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Liste des abréviations :

AAA : Anévrisme de 1’aorte abdominale

ACE : Angiotensin-Converting Enzyme

ADAM : A4 Disintegrin And Metalloproteinase
ADAM-TS : 4 Disintegrin And Metalloproteinase with thrombospondin motifs
Angll : Angiotensine II

ARAII : Antagonistes des récepteurs de I’angiotensine
ATiR : Angiotensin Type I Receptor

AT,R : Angiotensin Type 2 Receptor

BAPN : Beta-aminopropionitrile

CCL : C-C motif Chemokine Ligand

CE : Cellule Endothéliale

CD : Cluster of Differentiation

CML : Cellule Musculaire Lisse

CXCL : C-X-C motif Chemokine Ligand

EDP : Elastin-Derived Peptides

ERK : Extracellular signal-Related Kinase
EVAR : Endovascular repair

FAK : Focal Adhesion Kinase

GAG : Glycosaminoglycane

HMGBI : High-mobility group box 1

HSP70 : Heat-Shock Protein 70

ICAM-1 : Intercellular Adhesion Molecule-1
IECs : Inhibiteurs de I’enzyme de conversion

Ig : Immunoglobuline

IL : Interleukin

IFN-y : Interferon gamma

INK : c-Jun N terminal Kinase

LDL : Low Density Lipoprotein

LFA : Lymphocyte Function-associated Antigen
LOX : Lysyl-oxydase

LPS : Lipopolysaccharide

MAPK : Mitogen-Activated Protein Kinase
MCP-1 : Monocyte Chemoattractant Protein-1
MEC : Matrice extracellulaire

MMP : Matrix Metalloproteinase

MT-MMP : Membrane-Type MMP

NF-kB : Nuclear Factor-kappa B

NO : Nitric Oxide

NOS : Nitric Oxide Synthase

OSR : Open Surgical Repair

PAIL : Plasminogen Activator Inhibitor

PG : Protéoglycane

PGLYRP1 : Peptidoglycan recognition protein 1
PI3K : Phosphatidyl Inositol-3 Kinase
RANTES : Regulated on Activation Normal T cell Expressed and Secreted
SMA : Smooth Muscle Actin
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SM-MHC : Smooth Muscle Myosin Heavy Chain
TGF-B : Tumor Growth Factor-beta

TIL : Thrombus intra-luminal

TLR : Toll-Like Receptor

TIMP : Tissue Inhibitor of Metalloproteinase
tPA : Tissue Plasminogen Activator

TNF-a : Tumor Necrosis Factor-alpha

TREM-1 : Triggering Receptor Expressed on Myeloid cells-1
TSP-1: Thromspondin-1

uPA : Urokinase-like Plasminogen Activator
VCAM-1 : Vascular Cell Adhesion Molecule-1
VEGEF : Vascular Endothelial Growth Factor
VLA-4 : Very Late Antigen-4
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[. INTRODUCTION

A. Généralités sur les maladies cardiovasculaires

1.Epidémiologie

Les maladies cardiovasculaires regroupent les affections aigiies ou chroniques du cceur et
des vaisseaux et sont actuellement la premieére cause de mortalit¢ dans le monde,
représentant 17,8 millions de déces/an en 2017, soit 31% des causes de déces. Les principaux
facteurs de risque associés aux maladies cardiovasculaires sont I’hypercholestérolémie, le
tabagisme, ’hypertension artérielle, la sédentarit¢ et I’age. L’aspect multifactoriel et le
caractere chronique de ces pathologies rendent leur prise en charge complexe et colteuse.
Malgré une diminution du taux de mortalit¢ chez les patients atteints de maladies
cardiovasculaires d’environ 10% ces 10 derniéres années, leur incidence continue d’augmenter,
parallélement a la croissance démographique et au vieillissement de la population, entrainant
une augmentation du nombre total de décés dans le monde de 21,1% depuis 2007'. En France,
les maladies cardiovasculaires sont la 1 cause de décés chez les femmes, et la 2°¢ cause de
déces chez les hommes derriere les cancers et parmi ces maladies, I’anévrisme de 1’aorte
abdominale (AAA), qui représente la 13° cause de mortalité dans les pays développés, est
responsable d’environ 10 000 hospitalisations et 2000 déces/an en France d’apres les données

de I’Agence Nationale de Santé Publique frangaise.

2.Le systeme cardiovasculaire

a) Généralités

Le systeme cardio-vasculaire est composé du cceur et des vaisseaux sanguins, qui forment
un circuit fermé, permettant de distribuer le sang oxygéné et chargé en nutriments et hormones
nécessaires au fonctionnement de tous les organes du corps dans un sens, et a ¢liminer les
déchets métaboliques dans 1’autre. Le sang est constitu¢ d’'une composante liquide, le plasma
(eau, ions, glucides, lipides et protéines) dans lequel baignent les différents éléments figurés du
sang comme les globules rouges ou érythrocytes (qui permettent via 1’hémoglobine le transport
des substances gazeuses), les globules blancs ou leucocytes (granulocytes, lymphocytes et
monocytes) et les plaquettes ou thrombocytes qui jouent un role primordial dans la cascade de

coagulation du sang. Le sang est donc non seulement vecteur de substances nécessaires au
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fonctionnement de I’organisme, mais il constitue également une voie de passage pour le

déplacement des cellules inflammatoires d’un compartiment a un autre.

Le cceur agit comme une pompe, qui permet la distribution du sang dans deux circuits
complémentaires : la circulation systémique ou grande circulation, dans laquelle le sang
oxygéné sort du cceur par le ventricule gauche et est conduit par le réseau artériel composé de
I’artere aorte et de ses branches de division, pour irriguer I’ensemble des tissus du corps. Apres
passage dans les tissus, le sang appauvri en oxygene est acheminé jusqu’au cceur par le réseau
veineux, et distribué dans la circulation pulmonaire ou petite circulation pour étre enrichi en
oxygene au niveau des alvéoles pulmonaires avant de repartir dans la circulation systémique

[Figure 1].
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Figure 1 : Schéma du systéme cardiovasculaire
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b) Les vaisseaux sanguins

Le systéme vasculaire est un réseau ramifié complexe et constitué de vaisseaux de
différents calibres et compositions, leur permettant d’assurer leurs fonctions en adéquation avec
les conditions physiologiques et mécaniques dans lesquelles ils se trouvent. En effet, les arteres
de gros calibres donnent naissance a de nombreuses ramifications de plus petits calibres, les
artérioles, qui amenent le sang jusqu’aux organes, a I’intérieur desquels elles se connectent
aux capillaires sanguins, aux tres petits calibres et aux parois fines, permettant la diffusion de
I’oxygene et des nutriments aux organes. Aprés passage dans le tissu, le sang ressort par les
capillaires pour se jeter dans les veinules, puis dans les veines qui vont le ramener jusqu’au

coeur.

Les arteres de gros calibre, dites ¢lastiques, sont des artéres de conduction, elles ont une paroi
¢paisse contenant une importante quantit¢ d’¢lastine, organisée en un réseau lamellaire de
plusieurs couches, qui leur permet de résister et de s’adapter a la pulsatilité cardiaque et aux
fortes contraintes de pression exercées par le sang a la sortie du cceur. Les artéres de moyen
ou petit calibre, dites musculaires, sont des vaisseaux de distribution. Elles sont plus petites,
moins riches en €lastine (10%), et principalement composées de cellules musculaires lisses leur
permettant d’ajuster leur diamétre pour maintenir le débit sanguin. Les artérioles ont un
diametre inférieur a 0,5mm et une composition similaire a celle des artéres musculaires, elles
sont innervées par le systéme nerveux sympathique, et sont responsables du phénomene de
résistance périphérique, contribuant a la régulation de la pression artérielle. La connexion entre
le systeme artériel et le systéme veineux est réalisée par un réseau de capillaires au niveau des
tissus. La finesse de leur paroi, inférieure a 10um, composée d’une couche de cellules
endothéliales et d’une lame basale, associée a la faible vitesse d’écoulement du sang dans ces
vaisseaux de petit diametre favorisent les échanges gazeux et métaboliques entre le sang et les
tissus. Les veines raménent le sang chargé en déchets gazeux et métaboliques jusqu’au cceur de
facon passive. Elles n’ont pas de capacité de contraction mais sont capables de se dilater pour
absorber I’effet d’une augmentation du volume sanguin sans affecter la pression artérielle. Leur
paroi est soumise a une contrainte de pression beaucoup moins importante que celle des arteres,
elle est de ce fait plus mince, extensible et plus riche en tissu conjonctif. Le systeme veineux
est équipé de valvules anti-reflux au niveau des membres inférieurs, n’autorisant la circulation

du sang que dans un sens.

17



B. L’aorte : Structure, composition, remodelage

1. Anatomie de 1’aorte

L’aorte est I’artere la plus importante de 1’organisme, tant au niveau de son diametre que
de sa fonction. C’est une artere €lastique qui part du cceur, chemine dans la partie postérieure
du thorax, traverse le diaphragme et descend dans 1’abdomen, avant de donner naissance aux
arteres iliaques primitives, qui vont assurer la circulation du sang vers les membres inférieurs.

L’aorte peut étre divisée en 4 sections [Figure 2] :

L’aorte thoracique ascendante est la partie initiale de ’aorte, qui fait directement suite au
ventricule gauche du ceoeur et s’étend sur environ 5 centimetres jusqu’a la crosse de 1’aorte. Les
sinus de Valsalva, situés a la base de 1’aorte thoracique ascendante donnent naissance aux

arteres coronaires droite et gauche.

La crosse aortique présente une forme d’arche et assure la connexion entre I’aorte thoracique
ascendante et I’aorte thoracique descendante. Elle donne naissance au tronc artériel brachio-
céphalique, qui se divise en artére sous-claviere droite et artére carotide primitive droite, a
’artére carotide primitive gauche et a I’artére sous-claviere gauche, permettant 1’irrigation du

cerveau et des membres supérieurs.

L’aorte thoracique descendante sinue le long de la partie postérieure du thorax jusqu’au

diaphragme, et permet au passage 1’irrigation de la moelle épiniere et des muscles thoraciques.

L’aorte abdominale commence a partir du diaphragme et descend dans la cavit¢ abdominale
jusqu’au pelvis. Sur son trajet elle donne successivement naissance au tronc cceliaque, a I’artére
mésentérique supérieure, aux arteres rénales droite et gauche, a I’artere mésentérique inférieure,
et finalement aux deux arteres iliaques. Elle permet donc I’irrigation de I’ensemble des organes

abdominaux comme I’estomac, le foie, le pancréas, les reins, I’intestin gréle et le colon.
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Figure 2 : Anatomie de I’aorte, différentes sections et collatérales

Le diametre aortique varie avec la localisation, I’age, le sexe, I’indice de masse corporelle et la

technique d’imagerie utilisée pour le mesurer 2.

2.0rganisation structurelle de la paroi artérielle

La paroi aortique est constituée de 3 couches histologiques distinctes, 1’intima, la media

et I’adventice disposées dans cet ordre de la lumiere a la périphérie [Figure 3].
a) L’intima

La tunique interne, ou intima est la couche la plus interne de I’aorte. Composée d’une
monocouche de cellules endothéliales (CE) reposant sur une lame basale constituée de
collagéne de type IV et de laminine, I’intima se situe directement en regard de la lumicre
aortique. L’endothélium est une interface dynamique entre les structures vasculaires et le sang,
il est capable de percevoir et de réagir a de nombreux stimuli mécaniques et inflammatoires et
ainsi participe activement a la régulation de nombreuses fonctions physiologiques comme le
tonus et la perméabilité vasculaire, I’hémostase, la mobilisation et le recrutement des cellules
inflammatoires. L’endothélium posséde un rdéle important dans la modulation de

I’inflammation pariétale en conditions pathologiques 3. En effet, I’endothélium activé exprime
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des molécules d’adhésion et produit des médiateurs pro-inflammatoires ; la dysfonction
endothéliale a d’ailleurs été¢ impliquée dans la physiopathologie de nombreuses pathologies
comme le diabéte, I’hypertension, le sepsis ou encore 1’athérosclérose*. Le flux sanguin est
un des parameétres influencant de facon majeure 1’état de «repos» ou d’activation de
I’endothélium. Les différentes courbures de I’arbre aortique, ainsi que ses nombreuses zones
de bifurcation ont pour conséquence 1’existence de régions exposées a un flux sanguin perturbe,
propices a ’activation de I’endothélium, et qui constituent un environnement privilégié pour
I’inflammation, la coagulation et le développement de pathologies vasculaires comme
’athérosclérose ou les anévrismes de 1’aorte®>. L’endothélium participe a la régulation de la
pression artérielle par la production de facteurs vasoactifs, comme le NO (Oxyde Nitrique), qui
est un puissant vasodilatateur agissant sur les cellules musculaires lisses de la media, sous-

jacentes a I’endothélium au sein de la paroi des artéres de résistance’.
b) La media

La tunique moyenne ou media est €paisse et musculaire, et est composée de plusieurs
couches concentriques et uniformément orientées de cellules musculaires lisses (CML)
délimitées par des structures lamellaires d’élastine, les lames élastiques et de fibres de
collagénes®. La media est séparée de 'intima par une limitante élastique interne et de
I’adventice par une limitante ¢lastique externe. Sa composition varie selon la localisation
anatomique le long de 'aorte, et il existe une relation lin€aire entre le nombre d’unités
lamellaires de la media et les forces de tension appliquées a la paroi vasculaire. L’épaisseur de
la media et le nombre d’unités lamellaires diminuent progressivement le long de I’aorte,
parallélement a 1’augmentation du ratio collagene/¢lastine, ce qui permet au vaisseau de

s’adapter aux changements de pressions mécaniques de son environnement’.

