 

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

Table 2 - Phases de développement d'un biomarqueur 

Phase 1  
DECOUVERTE  

Identification par des études exploratoires d'un candidat, 
potentiel biomarqueur 

Phase 2  
VALIDATION  

Analyse de la capacité du biomarqueur à différencier les patients 
sains des patients malades 

Phase 3  
PRECLINIQUE  

Évaluation de la capacité du biomarqueur à diagnostiquer les 
patients malades en comparaison avec l'outil diagnostique de 
référence 

Phase 4  
PROSPECTIVE 

Évaluation de la sensibilité et la spécificité du biomarqueur à 
l'aide d'une cohorte 

Phase 5  
IMPACT  

Intérêt du dépistage à l'aide du biomarqueur sur la morbimortalité 
liée à la pathologie 
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I.3.4 Les cibles candidates 

I.3.4.1 Les gènes  

Les gènes sont étudiés dans la pathologie anévrysmale et notamment dans le cas d'AAA 

familiaux ou secondaire à une maladie du tissu conjonctif, telle que la maladie de Marfan et la 

maladie d'Ehler-Danlos. L'analyse génétique de jumeaux quantifie l'héritabilité ou la 

proportion de variance attribuable au facteur génétique des AAA jusqu'à 70% (Wahlgren et 

al, 2010). Deux loci issus de populations familiales ont été associés à l'AAA, les 

chromosomes 4q31 et 19q13 (Shibamura et al, 2004 - Van Vlijmen-Van Keulen et al, 2005). 

Le loci 19q13 a permis de mettre en évidence un polymorphisme du gène codant pour la 

kallikréine 1, impliquée dans l'inflammation de l'AAA (Biros et al, 2011). Les travaux réalisés 

au laboratoire vont dans ce sens par la mise en évidence de la modulation de la kallistatine par 

une analyse protéomique différentielle par spectrométrie de masse quantitative de 17 plasmas 

de patients ayant un AAA et 17 plasmas de patients contrôles. En effet, la kallistatine interagit 

avec la kallikréine en l'inhibant (Acosta-Martin et al, 2011). 

L'identification de gène marqueur de l'AAA peut permettre l'identification de plusieurs 

acides ribonucléiques (ARNs) codants et de protéines également candidates comme 

biomarqueurs. Les gènes constituent l'origine des modifications au cours d'une pathologie et 

les acteurs en aval du gène sont nombreux du fait d'un épissage alternatif et des modifications 

post-traductionnelles. L'étude des gènes candidats a mis en évidence environ 100 associations 

génétiques pour l'AAA en utilisant la méthode du polymorphisme de nucléotide isolé ou SNP 

(Hinterseher et al, 2011). 

L'étude génétique en GWAS a permis d'obtenir des informations concernant le processus 

pathologique de l'anévrysme. Les gènes retrouvés par l'analyse en GWAS dans l'AAA sont 

résumés dans la table 3. Le polymorphisme du gène situé en 9p21 associé à la présence de 

l'AAA est associé à LRP 1 (Bown et al, 2011). 
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Table 3 - Gènes impliqués dans l'AAA mis en évidence en GWAS 

Locus Gènes de proximité (gene 
symbol) 

Patients testés 
(AAA/contôles) Référence 

3p12.3 Contactine 3 (CNTN3) 123/112 Elmore et al, 2009 

9p21.3 
CDKN2B RNA antisense 1 

(CDKN2BAS1) 
2 836/16 732 

Helgadottir et al, 
2008 

9q33.1 
DAB2 interacting protein 

(DAB2IP) 
1292/30 503 

Gretarsdottir et al, 
2010 

12q13.3 
LDL receptor-related protein 

1 (LRP1) 
1866/5435 Bown et al, 2011 

I.3.4.2 Les protéines 

Les protéines représentent l'aboutissement de l'expression du gène. Les protéines 

participent aux processus cellulaires. Elles sont soumises à de nombreuses modifications 

appelées modifications post-traductionnelles. Ces modifications peuvent varier dans les états 

pathologiques pouvant aller jusqu'à l'absence d'expression. Les protéines, étudiées et 

évoquées comme biomarqueurs de l'AAA, ont leur intérêt du fait des possibilités de détection 

notamment en routine dans la pratique clinique (ELISA, Western-Blot). Les protéines sont 

dosables par prélèvements sanguins en routine pour certaines, telles que la CRP ultrasensible 

qui est retrouvée surexprimée dans le plasma des patients AAA comparés aux patients sans 

AAA et est donc évoquée comme biomarqueur de l'AAA (De Haro et al, 2012). 

Au laboratoire, une analyse protéomique différentielle a été menée sur les CML, les 

macrophages et dans le plasma issus de la population Lille Anevrysmal Study ou LILAS. Les 

patients inclus dans LILAS sont 24 patients présentant un AAA et 18 patients 

athérosclérotiques ne présentant pas d'AAA. Le diagnostic d'AAA était confirmé ou éliminé 

par imagerie pour tous les patients (Lamblin et al, 2010). Les cellules vasculaires ont été 

mises en culture pour réaliser une analyse transcriptomique et protéomique selon les 
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techniques décrites dans le laboratoire (Dupont et al, 2004 - Dupont et al, 2005). L'analyse 

transcriptomique a été réalisée sur puces à ARN et l'analyse protéomique par électrophorèse 

2D-DIGE et identification par spectrométrie de masse. L'expression différentielle des 

protéines sélectionnées de ces analyses a été évaluée dans les cellules vasculaires et le plasma 

par une analyse sur puce. Ainsi, neuf protéines issues de ces analyses sont différentiellement 

exprimées dans les macrophages et dans les CML issus des AAA comparés à ceux des 

patients athérosclérotiques. De ces neuf protéines, TIMP 3 et deux désintégrines et 

métalloprotéinases avec des motifs thrombospondine (ADAMTS) 5 et ADAMTS 8 sont 

exprimées différentiellement dans le plasma (Pinet et al, 2011). Ces protéines issues de 

l'analyse différentielle des cellules vasculaires de l'AAA ont donc un potentiel de 

biomarqueur de l'AAA. De cette analyse est issue la peroxiredoxine-1 qui était retrouvée 

surexprimée dans les macrophages et le plasma issus des patients AAA (Lamblin et al, 2010). 

Dans l'étude des macrophages de type 1 et 2 localisés et isolés du tissu anévrysmal chez 

l'Homme, la peroxiredoxine-1 est retrouvée exprimée principalement dans les macrophages 

de type M1 permettant de mettre en évidence l'origine cellulaire de la surexpression de la 

peroxiredoxine-1 dans le plasma des patients AAA (Boytard et al, 2013). 

Les protéines étant sécrétées en extracellulaire, une méthode d'analyse des protéines une 

fois sécrétées a été développée. Les tuniques d'aortes saines et AAA sont éventuellement 

séparées ou le tissu est analysé dans sa totalité. Les échantillons d'aorte sont incubés dans des 

antibiotiques et antimycotiques suivant les techniques de culture cellulaire et le surnagent du 

milieu d'incubation est récupéré afin d'en analyser les protéines excrétées par les tissus. Ainsi, 

ces milieux conditionnés ont permis de mettre en évidence l'Insulin Growth Factor Binding 

Protein 1 évoqué dans la table 1 comme biomarqueur potentiel de l'AAA (Ramos-Mozo et al, 

2012). 
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I.3.4.3 Les ARNs non codants 

Plus récemment, une nouvelle classe d'éléments régulateurs de la transcritpion et traduction 

des protéines a été identifiée correspondant aux ARNs non codants. En effet, seuls 2% de 

l'acide désoxyribonucléique (ADN) sont transcrits en ARNm, le reste constituant les ARNs 

non codants.  

Les premiers ARNs non codants identifiés sont les microARNs (miARNs). L'identification 

du premier miARN, lin-4, a été réalisée chez un nématode, Caenorhabditis Elegans (Lee et al, 

1993). Les miARNs sont très conservés au cours de l'évolution et entre les espèces 

(Pasquinelli et al, 2000). Chez l'Homme, plus d'un millier de miARNs sont décrits (Small et 

al, 2010). D'autres éléments ont ensuite enrichis la famille des ARNs non codants tels que les 

ARNs longs non codants (lnc ARNs) (Kapranov et al, 2007). La découverte des ARNs non 

codants a ouvert un large champ pour la recherche de biomarqueurs. Les miARNs sont des 

ARNs simples brins de 19 à 25 nucléotides. Leur transcription est régulée dans le noyau par 

les facteurs de transcription et requiert l'action de la RNAse polymérase II et de Dicer 

produisant un ARN double brin de 19 à 25 nucléotides. L'ARN double brin est incorporé au 

complexe RNA-induced silencing complex (RISC). Le seul brin restant dans ce complexe 

permet son action sur les ARN messagers en inhibant la transcription ou en dégradant les 

ARN messagers (Winter et al, 2009). La maturation des miARNs est résumée Figure 5. 
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Figure 5 - Maturation des miARNs (Van Rooij et al, 2011). 

De même, les lnc ARNs, de taille plus importante de 2 à plus de 100 kilobases, semblent 

avoir différents rôles au sein de la cellule (Taft et al, 2009). 

Leur rôle de régulation s’exerce à de nombreux niveaux. Les miARNs agissent notamment 

dans la régulation transcriptionnelle et post-transcriptionnelle (Taft et al, 2010). L'action 

principale des lnc ARNs non codants reste la régulation épigénétique des gènes codants 

(Moran et al, 2012).  

La détection des ARNs non codants dans les biofluides et leurs interactions avec les ARNs 

messagers et l'ADN en font des régulateurs fondamentaux dans les processus biologiques et 

notamment pathologiques (Taft et al, 2010). L'interaction indirecte entre les protéines et les 

ARNs non codants est importante. Les ARNs non codants ont un rôle dans la régulation post-

transcriptionnelle et ainsi sur l'expression protéique. La recherche de biomarqueurs peut donc 
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être complétée et enrichie par les analyses bioinformatiques mettant en évidence les cibles et 

interactions des ARNs non codants, miARNs et lnc ARNs (Peterson et al, 2014). 

Le potentiel thérapeutique des miARNs est également évoqué (Van Rooij et al, 2012). La 

difficulté dans le développement des miARNs comme cible thérapeutique est la sécurité et 

l'aspect économique. De nombreux miARNs sont aux centres des considérations cliniques et 

sont exposés dans la table 4 (Van Rooij et al, 2012). L'inhibition des miARNs par des anti-

miRs ou antagomiRs est en développement. Le Miravirsen est un anti-miR-122 administré en 

sous-cutané dont l'innocuité à 36 mois chez 36 patients atteints d'une infection par le virus de 

l'hépatite C a été démontrée (Van der Ree et al, 2014). 

Table 4 - Les miARNs d'intérêt clinique en cours d'évaluation thérapeutique 

MiARN Pathologie 
Molécule 

thérapeutique 
Espèces 
évaluées 

Références 

miR-122 Hépatite C LNA-anti miR 
Souris 

Primates 
Elmén et al, 
2008(a,b) 

miR-208 Remodelage cardiaque LNA-anti-miR Souris 
Montgomery et 

al, 2011 

miR-155 Inflammation LNA-anti-miR Souris 
Worm et al, 

2009 

miR-21 Fibrose Anti-miR Souris 
Thum et al, 

2008 

miR-451 
Syndrome 

myéloprolifératif 
Mutation Souris 

Patrick et al, 
2010 

miR-33 Athérosclérose LNA-anti-miR 
Souris 

Primates 
Rainer et al, 
2011 (a,b) 

miR-15 
Cicatrisation du 

muscle cardiaque 
LNA-anti-miR 

Souris 

Porc 
Hullinger et al, 

2012 

miR-92a Néoangiogénèse Anti-miR Souris 
Bonauer et al, 

2009 

miR-
103/107 

Diabète de type 2 Anti-miR Souris 
Trajkovski et 

al, 2011 
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Les ARNs non codants représentent une source importante de biomarqueurs et permettent 

une analyse intégrée avec les autres systèmes biologiques par leurs nombreuses interactions 

avec l'ADN, les ARNm et les protéines.  

I.4 Choix des modèles et échantillons analysés 

I.4.1 Modèles animaux 

Dans la recherche sur l'AAA, les modèles animaux ont été développés et souvent utilisés. 

Les modèles animaux permettent d'accéder au tissu AAA et au tissu contrôle en limitant la 

variabilité interindividuelle. Les modèles animaux permettent également de comparer les 

données plasmatiques à différent temps et de les corréler avec le tissu pathologique. Il existe 

plusieurs modèles. Trois modèles induisent l'AAA par des perfusions d'agents chimiques: la 

perfusion d'élastase après clampage (Anidjar et al, 1992); la diffusion de chlorure de calcium 

par une compresse imbibée apposée sur la paroi aortique (Chiou et al, 2001) et l'infusion 

d'angiotensine II sous-cutanée diffusée par des minipompes (Rush et al, 2009). 