Les CML sont présentes dans un état contractile quiescent au sein de la paroi aortique en
conditions physiologiques, mais on sait aujourd’hui qu’elles peuvent se dédifférencier et
adopter un profil non contractile mais sécrétoire, prolifératif et migratoire en conditions
pathologiques, de réparation ou de régénération'®!!. La présence de CML dans la media lui
confére ses propriétés contractiles, c’est la seule couche de la paroi aortique capable de
participer activement a la régulation du tonus vasculaire. Les CML participent également a la
composition de la matrice extracellulaire (MEC), grace a leurs propriétés sécrétrices, d’élastine

majoritairement!2,
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c¢) L’adventice

L’adventice est la couche la plus externe de la paroi aortique, elle est composée de matrice
extracellulaire, principalement de collagene I et I11 et de quelques fibres d’élastine, et de cellules
adventitielles résidentes, majoritairement représentées par des fibroblastes et quelques cellules
immunitaires'®>. Chez I’homme, il existe des micro-vaisseaux, appelés vasa-vasorum, qui
permettent I’irrigation sanguine de la paroi aortique, principalement au niveau de la partie
thoracique de I’aorte ou la paroi est plus épaisse®'4. L épaisseur de I’adventice est constante au
niveau de I’aorte thoracique ascendante et descendante, et prend plus d’importance dans la
composition de la paroi au niveau de la partie abdominale de ’aorte’. De par sa composition
riche en tissu conjonctif, I’adventice est majoritairement responsable des propriétés mécaniques
passives de la paroi aortique, et posseéde également une activité de synthése de la MEC,

particuliérement de collagéne qui est surtout produit par les fibroblastes adventitiels'>.
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Figure 3 : Composition des différentes couches de la paroi aortique
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3.Structure de la matrice extracellulaire

La matrice extracellulaire est 1’entité acellulaire de la paroi vasculaire, elle joue un role
majeur de soutien et de support au sein de la paroi aortique, lui permettant notamment de résister
aux fortes contraintes de pression qui lui sont imposées par son environnement. La MEC est
synthétisée par les CML et les fibroblastes de la paroi, elle est composée de fibres d’élastine et
de collagénes incorporées dans un gel matriciel de protéoglycanes et de glycoprotéines. Les
différents composants de la MEC sont retrouvés en proportions différentes dans les 3 tuniques
de la paroi et en fonction de la localisation le long de I’arbre vasculaire, ou ils régissent en partie

les propriétés structurelles et mécaniques de 1’aorte.
a) L’¢lastine

L’¢lastine est une protéine insoluble et hydrophobe composée d’unités monomériques de
tropoélastine solubles sécrétées par les cellules de la paroi aortique et assemblées dans 1’espace
intercellulaire par la lysyl-oxydase (LOX), a 1’aide de protéines comme la fibuline-4 et la
fibuline-5, les Microfibril associated glycoproteins (MAGPs) ou encore 1’ Elastin Microfibril
Interface Located Protein-1 (EMILIN-1)'3. Les agglomérats d’élastine s’associent ensuite avec
les microfibrilles, a la structure plus complexe, majoritairement composées des fibrilline-1 et -
2, pour former les lames élastiques'®. Les microfibrilles vont former un échafaudage afin de
faciliter I’assemblage et I’alignement de 1’¢lastine.

La synthese et I’assemblage de 1’¢lastine sont réalisé€s presque exclusivement pendant la période
embryonnaire et jusque quelques jours apres la naissance. Le renouvellement de I’¢élastine est
ensuite tres lent, 1’¢élastine possede une demi-vie de plusieurs dizaines d’années chez I’homme
et la néo-synthése est quasiment inexistante chez 1’adulte!’. De ce fait, la dégradation ou
I’endommagement de 1’¢lastine liée a 1’dge ou a une pathologie a souvent pour conséquence
une réparation imparfaite et désorganisée ou et/ou la mise en place de phénomenes de
compensation par la production d’autres composants de la MEC, entrainant des altérations

fonctionnelles souvent irréversibles de la paroi artérielle!>!®,

La fragmentation, la
désorganisation et la dégradation du réseau ¢élastique sont associées a des pathologies aortiques.
En effet, des mutations affectant les protéines impliquées dans ’assemblage des fibres
élastiques comme la Fibulin-4 ou la LOX, sont responsables du développement d’anévrisme!®-2
et une mutation du gene ELN, entrainant une importante diminution de la production de
tropoélastine engendre le développement d’une sténose supra-valvulaire aortique seule ou

associée a un syndrome de Williams-Beuren. Ces données suggerent qu’en plus de son rdle
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structurel, I’¢élastine serait également un régulateur important de la morphogenese et de la

prolifération des CML dans la paroi aortique?!.

L’¢lastine confere aux arteres de gros calibres comme 1’aorte leur caractére extensible, leur
permettant de s’adapter et d’encaisser la pulsatilité exercée par le cycle cardiaque de facon
réversible et d’assurer un débit constant dans les vaisseaux distributeurs en aval. En conditions
physiologiques, les lames €lastiques ont une apparence ondulée et dentelée, alors qu’en

conditions de stress ou de tension mécanique, elles apparaissent lisses et distendues.
b) Les collagenes

Les collagenes sont les protéines les plus abondamment retrouvées chez les mammiferes.
Ils forment une superfamille de 29 membres identifiés a ce jour et partagent une structure
commune composée de trois chaines polypeptidiques, appelées chaines o, organisées en
domaine sous forme de triple hélice. Les collagenes se différencient par 1’hétérogénéité de
composition de leurs chaines a, de leurs structures supramoléculaires, de I’existence de
différentes isoformes et par la participation de 1’épissage alternatif au cours de leur
production?’. En se basant sur ces caractéristiques, les collagénes peuvent étre répartis en 4
groupes, les collagénes fibrillaires, de type I, II, III, V, XI, XXIV et XXVII, les collagenes
constituant les membranes basales de type IV, VII et XXVIII, les collagenes a courte chaine de

type VI, VIII et X et le reste des collagénes?’.

Les collagenes 1 et III sont les collageénes les plus abondamment retrouvés dans les 3 couches
de la paroi aortique et représentent 60 et 30% des collagenes vasculaires respectivement. Les
collagenes IV, V et VI sont retrouvés en plus faible quantité, au niveau des lames basales
notamment®*. Les molécules de collagéne sont assemblées grace a leur séquence répétée
d’acides aminés Gly-X-Y par la LOX pour former des structures supramoléculaires plus
résistantes, les fibrilles puis les fibres insolubles. Les collagenes de type I et 11l conférent a la
paroi aortique ses propriétés de résistance et d’élasticité respectivement?. Certaines formes de
collagene, ou I’existence d’atteintes de leur structure moléculaire peuvent entrainer des défauts
vasculaires importants. En effet, la forme homotrimérique du collageéne de type I ou des défauts
dans le collagéne III sont associées a certaines formes du syndrome D’Elhers-Danlos, a une

diminution de I’intégrité vasculaire et au développement d’anévrismes?®.
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c) Les protéoglycanes

Les protéoglycanes (PGs) sont constitués d’une association covalente de protéines et de
glycosaminoglycanes (GAGs), composés de chaines linéaires de disaccharides, et possedent
donc une grande hétérogénéité structurale. Les GAGs et PGs retrouvés dans la paroi aortique
sont I’acide hyaluronique, la chondroitine sulfate, I’héparane sulfate, le versican, la décorine ou
encore le syndécan®*?’. Leur structure moléculaire présente de nombreuses charges négatives,
ce qui leur confére des capacités de s€questration des molécules d’eau. La concentration en PGs
a donc une influence importante sur la viscosité de la MEC, et peut de ce fait moduler la
diffusion de substances (ions, molécules de faible poids moléculaire) et la mobilité cellulaire
au sein de la MEC. En effet, I’acide hyaluronique, retrouvé principalement dans I’espace péri-
cellulaire, peut faciliter ou entraver la migration et la prolifération des CML au sein de la
matrice en fonction de sa concentration?®?°, De par leur structure et leur diversité, les GAGs
possedent de fortes capacités d’interaction avec de nombreuses molécules matricielles ou
cellulaires et ont des effets structurels et biologiques sur la fonction cellulaire. Ils ont par
exemple ¢ét¢ impliqués dans 1’accumulation des lipides, la thrombose, la calcification, le
controle de la biodisponibilit¢ de certains facteurs de croissance et cytokines, comme le
Fibroblast Growth Factor (FGF) et le Transforming Growth Factor-B (TGF-) ou encore

I’adhésion monocytaire dans la paroi aortique!®2%-3°,

d) Les glycoprotéines de structure

Les glycoprotéines sont des protéines sur lesquelles sont greffés des résidus glucidiques.
Certaines sont exprimées de facon ubiquitaire, comme la fibronectine, et d’autres ont une
expression spécifique de certains tissus, comme la laminine, retrouvée dans les lames basales,
et associée notamment au collagene de type IV. La thrombospondine et les ténascines
participent également a la composition de la MEC de la paroi aortique. Les glycoprotéines sont
hétérogeénes au niveau de leur taille, structure et distribution tissulaire, mais elles possedent
comme fonction commune de permettre 1’organisation et la cohésion des composants de la
MEC entre eux et avec les cellules du tissu conjonctif. En effet, les glycoprotéines peuvent se
lier aux intégrines membranaires présentes a la surface des cellules, et peuvent de ce fait ancrer
ces cellules au réseau matriciel.

De par ces capacités d’interactions directes avec les cellules, les glycoprotéines peuvent
également moduler le comportement cellulaire. La thrombospondine-1 (TSP-1) stimule la

prolifération cellulaire des CML, et est impliquée avec I’ostéonectine et la ténascine dans
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interaction cellule-matrice pour faciliter la migration cellulaire au sein de la MEC3!. TSP-1
régule de facon positive la biodisponibilité du TGF-f tissulaire, et son inhibition promeut le
développement de I’AAA dans un modéle expérimental d’infusion d’Angiotensine II chez la
souris*2. Son niveau d’expression plasmatique et aortique est augmenté chez les patients
présentant une dissection de I’aorte’®. Certaines études mettent en évidence un lien entre
certaines glycoprotéines de structure et I’inflammation. En effet, la ténascine-C est capable
d’activer la voie du Toll-Like Receptor 4 (TLR4) et d’induire la production de cytokines pro-
inflammatoires**. La ténascine-C est fortement exprimée dans des prélévements de tissus

anévrismaux chez I’homme ou elle colocalise avec Iinfiltrat leucocytaire™.

4.Remaniement de la matrice extracellulaire

L’intégrité structurelle et fonctionnelle de la MEC est nécessaire pour qu’elle puisse
assurer ses propriétés mécaniques et son réle de soutien au sein de la paroi aortique. Pour
s’adapter aux changements physiologiques, comme la croissance ou le vieillissement, ou pour
réparer des altérations causées par des évenements pathologiques (dépot lipidique, stress
oxydant, hypoxie), la MEC est soumise a un remaniement perpétuel, qui est le résultat d’une
balance finement régulée entre dégradation et néo-synthése des protéines matricielles par les

cellules vasculaires, les CE intimales, les CML médiales et les fibroblastes adventitiels.

La dégradation des composants de la MEC peut étre réalisée par différents types de protéases :
les métalloprotéinases matricielles (MMPs) certainement les plus étudices, les
métalloprotéinases de la famille 4 disintegrin and metalloproteinase (ADAM) et A disintegrin
and metalloproteinase with thrombospondin motifs (ADAM-TSs), ainsi que diverses protéases
a sérine, a cystéine, ou a acide aspartique, comme les cathepsines’®. L’activité protéasique en
conditions physiologiques est faible dans la paroi vasculaire et est contrebalancée par la
présence d’inhibiteurs endogeénes, comme la famille des 7Tissue inhibitors of metalloproteinase
(TIMPs). Une perturbation de I’homéostasie de la MEC, qui peut notamment étre causée par
une infiltration de cellules inflammatoires dans la paroi vasculaire, va entrainer une perte
d’équilibre dans la balance protéases/inhibiteurs de protéases. La synthése de protéases va dans
ce cas dépasser I’activité des inhibiteurs de protéases, et entrainer un remodelage délétere du

tissu aortique et I’apparition de pathologies vasculaires®’.
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a) Les métalloprotéinases matricielles (MMPs)

Les MMPs sont des endopeptidases partageant des €léments structurels communs parmi
lesquels un pro-domaine, un domaine métalloprotéinase a zinc catalytique, une région « hinge »
et un domaine hémopexine. Il existe 23 MMPs chez ’homme, qui peuvent étre classées en
sous-groupes selon leur spécificité de substrat: les collagénases, les gélatinases, les
stromélysines, les matrilysines, les MMPs associées a la membrane et les autres MMPs*

[Tableau 1].

Les collagénases (MMP-1, 8, 13 et 18) ont une forte affinité pour les collagénes interstitiels de
type I, II et I1I. Elles vont cliver les fibrilles de collagene au niveau des domaines triple hélice,
indépendamment de la nature de la chaine a, donnant des produits de digestion caractéristiques
de I’action des collagénases.

Les gélatinases (MMP-2 et MMP-9) dégradent préférentiellement les collagenes dénaturés,
sous forme de gélatine, et sont aussi capables de lier et de cliver le collagéne de type IV et la
laminine des lames basales. Elles font partie des 4 MMPs capables de dégrader les fibres
d’élastine de la paroi aortique™.

Les stromélysines (MMP-3, -10 et -11). La MMP-3 ou stromélysine 1 peut, en plus de son
activité protéolytique des composants de la MEC, activer certaines MMPs comme la MMP-133,
Les matrilysines (MMP-7 et MMP-26) sont capables de digérer de nombreux composants de
la MEC, les protéoglycanes et la fibronectine®’. La MMP-7 est capable de cliver 1’élastine et
peut également participer a la biodisponibilité tissulaire du Tumor necrosis factor-alpha (TNF-
a), par le clivage de son pro-domaine3®4!.

Parmi les MMPs associées a la membrane (MMP-14, -15, -16, -17, -24 et -25), 4 sont des
protéines transmembranaires (MMP-14, -15, -16 et -24), et 2 sont des protéines a ancre
glycophosphatidylinositol (GPI) (MMP-17 et MMP-25). En plus de dégrader de nombreux
composants de la MEC, ces MMPs sont toutes, sauf la MMP-17, capables d’activer la pro-
MMP-238,

Parmi les autres MMPs, la MMP-12 ou ¢élastase macrophagique est synthétisée et sécrétée
principalement par les macrophages, mais pas par les monocytes circulants. La MMP-12 est

capable de digérer I’élastine de fagon efficace.
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Activité enzymatique Type de MMP
Collagénases
Collagénase 1 ou Collagénase interstitielle MMP-1
Collagénase 2 ou Collagénase neutrophilique MMP-8
Collagénase 3 MMP-13
Collagénase 4 MMP-18
Gélatinases
Gélatinase A MMP-2
Gélatinase B MMP-9
Stromélysines
Stromélysine 1 MMP-3
Stromélysine 2 MMP-10
Stromélysine 3 MMP-11
Matrilysines
Matrilysine 1 MMP-7
Matrilysine 2 MMP-26
MMPs associées a la membrane
MT1-MMP MMP-14
MT2-MMP MMP-15
MT3-MMP MMP-16
MT4-MMP MMP-17
MT5-MMP MMP-24
MT6-MMP MMP-25
Autres MMPs
Elastase macrophagique MMP-12
Enamélysine MMP-20
XMMP MMP-21
CA-MMP MMP-23
CMMP MMP-27
Epilysine MMP-28

Tableau 1 : Membres de la famille des MMPs

Les MMPs sont produites par de nombreux types cellulaires dans la paroi vasculaire, comme
les fibroblastes, les CML et les leucocytes. Elles sont en général sécrétées sous une forme
inactive, les pro-MMPs, constituées d’un pro-peptide, qui contient un résidu cystéine
interagissant avec le site actif du domaine catalytique, pour garder la molécule sous la forme
d’un zymogene inactif. Les MMPs sont activées par le clivage protéolytique de leur pro-
domaine N-terminal, généralement par des protéases plasmatiques ou tissulaires, comme la
plasmine, la thrombine, ou par d’autres MMPs activées, comme dans le cas de la MMP-23%, Les
MMP-11, -23, -28 et les 6 membrane-type MMPs (MT-MMPs) possedent un domaine de
reconnaissance de la furine et peuvent subir une activation intracellulaire et finalement étre

sécrétées directement sous forme active.
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Les MMPs peuvent a elles toutes dégrader tous les composants de la MEC, et leur activité
protéasique est régulée a différents niveaux : par la modulation de I’expression génique et
protéique, au niveau de leur activation par le clivage du pro-peptide, et par la régulation
négative de leur activité par les inhibiteurs endogenes. En exercant leur activité protéolytique
sur les composants de la MEC, les MMPs ont non seulement un effet sur la structure et les
propriétés mécaniques du vaisseau, mais peuvent également moduler les interactions
cellule/cellule ou cellule/MEC, ou encore contrdler la biodisponibilité de certains facteurs de
croissance et cytokines au sein de la matrice. Elles peuvent donc avoir une influence majeure
sur I’homéostasie tissulaire en contrdlant la différenciation, la migration, la prolifération et la
survie cellulaire au sein de la MEC. En effet, les MMPs jouent un role important dans la
régulation de phénomenes physiologiques comme I’angiogenese, I’embryogenese ou encore la

réparation tissulaire*.

A I’exception de la MMP-2, qui est exprimée par les cellules vasculaires (cellules endothéliales,
CML et fibroblastes adventitiels) en conditions physiologiques, 1’expression des MMPs est tres
faible dans la paroi aortique saine. En revanche, les MMP-1, -2, -3, -9, -12 et -13 sont exprimées
de facon significative dans leur forme activée au sein de la paroi aortique en conditions
pathologiques, comme dans le cas de [’athérosclérose ou de 1’anévrisme de 1 aorte
abdominale**4445_ 1 activation et la stimulation de I’activit¢ MMP a aussi été impliquée dans
le développement d’autres pathologies comme 1’arthrite rhumatoide, I’invasion tumorale ou

’ostéoporose*.

L’inflammation est un puissant régulateur transcriptionnel de I’expression des MMPs. En effet,
la production de MMP-9 par les macrophages peut étre stimulée par des cytokines pro-
inflammatoires comme le TNF-o ou ’interleukine (IL)-1 beta (IL-1[), ou par I’interaction avec
les lymphocytes T activés via la liaison CD40/CD40L. A I’inverse, la production de MMP-9
peut étre inhibée par des médiateurs anti-inflammatoires comme I'IL-4 et I’IL-10,
contrairement a la MMP-1, dont la production macrophagique est augmentée suite a la
stimulation par 1’IL-4, suggérant que les MMPs peuvent étre régulées de fagon différentielle

selon la nature du stimulus*®8

. L’activit¢t: MMP peut également étre régulée par des
composants de la MEC, par d’autres MMPs et protéases ou par leurs inhibiteurs endogeénes dont

I’action est décrite ci-dessous.
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b) Autres protéases

Les protéases de la famille ADAM et ADAM-TS sont constituées d’'un domaine riche en
résidus cystéine, d’un domaine métalloprotéinase a zinc a activité protéolytique, et d’un
domaine désintégrine qui peut lier certaines intégrines membranaires. Les ADAMs et ADAM-
TSs n’ont pas d’activité ¢lastolytique mais peuvent tout de méme prendre part au remodelage
de la MEC vasculaire dans la paroi aortique grice a leur domaine -catalytique a
métalloprotéinase. En effet, ADAMI10 a des propriétés similaires a celles des gélatinases et a la
capacité de dégrader le collagéne de type IV¥. Les protéases ADAMs et ADAM-TSs sont aussi
impliquées dans les interactions cellules-cellules et 1’adhésion des cellules a la MEC, la
protéolyse de protéines membranaires et I’activation de pro-cytokines. En effet, en plus de son
activité protéasique sur les protéoglycanes et collagenes de la MEC, ADAMI17 participe a
’activation et a la sécrétion du TNF-a soluble dans le milieu extracellulaire par le clivage a la

membrane de son pro-peptide™.

Les cathepsines forment une famille de protéases a cystéine (cathepsines B, C, F, H, K, L, O,
S, W et Z), a sérine (cathepsines A et G) et a acide aspartique (cathepsines D et E), initialement
découvertes dans les lysosomes. Elles sont activées par hydrolyse de la partie N-terminale de
leur précurseur inactif et peuvent étre sécrétées avant ou apres activation dans 1’espace
extracellulaire. Le pH et la présence d’inhibiteurs des cathepsines, comme la cystatine C, sont
d’important régulateurs de leur activité. Les cathepsines peuvent €tre activées par un certain
nombre de stimuli pro-inflammatoires et ont la capacité de dégrader plusieurs composants de

la MEC, comme la fibronectine, la laminine, le collagéne de type I, IV et I’élastine!.

Le systeme fibrinolytique est composé¢ d’un pro-enzyme, le plasminogene, qui peut éEtre
converti en une enzyme active, la plasmine, sous 1’effet d’activateurs du plasminogene, de type
tissulaire (7issue plasminogen activator, tPA) ou urokinase (Urokinase-type plasminogen
activator, uPA). La plasmine est une peptidase qui a pour fonction principale la destruction des
caillots de fibrine afin d’empécher le phénomene de thrombose. Ce systeéme peut étre inhibé a
différents niveaux, par les plasminogen activator inhibitors (PAls), ou par des inhibiteurs de la
plasmine (a-antiplasmine). Les produits de dégradation de la plasmine, les D-dimeéres, peuvent
étre dosés afin d’estimer 1’activité du systeme fibrinolytique. Le systeéme fibrinolytique
participe également au remodelage de la matrice extracellulaire. En effet, la plasmine est

capable de dégrader la fibronectine et la laminine de la MEC vasculaire, et 1’addition de
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plasminogene a des cellules endothéliales ou a des macrophages alvéolaires in vitro augmente
la capacité de dégradation du collagéne et de 1’¢lastine respectivement, via la régulation de

52,53

I’activité des MMP-1 et -9 dans le deuxiéme cas’>>°, affirmant un r6le de la plasmine dans

lactivation d’autres protéases, comme les MMPs>,
c¢) Les inhibiteurs

L’activité des métalloprotéinases dans la paroi aortique est principalement régulée au
niveau local par la famille des inhibiteurs de métalloprotéinases, les TIMPs, qui comprend 4
membres, TIMP-1, -2, -3 et -4. Les TIMPs exercent leur activité inhibitrice via la création d’une
liaison non-covalente entre leur domaine N-terminal et le domaine -catalytique des
protéases®®3. Les TIMPs sont capables a eux tous d’inhiber I’activité protéasique de toutes les
MMPs, ADAMs et ADAM-TSs. TIMP-1 inhibe ADAMI10 et toutes les MMPs a I’exception de
la MMP-19 et des MT-MMPs>¢. TIMP-2 posséde un role modulateur dans ’activation de la
MMP-2 37, TIMP-3, qui contrairement aux autres membres de la famille des TIMPs est associé
a la MEC, est capable d’inhiber la plus large quantité de protéases, incluant la majorité des
MMPs, des ADAMs et des ADAM-TS?¢. TIMP-4 est un inhibiteur des MMPs et de ADAM-
28, La production des TIMPs, comme celle des MMPs, peut elle aussi étre fortement
influencée et régulée par le contexte inflammatoire du microenvironnement cellulaire. Les
stimuli qui favorisent la production des MMPs entrainent souvent une augmentation
concomitante et compensatoire de la production des TIMPs. Mais certains médiateurs
inflammatoires peuvent avoir des effets opposé€s sur ces deux systemes, comme 1I’'IL-10, qui

inhibe la production des MMPs et stimule la production de TIMP-1 par les macrophages®.