L'inflammation de l'AAA est reproduite mais le dernier modèle ne permet pas d'obtenir de 

dégradation de la media mais est le seul à permettre la formation d'un thrombus (Trollope et 

al, 2011). Les souris KO décrites par Piedrahita et al (1992) permettent l'étude de voies 

biologiques spécifiques et peuvent être associées aux modèles précédents. Les modèles 

"mécaniques" de l'AAA requièrent la mise en place de patch aortique ou la création d'une 

sténose aortique (Molacek et al, 2009), le remplacement de l'aorte sous-rénale par une aorte 

en provenance d'une autre espèce (Allaire et al, 1994). L'ensemble des modèles animaux est 

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

Méthodes Description Histologie Référence 

Élastase Clampage d'aorte 
sous-rénale avec 
perfusion d'élastase 
pendant 2h 

Dégradation de la 
media 

Inflammation 

Anidjar et al, 
1992 

Chlorure de 
Calcium 

Application d’une 
gaze imbibée de 
chlorure de calcium 

Dégradation de la 
media 

Inflammation 

Chiou et al, 
2001 

Perfusion 

d'agents 

chimiques 

Angiotensine 
II 

Infusion continue 
d'angiotensine II par 
un dispositif de 
pompes sous-cutanées 

Inflammation 

Thrombus 

Rush et al, 2009 

Flot turbulent Induction d'une 
sténose par ligature 
non sténosante  

Dégradation de la 
media 

Inflammation 

Thrombus 

Molacek et al, 
2009 

Patch 
veineux 

Aortotomie et 
fermeture par patch 
d'élargissement 
veineux 

Dégradation de la 
media 

Inflammation 

Molacek et al, 
2009 

Modèles 

mécaniques 

Xénogreffe Greffe d'aorte 
provenant d'un autre 
animal 

Dégradation de la 
media 

Inflammation 

Allaire et al, 
1994 

Modèles 

génétiques 

Mutation 
d'un gène 
cible 

Éventuellement 
associé à d'autres 
modèles d'AAA 

Dégradation de la 
media 

Athérosclérose 

Piedrahita et al, 
1992 

Le modèle animal de l'AAA est un modèle in vivo permettant d'obtenir des analyses de 

biofluides et tissulaire en quantité suffisante. Il s'agit également d'un modèle préclinique 

potentiel pour l'évaluation de l'efficacité et des effets secondaires d'une thérapeutique (Alsac 

et al, 2013). Toutefois, comme cela est évoqué, les modèles animaux sont incomplets dans 

leur représentation de l'AAA (Davies et al, 1998). L'analyse histologique des tissus d'AAA 

illustre cela notamment par l'absence d'ILT, acteur majeur de l'AAA, dans de nombreux 

modèles animaux. Pour améliorer la fiabilité des résultats issus du modèle animal, des équipes 
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analysent les résultats dans trois modèles animaux différents (Maegdefessel et al, 2012). Le 

modèle humain d'AAA n'a pu être reproduit par le modèle animal du fait de sa complexité. 

I.4.2 Échantillons d'origine humaine 

L'AAA chez l'Homme peut être étudié soit au niveau du tissu soit au niveau des biofluides 

prélevés en accord avec la déclaration d'Helsinski. En effet, le traitement chirurgical peut 

permettre d'obtenir un échantillon de tissu pathologique bien que la quantité de matériel 

disponible soit limitée par des raisons chirurgicales. 

I.4.2.1 Les biopsies anévrysmales 

Les analyses réalisables sur le tissu anévrysmal humain sont identiques à celles réalisables 

sur le tissu des modèles animaux. Le tissu peut être soumis à une analyse histologique. 

L'immunomarquage permet d'étudier l'architecture de l'AAA d'une part et de localiser des 

marqueurs protéiques dans l'AAA. Ainsi, l'analyse histologique a permis de révéler la 

diminution de la densité en CML dans la media de l'AAA (López-Candales et al, 1997). La 

présence de MMP9 est localisée par immunohistochimie précisément dans les neutrophiles 

situés à la partie luminale du TIL (Fontaine et al, 2002) et la MMP2 est sécrétée par les 

cellules mésenchymateuses (Davis et al, 1998). L'immunofluorescence permet d'analyser de 

façon plus précise d'éventuelles interactions entre les protéines et de mettre en évidence des 

colocalisations (Zhou et al, 2007). L'hybridation in situ est le moyen de localiser des 

marqueurs d'intérêt d'ADN, d'ARN et de miARN sur une coupe histologique d'AAA et 

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

L'analyse tissulaire peut également permettre l'analyse du matériel génomique, 

transcriptomique ou protéique sans maintenir l'architecture du tissu. L'extraction de l'ARN et 

des protéines permet d'analyser l'expression de marqueurs potentiels dans l'AAA. Cette 

extraction peut venir du tissu anévrysmal sans le thrombus (Irrizarri et al, 1993), de la totalité 
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du tissu sans différenciation de la paroi et du thrombus (Tamarina et al, 1997). D'autres 

effectuent une distinction du thrombus et de la paroi-même pour les comparer (Coutard et al, 

2010).  

Ces analyses tissulaires ne distinguent pas les nombreuses cellules impliquées dans la paroi 

de l'AAA. Afin d'étudier l'expression protéomique ou transcriptomique des cellules 

vasculaires de l'AAA, l'analyse des cellules peut être réalisée in vitro comme cela est fait pour 

les CML mises en culture dans des milieux conditionnés d'AAA (Ehrlichman et al, 2010). Les 

cellules en culture peuvent être transfectées afin de moduler l'expression d'une cible et en 

établir le mécanisme d'action spécifique sur la cellule et par extension sur l'AAA. Cette 

transfection peut également être pratiquée sur le modèle in vivo et ainsi évaluer les 

conséquences in vivo et in vitro de la molécule testée sur l'AAA (Xiong et al, 2008). Une 

autre méthode consiste à mettre en culture les CML issues du tissu aortique pathologique 

comme cela a été décrit dans le modèle animal (Battle et al, 1994) et chez l'Homme (Dupont 

et al, 2005). Les cellules peuvent également être isolées par microdissection laser (LMD) 

permettant une analyse transcriptomique et protéomique des cellules isolées sans risque de 

modification phénotypique des cellules (Chimenti et al, 2005). 

I.4.2.2 Le plasma des patients présentant un AAA 

Le plasma prélevé chez des patients présentant un AAA peut également être obtenu en 

accord avec la déclaration d'Helsinski. Le matériel peut être obtenu en plus grande quantité du 

fait du prélèvement moins invasif. L'étude du plasma issu des patients AAA est 

particulièrement intéressante pour la recherche de biomarqueurs circulants dans l'AAA 

(Golledge et al, 2008). Une analyse de l'expression de marqueurs potentiels comparée à une 

population contrôle peut mettre en évidence une modulation pouvant permettre le diagnostic 

ou le suivi ou le pronostic d'AAA mais également, comme illustré précédemment pour 

MMP9, permettre une meilleure compréhension de l'AAA (cf. I.3.3 - Recherche de 
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biomarqueurs). Le plasma permet d'isoler des cellules circulantes des patients porteurs d'un 

AAA et de les mettre en culture afin d'en analyser leur profil d'expression comme cela a été 

réalisé au laboratoire pour les monocytes différenciés en macrophages (Lamblin et al, 2010). 

L'expression protéique et transcriptomique ont ainsi été comparées entre les macrophages 

issus de patients AAA et de patients contrôles. 

I.4.2.3 Le choix des contrôles 

Le choix de la population contrôle est primordial. Le tissu contrôle peut être prélevé chez le 

même patient mais proviendra d'une autre localisation comme l'artère mésentérique inférieure 

(Liao et al, 2000) ou proviendra d'un patient différent induisant dans l'analyse une variabilité 

interindividuelle. Lorsque le tissu est prélevé chez un autre patient, la variabilité du 

conditionnement et de la préservation peut différer si le tissu aortique contrôle est prélevé au 

cours de prélèvements multi organes. Une autre limite du tissu aortique non pathologique est 

l'absence de cellules inflammatoires dans la paroi pouvant servir de contrôle aux cellules 

inflammatoires de l'AAA. Le prélèvement des patients contrôles peut également être réalisé 

au cours d'une chirurgie de l'aorte dans le cadre d'une athérosclérose occlusive (Newman et al, 

1994). Toutefois, les traitements chirurgicaux de la pathologie occlusive aortique ne 

nécessitent pas d'ablation du tissu aortique et peuvent donc rendre ce matériel rarement 

accessible et à risque pour le patient traité.  

La population contrôle décrite pour les AAA est la population de patients souffrant d'une 

athérosclérose occlusive afin de limiter la mise en évidence dans l'analyse des marqueurs liés 

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

Au sein du laboratoire, une biobanque de tissus AAA et de tissu d'aorte provenant de 

donneurs d'organe sans AAA et rarement athérosclérotiques du fait de leur âge a été 

constituée grâce à la collaboration des services de Chirurgie vasculaire et de Chirurgie 

digestive et Transplantation du CHRU de Lille (Protocole PFS 11-004 avec l'accord de 
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l'Agence de Biomédecine). Une biobanque de plasma a également été obtenue de patients 

présentant un AAA et de patients athérosclérotiques sans AAA dans le cadre de l'étude 

LILAS (Lamblin et al, 2010). 

I.4.3 Intérêt d'étudier les cellules isolées de biopsies AAA 

De nombreuses cellules sont impliquées dans le tissu anévrysmal avec des rôles spécifiques 

et des modifications au cours de la pathologie anévrysmale qui leur sont propres. L'AAA est 

décrit comme un modèle humain unique spatiotemporel de l'athérothrombose (Michel et al, 

2011). L'analyse du tissu entier risque de méconnaître des potentiels biomarqueurs. En effet, 

il a été montré que l'étude des cellules de l'AAA isolées permet de mettre en évidence des 

ARN messagers qui ne sont pas différentiellement exprimés lors de l'analyse du tissu global 

(Sho et al, 2005). 

L'isolement des cellules est obtenu par LMD. Cette technologie permet de maintenir intact 

le phénotype des cellules isolées (Chimenti et al, 2005). Les cellules d'intérêt sont dans un 

premier temps identifiées par immunohistochimie sur le tissu congelé ou en paraffine. Après 

localisation des cellules d'intérêt, la zone à découper est dessinée par la main du manipulateur 

sur la coupe adjacente d'épaisseur 18 µm non marquée. L'AAA est un tissu 

morphologiquement hétérogène. De nombreux repères tels que des plaques facilitent la 

localisation de la zone d'intérêt sur la coupe adjacente non marquée. Une capsule, sur laquelle 

un film déformable par l'action du laser est posé, est ensuite avancée sur la zone dessinée. La 

microdissection par capture au laser consiste en des impulsions multiples de laser permettant 

l'accroche de la zone sur le film de la capsule déformé sous l'action du laser (Liotta et al, 

2001). La zone d'intérêt est ainsi retenue sur le film. La surface microdisséquée peut être 

approximativement de la taille d'une cellule puisque le diamètre du faisceau varie de 7,5 à 30 

µm (Figure 6). Toutefois, pour obtenir une quantité suffisante pour l'analyse protéomique ou 

transcriptomique, il est nécessaire de repérer des zones enrichies dans le même type cellulaire 
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pour une analyse fiable des marqueurs exprimés par un groupe de cellules. Les autres cellules 

vasculaires de l'AAA sont donc également localisées sur la coupe histologique afin d'éviter 

des zones comprenant plusieurs types cellulaires et qui fausserait l'analyse de l'origine des 

protéines ou ARNs extraits. 

 
Figure 6 - Principe et représentation des étapes de microdissection laser par capture : la coupe 

immunomarquée (à gauche) permet de localiser la zone d'intérêt entourée en rouge. Le film de la 
capsule se déforme sous l'action du laser permettant l'adhésion de la zone d'intérêt. La coupe non 

marquée (à droite) adjacente a été découpée par le laser. 

La microdissection laser permet d'étudier le protéome et le transcriptome des cellules 

isolées du tissu anévrysmal sans en modifier leur expression protéomique et transcriptomique 

(Chimenti et al, 2005). Cette méthode d'isolement des cellules permet d'éviter les 

modifications pouvant être occasionnées par la culture cellulaire ou par les conditions 

d'extraction des protéines (Acosta-Martin et al, 2009).  

I.5 Méthodes d'analyse des miARNs 

Le champ des miARNs a été développé sur une vingtaine d'années. De sa découverte à la 

mise en évidence de son potentiel de biomarqueur et à son potentiel thérapeutique moins de 
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20 ans sont passés (Figure 7). La RT-PCR est la méthode de quantification des miARNs de 

référence. Des méthodes de détection des miARNs ont été développées pour mettre en 

évidence des miARNs connus avec les puces à miARNs mais également de nouveaux 

miARNs avec le séquençage d'ARN. 

 

Figure 7 - Découvertes séquentielles dans le champ des miARNs (Van Rooij et al, 2011) 

 

I.5.1 Rétrotranscription PCR (RT-PCR) 

Utilisée comme méthode de criblage ou pour valider les résultats des méthodes de criblage, 

la RT-PCR est incontournable dans l'étude des miARNs. Le criblage par PCR est décrit 

comme très sensible jusqu'à une paire de base (Chen et al, 2005). Les miARNs n'ayant pas de 

queue de polyadénylation contrairement aux ARN messagers, la reconnaissance et la 

spécificité des amorces aux miARNs cibles a été améliorée par la forme en tête d'épingle des 

amorces contenant une séquence complémentaire à la séquence 3' du miARN (Van Rooij et 

al, 2011). Les amorces à tête d'épingle sont spécifiques des séquences de miARNs matures et 

évitent la fixation aux séquences de pre- ou pri-miARNs. Ainsi, la séquence complémentaire 

du miARN mature est édifiée. Le criblage par PCR nécessite une amplification des miARNs 
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permettant de dépasser les limites des petits échantillons (Kong et al, 2009). La validation des 

analyses sur puces par la méthode de qRT-PCR est recommandée (Koshiol et al, 2010). La 

RT-PCR quantitative (qRT-PCR) permet de valider sur de petits échantillons, l'analyse 

quantitative de l'expression des miARNs (Lu et al, 2005).  