D’autres protéines ont également la capacité d’inhiber I’activit¢ des MMPs comme la a2-
macroglobuline dans les fluides biologiques, le tissue factor pathway inhibitor-2 (TFPI-2) qui
présente des similarités de séquence avec les TIMPs et inhibe les MMP-1, -2, -9 et -13 ou
encore le procollagen C-terminal proteinase enhancer (PCPE), qui inhibe 1’activité MMP-20,
Du fait de leurs différences structurelles, ces molécules exercent probablement leur action
inhibitrice par un mécanisme d’action différent de celui des TIMPs, qui demeurent les

régulateurs majeurs de I’activité des protéases de la MEC dans la paroi aortique>>.
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C. L’ Anévrisme de I’Aorte Abdominale (AAA)

1.Définition, épidémiologie et facteurs de risque

Un anévrisme correspond a une dilatation localisée et irréversible de la paroi vasculaire,
associée a une perte de parallélisme de ces bords et impliquant ses 3 tuniques. Il peut se
développer chez ’homme a différents endroits le long de 1’arbre vasculaire. L’anévrisme de
I’aorte abdominale dégénératif concerne la partie sous-diaphragmatique de I’aorte et représente
la forme d’anévrisme la plus répandue®! [Figure 4]. Chez I’homme, I’AAA est caractérisé par
un remaniement important des composants de la MEC, une dégradation des lames ¢lastiques,
une perte des cellules musculaires lisses de la media, une infiltration de cellules inflammatoires
et la formation d’un thrombus intra-luminal. I1 se développe préférentiellement au niveau de la
portion infra-rénale de I’aorte, de fagon progressive et asymptomatique au cours du temps avec
pour risque évolutif majeur la rupture, qui intervient quand la paroi n’est plus capable de résister
a la pression exercée par le flux sanguin, entrainant une hémorragie et un risque important de
décés®?. Des anévrismes peuvent également se développer a d’autres endroits de fagon isolée
ou associés a un AAA, comme les anévrismes thoraciques ou les anévrismes périphériques, au

niveau des artéres poplitées et iliaques, ou encore les anévrismes cérébraux.

“Arteres
Rénales

AORTE

AORTE
ORI ANEVRISMALE

(X

Figure 4 : Anévrisme de I’ Aorte Abdominale chez I’homme (AAA)

Les anévrismes de I’aorte abdominale peuvent étre classés selon leur morphologie [Figure 5] :
les anévrismes fusiformes sont les plus courants, ils s’étendent de fagon réguliere dans 1’axe
du vaisseau et sur toute sa circonférence, les anévrismes sacciformes forment une excroissance
latéralisée ou « sac anévrismal » sur un c6té du vaisseau, et les anévrismes disséquants ou
pseudo-anévrismes, sont formés suite a une déchirure de I’intima et de la media, créant un faux
chenal a I’intérieur de la paroi aortique, dans lequel le sang va pouvoir circuler, contenu par

I’adventice en dehors.
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Types d'anévrismes

Anévrisme

Anévrisme
fusiforme

Pseudo-anévrisme

Figure 5 : Classification des anévrismes

L’AAA serait aujourd’hui responsable d’1 a 2% des déceés dans les pays développés et
représente la 10¢ cause de décés aux Etats-Unis, avec plus de 10 000 décés/an®. 11 touche
majoritairement les hommes de plus de 65 ans, avec une prévalence pouvant aller de 1 a 7%
selon les populations® et une incidence qui augmente de 6% par décennie aprés 65 ans®’.
Néanmoins, les études permettant d’établir ces données épidémiologiques sont disponibles
principalement dans les pays ayant mis en place des programmes de dépistage de I’AAA au
sein de leur population, il est donc possible que la prévalence réelle de I’AAA dans le monde

soit 1égérement sous-estimée.

Méme si le risque de mortalité di a une rupture d’AAA a diminué d’environ 50% ces 20
derniéres années dans les pays développés, comme les Etats-Unis, le Royaume-Uni ou la Suéde,
probablement en raison d’une diminution du tabagisme, de la mise en place de procédures de
dépistage plus efficaces, de 1’accés facilité aux interventions chirurgicales, d’un meilleur
pronostic post-opératoire et d’une amélioration de la prise en charge globale des risques
cardiovasculaires, la mortalité due a I’AAA continue d’augmenter dans d’autres régions du

monde®6-98,
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L’AAA est une maladie multifactorielle, qui résulte de I’association de facteurs de risque
génétiques et environnementaux. Les premieres €tudes épidémiologiques montrent qu’apres
I’age, le tabagisme est le facteur de risque le plus fortement associé a la survenue d’un AAA.
Cette association augmente avec le nombre d’années passées a fumer, et diminue avec le
nombre d’années apres 1’arrét du tabac. Les autres facteurs de risque associés a I’AAA sont
I’age, le fait d’étre un homme, I’hypertension, des taux ¢€levés de cholestérol, et 1’existence
d’une histoire familiale d’AAAS®. Les femmes présentent en moyenne 1/5 du nombre
d’AAAs détectés chez les hommes, avec 1 a 2% des femmes de plus de 65 ans touchées par
cette maladie, qui sévit en particulier chez les fumeuses®. Méme si PAAA est souvent
intimement associé¢ a la présence d’athérosclérose, plusieurs études ont déterminé 1’absence

70-72 ’existence d’un diabéte est

d’une relation causale entre les deux pathologies
négativement corrélée avec I’incidence et la croissance de ’AAA™~7°, De nombreuses études
ont mis en évidence la composante héritable participant au développement sporadique ou aux
formes familiales d’AAA. Ces études soulignent que la présence de plusieurs alleles a risque
pourrait constituer un terrain favorable au développement de PAAA’®, Parmi les déterminants
génétiques pouvant influencer le développement sporadique de la maladie, des polymorphismes
nucléotidiques des genes codant pour I’enzyme de conversion de I’ Angiotensine (4Angiotensin-
converting enzyme, ACE), le récepteur de 1’ Angiotensine II AT R, I’'IL-6, I’IL-10, la MMP3 ou
encore le récepteur du TGF-B, TGFBRII ont été proposés’’. L’association de ces single
nucleotid polymorphisms (SNPs) avec I’AAA a cependant souvent ét¢ mise en évidence dans
des ¢tudes incluant un faible nombre de sujets, et présentant une certaine variabilité entre
elles’®. Une récente méta-analyse de 6 études d’association génome entier (GWAS), a confirmé
le lien entre 4 loci a risque sur les chromosomes 1 (SORTI et IL6R), 9 (CDKN2BASI1), et 19
(LDLR) et a permis d’identifier 4 nouveaux loci sur les chromosomes 1 (SMYD2), 13
(LINC00540), 20 (PCIFI/MMP9/ZNF335) et 21 (ERG) possiblement associés au
développement d’AAA”. De futures investigations sont nécessaires afin de mettre en évidence

le réle de ces variants génétiques dans la physiopathologie de cette maladie.

Le caractere asymptomatique de I’AAA permet son évolution silencieuse pendant plusieurs
années, et bien souvent, il est soit découvert de maniére fortuite au cours d’un examen médical
pour le suivi d’une autre pathologie, soit il finit par se rompre et déclenche d’intenses douleurs
abdominales et lombaires qui vont amener le patient a I’hopital. Le taux de mortalité suite a la
rupture d’'un AAA est d’environ 65%, et il a été reporté un taux de mortalit¢ de 50% avant

Parrivée a ’hopital®®8!. 11 est donc primordial de pouvoir détecter la présence de ’anévrisme
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avant la survenue de la rupture, pour assurer une prise en charge médicale optimale et minimiser

le risque de déces.

2.Diagnostic et Traitements

a) Dépistage et critéres décisionnels pour le traitement chirurgical

Le diamétre aortique est le principal facteur prédictif de la rupture anévrismale®? et
constitue donc le parametre décisionnel le plus important dans la prise en charge des patients
quand une dilatation aortique est détectée au cours d’un examen échographique. Le diametre
de I’aorte infra-rénale chez I’homme de 65 ans se situe autour de 2cm. Sur la base de ces
mesures et depuis pres de 50 ans, on parle d’anévrisme quand le diametre aortique est supérieur
a 3cm, soit 1,5 fois le diamétre initial®. L’ AAA peut étre détecté chez des patients avec ou sans

symptdmes de facon non-invasive par les techniques d’imagerie a ultrasons.

Malgré quelques tentatives d’approches pharmacologiques, aucun traitement n’a jusqu’a
aujourd’hui été capable de limiter le développement ou le risque de rupture de I’AAA. La seule
approche thérapeutique efficace de nos jours reste la chirurgie, avec deux stratégies que sont la
chirurgie conventionnelle (Open surgical repair, OSR) et le traitement endovasculaire
(Endovascular repair, EVAR) [Figure 6]. La chirurgie est évidemment indispensable pour
traiter dans 1’urgence les anévrismes rompus, mais elle peut étre également indiquée de manicre
préventive, sur la base d’un ensemble de critéres décisionnels biologiques et relatifs a I’histoire

du patient.

Plusieurs études décrivent une relation étroite entre I’importance de la dilatation anévrismale et
le risque de rupture®*#6. Ce risque est estimé a 1%/an pour les petits anévrismes, présentant un
diametre inférieur a 5,5cm. Le traitement chirurgical préventif de la rupture n’a pas montré
d’effet d’amélioration de la survie dans le cas de petits anévrismes, pour lesquels un suivi
régulier est donc prescrit®’#8, En revanche, le risque de rupture passe a 5%/an pour les larges
anévrismes présentant un diamétre supérieur a 5,5cm®”%, et dans ce cas, le patient devient

éligible a I’intervention chirurgicale®3.
Le taux de croissance de ’AAA est également un parametre important au cours de la prise en

charge médicale. En effet, la croissance moyenne d’un AAA est estimée a 0,2cm/an, sans

différence entre les hommes et les femmes’*?, Certains facteurs peuvent influencer ce taux de
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croissance, comme le tabagisme qui I’augmente ou la présence d’un diabete qui le ralentit de
0,35mm/an et 0,5mm/an en moyenne respectivement’*. De plus, un certain pourcentage de
petits anévrismes peut montrer un taux d’expansion trés rapide, alors que de larges anévrismes
peuvent rester stables trés longtemps, suggérant le fait que des processus de dégradation ou de
réparation hautement dynamiques se produisent dans la paroi aortique anévrismale et rendant
difficile la prédiction générique du taux de croissance anévrismale®!. Le traitement chirurgical
est donc également recommandé pour un anévrisme dont I’expansion avoisine les lcm/an,

indépendamment du diamétre aortique maximal®3.

Enfin, certains facteurs semblent avoir un impact significatif sur le risque de rupture. Le fait
d’étre une femme, le tabagisme, I’hypertension artérielle ou une morphologie sacciforme de

7492 L’implication d’autres

I’anévrisme sont associés a une augmentation du risque de rupture
parametres tels que le volume de I’anévrisme, I’4ortic Size Index (ASI), un index reliant la
largeur de I’anévrisme et la surface corporelle de I’individu, ou encore le stress appliqué a la
paroi aortique sont en cours d’investigation pour améliorer et compléter 1’appréciation du risque

de rupture.

La décision d’intervention chirurgicale est dépendante du risque de rupture, de I’estimation du
risque de la procédure chirurgicale et de la durée de vie du patient. Elle sera envisagée pour des
anévrismes symptomatiques, des anévrismes sacciformes, des anévrismes fusiformes
présentant un diametre supérieur a 5,5cm ou présentant un taux d’expansion rapide, ainsi que
chez des patients avec une histoire familiale d’AAA, en fonction des risques et des bénéfices

opératoires relatifs a I’individu®.