I.5.2 Les puces à miARNs 

Les puces à miARNs ont été développées sur la base des puces à ADN et permettent de 

cribler l'expression des miARNs (Liu et al, 2008). Les petits ARNs représentant 0,01% des 

ARNs totaux, les échantillons peuvent être enrichis par des techniques d'électrophorèse ou de 

chromatographie afin d'obtenir la quantité d'ARN nécessaire (0,2 à 2 µg) à l'hybridation. Les 

puces contiennent une librairie de sondes en tête d'épingle permettant l'hybridation de 

miARNs aux séquences connues. Les puces évoluent avec la mise en évidence de nouveaux 

miARNs et offrent un profil incomplet des miARNs (Tromp et al, 2009). À l'heure actuelle, 

1000 miARNs sont connus et peuvent être criblés par puce (Van Rooij, 2011). Les puces à 

miARNs permettent la détection de miARNs connus mais ne représentent pas une méthode de 

quantification fiable. Les puces permettent d'établir un profil d'expression d'un état 

pathologique comparé à un état physiologique (Ikeda et al, 2007). 

L'hybridation des miARNs aux sondes nécessite une spécificité et une sensibilité 

importante. Pour cela, des techniques de modifications chimiques ou physiques sont 

pratiquées sur les sondes afin d'homogénéiser la température d'hybridation des sondes, pour 

augmenter la spécificité et la sensibilité. Les analogues 2'-O-methyl-2,6-diaminopurine and 

2'-O-methyl-5-methyluridine augmentent l'intensité d'hybridation et les acides nucléiques 

verrouillés pour Locked Nucleic Acid (LNA) augmentent l'intensité d'hybridation et la 

sensibilité des sondes d'hybridation. Les sondes LNA à miARNs sont ainsi plus sensibles que 

les sondes à ADN. Parmi les sondes d'hybridation existent des sondes exogènes ou endogènes 

de contrôles internes et externes et des sondes de contrôles positifs et négatifs. Ces sondes 
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permettent la normalisation des résultats et l'intégration du bruit de fond dans l'analyse du 

signal ainsi que l'analyse différentielle des résultats entre puces. Elles sont également 

nécessaires pour vérifier la qualité de la procédure d'hybridation. Pour cette procédure, les 

miARNs sont "étiquetés" grâce à la T4 RNA-ligase par des molécules pouvant être des 

isotopes radioactifs ou des sondes fluorescentes telles que les cyanines. Les miARNs présents 

dans un échantillon biologique sont donc testés à partir d'une banque de miARNs connus et 

détectés par les sondes. Cette technique ne nécessite pas d'amplification des miARNs. 

L'analyse de l'expression des miARNs par puce devra être validée par des techniques de 

quantification par Northern blot ou "polymerase chain reaction" (PCR) (Yin et al, 2008). 

Les résultats des puces ARNs nécessite des analyses bioinformatiques des données brutes 

extraites par le scanner de la puce hybridée et analysée par un logiciel spécifique de chaque 

constructeur (dans notre cas, Agilent Feature Extraction pour Agilent). Le signal émis par 

chaque sonde de miARNs de la puce est soumis à une analyse statistique spécifique par le 

logiciel R et à une modélisation linéaire par limma (Lopez-Romero, 2011). 

I.5.3 Séquençage d'ARN 

Toutefois, les méthodes de PCR et de puces détectent uniquement les miARNs connus, 

ainsi le séquençage des ARNs est une méthode de criblage complémentaire intéressante dans 

l'étude des miARNs mais également dans la détection d'autres ARNs non codants (Nielsen et 

al, 2010). Cette méthode offre une grande sensibilité et permet de détecter les miARNs 

absents sur les puces mais également de confirmer la présence de miARNs connus dans un 

échantillon. Cependant, cette analyse nécessite entre 2 à 10 microgrammes du fait des 

nombreuses étapes de purification. Une autre limite de cette procédure est le risque de ne pas 

séquencer les miARNs présents en faible abondance dans l'échantillon (Creighton et al, 

2009).  
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D'autres méthodes existent pour analyser les miARNs soit pour la confirmation soit pour la 

découverte et le criblage des miARNs. Les différentes méthodes sont récapitulées dans la 

table 6. 

Table 6 - Techniques d'analyse des miARNs et leurs limites (inspirée de Koshiol et al, 2010) 

Technique Sensibilité Spécificté But Limites 

Northern blot +/- +++ Confirmation 
Complexe 
Radioactif 

Quantité d'échantillon 

qRT-PCR +++ +++ Confirmation Amplification 

Puces à miARNs + + Confirmation 
Quantité d'échantillon 
Hybridation croisée 

Mauvaise quantification 

Hybridation in situ + + Confirmation 
Bruit de fond 

Forte expression 

Cytométrie de flux 
basée sur les billes 

++ +++ Confirmation 
Étapes nombreuses 

Amplification 

Clonage  + +++ 
Découverte 

Confirmation 

Coûteux 
Long 

Mauvaise quantification 

Séquençage +++ +++ 
Découverte 

Confirmation 

Complexe 
Quantité et qualité de 

l'échantillon 

Parmi les méthodes d'analyse des miARNs, la PCR reste la technique de référence de 

validation et quantification des miARNs (Van Rooij et al, 2011). Les puces à miARNs 

permettent d'établir un profil d'expression des miARNs dans un échantillon ciblé. Du fait de 

la nécessité d'une amorce complémentaire du miARN, la PCR et les puces limitent le champ 

d'analyse aux miARNs connus. La recherche sur les miARNs étant en expansion, les 

méthodes de criblage sont d'un intérêt majeur pour mettre en évidence des séquences non 

identifiées. 
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II OBJECTIFS 

II.1 Stratégie expérimentale 

Durant ces travaux de thèse, deux stratégies ont été utilisées dans le but d'améliorer la 

compréhension de la pathologie anévrysmale et de découvrir de biomarqueurs potentiels. Une 

première stratégie consiste en l'étude d'une protéine candidate, ADAMTS 5, issue du criblage 

protéomique effectuée par l'équipe (Lamblin et al, 2010). Cette stratégie avait été 

précédemment validée en testant l'expression d'une protéine candidate, la peroxiredoxine 1, 

sur les macrophages M1 et M2. La seconde stratégie est sans a priori et consiste en un 

criblage des miARNs à partir des cellules impliquées dans l'AAA, isolées par LMD.  

II.1.1 Protéines candidates issues du criblage protéomique 

II.1.1.1 ADAMTS 5 et les CML 

ADAMTS 5, une métalloprotéinase impliquée dans la dégradation des protéines de la 

MEC, a été mise en évidence par criblage protéomique et transcriptomique des CML en 

culture et du plasma des patients porteurs d'AAA comparés aux patients athérosclérotiques 

sans AAA (Lamblin et al, 2010). Cette protéine a été trouvée surexprimée chez les patients 

présentant un AAA. ADAMTS 5 est une enzyme qui dégrade les aggrécanes et versicanes 

présentes dans la MEC (Schaefer et al, 2010) et dont l'expression est retrouvée dans les CML 

(McCulloch et al, 2009). L'hypothèse de ce travail est qu'ADAMTS 5 sécrétée par les CML 

dans l'AAA entraînerait la dégradation de la MEC avec laquelle les CML interagissent dans la 

media. Les CML interagissant avec des protéines de structure matricielles dégradées se 

mettrait en apoptose selon le mécanisme d'anoïkis décrit (Michel, 2003). Afin de vérifier 

l'hypothèse selon laquelle, les CML anévrysmales produiraient ADAMTS 5 qui serait capable 

de dégrader la MEC, son expression a été étudiée dans les CML anévrysmales isolées par 

microdissection laser afin d'étudier son implication dans le détachement des CML de la MEC 

entraînant l'anoïkis (Michel, 2003). La stratégie expérimentale est résumée sur la Figure 8. 
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Figure 8 - Stratégie expérimentale de l'étude d'ADAMTS 5, protéine candidate, marqueur potentiel de 
l'AAA. 

II.1.1.2 Peroxiredoxine 1 et les deux sous-types de macrophages 

De façon similaire, la peroxiredoxine 1 (PRDX-1), enzyme antioxidante, a été retrouvée 

surexprimée dans les macrophages dérivés de monocytes des patients présentant un AAA 

comparés à la population contrôle de l'étude LILAS (Lamblin et al, 2011). La PRDX-1 est 

également retrouvée surexprimée dans la partie luminale du TIL comparée à sa partie 

abluminale par l'étude des milieux conditionnés d'aorte anévrysmale (Martinez-Pinna et al, 

2011). La PRDX-1 participe au stress oxydatif qui est impliqué dans la formation de l'AAA 

par l'action des Espèces Réactives de l'Oxygène (ROS) et dans l'inflammation (McCormick et 

al, 2007).  

Deux types de macrophages M1 pro-inflammatoires et M2 anti-inflammatoires ont été 

décrits dans l'athérosclérose (Chinetti- Gbaguidi et al, 2011). Dans l'AAA, les macrophages 
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de type M2 ont été retrouvés au site de rupture de l'AAA dans les modèles murins (Rateri et 

al, 2012). 

II.1.2 Validation de l'approche par microdissection laser 

L'approche par LMD a donc été validée par l'étude de la PRDX-1 dans les macrophages M1 

et M2 (Boytard et al, 2013). Au cours de cette étude, les macrophages M1 et M2 ont été 

localisés dans la paroi puis isolés par LMD afin d'établir le niveau d'expression de la PRDX-1  

afin de déteminer l'origine cellulaire de la PRDX-1 plasmatique des patients AAA. Cette 

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

II.1.3 Criblage des miARNs dans les cellules isolées impliquées dans l'AAA 

Les cellules vasculaires impliquées dans l'AAA sont les cellules inflammatoires d'une part 

telles que les macrophages M1 pro-inflammatoire et M2 anti-inflammatoire, les neutrophiles, 

les lymphocytes de type B et T et les mastocytes, et les cellules musculaires lisses d'autre part 

ont donc été localisées dans le tissu anévrysmal. Une analyse histologique a été menée pour 

caractériser la distribution de ces cellules dans la paroi de l'AAA. Cette distribution a été 

comparée à celle de la paroi aortique non anévrysmale. Comme Sho et al (2005), les cellules 

vasculaires identifiées et localisées sont isolées par microdissection laser afin d'étudier leur 

profil transcriptomique. Ainsi, par un criblage des miARNs sur puce à miARNs, l'expression 

des miARNs dans chacune des cellules vasculaires isolées a été analysé et comparé aux CML 

de l'aorte saine, seul type cellulaire commun entre la paroi aortique anévrysmale et non 

anévrysmale. Le profil d'expression des cellules vasculaires permettra d'identifier des 

miARNs, marqueurs potentiels de l'AAA. L'identification des cibles des miARNs 

sélectionnés permettra d'identifier les voies de signalisation impliquées dans l'AAA et donc 

les marqueurs potentiels. La stratégie expérimentale est résumée sur la Figure 9. 
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Figure 9 - Stratégie expérimentale du criblage des miARNs à partir des cellules vasculaires isolées 
par LMD, du tissu vers la validation plasmatique des miARNs comme biomarqueurs potentiels. 

 

II.2 Recherche de biomarqueurs plasmatiques de l'AAA 

ADAMTS 5 et les miARNs sélectionnés par criblage des cellules vasculaires isolées du 

tissu anévrysmal seront testés comme biomarqueurs potentiels dans le plasma des patients 

présentant un AAA. La biobanque de plasma constituée dans le laboratoire dans le cadre de 

l'étude LILAS permet de comparer l'expression de ces biomarqueurs chez 24 patients avec un 

AAA et 18 patients sans AAA. La mise en évidence de biomarqueurs de l'AAA remplirait 

plusieurs objectifs. D'une part un objectif diagnostique et de dépistage qui permettrait de 

réaliser un prélèvement sanguin pour sélectionner les patients à risque d'avoir un AAA et qui 

nécessiterait la réalisation d'une imagerie de confirmation par une échographie, un 

angioscanner ou une ARM. D'autre part, un objectif de suivi des patients traités par voie 
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endovasculaire, avec la mise en évidence d'une corrélation d'un biomarqueur avec la 

régression du processus anévrysmal autrement que par la réalisation d'imagerie irradiante telle 

que l'angioscanner. Enfin, un objectif pronostique par la corrélation d'un biomarqueur avec 

l'évolutivité et le diamètre de l'AAA. 
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III TRAVAUX PRÉLIMINAIRES 

III.1 Échantillons 

III.1.1 Banque de biopsies AAA et non AAA 

Afin d'étudier la physiopathologie de l'AAA, nous avons choisi l'étude du tissu humain. 

Pour cela, une banque de tissu a été constituée au laboratoire grâce à la collaboration du 

Service de Chirurgie Vasculaire (Hôpital Cardiologique, CHRU de Lille) pour le prélèvement 

de tissu anévrysmal.  