A. La chirurgie conventionnelle B. Le traitement endovasculaire

Figure 6 : Représentation schématique des deux stratégies chirurgicales

utilisées dans le traitement de ’AAA
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b) La chirurgie conventionnelle

La 1° résection aortique dans le traitement de I’anévrisme a été réalisée en France en
1951 par le Dr Dubost, positionnant la reconstruction chirurgicale comme traitement de
référence de ’AAA, en I’absence de contre-indications®*.
La chirurgie conventionnelle nécessite I’ouverture de ’abdomen et de la partie 1ésée de 1’aorte
afin d’y appliquer une prothése synthétique qui va remplacer la partie anévrismale [Figure 6,
A]. Cette technique historique est efficace et nécessite peu de suivi sur le long terme.
Cependant, du fait des incisions importantes réalisées pour permettre 1’acces a 1’aorte
abdominale et la nécessité de clamper 1’aorte, la chirurgie conventionnelle présente des risques
de complications plus importants a court terme. Elle continue d’étre pratiquée dans le cas de
patients présentant des contre-indications anatomiques a la réalisation du traitement
endovasculaire, ou dans le cas d’endofuites ou de I’apparition d’un sac anévrismal consécutifs
a un traitement endovasculaire. Les facteurs influencant la réussite de la chirurgie
conventionnelle sont le volume d’interventions réalisées au sein de 1’hdpital chaque année, le
caractere urgent de la procédure, 1’age du patient, la présence de comorbidités et I’extension
proximale de I’anévrisme®’. Les rapports de plusieurs centres hospitaliers font état d’une
mortalité a 30 jours allant de 1 a 5%, de risques de rupture d’environ 1% sur le long terme et
une ¢tude récente a montré que pres de 20% des patients traités par chirurgie conventionnelle
ont besoin d’une deuxieme intervention dans les 8 ans pour des complications associées a la

laparotomie dans la majorité des cas®%,

c¢) Le traitement endovasculaire (EVAR)

La diminution de la mortalit¢ due aux ruptures d’AAA ces 20 dernieéres années
s’accompagne d’une augmentation des chirurgies €lectives réalisées dans le but de prévenir ce
risque de rupture. Le traitement endovasculaire est réalisé depuis la fin des années 1980%, et
consiste en I’introduction par les artéres fémorales ou iliaques d’une endoprothése (stent)
recouverte d’un tissu synthétique, qui va s’amarrer a 1’aorte en amont et en aval de la partie
anévrismale et se déployer dans le vaisseau pour exclure le flux sanguin de I’anévrisme afin de
réduire la pression exercée sur la paroi aortique. Cette procédure peut étre réalisée de facon
percutanée, sous anesthésie locale du patient, mais nécessite 1’existence de criteéres anatomiques
favorables au déploiement efficace de la prothése®. De ce fait, le traitement endovasculaire est
moins invasif et nécessite une hospitalisation plus courte que la chirurgie conventionnelle, mais

il comporte tout de méme ses propres risques de complications. Parmi les risques post-
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opératoires, I’endofuite, caractérisée par un flux de sang persistant dans le sac anévrismal, est
la plus courante. Elle peut étre présente au moment de I’intervention ou apparaitre par la suite.
Il a également été rapporté la possibilité d’un vieillissement mécanique ou d’une migration de
la protheése, mais ces complications sont plus rares. Malgré les récentes améliorations
chirurgicales dans la pratique de cette technique, le traitement endovasculaire reste une
procédure a risque non-négligeable de complications cardiovasculaires. Les risques péri-
opératoires prennent en considération 1’age du patient, le sexe, le diametre aortique maximal,
les comorbidités comme I’existence d’une dysfonction rénale ou cardiaque, de maladies
chroniques hépatiques ou pulmonaires, et le volume annuel de traitements endovasculaires

réalisés au sein de ’hopital®’.

Plusieurs essais cliniques randomisés ont comparé les risques associés aux deux stratégies
chirurgicales et ont montré que ’utilisation du traitement endovasculaire améliore la survie a
court terme avec une mortalité¢ a 30 jours d’environ 1%, mais que ce bénéfice vis-a-vis de la
chirurgie conventionnelle disparait au-dela des 3 premieres années, avec plus de risques de
complications liés a I’anévrisme, et un taux de rupture a long terme avoisinant les 5%. Le
traitement endovasculaire impose un suivi régulier et tout le long de la vie du patient, et

nécessite une réintervention dans 20 a 30% des cas dans les 6 ans suivant le traitement®%%.
d) A la recherche d’un traitement pharmacologique

Un des enjeux actuels du traitement de I’AAA est la prise en charge médicale des petits
anévrismes asymptomatiques, ou des patients non-¢ligibles a 1’intervention chirurgicale. En
effet, un anévrisme non trait¢ va inexorablement continuer de se dilater, augmentant dans le
méme temps le risque de rupture. Aucun traitement pharmacologique qui ne permette d’inhiber
le développement, de ralentir I’expansion de 1’anévrisme ou de limiter le risque de rupture

n’existe a ce jour.

Plusieurs études se sont attelées a tester 1’effet de traitements potentiels, souvent basés sur la
réduction des facteurs de risque associés a I’AAA. Malgré leur effet bénéfique avéré sur les
maladies cardiovasculaires en général et sur la prévention des accidents ischémiques en
particulier, les données concernant I’effet des statines sur le développement de I’anévrisme sont
contradictoires dans la littérature. Plusieurs études observationnelles suggerent une association

entre le traitement par statines et une réduction de I’expansion de ’AAA et du risque de rupture,
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indépendamment de leur effet de réduction du taux de lipides plasmatiques, mais ces résultats
n’ont pas été confirmés par des essais cliniques randomisés de grande ampleur’®%%%°,

Malgré des effets prometteurs du traitement par le propanolol sur le développement anévrismal
chez I’animal'®®!%! " aucun effet du blocage du récepteur B-adrénergique sur le développement

et la croissance de ’AAA n’a été observé dans les essais cliniques conduits chez I’homme!%2,

L’activité locale des enzymes productrices d’Angiotensine II (Angll), a savoir I’enzyme de
conversion de 1’angiotensine et la chymase, est significativement plus élevée dans les aortes
anévrismales que dans les aortes controles!?1%4, Le traitement par les inhibiteurs de I’enzyme
de conversion (IECs) ou par le losartan, un inhibiteur du récepteur de 1’ Angiotensine II ATR,
limite la croissance anévrismale expérimentale chez la souris mais chez I’homme les résultats
cliniques sont contradictoires. En effet, une large étude cas-témoin rapporte que le traitement
par les IECs serait associé¢ a un risque de rupture moins important, et que ce risque serait
augmenté chez les patients ayant récemment arrété leur traitement'®>'%8, En revanche, une
¢tude rétrospective rapporte que le traitement par les IECs serait associé a une croissance plus
rapide des petits anévrismes'?”’. Un essai clinique randomisé visant & évaluer ’effet d’un
antagoniste d’ATiR, le telmisartan, sur le développement et les complications de I’AAA est

actuellement en cours!'?.

D’autres études se sont €également intéressées a I’effet de la doxycycline sur le développement
anévrismal. Malgré un effet inhibiteur de la doxycycline (100mg/j, 2 fois/j) sur I’expression de
certaines MMPs, en particulier la MMP-9 dans le plasma et le tissu anévrismal de patients
atteints d’AAA!'1112 [e traitement avec une plus faible dose de doxycycline (100mg/j, 1 fois/})
n’a montré aucun effet sur la croissance de petits anévrismes au cours d’un essai clinique
randomisé mené sur une période de 18 mois''’. De maniére générale, les traitements
pharmacologiques ayant un effet d’inhibition de ’inflammation, comme la cyclosporine A''4,

15 ou I’inhibition de certaines voies de signalisation comme la voie Notch''¢ ou

la rapamycine
encore les voies TLR2 et 4'17:118 ont montré des effets protecteurs contre le développement de
I’AAA dans des modeles expérimentaux. Des essais cliniques randomisés sont actuellement en
cours pour évaluer I’effet de la cyclosporine A et d’une plus forte dose de doxycycline sur la

croissance de ’AAA.

Enfin, des études expérimentales montrent que la thérapie cellulaire pourrait constituer une

stratégie prometteuse dans le traitement de I’AAA. En effet, I’application endovasculaire locale
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de cellules souches mésenchymateuses d’origine médullaire (Bone marrow-derived
mesenchymal stem cells, BM-MSCs), de cellules musculaires lisses vasculaires, I’injection
syst¢tmique de BM-MSCs, ou encore I’application péri-aortique de BM-MSCs ou de
fibroblastes gingivaux ont un effet bénéfique sur le remodelage de la MEC via 1’augmentation
de la production de TIMP-1, I’inhibition de l’activit¢ MMP dans la paroi aortique et le
renouvellement des composants de la MEC, et finalement limitent la progression d’anévrismes

développés chez I’animal''*-122,

e) Identification de biomarqueurs associés a I’AAA

L’identification de biomarqueurs solubles associés a la présence, au développement ou
au risque de rupture de I’AAA est aujourd’hui un champ actif d’investigations. En effet,
I’identification de tels biomarqueurs pourrait permettre une meilleure compréhension de la
physiopathologie de la maladie, compléter les mesures de diamétre aortique pour mieux adapter
a chaque patient la prise en charge thérapeutique et chirurgicale et ouvrir la porte a de potentiels
traitements pharmacologiques. Plusieurs études cas-témoin transversales ont révélé une
association entre les taux de fibrinogeéne, de D-dimeres, et d’IL-6 et la présence d’AAA et/ou
le diamétre aortique®®!23, mais aucune de ces molécules n’a été validée cliniquement comme

prédictive du risque de rupture!?4,

3.Les modé¢les animaux d’AAA

La variabilité¢ d’évolution de ’AAA, la complexité des traitements curatifs et les taux de
mortalité et de morbidité qui leur sont associés soulignent le réel besoin de poursuivre les
recherches afin de mieux comprendre la physiopathologie et les processus biologiques et
mécaniques associés au développement, a la progression et a la rupture de ’AAA, pour in fine
permettre d’identifier des biomarqueurs prédictifs du risque de rupture ainsi que des traitements
pharmacologiques pouvant limiter la dilatation anévrismale et améliorer la prise en charge des

patients.

Les tissus anévrismaux humains sont uniquement disponibles a des stades avancés de la
maladie, et de ce fait ne donnent que peu d’information sur les mécanismes initiateurs de la
pathologie anévrismale aortique. De plus, du fait de DI’augmentation des traitements
endovasculaires, la disponibilité¢ des prélévements anévrismaux humains s’amenuise. Dans le

but d’¢étudier les mécanismes précoces sous-jacents au développement de I’AAA, de nombreux
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modeles expérimentaux ont émergé ces 20 derniéres années chez le petit animal, et notamment
chez la souris. En effet, cette espeéce animale est facile a élever, peu coliteuse, a une durée de

gestation courte, et offre la possibilité de modifier le génome de fagon assez simple.
a) Infusion continue d’ Angiotensine I1

De par son implication dans la modulation de nombreux processus hémodynamiques et
inflammatoires, le systéme rénine-angiotensine, et son principal effecteur, I’angiotensine II ont
été largement étudiés dans le cadre des pathologies cardiovasculaires, mettant a jour un lien

étroit entre ce systéme et le développement d’AAA.
(1) Le systéme rénine-angiotensine

Le systéme rénine-angiotensine a été découvert de fagon progressive depuis plus de cent
ans, et de nombreuses études s’attellent encore aujourd’hui a mettre la lumiere sur ses acteurs
et leurs nombreux effets tissulaires et cellulaires [Figure 7]. La rénine est une protéase produite
principalement au niveau de I’appareil juxtaglomérulaire du rein, mais qui peut aussi &tre
produite localement au niveau du cceur, des vaisseaux ou du cerveau, qui va cliver
I’angiotensinogeéne produit par le foie en angiotensine I (Angl). L.’ Angl va ensuite elle-méme
étre clivée par ’enzyme de conversion de I’angiotensine pour générer I’ Angll, un peptide de 8
acides aminés qui est I’effecteur majeur du systéme rénine-angiotensine. Bien que I’ACE soit
la principale source de production de 1’Angll, elle peut également étre produite par d’autres

voies, comme celle de la chymase dans le cceur'?.