Un total de 32 échantillons a été collecté en accord avec la Déclaration d'Helsinki. Un 

consentement éclairé a été obtenu pour chaque prélèvement tissulaire. Les dix premiers 

échantillons ont été immédiatement congelés puis les 22 suivants ont été conservés dans du 

sérum physiologique à 4°C. Les prélèvements étaient obtenus par découpe de la paroi 

anévrysmale au cours de chirurgie d'AAA par laparotomie permettant d'obtenir un échantillon 

de la paroi et du TIL. Les échantillons congelés étaient découpés avant congélation et 

conservés dans l'azote liquide. Les échantillons étaient conservés moins de douze heures dans 

le sérum physiologique mais toujours à 4°C et acheminés au laboratoire pour analyse 

macroscopique. La conservation dans le sérum physiologique permet en effet de conserver la 

morphologie des biopsies. L'orientation de chaque biopsie consistait en un repérage de la 

partie luminale et de la partie adventitielle de la paroi de l'AAA. Puis les morceaux orientés 

étaient découpés en carré de 5 mm de côté approximativement. Au moins deux morceaux par 

biopsie étaient traités pour inclusion en paraffine après déshydratation et maintien de 

l'orientation du tissu, pour étudier la structure ad integrum de la paroi de l'AAA. Les autres 

morceaux étaient maintenus en congélation dans l'azote liquide. Aucune donnée clinique n'a 

été obtenue chez les patients dont le tissu a été prélevé. 
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L'obtention des biopsies d'aortes non anévrysmales est réalisée en collaboration avec le 

service de Chirurgie Digestive et de Transplantation et de l'équipe de coordination des 

prélèvements multiorganes (PMO) du CHRU de Lille dans le cadre du protocole PFS 11-004 

en accord avec l'Agence de Biomédecine. Le consentement de la famille était 

systématiquement recueilli. Le tissu contrôle obtenu est un tissu aortique humain issu de 

l'aorte abdominale sous-rénale. Ainsi, la localisation anatomique est similaire à celle des 

AAA prélevés. Un total de 14 échantillons a été obtenu au cours de PMO. Les patients étaient 

exclus en cas d'AAA au TDM réalisé systématiquement ou d'athérosclérose sévère 

(calcifications circonférentielles, sténose aortique > 50% de la lumière aortique). Ces 

prélèvements sont traités de façon similaire à celle des AAA maintenus initialement dans le 

sérum physiologique puis découpés au laboratoire après orientation du tissu afin de disposer 

d'échantillons inclus en paraffine et d'échantillons congelés.  

III.1.2 Banque de plasmas LILAS 

Au laboratoire, une banque de plasma a été constituée dans le cadre de l'étude LILAS 

(Lamblin et al, 2010). Au total, 24 prélèvements de plasma chez des patients présentant un 

AAA et 18 prélèvements de plasma de patients présentant une localisation athérosclérotique 

aux membres inférieurs ou aortique mais sans AAA constituent cette banque de prélèvements. 

Une quantité de 80 mL de sang était prélevée pour chaque patient inclus avant la chirurgie. 

Les patients AAA étaient éligibles pour une chirurgie pour un diamètre aortique supérieur à 

50 mm de diamètre ou une évolution rapide (>10 mm par an). Le consentement éclairé des 

patients était obtenu en accord avec les Déclarations d'Helsinki et avec le Comité éthique du 

CHRU de Lille (CP03/47 du 2 juin 2003). Les patients inclus dans l'étude LILAS sont âgés de 

plus de 55 ans et ont tous bénéficié d'une imagerie de l'aorte permettant de confirmer la 

présence ou l'absence d'AAA. Les AAA infectieux, traumatiques ou associés aux maladies du 

tissu conjonctif et les antécédents de traitement chirurgical d'AAA constituaient les critères 
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d'exclusion. La population contrôle (PAD) est donc une population présentant les mêmes 

facteurs de risque et un traitement similaire à celui des patients avec un AAA (Thompson et 

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

Table 7 - Caractéristiques cliniques de la population LILAS 

Caractéristiques cliniques Patients 
AAA (n=24) 

Patients 
PAD (n=18) 

P 

Âge, années 68 ± 6,1 62,3 ± 6,6 0,006 

Sexe masculin, % 24 (100) 18(100) - 

Données anthropométriques    

Poids, kg 82,9 ± 11,6 78,7 ± 15,1 0,32 

Taille, cm 173,8 ± 5,4 172,6 ± 7,1 0,54 

Indice de masse corporelle, kg/m2 27,4 ± 3,7 26,3 ± 4,1 0,35 

Diamètre aortique (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 

Diabète (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 

- Infarctus du myocarde 

- Pontage coronarien 

- Angioplastie coronarienne 

 

2 (8) 

7 (29) 

1 (4) 

4 (17) 

 

2 (11) 

6 (35) 

6 (33) 

2 (13) 

 

1,0 

0,74 

0,03 

1,0 

Antécédent d'accident vasculaire cérébral 0 2 (12) 0,17 

 

III.2 Distribution des cellules impliquées dans l'AAA 

La première étape de l'analyse tissulaire est de localiser les cellules impliquées dans l'AAA 

et d'analyser la distribution des cellules au sein de la paroi aortique. Pour cela les échantillons 

d'aorte anévrysmale et saine sont orientés et découpés en coupes transversales (Figure 10). 
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Figure 10 - Analyse macroscopique des échantillons d'AAA (A, B, C) et d'aorte contrôle (D, E, F) 
avec orientation après repérage de la lumière et de l'adventice (C, F). Les échantillons sont découpés 

transversalement avec maintien du repère de l'intima (A, D) et de l'adventice (B, E). 

L'analyse des tissus en paraffine a permis de maintenir l'architecture de la paroi 

anévrysmale pour évaluer la distribution des cellules de l'AAA. Les 20 échantillons d'AAA 

conservés en paraffine ont été analysés. Tout d'abord, l'analyse histologique repose sur les 

colorations en May-Grunwald-Giemsa nous permettant de repérer de nombreuses cellules 

résidentes dans la paroi de l'AAA et de différencier les différentes tuniques de la paroi AAA 

(Figure 11A-C). Les cristaux de cholestérol retrouvés dans l'athérosclérose ont également été 

observés dans les échantillons d'AAA (Chen et al, 2010). Les lipides ont été identifiés par la 

coloration Oil Red O et les dépôts de fer repérés par la coloration Perls-Van Gieson (Figure 

11D, E). 
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Figure 11 - Analyse histologique de la paroi anévrysmale. Les coupes transversales colorés par 
May-Grunwald -Giemsa (A-C) différencie les différentes tuniques du TIL (à gauche) vers l'adventice 

(à droite) à faible grossissement (A). Au grossissement supérieur, les cellules résidentes sont 
nombreuses (B) et les cristaux de cholestérol indiqués par une * (C). Les lipides sont détectés par la 

coloration Oil red O (D) et les dépôts de fer par la coloration Perls-Van Gieson (E). Échelle de 50 µm 
sauf A, 1000 µm. 

Par la suite, l'immunomarquage a été utilisé pour identifier les cellules au sein de l'AAA. 

Les CML ont été repérées avec l'anticorps anti-α-smooth muscle actin (α-SMA) qui détecte 

l'antigène correspondant exprimé par les CML. Les CML ont été localisées dans la media de 

l'AAA (Figure 12 A, B), au pourtour d'agrégats de cellules inflammatoires (Figure 12C) et au 

niveau des vaisseaux adventitiels (Figure 12D). Ces vaisseaux adventitiels peuvent 
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correspondre à la néovascularisation décrite dans l'AAA comme un facteur de risque de 

rupture (Choke et al, 2006). 

 

Figure 12 - Localisation des CML dans l'AAA en immunohistochimie par anti-α-SMA: A, B- dans 
la media de l'AAA, C- autour des agrégats de cellules inflammatoires, D- vaisseaux adventitielles. 

échelle à 1000 µm (A) et 200 µm (B, C, D) 

Les différents types de cellules inflammatoires ont été localisés. Les macrophages ont été 

repérés par l'anti CD68, marqueur de phagocytose, et différenciés en macrophages M1 et M2 

avec l'anticorps anti CD206, exprimé uniquement par les macrophages M2. Leur distribution 

est spécifique. En effet, les macrophages M1 pro-inflammatoires (CD68+CD206-) sont de 

façon préférentielle retrouvés dans l'adventice alors que les macrophages M2 anti-

inflammatoires (CD68+CD206+) sont localisés dans le TIL. Les mastocytes ont été localisés 
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essentiellement dans l'adventice. Les neutrophiles ont été observés dans les deux localisations 

luminale et adventitielle comme précédemment décrit (Houard et al, 2009). Les lymphocytes 

T ont rarement été observés dans le TIL et les lymphocytes de type B de façon opposée sont 

souvent observés dans la partie adventitielle de la paroi anévrysmale. Dans sept échantillons, 

les lymphocytes de type B sont observés sous formes d'agrégats cellulaires formant ainsi avec 

les mastocytes des ATLOs (Bobryshev et al, 2001). La distribution des cellules 

inflammatoires pourrait offrir une compréhension des interactions entre les différentes 

cellules et le rôle de chacune dans l'AAA. La table 8 résume la distribution des différentes 

cellules dans l'ensemble des échantillons analysés. 

Table 8 - Distribution des cellules inflammatoire dans l'AAA  

Types cellulaires 
Présence des 

cellules 
(n=20) 

Anévrysme de l'aorte abdminale 

             ILT                  Media                Adventitia 

Neutrophiles 7 +++ - ++ 

Lymphocytes B 11 + - ++ à +++ 

Lymphocytes T 2 + - - 

Mastocytes 8 + - +++ 

Macrophages 
CD68+206- 

4 - - +++ 

Macrophages 
CD68+206+ 

6 ++ - - 

Quantification arbitraire de leur abondance de - (non observée), + (rares cellules), ++ (cellules 
nombreuses), +++ (très nombreuses cellules) 

III.3 Cellules isolées par microdissection laser 

Une fois repérées dans l'AAA, les cellules ont été isolées afin de mettre en évidence par 

l'analyse de ces cellules des marqueurs potentiels de l'AAA masqués par l'analyse du tissu 

global (Sho et al, 2005). La LMD permet d'isoler des zones enrichies en un type cellulaire 

d'intérêt. La LMD a été réalisée sur les échantillons congelés. Les échantillons à tester étaient 

sélectionnés à partir de la distribution et de la localisation observées des cellules dans les 
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échantillons en paraffine. L'analyse par coloration Oil Red O du tissu congelé permettait de 

définir sa cellularité avant d'identifier par immunomarquage les cellules présentes. Dans une 

analyse préliminaire, une mise au point a été effectuée afin d'établir un protocole pour 

l'extraction des protéines et des miARNs. La déshydratation des tissus nécessaire à la LMD 

était une étape à risque de dégradation des ARNs. Toutefois, les miARNs sont très stables 

dans les tissus du fait de l'absence d'interaction possible avec les RNAses circulantes qui 

dégradent les ARNs. Le logiciel de LMD permet de mesurer la surface microdisséquée. La 

surface de zones à microdisséquer a été évaluée à 4 mm2 pour obtenir 100 ng d'ARN total et 

10 mm2 pour extraire 10 µg de protéines. Le protocole établi pour l'isolement de zones 

d'intérêt dans le tissu AAA pour l'extraction d'ARN total est présenté dans la figure 13. Pour 

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

 

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

l'AAA (Figure 14). Aucune cellule inflammatoire n'est observée dans la media qui présente 

une raréfaction des CML. La distribution des sous-types de macrophages dans les tuniques 

opposées de l'AAA fait évoquer un équilibre entre les propriétés pro-inflammatoires des 

macrophages M1 et les propriétés opposées anti-inflammatoires des macrophages M2. D'autre 

part, les ATLOs sont des structures inflammatoires organisées dont le rôle dans le rejet de 

transplantation et dans l'autoimmunité a été mis en évidence (Neyt et al, 2012). Leurs rôles 

dans l'AAA reste à définir. 

 

Figure 14 - Schéma du développement de l'AAA et de l'évolution de la distribution des types 
cellulaires au cours de la pathologie.
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IV RÉSULTATS  

Les résultats présentent les deux approches utilisées pendant ma thèse. Tout d'abord, nous 

avons utilisé une approche ciblée sur un marqueur potentiel, l'ADAMTS 5, issu des données 

transcriptomique et de protéomique du laboratoire (Lamblin et al, 2010). Cette approche a 

également été utilisée pour la PRDX-1 exprimée dans les macrophages. Puis, nous avons 

réalisé une approche sans a priori de criblage des miARNs exprimés par les cellules 

vasculaires isolées de la paroi de l'AAA afin d'avoir une meilleure compréhension de la 

pathologie anévrysmale et de mettre en évidence de nouveaux marqueurs de l'AAA. 

L'ensemble de ces approches repose sur l'étude des cellules isolées du tissu anévrysmal chez 

l'Homme. 

Approche ciblée : les biomarqueurs potentiels de l'AAA 

IV.1 ADAMTS 5 et les CML anévrysmales 

IV.1.1 Contexte 

Au cours de l'étude de l'analyse transcriptomique des cellules vasculaires en culture et du 

plasma issus des patients présentant un AAA, ADAMTS 5 a été retrouvée surexprimée dans 

l'AAA comparé à la population contrôle de patients athérosclérotiques (Lamblin et al, 2010). 

L'utilisation de puces à protéines a permis de confirmer la modulation d'ADAMTS 5 dans les 

macrophages et les CML. ADAMTS 5 est une enzyme ayant pour substrat les protéines de 

structures de la MEC tel que le versican (Hattori et al, 2011). Cette protéine est retrouvée 

exprimée par les CML vasculaires à l'état physiologique (McCulloch et al, 2009). Plus 

spécifiquement, ADAMTS 5 est impliquée dans le processus athérosclérotique par son 

activité protéolytique sur les protéoglycanes. Les protéoglycanes de la MEC et en particulier 

le biglycan ont la capacité de se lier aux LDLs dans l'aorte (Didangelos et al, 2012).  
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Les CML sont impliquées dans le processus d'athérosclérose (Doran et al, 2008). Plus 

précisément dans l'AAA, les CML se raréfient dans la media de l'aorte (Lòpez-Candales et al, 

1997). Cette raréfaction est liée à la mise en apoptose des CML au sein de l'AAA par un 

processus apoptotique spécifique, qui est secondaire au détachement des cellules de la MEC 

(Michel JB, 2003). Diverses populations de SMC aux rôles distincts ont été évoquées dans 

l'athérosclérose (Hao et al, 2003). L'étude histologique des échantillons d'AAA a donc été 

menée afin de caractériser les CML de l'AAA. 