Rétention
sodée
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pression artérielle
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artérielle

Figure 7 : Le systéme rénine-angiotensine
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L’ Angll signale principalement par 2 récepteurs, AT|R et AT2R, via lesquels elle peut induire
des effets variés et souvent opposés'?®. AT|R et AT2R appartiennent tous deux a la famille des
récepteurs couplés aux protéines G (RCPG). ATiR est exprimé de fagon ubiquitaire et est
exprimé dans les vaisseaux sanguins, le ceeur, le cerveau, le foie le rein et les poumons. Dans
le sang, il est exprimé par les polynucléaires neutrophiles, les monocytes, les lymphocytes B et
dans une moindre mesure par les lymphocytes T'?7128 1] existe deux sous-types de récepteurs
de type AT chez les mammiféres, ATiaR et AT;gR!'?. La stimulation aigiie d’ATR par
I’ Angll entraine 1’augmentation transitoire de son expression membranaire, puis le récepteur
est rapidement internalis€, une petite partie du contingent est directement recyclé a la membrane
et le reste est acheminé vers les lysosomes pour étre dégradé, nécessitant la synthése d’un
nouveau pool de récepteurs. Plus la stimulation par I’ Angll est prolongée dans le temps, plus
le retour a I’état de base de la quantité de récepteurs a la membrane sera long'*°. De cette fagon,
la régulation d’AT{R est trés finement contrélée, et peut moduler la réponse vasculaire a
I’Angll. Certaines études suggerent qu’AT R est impliqué dans la formation d’hétérodimeres
avec d’autres récepteurs, qui peuvent par ce moyen moduler la signalisation Angll,
indépendamment de la liaison par leur ligand, en entrainant une activation ou une inhibition de
la signalisation intracellulaire en aval d’AT|R ou en orientant la modalité de son recyclage!®!.
Les effets de 1’Angll sont multiples et peuvent résulter de 1’activation de plusieurs voies de
signalisation de fagon directe ou indirecte comme la voie couplée aux protéines G et I’activation
des phospholipases C, A2 et D, la voie des Mitogen-activated protein (MAP) kinases
(Extracellular signal-regulated kinase (ERK)1/2, c-Jun N-terminal kinase (JNK) et
p38MAPK) ou la transactivation de voies en aval d’autres récepteurs, comme /’Epidermal
growth factor receptor (EGFR), via des médiateurs comme les tyrosine kinases Janus kinase 2
(JAK2), Src ou Focal adhesion kinase (FAK)'*>!3_ Ces signaux vont aboutir aux effets
hémodynamiques de I’Angll incluant la vasoconstriction, la stimulation de la sécrétion
d’aldostérone par les glandes surrénales et la rétention d’eau et de sels, et a ces effets tissulaires,
incluant la stimulation de la croissance cellulaire, I’augmentation de 1’inflammation et du stress

oxydatif, la stimulation de la synthése de MEC et la thrombose!34.

AT?R est fortement exprimé au cours du développement feetal dans les vaisseaux sanguins, le
tissu conjonctif, le systeéme squelettique ou le cerveau. Son expression diminue apres la
naissance et est restreinte a certains tissus, comme le cceur et les vaisseaux, ou elle peut étre
fortement induite en conditions pathologiques. Les effets de I’ Angll médiés par AT2R sont

beaucoup moins connus que ceux médi¢s par ATR mais plusieurs études rapportent des effets
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antagonistes de ces deux stimulations sur certains processus comme le remodelage ou le tonus
vasculaire'*®. En effet, la stimulation d’AT2R entrainerait dans la majorité des cas une
vasodilatation médiée par la production endothéliale de NO, méme s’il semblerait que ces effets
soient en partiec dépendants du type de vaisseau et de I’espéce observée'*S. In vitro, la
stimulation d’AT2R diminue la prolifération et la croissance des CML et augmente 1’apoptose
et la synthése de MEC et aurait plutot des effets anti-inflammatoires'?%!37. Du fait de leur ligand
commun mais de la multiplicité de leurs effets opposés, 1’inhibition de I’une de ces deux voies

peut favoriser la stimulation de I’autre et vice-versa!3%.

Plusieurs stratégies ont été¢ adoptées dans le but d’inhiber le systéme rénine-angiotensine. Les
plus couramment utilisées sont les inhibiteurs de I’enzyme de conversion (IECs) qui empéchent
la formation d’Angll a partir de I’Angl, comme le captopril, I’énalapril ou le lisinopril, et les
antagonistes des récepteurs de 1’angiotensine (ARA-II), qui inhibent la signalisation de I’ AnglI
médiée par ATiR, comme le losartan, le valsartan, I’irbesartan, 1’éprosartan, le telmisartan, le
candésartan ou I’olmesartan. Bien que ces médicaments aient été au départ introduits pour leur
activité anti-hypertensive, on sait aujourd’hui qu’ils peuvent avoir d’autres effets, notamment
sur I’inflammation, et ont montré leur efficacité dans le traitement de 1’insuffisance cardiaque

ou dans la prévention des événements cardiovasculaires post-infarctus du myocarde!'**140,

(2) Principaux effets de 1’ Angll sur la paroi vasculaire

Bien que ses effets sur les CML et sur I’endothélium aient €té tres largement décrits et
rapportés dans la littérature depuis de nombreuses années, I’ Angll peut agir de facon endocrine,
paracrine ou autocrine sur tous les types cellulaires de la paroi vasculaire, a savoir les CE, les
CML, les fibroblastes et les cellules inflammatoires résidentes ou infiltrantes et moduler

localement de nombreux processus cellulaires et tissulaires.

Une des principaux effets de 1’ AngllI sur la paroi vasculaire réside dans sa capacité a induire la
vasoconstriction. L’Angll peut induire la contraction des CML via la stimulation des
récepteurs de type ATi, qui va conduire a I’activation de 1’appareil contractile de la CML par
un mécanisme principalement dépendant de la mobilisation du calcium intracellulaire et
sensible au pH'"*'. En plus de D’effet d’autres agents vasotenseurs comme 1’aldostérone et
I’endothéline et de ’activation du systéme nerveux sympathique par I’ Angll, une dérégulation
de ce mécanisme de contraction/relaxation des CML dans la paroi vasculaire peut participer a

I’augmentation de la pression et au développement de I’hypertension artérielle!*?.
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La stimulation d’ATR par I’Angll induit la production d’especes réactives de 1’oxygene via
I’activation de la Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH) oxydase
membranaire et ainsi participe a I’augmentation du stress oxydant, en partie responsable de la
dysfonction endothéliale au sein de la paroi vasculaire'4*'44. D’un autre coté, I’ Angll augmente
I’expression de la Nitric oxyde synthase endothéliale (eNOS) et la production de NO dans les
cellules endothéliales, qui peut agir comme un mécanisme compensateur de la vasoconstriction

directe induite par I’ Angll sur les CML de la media sous-jacente, en induisant leur relaxation'#.

De nombreuses ¢études ont rapporté une participation importante de I’Angll a ’inflammation

vasculaire locale. En effet, I’Angll stimule la production de TNF-a et de MMP-2 par les

cellules endothéliales humaines in vitro'#¢

d’adhésion, comme Vascular Cell Adhesion Molecule-1 (VCAM-1), Intercellular adhesion

, et est capable d’induire I’expression de molécules

molecule (ICAM-1) et E-sélectine, de cytokines et de chimiokines, comme Monocyte
chemoattractant protein-1 (MCP-1), IL-6 et IL-1 via I’activation du facteur de transcription
Nuclear factor-xB (NF-xB) dans les CML, les CE, les monocytes et macrophages'*’~14%. Ces
trois types de médiateurs inflammatoires sont requis pour I’infiltration des leucocytes au sein
de la paroi vasculaire et en effet, il a été montré que 1’ Angll augmente 1’adhésion des leucocytes

aux cellules endothéliales et favorise leur transmigration a travers 1I’endothélium'3%131,

Il a également été rapporté un role de I’ Angll dans I’hypertrophie et le remodelage vasculaire
associé a la présence de fibrose tissulaire. En effet, il a ét€ montré que la stimulation par I’ AnglI
stimule la croissance cellulaire, par la production de facteurs de croissance comme le basic
fibroblast frowth factor (bFGF), le Platelet-derived growth factor (PDGF), le Vascular
endothelial growth factor (VEGF) ou le TGF-B!? et favorise la production de MMPs et de

composants de la MEC par les cellules vasculaires'3.

De par ces différents effets, la dysfonction du systeéme rénine-angiotensine a été largement
impliquée dans le développement de pathologies vasculaires et dans la physiopathologie des
maladies athérothrombotiques en particulier'3-'%>, En effet, I’administration d’IECs est
associée a une diminution de la mortalité et de la morbidité cardiovasculaires et I’inhibition de
la stimulation Angll par la voie AT|R diminue le développement de 1’athérosclérose dans des

modéles expérimentaux'>*~'13°, Au hasard de ces études expérimentales, le systéme rénine-
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angiotensine a également été impliqué dans le développement de ’AAA!'S®, aboutissant a la

découverte d’un modele expérimental reproductible d’induction d’anévrisme chez la souris.

(3) Un mode¢le expérimental d’AAA

Au début des années 2000, Daugherty et al. ont découvert que I’infusion continue d’ Angll
sur une période de 28 jours dans deux modeles de souris génétiquement modifiées susceptibles
au développement de 1’athérosclérose (déficientes pour le Low density lipoprotein receptor
(LDLr) sous régime riche en cholestérol, et déficientes pour 1’Apolipoprotein E (ApoE))
aboutissait au développement d’AAA'">190 L’infusion d’Angll chez la souris
hypercholestérolémique Apoe” a été trés largement utilisée depuis, dans le but de comprendre
les mécanismes impliqués dans I’initiation, le développement et les complications liés a ’AAA.
Dans ce modele, I’Angll est diffusée a une dose de 1000ng/kg/min par des mini-pompes
osmotiques sous-cutanées chez des souris hypercholestérolémiques, et entraine entre le 2° et le
4° jour une dissection de la paroi, associée a une infiltration de monocytes/macrophages au
niveau des zones de destruction des lames élastique de la media, et dans 1’adventice. Cette
dissection médiale évolue dans 10% des cas vers la rupture dans les 7 premiers jours ou peut
étre contenue par I’adventice, entrainant la formation d’un thrombus intra-mural. C’est pendant
cette période que la croissance anévrismale est la plus rapide en réponse a I’infusion d’AnglI'¢!.
Ensuite, un processus inflammatoire chronique se met en place, avec une infiltration continue
de monocytes/macrophages, mais aussi de lymphocytes T et un remodelage excessif de la paroi
avec un dépot important de protéines de la MEC, comme le collagéne. On observe ensuite une
maturation de I’anévrisme dans le temps, qui induit une croissance un peu moins rapide mais
progressive, impliquant toutes les couches de la paroi. Pendant cette période on observe, en
plus des événements décrits précédemment, une ré-endothélialisation au niveau des zones de
dissection, une néo-synthese de fibres d’¢lastine fréles et désorganisées au niveau de la media

et une néovascularisation du tissu anévrismal au niveau de I’adventice!¢2.

Une ¢étude réalisée sur un large nombre d’animaux a permis de caractériser de fagon plus précise
I’incidence, 1’évolution et le risque de complications liés au développement de la maladie
anévrismale dans ce mod¢le. Cette étude rapporte que 63% des animaux vont développer un
AAA sur la durée de I’expérience, 25% vont mourir d’une rupture aortique, principalement au
cours de la premiere semaine et 37% ne développeront jamais d’anévrisme. L’infusion continue
d’Angll peut également aboutir a la formation plus rare d’anévrismes thoraciques,

particuliérement sensibles a la rupture au cours de la premiére semaine!'6?.
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L’infusion de doses d’Angll n’entrainant pas d’augmentation de la pression artérielle aboutit
au développement d’AAA, et qu’a I’inverse, 1’infusion de norépinephrine n’a aucun effet sur
le développement d’AAA chez la souris hypercholestérolémique, suggérant que I’hypertension
n’est pas le mécanisme initiateur du développement de ’AAA induit par ’Angll'®. 11 a
¢galement été montré que I’hyperlipidémie n’est pas nécessaire au développement anévrismal,
mais qu’elle augmente cependant considérablement I’incidence de la maladie'®>.