La paroi anévrysmale contient des cellules inflammatoires et des CML (Michel et al, 2011). 

Les CML anévrysmales sont comparées aux CML issues de la paroi aortique saine, dont elles 

sont les cellules résidentes. Ainsi, les différents types de CML identifiées ont été isolés par 

LMD afin de comparer les niveaux d'expression de différents marqueurs des CML et 

d'ADAMTS 5. 

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

IV.1.2.1 Immunohistochimie 

Afin d'identifier les CML, nous avons choisi d'analyser par immunohistochimie 

l'expression de deux marqueurs, α-SMA et la desmine, dans les parois anévrysmales et non 

anévrysmales (Figure 15). De plus, les CML peuvent être soumises à de nombreuses 

modifications phénotypiques entre autres les phénotypes contractile et sécrétoire (Chamley-

Campbell et al, 1981). L’anticorps α-SMA identifie les filaments d'actine participant à 

l'appareil contractile de la CML (Patel et al, 1996). La desmine constitue le cytosquelette de la 

CML, participe à la stabilité du sarcomère, et permet de confirmer le phénotype de CML en 

association avec l'anti-α-SMA (Speer et al, 2005).  
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Afin de mettre en évidence la présence d'apoptose des CML dans la paroi anévrysmale 

nous avons utilisé un anticorps dirigé contre la caspase 3 active, protéine exprimée par les 

cellules en apoptose et activée dans les deux voies intrinsèque et extrinsèque de l'apoptose.  

 

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

La figure 15 présente la caractérisation des CML présentes dans les parois anévrysmales et 

non anévrysmales. La coloration Hématoxyline utilisée dans la coloration Oil Red O (ORO), 

nous permet d'analyser la densité cellulaire du tissu étudié en colorant les noyaux. Deux 
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formes de noyaux sont observées par la coloration hématoxyline, les noyaux de forme 

allongée et les noyaux de forme arrondie. On observe dans l'aorte anévrysmale une 

raréfaction des cellules au sein de la media comparée à la paroi aortique saine. Le marquage 

anti-α-SMA et anti-desmine permet de confirmer que les cellules observées sont des CML.  

Dans la paroi aortique saine, les CML de forme allongée expriment avec la même intensité 

l'α-SMA et la desmine. Par contre, il n'y a pas de marquage de caspase 3 active. Nous 

observons donc dans la paroi non anévrysmale des CML de forme allongée 

(SMA+desmine+caspase 3-).  

Le marquage anti-α-SMA reste d'intensité comparable dans les deux parois. Deux 

morphotypes sont présents dans la paroi anévrysmale: un morphotype allongé similaire à 

celui des CML saines et un morphotype arrondi. Nous observons un marquage moins intense 

de la desmine dans la media des parois anévrysmales à la fois au niveau des CML de forme 

allongée et des CML de forme arrondie. Le marqueur de l'apoptose, la caspase 3 active, est 

retrouvé spécifiquement dans les CML de forme arrondie de la paroi anévrysmale. Au total 

dans la paroi anévrysmale, deux morphotypes sont observables: les CML de morphotype 

allongé positives pour α-SMA et négatives pour la desmine et la caspase 3 et les CML de 

morphotype arrondi négatives pour la desmine et positives pour α-SMA et caspase 3.  

La table 9 résume les différents morphotypes de CML observés sur les 32 échantillons 

d'AAA analysés et les 3 échantillons d'aorte non anévrysmale. On observe une diminution 

d'un facteur 2 de l'épaisseur de la media, rapportée à l'épaisseur de la section transversale de 

l'échantillon, entre la paroi aortique non anévrysmale et anévrysmale sous réserve d'un 

nombre d'échantillon limité pour les aortes non anévrysmales. 
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Table 9 - Caractéristiques des CML observées dans les parois de l'aorte anévrysmale et contrôle 

Paroi 
aortique 

Morphologie 
nucléaire 

Présence de 
CML* 

Epaisseur 
Media/Section 

(%) 

Immunomarquage 

αααα-SMA          Desmine      Caspase 3 

arrondie 21/32 45,5 + +/- + 
AAA 

allongée 22/32 45,5 + +/- - 

Non AAA allongée 3/3 85 + + - 

* nombre d'échantillons analysés 

L'observation histologique et immunohistochimique de deux morphotypes dans la paroi 

anévrysmale est insuffisante pour affirmer la présence de deux types de CML distinctes dans 

l'AAA. Nous avons donc essayé de caractériser de façon plus approfondie les CML observées 

par des expériences d'immunofluorescence et de comarquage. 

IV.1.2.2 Caractérisation des morphotypes observés de CML 

L'immunomarquage réalisé sur une coupe d'une épaisseur de 7 µm ne permet pas d'affirmer 

la présence de morphotypes distincts dans la paroi anévrysmale. Par cette technique, nous 

analysons en bidimensionnel en ignorant l'épaisseur du tissu. Un morphotype allongé pourrait 

être interprété à tort comme étant un morphotype arrondi s'il était analysé dans un plan de 

coupe perpendiculaire au grand axe. Ainsi, l'analyse en immunofluorescence permet de 

corriger ces observations et de mieux caractériser la morphologie des CML dans les parois 

anévrysmales et non anévrysmales grâce à la microscopie confocale (Zinchuk et al, 2007).  

L'avantage de l'immunofluorescence avec une analyse de coupe de l'ordre du micron est 

d'évaluer la colocalisation de marqueurs d'intérêt (Zinchuk et al, 2007). Nous avons donc 

caractérisé chaque morphotype de CML en utilisant le comarquage α-SMA et caspase 3 

active et évaluer la morphologie nucléaire en coupes étagées (Figure 16). 
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Figure 16 - Caractérisation en immunofluorescence des morphotypes de CML saines (1) et 
des CML anévrysmales allongées (2) et arrondies (3). (a): marquage de la caspase 3 (VERT) 

indiquée par la flèche blanche en 3a et 3c, (b): marquage de l'α-SMA (ROUGE), (c): 
comarquages Hoechst-α-SMA-caspase 3 active, (d): morphologie du noyau en Hoechst 

(BLEU) indiqué par les flèches rouges. 

Nous observons en immunofluorescence une expression d'α-SMA similaire dans les 3 

morphotypes de CML. La caspase 3 active est principalement retrouvée au niveau des CML 

anévrysmales de morphotype arrondi. Un marquage périnucléaire est en faveur d'un marquage 

spécifique (flèche blanche, Figure 16 (3a, 3c)). Par ailleurs, la morphologie nucléaire permet 

de distinguer les morphotypes allongés et arrondis. Le morphotype nucléaire allongé de 

l'AAA est similaire à celui que l'on retrouve dans les CML saines toutefois le noyau semble 

moins volumineux que celui des CML saines. Nous observons des vacuoles intra-nucléaires 

dans les noyaux arrondis pouvant faire évoquer des corps apoptotiques (Earnshaw et al, 
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2005). Ainsi, les trois types de CML peuvent être différenciées en fonction de l'expression de 

caspase 3 active et de leur morphologie nucléaire. 

Afin d'objectiver la différence nucléaire des différents morphotypes de CML, nous avons 

aussi mesuré le volume nucléaire. Nous avons réalisé une estimation du volume des noyaux 

évalués à partir d'une coupe de 10 µm grâce à la coloration au Hoechst avec le logiciel ImageJ 

(Table 10). Seuls étaient utilisés pour la mesure les noyaux visibles en entier sur la coupe de 

tissu étudiée et des cellules marquées par α-SMA. 

Table 10 - Estimation du volume nucléaire dans les morphotypes de CML 

Tissu analysé Morphotype de CML Nombre de noyaux 
Volume nucléaire 

(µm3)  
moyenne [IC95%]   

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 des CML du tissu sain vers l'AAA et au sein 

de l'AAA, du morphotype allongé vers le morphotype arrondi. D'un point de vue 

morphologique, nous confirmons la distinction de deux morphotypes dans la paroi 

anévrysmale dont la morphologie de type arrondie et allongée est similaire à celle observée 

dans l'athérosclérose (Speer et al, 2005). Les CML anévrysmales se différencient également 

par l'expression du marqueur apoptotique, la caspase 3 active. Pour valider l'expression 

spécifique de la caspase 3 active dans les CML arrondies de l'AAA, les deux morphotypes de 

CML ont été isolés par LMD pour quantifier l'expression de caspase 3 par Western Blot.  

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

Les CML sont repérées en immunomarquage par l'α-SMA dans les parois aortiques d'AAA 

et de contrôle. Une fois localisés, l'expression de la caspase 3 active et l'analyse 
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morphologique différencient les deux morphotypes de l'AAA. Cinquante mm2 des 3 

morphotypes de CML ont été isolés afin d'obtenir 40 µg de protéines. 

 
MT = marqueur de taille 

ADAMTS 5600-700 = anticorps dirigé contre les résidus 600 et 700  
ADAMTS 5C-terminal = anticorps dirigé contre la séquence C-terminale de la protéine 

Figure 17 - Analyse de l'expression d'ADAMTS 5 dans les 3 morphotypes de CML (40 µg) par 
Western Blot. A: Rouge ponceau. B: Expression de l'ADAMTS 5600-700 , ADMATS 5C-terminal , CapZ α, 

Caspase 3 active. 

La quantité relative de protéines analysées en Western Blot est évaluée en Rouge ponceau 

(Figure 17A). L'expression de CapZ α, protéine chaperonne de l'actine exprimée dans les 

CML, permet de confirmer que les zones cellulaires isolées sont des CML. La caspase 3 
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active est uniquement retrouvée exprimée dans les CML arrondies de l'AAA (Figure 17B). 

L'expression d'ADAMTS 5 a été retrouvée dans les trois morphotypes de CML étudiés. 

Différentes bandes sont observées par Western Blot. Ces bandes de différents poids 

moléculaires peuvent correspondre à des sous-unités ou des produits du clivage d'ADAMTS 

5. La figure 18 résume les enzymes ayant une action de clivage et leurs sites d'action sur 

ADAMTS 5 ainsi que les régions reconnues par les deux anticorps utilisés. 

 

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

Lorsque l'anticorps testé est dirigé contre les résidus 600 à 700 d'ADAMTS 5 (ADAMTS 

5600-700), on observe uniquement deux bandes de 68 et 62 kilodaltons (kDa) dans les CML 

saines. Dans l'AAA, les deux bandes sont retrouvées dans les CML arrondies. Seule la bande 

à 68 kDa est observée dans les trois morphotypes de CML. Trois bandes à 69, 52 et 49 kDa 

sont spécifiquement observées dans les CML anévrysmales. Le second anticorps anti-

ADAMTS 5 utilisé, l'anticorps anti-ADAMTS 5C-terminal, est dirigé contre la séquence C-

terminale d'ADAMTS 5. Une bande de 79 kDa est exprimée dans les trois morphotypes de 

CML mais le signal diminue dans les CML de l'AAA comparée aux CML anévrysmales. Une 

bande de 64 kDa est uniquement observée dans les CML arrondies. 

Nous observons donc une modulation de l'expression d'ADAMTS 5 en fonction du 

morphotype de CML isolé. Toutefois, les bandes observées peuvent correspondre à un 
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manque de spécificité des anticorps qui reconnaissent des séquences communes à d'autres 

protéines de la famille ADAMTS. Une analyse complémentaire afin d'identifier les 

différentes bandes observées par Western Blot est donc nécessaire. Une hypothèse à tester est 

l'action d'enzymes dans l'AAA responsable de la modification de l'expression d'ADAMTS 5 

avec l'expression de produits de clivage d'ADAMTS 5 reconnus par les anticorps (Figure 18). 

Une autre hypothèse est une variabilité des modifications post-traductionnelles d'ADAMTS 5. 

Le rôle d'ADAMTS 5 semble se modifier dans l'AAA et à fortiori entre le stade de CML 

allongée et de CML arrondie.  

Nous avons analysé l'expression d'ADAMTS 5 avec l'anticorps anti-ADAMTS600-700 en 

immunofluorescence dans les CML (Figure 19). 

 

Figure 19 - Analyse en immunofluorescence de l'expression de α-SMA (ROUGE), ADAMTS 5600-700 

(VERT) dans les morphotypes de CML. Le noyau est marqué par Hoechst (BLEU). Échelle = 20µm. 

Nous avons observé un marquage extracellulaire dans les trois morphotypes de CML. Le 

signal est granuleux au niveau des CML arrondies et diffère de celui observé dans les CML 

allongées de l'AAA et de l'aorte non anévrysmale. Nous avons repéré les CML par un 

marquage anti-α-SMA et différencié les CML anévrysmales par le marquage anti-caspase 3. 

Il existe une modulation de l'expression d'ADAMTS 5 dans les morphotypes observés entre la 

media de l'aorte saine et la media de l'aorte anévrysmale et intrinsèquement dans la paroi 
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anévrysmale, une expression majoritairement intracellulaire d'ADAMTS 5 dans les CML 

allongées et à la fois intracellulaire et extracellulaire dans les CML arrondies. Le signal 

d'ADAMTS 5 intracellulaire est plus intense dans les CML arrondies.  

Nous avons étudié l'expression des ARN messagers des marqueurs de CML (vimentine, 

connexine 43, CapZ α et α-SMA) et des marqueurs apoptotiques (caspases 3, 8, 9 et Bax) 

dans les CML allongées et arrondies de l'AAA comparées aux CML saines (Figure 20). 

 

Figure 20 - Analyse transcriptomique des 3 morphotypes de CML évaluée par RT-qPCR. 
Quantification relative évaluée par la méthode ∆∆Ct comparée à l'expression dans les CML saines 

(gène référent PPIA). 

L'analyse met en évidence la présence des marqueurs de CML dans les trois morphotypes. 

Les CML de morphotype allongé présente une plus faible expression de la vimentine et de 
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CapZ α, alors qu'une surexpression est observée pour les autres marqueurs des CML. Une 

surexpression est retrouvée pour les CML arrondies par rapport aux CML saines. Les 

marqueurs apoptotiques sont surexprimés dans les deux morphotypes de CML de l'AAA. 

L'expression de l'ARN messager d'ADAMTS 5 est augmentée dans les CML de l'AAA en 

comparaison aux CML saines (Figure 20). 

Les limites de cette expérience sont la qualité de l'ARN. Le RIN pour RNA integrity 

number des échantillons est égal à 2,7 en moyenne sur les différents échantillons [min 2,3- 

max 2,9]. Les échantillons sont comparables mais les résultats peuvent être biaisés par la 

dégradation du matériel ARN. 

L'étude d'ADAMTS 5 tissulaire ayant révélée une modulation de l'expression d'ADAMTS 

5 entre l'AAA et l'aorte non anévrysmale et entre les deux morphotypes de CML observés 

dans l'AAA, l'expression d'ADAMTS 5 a été analysée dans le plasma de patients présentant 

un AAA et comparés à une population contrôle. 

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

Dans un premier temps, nous avons évalué l'expression plasmatique d'ADAMTS 5 dans la 

population LILAS (Lamblin et al, 2010) et comparé avec une population de 8 patients sans 

AAA ni athérosclérose ("Contrôles"). Les résultats obtenus avec le test de Mann-Whitney 

confirme une diminution significative de la concentration plasmatique d'ADAMTS 5 chez les 

patients ayant un AAA (AAA) (59,5±8,2) comparés à la population "Contrôles" (157,9±31,2) 

sans athérosclérose ni AAA (P<0,0001)(Figure 21). Aucune différrence significative n'est 

observée entre la population avec un AAA et la population avec une athérosclérose sans AAA 

(AOMI) (36,2±5,8) (P=0,103). 



 

 75 
 

 

 

Figure 21 - Concentration d'ADAMTS 5 plasmatique dans les populations LILAS (AAA et AOMI) et 
dans une population de contrôles. Les données présentent la moyenne avec son écart-type. * P<0,05. 

Grâce à la collaboration avec le Pr Jes Lindholt (Odense, Danemark), nous avons eu accès à 

la banque de plasmas FAD pour Fight Aneurysmal Disease. Nous avons quantifié ADAMTS 

5 chez 208 patients présentant un AAA, 199 patients présentant une athérosclérose et 176 

patients sans AAA ni athérosclérose. Les analyses statistiques ont été réalisées sur les 

concentrations plasmatiques d'ADAMTS 5, exprimées en ng/mL, avec le logiciel GraphPad 

Prism. Le test de Student t a été utilisé pour comparer la population AAA avec la population 

de patients ayant une athérosclérose oblitérante des membres inférieurs (PAD) puis avec la 

population de contrôle ne présentant ni d'AAA ni d'athérosclérose (Contrôles). Les résultats 

de la concentration plasmatique de chaque population sont présentés sous la forme suivante: 

moyenne ± écart-type à la moyenne, nombre de patients par groupe. Le seuil de significativité 

choisi est P=0,05. 
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L'analyse plasmatique révèle une diminution significative de la concentration plasmatique 

d'ADAMTS 5 dans la population AAA (433,6 ± 16,46, n=208) par rapport à la population de 

patients athérosclérotiques (511,1 ± 24,09, n=199) (P=0,0078). La diminution reste 

significative comparée à une population sans AAA ni athérosclérose (499,7 ± 19,48, n=176) 

(P=0,0094). La concentration n'est pas significativement différente entre la population PAD et 

la population Control (P=0,7187) (Figure 22). 

 

Figure 22 - Concentration d'ADAMTS 5 plasmatique dans les populations AAA, PAD et Contrôles. 
Les données présentent la moyenne avec son écart-type. * P<0,01. 

L'analyse plasmatique révèle une diminution significative de la concentration plasmatique 

d'ADAMTS 5 dans la population AAA (433,6 ± 16,46, n=208) par rapport à la population de 

patients athérosclérotiques (511,1 ± 24,09, n=199) (P=0,0078). La diminution reste 
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significative comparée à une population sans AAA ni athérosclérose (499,7 ± 19,48, n=176) 

(P=0,0094). La concentration n'est pas significativement différente entre la population PAD et 

la population Contrôle (P=0,7187) (Figure 22). La collaboration avec le Pr Lindholt permettra 

d'établir une éventuelle corrélation entre la concentration plasmatique d'ADAMTS 5 et les 

caractéristiques cliniques des patients obtenues au moment du recueil du prélèvement et au 

cours du suivi à long terme. 

 

IV.4 Discussion 

L'analyse histologique du tissu anévrysmal comparé au tissu aortique non anévrysmal a 

permis de mettre en évidence trois morphotypes de CML. Les CML issues du tissu sain sont 

de forme allongée au sein de la media contenant plusieurs couches de CML. Deux 

morphotypes distincts sont observés dans l'AAA. Les CML de morphotype allongé, similaire 

à celui de l'aorte saine et les CML de morphotype arrondi. Le morphotype arrondi des CML 

suggère la mise en apoptose de ce type cellulaire (Saraste et al, 2000). Une autre 

caractéristique morphologique est la diminution du volume nucléaire des CML de l'AAA. Les 

CML de morphotype arrondi ont un volume nucléaire inférieur à celui des CML de 

morphotype allongé pouvant évoquer l'apoptose de la cellule (Model, 2014). 

La caractérisation des différents morphotypes de CML a pu être réalisée grâce au procédé 

de LMD permettant d'isoler les CML afin d'en analyser leur expression transcriptomique et 

protéique. L'expression d'α-SMA est similaire dans les 3 morphotypes. Par contre, la 

desmine, une protéine présente dans le sarcomère, appareil contractile de la CML différencie 

les CML de l'AAA des CML de l'aorte saine par un marquage moins intense dans les CML de 

l'AAA. De plus, la caspase 3 active est exprimée spécifiquement par les CML de morphotype 

arrondi. 
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Dans l'AAA, l'apoptose des CML a été décrite comme secondaire au détachement de la 

MEC sous le terme d'anoïkis (Michel JB, 2003). Nous avons donc émis l'hypothèse que dans 

l'AAA, les CML évoluent du morphotype sain vers le morphotype allongé de l'AAA et enfin 

vers le stade ultime, les CML de morphotype arrondi. Les CML arrondies sont en anoïkis. 

Nous avons donc caractérisé au sein de l'AAA deux morphotypes de CML dans l'AAA.  

Ce profil évolutif des CML dans l'AAA est morphologique. L'expression d'un marqueur 

potentiel, l'ADAMTS 5, a été analysée au cours de cette évolution. L'ARN messager codant 

pour ADAMTS 5 est retrouvé surexprimé dans les CML de l'AAA par rapport aux CML 

saines. ADAMTS 5 est différentiellement exprimé entre les deux morphotypes de CML de 

l'AAA et par rapport aux CML saines. La présence de plusieurs bandes de poids moléculaire 

distinctes observées pour ADAMTS 5 avec les CML isolées par LMD suggère qu'il y a une 

modulation de différents fragments d'ADAMTS 5 obtenus par clivage de la protéine. 

L'analyse de la séquence protéique d'ADAMTS 5 avec le logiciel Expasy révèle que la 

caspase 1, impliquée dans l'inflammation et dans l'apoptose, peut cliver ADAMTS 5 au 

niveau des acides aminés 276 et 663 (Mariathasan et al, 2004). La thrombine, participant à 

l'inflammation et au processus de coagulation et largement étudiée dans l'AAA, est également 

capable de cliver ADAMTS 5 au niveau du résidu 285 (Abdelhamid et al, 2013). D'autre part, 

ADAMTS 5 et la caspase 3 ont été retrouvées modulées de façon similaire dans les lésions 

précoces de dégradation de la MEC dans l'arthrite (Tchetina et al, 2005). La même 

modulation se retrouve dans les CML de l'AAA suggérant une relation dans l'AAA entre le 

mécanisme d'apoptose, ADAMTS 5 et la dégradation de la MEC. 

Le potentiel de biomarqueur d'ADAMTS 5 a été mis en évidence par son expression au 

niveau du plasma. ADAMTS 5 est retrouvée augmentée dans le plasma des patients 

présentant un AAA par rapport à une population athérosclérotique ayant les mêmes facteurs 
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de risque cardiovasculaires (Thompson et al, 2002) et par rapport à une population de patients 

sains.  

L'analyse a priori d'ADAMTS 5 a permis la caractérisation de 2 morphotypes de CML qui 

présentent des profils d'expression distincts. Les CML peuvent évoluer d'un profil 

physiologique vers un profil pathologique anévrysmal. ADAMTS 5 participe à l'évolution du 

profil sain vers le morphotype allongé de l'AAA par la modulation des différentes sous-unités. 

L'activité enzymatique d'ADAMTS 5 peut être différente en fonction des sous-unités 

exprimées par la cellule. Ainsi, la dégradation de la MEC peut devenir pathologique par la 

modification du rôle d'ADAMTS 5 dans la paroi vasculaire. Au cours du processus de l'AAA, 

le mécanisme suivant peut être avancé suite aux résultats obtenus: les CML évoluent vers 

l'anoïkis secondairement à la dégradation de la MEC par ADAMTS 5. ADAMTS 5 est donc 

un marqueur potentiel de l'évolution des CML dans l'AAA et un marqueur d'intérêt de la 

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

Article: Rôle des macrophages pro-inflammatoires CD68+MR- dans l’expression de 

peroxiredoxine-1 dans les anévrysmes de l’aorte abdominale chez l’homme - Role of 

proinflammatory CD68(+) mannose receptor(-) macrophages in peroxiredoxin-1 expression 

and in abdominal aortic aneurysms in humans. 

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

B, Amouyel P, Haulon S, Pinet F.  

Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2013;33, 431-438. 

 

La PRDX-1 a été retrouvée dans une étude préalable au laboratoire comme surexprimée par 

les macrophages dérivés de monocytes en culture issus des patients avec un AAA (Lamblin et 

al, 2010). La distribution spécifique des macrophages M1 et M2 et leurs propriétés 

inflammatoires opposées nous a amené à poser l'hypothèse que la PRDX-1 est exprimée 

spécifiquement par un sous-type de macrophage dans l'AAA. Les macrophages de type M1 et 

M2 ont donc été isolés de l'AAA par LMD afin d'étudier leur expression pour PRDX-1. 

L'expression de cette enzyme antioxydante a été étudiée par RT-qPCR, Western-Blot et 

ELISA. L'isolement par LMD a été validé par l'analyse en RT-qPCR et en Western Blot de 

l'expression des marqueurs spécifiques de chaque sous-type de macrophages. Les cytokines 

proinflammatoires, TNFα et IL1β, sont exprimées par les macrophages de type M1 et les 

facteurs anti-inflammatoires, MRC1 et CCL18, sont surexprimés par les macrophages de type 

M2 dans un but de cicatrisation tissulaire (Chinetti-Gbaguidi et al, 2011). L'étude ciblée sur 

l'expression de la PRDX-1 dans les macrophages de type M1 et M2 comme marqueur 

potentiel de l'AAA et discriminant les deux types de macrophages a également permis de 

valider l'utilisation de la LMD pour l'étude des cellules isolées de l'AAA. 
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Conclusion de l'article 

Afin de confirmer que la microdissection réalisée permet l'isolement du type cellulaire 

d'intérêt, une analyse de l'expression des ARNs messagers et des protéines spécifiques des 

deux sous-types de macrophages a été réalisée. L'expression de TNF et Interleukine 1B 

(IL1B), exprimés par les macrophages M1 a été retrouvée dans les cellules isolées après 

identification par immunomarquage pour CD68+CD206-. L'expression de CCL18 et MRC1, 

marqueurs des macrophages M2, a été retrouvée surexprimée dans les macrophages identifiés 

en immunohistochimie par CD68+CD206+. La stabiline 1, marqueur de polarisation des 

macrophages en type M2, a été retrouvée surexprimée dans les cellules isolées 

CD68+CD206+. Les résultats confirment un isolément spécifique par LMD de chaque sous-

type de macrophages. La stratégie d'analyse des ARNm et des protéines à partir des cellules 

isolées par LMD dans l'AAA est validée. 

Les macrophages de type M1 et M2 de l'AAA chez l'Homme ont été isolés par LMD pour 

étudier leur rôle spécifique dans la modulation de la PRDX-1. L'expression de la PRDX-1, 

enzyme antioxydante a été retrouvée augmentée dans les macrophages de type M1 comparés 

aux macrophages de type M2. Ainsi, la surexpression qui avait été observée dans les 

macrophages en culture des patients AAA est secondaire à son expression par les 

macrophages M1 pro-inflammatoires. Le potentiel de biomarqueur circulant de l'AAA a été 

confirmé par le dosage plasmatique de la PRDX-1 dans la population LILAS (Lamblin et al, 

2010) (Figure 23). La PRDX-1 plasmatique est significativement surexprimée dans chez les 

patients présentant un AAA (P=0,02). 
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Figure 23 - Expression plasmatique de PRDX-1 chez les patients AAA(n=24), PAD(n=18) et 
Controles sans AAA ni athérosclérose (n=26). * correspond à P=0,02 (test de Student). 