L’inhibition pharmacologique et la délétion génétique totale d’ATiaR diminuent fortement
I’incidence et la sévérité le développement d’AAA induit par I’ Angll et une transplantation de
moelle osseuse suggere que 1I’expression d’ATiaR vasculaire jouerait un role prédominant dans
le développement de ’AAA, alors que la délétion génétique d’AT>R n’a aucun effet sur

I’incidence et la sévérité de la maladie anévrismale!66-167,

Ce mode¢le d’induction d’AAA par infusion continue d’Angll, largement utilisé de nos jours,
présente de nombreuses similitudes avec la pathologie humaine, comme le dimorphisme sexuel,
avec une incidence plus ¢€levée associée au sexe masculin, le caractere focal de la dilatation
anévrismale, les caractéristiques histologiques majeures qui sont la fragmentation des lames
¢lastiques, une inflammation pariétale importante et un remodelage excessif du tissu conjonctif.
En revanche, la dilatation anévrismale se développe dans la partie supra-rénale de 1’aorte
abdominale chez la souris, ce qui peut en partie s’expliquer par une différence de conditions
hémodynamiques entre les especes dans cette partie de 1’aorte. Ensuite, la rupture aortique peut
survenir de fagon précoce dans le développement de I’AAA chez la souris, résultant
probablement d’une inflammation aigiie exagérée, alors qu’elle constitue plutoét un événement
tardif chez ’homme. Enfin, I’absence de formation d’un thrombus intra-luminal, la présence
d’une dissection précoce et d’un thrombus intra-mural sont également des éléments

caractéristiques du développement de I’AAA expérimental induit par I’ AngII'%3.
b) Infusion continue d’ Angiotensine II et neutralisation du TGF-f3

Le remodelage de la matrice extracellulaire de la paroi aortique est une des
caractéristiques majeures du développement de I’AAA chez ’homme et chez 1’animal, et
I’expression tissulaire du TGF-f est augmentée dans le modele expérimental d’anévrisme induit
par infusion d’Angll'%*. De plus, la surexpression de TGF-B1 stabilise la progression
anévrismale de I’AAA chez le rat, suggérant que de par ses propriétés pro-fibrotiques, le TGF-

B pourrait jouer un rdle protecteur dans le développement de ' AAA!9%:170,

45



Notre équipe a démontré que 1’administration répétée d’un anticorps neutralisant le TGF-f3
abolit la résistance de la souris C57BL/6J normocholestérolémique au développement d’AAA
induit par infusion continue d’Angll, avec une incidence de pres de 90% et accroit
dramatiquement le taux de rupture, qui atteint les 80%'7!. La neutralisation du TGF-p induit la
formation d’anévrismes complexes, avec I’apparition rapide d’un thrombus intra-luminal, une
fragmentation de 1’¢lastine, une perte des CML et une infiltration de macrophages et de
lymphocytes T dans la paroi aortique et une dégradation importante du collageéne présent dans
I’adventice, expliquant en partie 1’incidence élevée de ruptures aortiques. La déplétion en
monocytes circulants par I’injection de liposomes de clodronate et la délétion génétique du gene
codant pour la MMP-12 réduisent considérablement la sévérité et le risque de rupture dans ce
modele, suggérant que 1’augmentation de la signalisation TGF-3 au cours du développement
de ’AAA est un mécanisme compensateur permettant de préserver I’intégrité vasculaire, via
un role de favorisation de la production du collagéne adventitiel, de controle de I’activité des

monocytes/macrophages et d’inhibition de I’activité métalloprotéasique!”!.

La neutralisation du TGF- associée a D’infusion continue d’Angll offre un modele
expérimental reproductible de croissance anévrismale rapide et de rupture, permettant d’étudier

les mécanismes impliqués dans les complications li¢es au développement de I’AAA.
c¢) Application péri-aortique de CaCl,

Ce modele d’anévrisme a €té initialement mis au point sur 1’arteére carotide de lapin, par
I’application d’une compresse imbibée de CaCl, directement au contact de ’artére!”?, et a
ensuite ¢té adapté chez la souris pour le développement d’AAA. L’application péri-aortique de
CaCl; concentré chez la souris au niveau de 1’adventice de la partie infra-rénale de 1’aorte
abdominale induit la dégradation du réseau é¢lastique par la précipitation des cristaux de
calcium, ce qui entraine une activation de la réponse inflammatoire et la production de protéases
dans la media et conduit progressivement a une dilatation aortique dés la 2¢ semaine'7>74, Ce
modele, techniquement aisément réalisable, permet I’induction de 1’anévrisme au niveau de
I’aorte infra-rénale, comme chez ’homme, et permet d’¢étudier les mécanismes associés a la
dégradation des composants de la MEC par les protéases, cependant il n’est pas associ¢ a la
formation d’un thrombus, et n’aboutit pas a la rupture aortique, contrairement a la maladie

humaine.
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d) Perfusion intra-luminale d’élastase

Le modele d’AAA par perfusion intra-luminale d’élastase pancréatique, historiquement

176, consiste en I’isolement d’un segment

décrit chez le rat'”, puis adapté plus tard chez la souris
de I’aorte abdominale infra-rénale, suivi de I’introduction d’un cathéter permettant I’injection
sous pression (100 mmHg) d’une solution d’élastase pancréatique porcine dans la lumiére de
I’aorte sur une période de 5 min [Figure 8]. La perfusion d’élastase dans la lumiére aortique
entraine un développement anévrismal en 2 phases: une modeste dégradation des lames
¢lastiques de la media, associée a I’effet mécanique de la perfusion, entraine une dilatation
modérée dans les 7 premiers jours, associée a une infiltration de monocytes/macrophages et de
neutrophiles dans la media et I’adventice respectivement, qui vont ensuite participer activement

au développement de ’AAA en produisant des protéases, et aboutir a la formation d’un

anévrisme au bout de 14 jours.

Figure 8 : Induction d’AAA par perfusion intra-luminale d’élastase pancréatique porcine

(D’apres Pyo et al., 2000'7)

Ce modele combine contraintes mécaniques et dégradation enzymatique appliquée a la paroi
aortique et souligne le fait que D’activité ¢lastolytique joue un rdle majeur dans la
physiopathologie de ’AAA. Il reproduit certaines caractéristiques de la maladie humaine,
comme la localisation infra-rénale de I’anévrisme, la dégradation des lames élastiques,
I’inflammation pariétale, I’induction d’une importante activité protéasique et le développement
non-linéaire du diametre anévrismal. Cependant, il existe un certain nombre de différences avec
I’AAA humain, la plus notable étant I’évolution rapide du diametre aortique et le fait que
I’anévrisme n’évolue que rarement vers la rupture. De plus, I’infiltration de neutrophiles est

assez rare chez I’homme en dehors du thrombus. Enfin, ce modele est techniquement délicat et

47



invasif, et nécessite une expérience technique qui garantisse la reproductibilité du geste
chirurgical. Enfin, il a été montré que la variabilité des lots d’élastase peut entrainer une

inconsistance dans le développement anévrismal'”’.

Ce modele a cependant été assez largement utilisé et a notamment permis de confirmer le role
de I’Angll endogene dans le développement de I’anévrisme. La déficience génétique en AT1aR
et I’inhibition pharmacologique d’ATR par I’administration d’ARA-II diminue la sévérité de
I’AAA chez la souris!’®!7  ainsi que ’administration d’IECs chez le rat, suggérant que méme
si I’Angll n’est pas impliquée dans I’initiation de la Iésion, elle y contribue certainement dans

un deuxiéme temps',
e) Application péri-aortique d’¢lastase

Dans cet autre modele, I’élastase est appliquée directement au contact de 1’adventice au
niveau de la partie infra-rénale de ’aorte abdominale!'8! [Figure 9].
Un anévrisme fusiforme se développe au bout de 14 jours, associ¢ a une dégradation des lames
¢lastiques, une perte des CML de la media, une infiltration de macrophages et une production
accrue de métalloprotéinases. Les avantages de ce modele sont sa facilité de réalisation, le
développement d’anévrismes anatomiquement semblables aux AAA observés chez I’homme.
Cependant, I’incidence reste modérée (autour de 65%) et la variabilité due a I’utilisation de
I’élastase nécessite un travail de mise au point préliminaire pour bien évaluer les doses et temps
d’incubation nécessaires et suffisants pour une induction d’AAA efficace et reproductible.
Contrairement aux anévrismes humains, les anévrismes qui se développent suite a I’application
péri-aortique d’élastase ne sont pas associés a la présence de thrombus, d’athérosclérose et

n’aboutissent que trés rarement a la rupture'$?,

Figure 9 : Application péri-aortique d’élastase pancréatique
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f) Application péri-aortique d’¢lastase et neutralisation du TGF-f3

Lareyre ef al. ont mis un point un modele combinant I’application péri-aortique d’élastase
et I’administration d’un anticorps neutralisant le TGF-f, qui entraine la formation d’un
anévrisme en 14 jours partageant de nombreuses caractéristiques avec la maladie humaine : une
dégénération médiale, la formation d’un thrombus intra-luminal, une infiltration inflammatoire

évoluant dans la majorité des cas vers la rupture!'®3.

Malgré le fait que ces modeles animaux partagent de nombreux points communs avec
I’anatomie et la physiopathologie de I’AAA humain, aucun d’entre eux ne reproduit a ce jour
tous les aspects de cette maladie chronique, multifactorielle, a I’évolution lente et progressive
qui mene indubitablement vers la rupture. En plus de I’incidence relativement faible du
développement anévrismal et du manque de reproductibilité, une des limites majeures de ces
mode¢les animaux est I’absence de progression a 1’arrét du stimulus utilisé pour provoquer la
lésion, et I’évolution vers une résolution des lésions avec le temps. De nouveaux modeles
publiés trés récemment montrent que I’administration dans 1’eau de boisson de 0,2% de [3-
aminopropionitrile (BAPN), un inhibiteur de la lysysl-oxydase, augmente I’incidence du
développement des AAAs dans des modéles préexistants comme I’infusion continue d’Angll
ou I’application péri-aortique d’élastase!®4. Dans ce dernier, le traitement au BAPN permet une
progression de I’AAA qui persiste dans le temps vers des stades avancés de la maladie, associée

a la formation d’un thrombus intra-luminal et a une évolution spontanée vers la rupture'®>.
Pour toutes ces raisons, les résultats expérimentaux obtenus chez le petit animal doivent étre

interprétés en fonction de I’hypothese scientifique, de I’espece, et de la spécificité du modele

utilisé.
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4. Autres pathologies aortiques et maladies syndromiques

L’AAA est la maladie anévrismale la plus répandue dans la population, mais ’aorte
thoracique représente également une localisation privilégiée pour le développement anévrismal
et I’apparition de dissections, et il arrive que les patients développent dans le méme temps des
anévrismes sur plusieurs portions de l’aorte. Bien que les anévrismes abdominaux et
thoraciques partagent des caractéristiques histologiques similaires, ils présentent selon leur
localisation des caractéristiques physiopathologiques et épidémiologies, des étiologies et des
facteurs de risque distincts, suggérant que des mécanismes différents participent a leur
développement!3187 Les anévrismes thoraciques et dissections constituent un ensemble de
pathologies cliniquement hétérogenes, que I’on peut classer en deux grandes catégories, les
formes syndromiques souvent causées par des mutations monogéniques et les formes non-

syndromiques, se développant de facon sporadique ou associées a une histoire familiale.

a) Anévrismes de 1’aorte thoracique non-syndromiques et dissections

aortiques

Les anévrismes thoraciques peuvent affecter la partie supra-diaphragmatique de I’aorte
dans tous ces segments, ils touchent I’aorte thoracique ascendante dans la majorité des cas, mais
peuvent également toucher 1’aorte thoracique descendante, plus rarement la crosse aortique, ou
plusieurs de ces segments en méme temps'®®. La dissection aortique résulte d’une déchirure
médiale qui, sous I’effet du débit sanguin, va créer un faux chenal au sein méme de la paroi
aortique, par lequel le sang va pouvoir circuler. Ses complications majeures sont I’ischémie des
organes en amont ou en aval de la dissection, I’insuffisance cardiaque et la rupture aortique. Il
existe plusieurs méthodes de classification des dissections aortiques, qui se basent soit sur la
position de la déchirure médiale et 1’étendue de la surface disséquée, soit sur le fait que [’aorte
ascendante soit incluse ou non dans la zone de dissection. Un certain nombre de dissections se
produisent en I’absence d’un anévrisme préexistant, ce qui suggere que chez ’homme, ces deux

pathologies impliquent des mécanismes physiopathologiques distincts!®’,

Cependant,
I’existence de ces deux pathologies peut €tre intimement liée. En effet, elles partagent une
caractéristique histologique commune qui est la dégénération médiale, et il existe une évolution

possible de 1’'une vers 1’autre.

L’incidence des anévrismes thoraciques et des dissections aortiques est moins importante que

celle des AAAs, leur histoire naturelle est moins bien documentée, rendant plus délicates
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I’évaluation de la croissance anévrismale, 1’estimation du risque de rupture qui lui est associé
et I’établissement de critéres décisionnels génériques pour la prise en charge thérapeutique.
Cependant, le taux de mortalit¢ di a la rupture d’anévrismes thoraciques et de dissections
rapporté dans la littérature est important, avec 40% de déces instantanés et un risque augmentant

de 1% toutes les heures'?.