Les analyses complémentaires réalisées dans le plasma et exposées dans la thèse de 

Ludovic Boytard (2012) ont par ailleurs mis en évidence une expression plus faible de cette 

enzyme chez les femmes comparées aux hommes de la population contrôle, ainsi une étude 

sur une plus grande population est nécessaire afin d'analyser le potentiel de biomarqueur de 

PRDX-1 dans l'AAA selon le sexe. De façon intéressante, la MMP9 décrite comme une 

enzyme exprimée par les macrophages dans l'AAA (Thompson et al, 1995) ne diffère pas 

dans les deux sous types de macrophages isolés par LMD. 
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Approche sans a priori : vers une meilleure compréhension de l'AAA 

L'approche sans a priori a été effectuée sur les cellules microdisséquées afin d'identifier des 

marqueurs de l'AAA pouvant améliorer la compréhension des mécanismes impliqués et 

responsable de l'AAA. Dans une première partie, les résultats présentés résultent de l'analyse 

des principales cellules participant à l'AAA, les macrophages de type M1 et M2 et les CML. 

Puis, cette approche a été utilisée sur les ATLOs identifiés dans l'AAA.  
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IV.6 Criblage des miARNs à partir des cellules isolées du tissu anvrysmal 
humain  

Article: Criblage des microARNs des cellules isolées de l'anévrysme de l'aorte abdominal 

chez l'Homme. Let-7f, un nouveau biomarqueur circulant potentiel - MicroRNA profiling of 

cells isolated from human abdominal aortic aneurysms. Let-7f, a new potential circulating 

biomarker. 

Spear R, Boytard L, Blervaque R, Chwastyniak M, Hot D, Vanhoutte J, Staels B, Lemoine Y, 

Lamblin N, Pruvot FR, Haulon S, Amouyel P, Pinet F 

Soumis dans Atheriosclerosis, Thrombosis, and Vascular Biology 

 

Un criblage des miARNs exprimés par les cellules présentes dans la paroi anévrysmale, les 

macrophages M1 et M2 et les CML, a été effectué afin de mettre en évidence des miARNs, 

marqueurs potentiels de l'AAA pouvant aider à une meilleure compréhension de l'AAA et à 

identifier des biomarqueurs spécifiques de l'AAA. A l'heure actuelle, les miR-21 et mir-29b 

ont été identifiés comme des marqueurs de l'AAA dans les modèles murins (Maegdefessel et 

al, 2014). L'analyse transcriptomique porte sur les cellules isolées de la paroi anévrysmale 

chez l'Homme. Les cellules ont été localisées par immunomarquage, identifiant ainsi les 

différents types cellulaires dans la paroi anévrysmale: les macrophages de type M1 

(CD68+CD206-), les macrophages de type M2 (CD68+CD206+) et les CML (α-SMA+). 

L'isolement des cellules a été réalisé par le procédé de microdissection laser validé dans 

l'étude préalablement présentée (Boytard et al, 2013). Le criblage réalisé sur puce à miARNs 

a été normalisé par rapport à l'expression des miARNs exprimés dans les CML saines. La 

sélection des miARNs issus de ce criblage a été analysée par RT-qPCR afin de déterminer 

l'expression différentielle des miARNs sélectionnés, marqueurs potentiels de l'AAA. 

L'analyse différentielle des cellules microdisséquées a également été comparée à celle du tissu 

global des parois d'AAA comparées aux parois contrôles. Le potentiel de biomarqueur a 
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ensuite été évalué par l'analyse différentielle des miARNs sélectionnés dans le plasma des 

patients de la population LILAS (Lamblin et al, 2010). 
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Conclusion de l'article 

Les macrophages de type M1 et M2 sont localisés dans des tuniques opposées de la paroi 

anévrysmale. Les macrophages de type M1 à visée pro-inflammatoire sont retrouvés dans la 

partie intraluminale du thrombus alors que les macrophages de type M2 à visée anti-

inflammatoire sont retrouvés dans l'adventice. Les CML sont retrouvées raréfiées dans la 

media de l'AAA. Les CML sont les seules cellules présentes dans les deux types de parois 

AAA et non AAA. Chaque groupe de cellules a été isolé par LMD à partir de biopsies de 

paroi aortique anévrysmale et saine d'au minimum deux patients différents. Les cellules 

utilisées comme contrôles pour l'analyse comparative sont les CML issues des aortes saines. 

Ainsi, grâce à la technologie de puce à miARNs, les miARNs exprimés par les CML 

anévrysmales (n=4), par les macrophages de type M1 (n=2) et de type M2 (n=2) ont été 

criblés en comparaison à l'expression des miARNs dans les CML de l'aorte saine. De cette 

analyse, nous avons détecté 92 miARNs dans l'ensemble des types cellulaires de l'AAA 

testés. De ces 92 miARNs, 10 ont été sélectionnés pour des analyses complémentaires du fait 

de leur intensité de signal. L'analyse différentielle des 10 miARNs dans les échantillons a été 

réalisée par RT-qPCR et révèle une expression similaire de 6 miARNs dans les trois types de 

cellules anévrysmales étudiées, les CML et les deux sous-types de macrophages. Cinq de ces 

6 miARNs sont exprimés de façon similaire dans les biopsies entières. Let-7f est retrouvé 

surexprimé dans les CML anévrysmales mais n'est pas retrouvé modulé dans les biopsies 

totales anévrysmales comparées aux aortes saines. Dans le plasma, let-7f est retrouvé 

surexprimé dans les plasmas issus des patients présentant un AAA par rapport aux patients 

ayant une athérosclérose de la population LILAS (Lamblin et al, 2010). Nos résultats chez 

l'Homme montrent une diminution tissulaire du miR-29b dans les trois types cellulaires isolés 

de l'AAA et dans les biopsies totales. De façon similaire aux modèles murins d'AAA, le miR-

29b est retrouvé diminué dans le tissu anévrysmal (Maegdefessel et al, 2012a). Par ailleurs, le 
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miR-21 impliqué dans l'apoptose est retrouvé exprimé à l'opposé dans chaque sous-type de 

macrophages. L'expression de miR-21 est retrouvée augmentée dans les macrophages anti-

inflammatoires de type M2 et diminuée dans les macrophages pro-inflammatoires de type 

M1. Or, le miR-21 protège de l'apoptose des cellules de la paroi aortique lorsque son 

expression est augmentée (Maegdefessel et al, 2012b). Nos résultats confirment donc le rôle 

spécifique de chaque type cellulaire dans la paroi anévrysmale. 
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IV.7 Les microARNs des ATLOs  

Article: Les organes adventitiels lymphoïdes tertiaires dans l'anévrysme de l'aorte abdominale 

sont une source potentielle de microARNs biomarqueurs - Adventitial tertiary lymphoid 

organs in AAA are a potential source of miRNAs as biomarkers 

Spear R, Boytard L, Blervaque R, Chwastyniak M, Vanhoutte J, Hot D, Staels B, Lemoine Y, 

Lamblin N, Pruvot FR, Haulon S, Amouyel P, Pinet F 

Soumis dans International Journal of Molecular Sciences 

 

L'analyse histologique du tissu anévrysmal a été menée sur 20 biopsies afin d'analyser la 

distribution des cellules inflammatoires de l'AAA. Les neutrophiles sont impliqués dans 

l'AAA et ont un rôle dans le recrutement des autres cellules inflammatoires (Houard et al, 

2009). Les macrophages M1 et M2 ont déjà été étudiés précédemment (Boytard et al, 2013). 

L'implication des lymphocytes dans l'AAA est moins bien définie. Les deux types de 

lymphocytes T et B sont retrouvés dans l'AAA (Reeps et al, 2009). Les lymphocytes sont 

décrits organisés en structure folliculaire dans les modèles athérosclérotiques de souris (Moos 

et al, 2005). Ces structures retrouvées dans l'adventice et essentiellement dans les aortes des 

souris apoliprotéine E -/- sont décrites comme des ATLOs (Gräbner et al, 2009). Leur rôle 

dans l'orchestration de la réponse inflammatoire a été énoncé dans l'athérosclérose 

(Akhavanpoor et al, 2014). Notre analyse a donc porté sur les ATLOs et leur profil 

d'expression transcriptomique grâce au procédé de LMD et de criblage sur puce, 

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

L'étude histologique a permis d'identifier une distribution spécifique des cellules 

inflammatoires impliquées dans l'AAA. Les macrophages de type M1 à visée pro-

inflammatoire sont préférentiellement retrouvés dans l'adventice et à l'opposé, les 

macrophages de type M2 à visée anti-inflammatoire sont identifiés dans le TIL comme 

démontré précédemment (Boytard et al, 2013). Les neutrophiles et les lymphocytes de type T 

sont observés dans le TIL alors que les lymphocytes de type B sont adventitiels. Les 

lymphocytes de type B ont été observés organisés en structure de type folliculaire, décrites 

précédemment comme ATLOs, dans 7 biopsies anévrysmales sur les 20 analysées 

(Bobryshev et al, 2005). Leur interaction avec les autres types cellulaires présentée dans 

l'athérosclérose nous a fait émettre l'hypothèse que les ATLOs expriment des marqueurs 

potentiels de l'AAA. 

Leur expression transcriptomique a permis de mettre en évidence trois marqueurs 

potentiels, miR-15a*, miR-30a et miR-489 d'après leur intensité de signal dans les 

échantillons d'ATLOs étudiés (n=2). Leur expression différentielle dans les ATLOs a été 

normalisée par les CML saines, étant le seul type cellulaire commun aux deux parois. Nous 

avons comparé leur expression à celle des macrophages M1 et M2. Nous observons que le 

miR-15a* et le miR-489 sont exprimés de façon similaire dans les macrophages et les ATLOs 

alors que le miR-30a est exprimé de façon similaire uniquement dans les macrophages de type 

M1. Or, le miR-30a est retrouvé différentiellement exprimé dans les macrophages en réponse 

à une infection mycoplasmique (Das et al, 2013). Le miR-15a* est modulé de la même façon 

dans les ATLOs, les macrophages et les biopsies totales d'AAA mais le miR-489 est exprimé 

de façon opposée aux cellules inflammatoires isolées comparées aux biopsies totales. De 

façon intéressante, l'expression de miR-489 est modifiée par le traitement par l'angiotensine 

dans les cardiomyocytes (Wang et al, 2014).  
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L'étude plasmatique des patients de l'étude LILAS révèle une expression diminuée de miR-

15a* et miR-30a de façon significative de la même façon que dans les ATLOs et dans les 

biopsies totales. Le miR-15a* est un miARN régulant l'angiogénèse (Sun et al, 2013) et les 

cytokines (Han et al, 2013). L'étude des ATLOs a donc permis de mettre en évidence des 

miARNs potentiels régulateurs des mécanismes biologiques impliqués dans l'AAA et des 

biomarqueurs potentiels de l'AAA.  



 

 95 
 

 

IV.8 Conclusion  

L'approche transcriptomique sans a priori a été menée sur les cellules isolées de l'AAA afin 

de mettre en évidence des marqueurs potentiels de l'AAA. En effet, la distribution spécifique 

mise en évidence par l'analyse histologique évoque la participation spécifique de chaque type 

cellulaire identifié dans l'AAA et donc une expression spécifique de marqueurs. Les miARNs 

ayant un rôle régulateur important sur les ARNm et les protéines mais aussi sur l'expression 

génique peuvent permettre une meilleure compréhension de l'AAA et mettre en évidence des 

marqueurs de l'AAA. 

Les miRNAs de la famille miR-29, observés dans les modèles murins d'AAA 

(Maegdefessel et al, 2014), sont retrouvés parmi les 5 miARNs exprimés de façon similaire à 

la fois dans les cellules isolées de l'AAA et dans le tissu analysé dans sa totalité. Parmi ces 5 

miARNs, le miR-451 est un miARN exprimé dans les globules rouges. Son expression 

plasmatique, diminuée dans le plasma des patients présentant un AAA, est opposée à celle 

retrouvée dans le tissu. Or le miR-451 est un miARN exprimé dans les cellules 

érythrocytaires. Sa présence dans les cellules isolées et dans les biopsies totales anévrysmales 

peut faire évoquer deux hypothèses. Une première hypothèse est la différence due à la 

pathologie dans laquelle de nombreux érythrocytes sont exprimés, notamment dans le TIL 

(Michel et al, 2011). La présence dans chacune des cellules isolées peut être en faveur d'une 

interaction importante entre les cellules du TIL et les cellules de l'adventice. Une autre 

hypothèse est que cette différence d'expression est secondaire aux conditions de prélèvement 

des biopsies. L'AAA est prélevé au cours de chirurgie ouverte alors que les biopsies saines 

sont prélevées au cours de prélèvements multiorganes après injection de soluté de 

conservation à travers l'aorte abdominale sous-rénale. 

Deux miARNs, let-7f et miR-29b, ont été retrouvés significativement surexprimés dans le 

plasma des patients avec un AAA comparés aux patients présentant une atteinte 
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athérosclérotique sans AAA. Let-7f a été retrouvé dans l'athérosclérose au niveau de l'intima 

des parois vasculaires des patients présentant une artériopathie oblitérante des membres 

inférieurs (Li et al, 2011). De façon intéressante, let-7f est sous exprimé dans les deux sous-

types de macrophages comparés aux CML saines et dans l'analyse du tissu anévrysmal global.  

L'approche sans a priori ainsi réalisée des cellules isolées de l'AAA a permis de mettre en 

évidence une expression spécifique des miARNs de chaque type cellulaire exprimé dans 

l'AAA. Cette approche confirme les données des modèles animaux de l'AAA concernant le 

potentiel de biomarqueur de mir-29b dans la pathologie anévrysmale mais aussi met en 

évidence de nouveaux miARNs, le let-7f, le miR-15a* et le miR-30a en tant que 

biomarqueurs potentiels de l'AAA et qui, à notre connaissance n'ont pas été observés jusqu'à 

présent dans l'AAA. 
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V CONCLUSION GÉNÉRALE ET PERSPECTIVES 

Au cours de ce travail de thèse, deux stratégies ont été utilisées afin de mieux comprendre 

la pathologie anévrysmale: l'approche sans a priori et l'analyse de protéines candidates.  

Les deux approches reposent sur une étude du tissu AAA chez l'Homme. L'étude du tissu 

humain a l'avantage d'être le modèle le plus représentatif de la pathologie contrairement aux 

modèles animaux qui restent des modèles incomplets nécessitant l'action de molécules ou une 

action mécanique sur le tissu et pouvant induire des biais d'interprétation de la modulation des 

marqueurs potentiels. Toutefois, le tissu humain d'AAA correspond à un stade avancé de la 

pathologie puisque les AAA prélevés relèvent d'indication chirurgicale. L'analyse 

histologique a révélé une variabilité d'expression des différents types cellulaires dans l'AAA 

permettant de suggérer que les AAA analysés représentent un panel large de la pathologie. 

Des marqueurs précoces ou déclencheurs de la pathologie peuvent donc être méconnus. 

L'étude chez l'Homme nécessite de choisir un tissu contrôle adéquat. Au cours de nos 

analyses, l'aorte non anévrysmale de situation anatomique similaire a été choisie comme tissu 

contrôle. 

La première étape de l'analyse était d'analyser la distribution des cellules vasculaires 

impliquées dans l'AAA. Le probable équilibre entre les cellules à visée pro-inflammatoires 

telles que les macrophages M1 de l'adventice et les cellules à visée anti-inflammatoires telles 

que les macrophages de type M2 du TIL a pu être évoqué du fait de leur distribution 

spécifique. Des structures adventitielles tertiaires, décrites auparavant (Bobryshev et al, 

2001), ont été observées. Les ATLOs auraient un rôle probable dans la régulation des autres 

cellules inflammatoires (Akhavanpoor et al, 2014). 

Cette analyse histologique était également indispensable à la localisation de zones d'intérêt 

pour l'isolement. Selon les observations de Sho et al (2005), l'étude de l'AAA a été menée sur 
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les cellules isolées par LMD. La LMD permet en effet d'étudier l'expression protéique et 

transcriptomique des cellules que nous souhaitions effectuer sans modifier leur phénotype par 

la culture (Chimenti et al, 2011). Afin d'étudier l'expression différentielle des marqueurs 

potentiels, le groupe de référence choisi était le groupe de CML issus de l'aorte saine. Ce 

choix résulte du fait que les CML étaient les seules cellules communes aux deux tissus. Les 

cellules endothéliales présentes dans le tissu sain n'ont pas été localisées lors de l'analyse des 

échantillons AAA et inversement, les cellules inflammatoires de l'AAA n'ont pas été mises en 

évidence dans l'aorte saine. Les zones enrichies en cellules d'intérêt ont été isolées et soumises 

à des analyses protéiques d'une part et à des analyses transcriptomiques d'autre part. Les 

analyses protéiques nécessitaient une quantité de matériel isolé importante correspondant à 

environ 40 mm2 de surface. Il était donc nécessaire de localiser une zone ayant une surface 

par coupe suffisante. Les coupes soumises à la LMD sont de 18 µm et l'avancement d'une 

coupe à une autre augmente le risque de perdre la zone d'intérêt. L'immunomarquage était 

régulièrement réitéré (en moyenne toutes les 3 coupes soit environ à 0,5 mm de tissu) afin de 

confirmer la persistance de la zone au cours de la progression de l'isolement. L'analyse du 

tissu global ou des différentes couches de l'AAA peut masquer certains marqueurs potentiels. 

L'expression des miARNs du tissu global et du tissu isolé confirme cette observation. La 

complexité des mécanismes impliqués et la présence de cellules interagissant les unes avec les 

autres potentialisent la modulation de certains marqueurs mais à l'inverse diminue la 

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

A. Approche ciblée : les biomarqueurs potentiels de l'AAA 

L'analyse protéomique différentielle du laboratoire a permis de mettre en évidence des 

marqueurs potentiels de l'AAA, la PRDX-1 et ADAMTS 5 (Lamblin et al, 2010). Ces 

marqueurs ont été étudiés plus précisément dans les cellules isolées de l'AAA. La PRDX-1 

retrouvée modulée dans le plasma des patients présentant un AAA et analysée dans les 



 

 99

macrophages de type M1 et M2 est le reflet de l'expression des macrophages de type M1 de la 

paroi anévrysmale. Le rôle spécifique de chacun des sous-types de macrophages représentés 

dans l'AAA est donc mis en évidence par cette analyse des cellules une fois isolées du tissu. 

L'évolution de la morphologie des CML observée dans le tissu a été validée par l'analyse de 

l'expression des marqueurs apoptotiques une fois les cellules isolées. Le rôle d'ADAMTS 5 

dans l'anoïkis des CML anévrysmales a été mis en évidence, reliant le marqueur identifié par 

l'analyse sans a priori précédemment effectuée dans le plasma et sur les cellules en culture 

issues de patients présentant un AAA à un processus biologique de l'AAA (Lamblin et al, 

2010). 

ADAMTS 5 a également été identifiée dans la pathologie athérosclérotique par son rôle 

dans la rétention des lipoprotéines dans la paroi aortique (Didangelos et al, 2012). Son 

expression dans les macrophages humains a été retrouvée modulée par les cytokines 

impliquées dans l'athérosclérose (Ashlin et al, 2013). ADAMTS 5 semble donc être un acteur 

central des processus inflammatoires et apoptotiques impliqués dans l'AAA et pourrait être 

impliqué dès le début de la pathologie anévrysmale du fait de son rôle dans la régulation des 

LDLs dans la paroi aortique. 

Des analyses statistiques complémentaires des résultats plasmatiques sont en cours, grâce à 

la collaboration du Pr J. Lindholt, afin d'établir un lien avec les données cliniques de la base 

de données des patients inclus aux résultats plasmatiques observés à la fois en comparaison 

avec les patients athérosclérotiques sans AAA et les patients non athérosclérotiques avec un 

AAA. 

La détection de sous-unités d'ADAMTS 5 nécessite d'être explorée afin de répondre aux 

différentes hypothèses émises de modifications post-traductionnelles de la protéine ou l'action 

d'enzymes telles que les caspases (Mariathasan et al, 2004). Un modèle de culture cellulaire 
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de l'apoptose des CML pourrait apporter une réponse en étudiant l'effet de la modulation 

d'ADAMTS 5 sur le profil d'expression protéique et transcriptomique des CML apoptotiques. 

Des analyses préliminaires montrent l'obtention d'une modification morphologique et des 

marqueurs de l'apoptose des CML par l'action du succinobucol (Midwinter et al, 2012). La 

Figure 24 résume les résultats de cette mise au point. 

 

Figure 24 - Mise au point du traitement par 25 µM de succinobucol - Photos compartives (en haut 
à gauche) des CML aortiques avant (photo de gauche) et après traitement par 25 µM de succinobucol 

à 24 heures (photos de droite) et expression en Western Blot de la caspase 3 active et CapZ α. 
Analyse de l'expression des ARN messagers des caspases 3, 8, 9, BAX et HO1 aux doses croissantes 

de traitement par succinobucol (à droite). Échantillon de référence CML non traitées et gène de 
référence, PPIA. 

Le traitement par le succinobucol a été effectué à doses croissantes 5, 10, 20 et 25 µM 

pendant 24 heures. Les ARNm des caspases 3, 8, 9 et BAX, marqueurs de l'apoptose, et 

l'ARNm d'hème oxygénase-1 (HO1), marqueur du traitement par succinobucol ont été 

analysés par RT-qPCR et comparés à l'absence de traitement. A la dose de 25 µM, nous 

observons le morphotype arrondi des CML. L'expression de CapZ α confirme la persistance 

du phénotype des CML après le traitement. L'expression de la caspase 3 active et des autres 

marqueurs de l’apoptose à cette dose est retrouvée à la fois au niveau protéique et 

transcriptomique et HO1 est également augmenté. Ainsi, le traitement par 25 µM de 

succinobucol est capable d'induire l'apoptose des CML en culture. L'analyse d'ADAMTS 5 

nécessitera donc des analyses supplémentaires en culture, la même approche sera effectuée 
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pour la PRDX-1 dans les deux sous-types de macrophages. Ceci permettra de définir le rôle 

de ces deux biomarqueurs potentiels dans l'AAA et d'éventuellement établir un lien avec les 

résultats de l'analyse sans a priori. 

B. Approche sans a priori : vers une meilleure compréhension de l'AAA 

La LMD a également permis l'analyse de l'expression des miARNS sans a priori à partir 

des cellules vasculaires isolées du tissu anévrysmal. Le criblage des miARNs par puce a 

permis de sélectionner des marqueurs potentiels de l'AAA. Ainsi, l'analyse comparative de 

l'expression du let-7f a mis en évidence son potentiel de marqueur qui a été confirmé par 

l'analyse plasmatique. Avec cette stratégie, des marqueurs ont pu être ignorés. L'analyse sur 

puce limite en effet les données aux miARNs connus et la sélection des miARNs pour les 

analyses ultérieures a été restrictive du fait d'un petit nombre d'échantillons testés. Le choix de 

la référence, les CML saines, peut également induire un biais de sélection puisque les valeurs 

sont comparées à un groupe de CML issu du tissu sain. Toutefois, le choix de sélectionner des 

miARNs détectés intensément sur la puce permettait d'éliminer les miARNs non modifiés 

dans la pathologie anévrysmale. 

L'analyse des cellules isolées de l'AAA a permis d'identifier des miARNs impliqués dans la 

pathologie anévrysmale. Les 10 miARNs issus de l'analyse des macrophages et des CML sont 

modulés spécifiquement dans chaque cellule isolée. Parmi ces miARNs, miR-21, et les 

miARNs de la famille miR-29 sont décrits dans les modèles murins de l'AAA (Maegdefessel 

et al, 2014). L'approche effectuée chez l'Homme a donc permis de confirmer les données 

obtenues dans le modèle murin mais a également permis de détecter d'autres miARNs 

impliqués dans l'AAA tels que le let-7f uniquement observé dans l'athérosclérose (Li et al, 

2011). De façon parallèle, le miR-15a* et le miR-30a ont été mis en évidence par l'analyse de 

l'expression des miARNs issus des ATLOs comme des biomarqueurs plasmatiques potentiels 

de l'AAA.  
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Afin de mettre en évidence le rôle de ces miARNs sélectionnés, une modulation de leur 

expression via des antagomiR et des mimics en culture, sur les macrophages de type M1 et 

M2 et sur les CML mises en apoptose, permettra l'analyse de leur rôle sur leurs cibles qui 

auront été identifiées par mir pathway (Van Rooij et al, 2012). Mir pathway est un logiciel 

répertoriant les cibles prédites et connues des miARNs. Les cibles des miARNs seront donc 

identifiées a priori et pourront permettre de juger de l'efficacité du traitement et d'analyser les 

conséquences sur les autres marqueurs protéiques et transcriptomiques potentiels de l'AAA 

détectés dans les études réalisées au laboratoire et dans la littérature.  

Une technologie de l'approche sans a priori est décrite pour les miARNs: le séquençage en 

profondeur des ARNs (Van Rooij, 2011). Cette technologie permet de mettre en évidence des 

miARNs encore inconnus et des longs ARNs non codants. Dans une première étape, nous 

avons réalisé ce séquençage sur du tissu global anévrysmal comparé au tissu aortique global 

non anévrysmal. Les premières analyses confirment d'une part les analyses de la puce en 

détectant la modulation des miARNs sélectionnés tels que le miR-21 (augmenté d'un facteur 

1,7), le miR-24 (augmenté d'un facteur 2), le miR-29c (augmenté d'un facteur 2,5) et le miR-

451 (augmenté d'un facteur 5). De cette même analyse, des lncARNs ont été également 

détectés dans l'analyse comparative. Ainsi, cette technologie permettrait de détecter de 

nouveaux marqueurs de l'AAA par rapport à la technologie du criblage par puces. Suite à 

cette mise au point, nous réaliserons le séquençage en profondeur des cellules isolées de 

l'AAA. La limite de cette technologie est la quantité de matériel nécessaire qui est d'environ 1 

µg. Une mise au point d'enrichissement des miARNs permettra de diminuer à 100 ng la 

quantité nécessaire au séquençage. 

Les travaux de ma thèse réunissent donc deux approches complémentaires utiles pour 

améliorer la compréhension de l'AAA mais aussi afin d'en déterminer d'éventuels 
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biomarqueurs permettant un diagnostic ou une évaluation pronostique utile pour les prises de 

décisions thérapeutiques.  
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