Les anévrismes thoraciques et dissections non-associés a une maladie syndromique touchent
2,7 nouvelles personnes sur 100 000/an'®!. Leur développement peut étre sporadique ou associé
a des caracteres héritables, sans association nécessaire avec des facteurs de risque
cardiovasculaires. Les formes familiales représentent environ 20% des cas d’anévrismes
thoraciques, touchent souvent des sujets plus jeunes et ont un taux de croissance anévrismale

4192

plus élevé’”>. Elles impliquent des mutations monogéniques qui se transmettent de fagcon

autosomique dominante et présentent une pénétrance clinique variable!*3.

Plusieurs geénes sujets a mutations ont ¢té associés au développement d’anévrismes thoraciques
et dissections non-syndromiques, certains de ces genes étant aussi associés au développement
des anévrismes syndromiques. Ces genes sont impliqués dans le fonctionnement de I’appareil
contractile des CML, comme MYH11, codant pour une chaine lourde de la myosine, ACTA2,
codant pour I’a-actine, MLCK et PRKG1, codant pour des kinases régulant la phosphorylation
des chaines légeres de la myosine, ou dans ’homeéostasie de la MEC et la régulation de la
signalisation du TGF-3, comme FBNI, codant pour un composant des microfibrilles, TGFBR1
et 2, codant pour des sous-unités du récepteur au TGF-3 ou SMAD3, codant pour un effecteur
intracellulaire majeur de cette voie de signalisation'®*. L’ensemble des mutations décrites
n’explique encore qu’une faible proportion des formes sporadiques ou familiales d’anévrismes

thoraciques et dissections, suggérant que d’autres mutations restent a identifier.

Avec I’age et le sexe, ’hypertension artérielle est un des facteurs de risque majeurs associé¢ a
la présence d’anévrismes thoraciques'®®. La pression artérielle doit donc étre particuliérement
controlée chez ces patients pour limiter le stress appliqué a la paroi aortique et éviter la rupture.
En revanche, comme dans le cas de I’AAA, la seule stratégie curative efficace de nos jours est
la réparation chirurgicale, qui consiste soit au remplacement intégral de la partie anévrismale
par une prothese, soit de la pose d’une endoprothese quand celle-ci est possible. Compte tenu

de I’anatomie de 1’aorte et de la présence de nombreuses bifurcations et collatérales dans ces
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régions, la réparation chirurgicale est particuliecrement délicate, et présente un risque de
mortalité et de complications péri-opératoires importants'®8.

La cinétique des évenements systémiques ou locaux menant au développement des anévrismes
thoraciques et dissections est encore largement incomprise, mais les analyses histologiques
montrent que les tissus aortiques des patients atteints d’anévrismes thoraciques et dissections
présentent une importante désorganisation de la matrice extracellulaire, principalement
localisée au niveau de la media et caractérisée par une dégradation des lames élastiques, une
accumulation de protéoglycanes, ainsi qu’une dysfonction des cellules musculaires lisses et une
dérégulation de la signalisation TGF-B'°2. Contrairement a 1’AAA, la composante
inflammatoire ne semble jouer qu’un rdle mineur dans le développement des anévrismes

thoraciques et dissections.

En dehors des maladies syndromiques, un certain nombre de pathologies ont été associées au
développement d’anévrismes thoraciques et dissections. La bicuspidie aortique est une
malformation congénitale cardiaque affectant la valve aortique, qui n’est composée que de deux
feuillets, au lieu des trois feuillets normalement présents. Elle affecte 1 a 2% de la population
et est associée a risque important, pouvant aller de 7,5 a 70%, de développer un anévrisme ou
une dissection au niveau de la racine aortique et de l’aorte ascendante!®®. La syphilis a
longtemps ¢té fortement associée au développement d’anévrismes thoraciques, qui pouvaient
apparaitre trés tard dans I’histoire de la maladie, mais en raison du développement des
traitements antibiotiques, cette association est devenue trés rare de nos jours'8®. Enfin, la
présence de pathologies inflammatoires, comme 1’artérite a cellules géantes, 1’artérite de

Takayasu, ou la maladie de Bechet peuvent aboutir a la formation d’anévrismes thoraciques!*’.
b) Maladies Syndromiques

Environ 20% des anévrismes thoraciques font partie d’un tableau syndromique causé par
une mutation monogénique au sein de genes codant principalement pour des protéines

fibrillaires de la MEC ou des protéines impliquées dans la signalisation du TGF-f3.

(1) Le syndrome de Marfan

Le syndrome de Marfan est une maladie génétique héréditaire a caractére autosomique
dominant qui touche en moyenne 1/5000 a 10 000 personnes et qui affecte le tissu conjonctif,
entrainant des malformations majeures des systeémes oculaire, squelettique et cardiovasculaire.

Les manifestations anatomiques du syndrome de Marfan peuvent étre variables selon les
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individus, et incluent généralement une grande taille, des extrémités allongées, une hyperlaxité
articulaire, la présence de scoliose, d’ectopie du cristallin et d’une forte myopie. Le syndrome
de Marfan est dramatiquement associé¢ au développement d’anévrismes au niveau de la racine
aortique et de I’aorte thoracique ascendante, la dissection aortique représentant la principale
cause de mortalité¢ chez les patients qui en sont atteints. Cette pathologie syndromique est
causée par des mutations du gene FBNI, codant pour la fibrilline-1, un composant majeur des
microfibrilles qui participent a I’assemblage des fibres d’élastine au sein du tissu conjonctif!®.
Les manifestations histologiques dans la paroi aortique anévrismale de patients atteints du
syndrome de Marfan sont caractérisées par une diminution du contenu en é€lastine et une
fragmentation des lames €lastiques, une orientation phénotypique des CML vers un profil plutot
sécrétoire, un dépot excessif d’autres composants de la MEC comme les protéoglycanes et le
collagéne, une production de protéases, et par une infiltration modérée de cellules

inflammatoires'®’.

Les études physiopathologiques se sont d’abord focalisées sur I’effet de ces mutations « perte
de fonction » sur le role structurel de la fibrilline-1 dans I’élastogenese au cours du
développement, mais les investigations ont rapidement révélé que la fibrilline-1 possédait
¢galement un rdle dans la régulation de I’homéostasie de la paroi aortique, dans le controle de
la synthése d’autres composants de la MEC, la modulation de la fonction cellulaire des CML

vasculaires et la modulation de I’activité cytokinique dans la paroi aortique'®’

. En particulier,
il a été suggéré qu’elle pourrait avoir un role primordial dans la régulation de la signalisation
TGF-p, et qu’une perturbation de cette signalisation pourrait étre responsable des modifications

physiopathologiques retrouvées dans la pathogenése de ’anévrisme de 1’aorte thoracique!'®.

Mais les résultats des études s’étant portées sur cette hypothése sont contradictoires et ont
depuis des années soulevé le « paradoxe du TGF-f », soulignant la complexité du role du TGF-
B dans la pathogene¢se de I’anévrisme thoracique, qui dépend probablement d’un nombre
important de facteurs, comme la localisation tissulaire, les types cellulaires engagés ou encore
la cinétique des mécanismes physiopathologiques et met en jeu de nombreux phénomenes
compensatoires. De plus, le caractére ubiquitaire et la multiplicité des processus cellulaires dans
lesquels sont engagés le TGF-, incluant la prolifération 1’apoptose, la différentiation et la
migration cellulaires ou encore la synthese de MEC accentuent la probabilité¢ de réponses

cellulaires différentielles a la modulation de sa signalisation.
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Ces ¢tudes ont cependant ouvert la voie a de possibles nouvelles stratégies thérapeutiques dans
le syndrome de Marfan, qui se limitent jusqu’a aujourd’hui au suivi régulier de la croissance
aortique par imagerie, au traitement par des bétabloquants pour contrdler la pression artérielle
et a la chirurgie préventive quand cela est nécessaire!*s.

Malgré des résultats prometteurs de I’inhibition de la signalisation AT; sur le développement
des dilatations thoraciques chez les patients atteints du syndrome de Marfan dans quelques
¢tudes modestes, un essai clinique de plus grande envergure n’a rapporté aucun effet bénéfique
du traitement par le losartan en comparaison au traitement par 1’aténolol sur une période de 3
ans'?2%_ Des hypothéses ont été soulevées pour essayer d’expliquer ces résultats décevants, et
de futures investigations sont nécessaires pour mieux ¢valuer 1’effet-dose et la méthode
d’administration pour un effet optimal du traitement, I’influence du stade de développement de
la maladie aortique sur I’efficacité du traitement, ou encore 1’efficacité différentielle d’autres

inhibiteurs de la famille des « sartans » dans le ralentissement de la croissance anévrismale?!.

(2) Syndrome de Loeys-Dietz

Le syndrome de Loeys-Dietz est une maladie associée a des mutations affectant les genes
codant pour les récepteurs de type I et Il du TGF-B, TGFBRI et TGFBR2 dans ses formes les
plus courantes. Dans certains cas, des mutations dans d’autres génes de la signalisation TGF-f3
ont aussi €té impliquées, comme SMAD3, TGFB2 ou TGFB3. Le syndrome de Loeys-Dietz
partage certaines caractéristiques phénotypiques du syndrome de Marfan, mais se distingue
notamment par la présence d’un hypertélorisme, d’une fente palatine et/ou d’une luette bifide
et d’une tortuosité artérielle’®. Le phénotype vasculaire est particuliérement sévére chez ces
patients, qui présentent un risque important de développer des anévrismes et dissections
thoraciques tres jeunes, avec une dilatation de la racine aortique dans la majorité des cas,
évoluant inexorablement vers la dissection, la moyenne du premier événement cardiovasculaire

se situant entre 25 et 30 ans2%3,

Malgré la présence de mutations faux-sens a I’état hétérozygote dans les séquences codant pour
les sous-unités du récepteur au TGF-f3, les analyses histologiques font état d’une augmentation
de la signalisation TGF-f3 dans le tissu, associée a une fragmentation des lames €lastiques et a
une augmentation de la quantité de collagene, soulevant une fois de plus la question du role

paradoxal du TGF-P dans les pathologies aortiques®’2.
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(3) Syndrome d’Ehler-Danlos vasculaire

Le syndrome d’Ehler-Danlos est une maladie cliniquement et génétiquement hétérogene
causée par des mutations dans les génes codant pour des protéines de la MEC, et principalement
pour les molécules de collagene, entrainant une fragilité extréme du tissu conjonctif. Parmi
toutes ces manifestations, le syndrome d’Ehler-Danlos vasculaire de type IV, causé par une
mutation dans le gene COL3A4 1, codant pour le collagene de type 111, présente le tableau clinique
le plus sévere, avec un risque de ruptures gastro-intestinales et artérielles spontanées. La durée
de vie moyenne est de 48 ans et pres de 80% des patients présentent des ruptures ou dissections
de I’aorte avant 40 ans?>**. La réparation chirurgicale est compliquée chez ces patients, du fait
de la fragilité tissulaire, du risque important d’hémorragie et de la faible capacité de réparation
tissulaire. L’administration de celiprolol, de la famille des bétabloquants, diminue 1’incidence

de rupture et améliore la survie chez ces patients®®.
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D. L’AAA, une pathologie inflammatoire chronique de la paroi

aortique

L’AAA est le résultat d’un processus physiopathologique complexe et dynamique, au
cours duquel toutes les couches constitutives de la paroi aortique sont concernées par le
remodelage. Bien que les modifications morphologiques et histologiques de 1’anévrisme
aortique aient été bien décrites et documentées, les mécanismes cellulaires et moléculaires

impliqués dans sa physiopathologie sont encore incomplétement compris.

Au sein des 1ésions anévrismales, on observe un infiltrat important de cellules inflammatoires
dans la media et I’adventice, préférentiellement localisé autour des zones de cassure du réseau
¢lastique, associé¢ a une diminution de la quantité de CML dans la media et a 1’apparition de
néo-vaisseaux?’®. La mobilisation et le recrutement de cellules inflammatoires, associés au
stress hémodynamique appliqué sur la paroi aortique favorisent la production locale de
protéases et la dégradation des lames élastiques de la media dans un systéme qui s’auto-
amplifie. Sous I’influence de la réponse inflammatoire locale qui s’instaure et par
I’intermédiaire de ces nombreux médiateurs, la paroi va subir un remodelage structurel
important, combinant apoptose et modification du phénotype des cellules vasculaires résidentes
et en particulier des CML, ainsi que dégradation et néo-synthése des composants de la MEC?%7,
La formation d’un thrombus intra-luminal présentant une activité protéasique est également
observée au cours du développement de I’AAA chez ’homme. Ce remaniement structurel va
fortement impacter les propriétés mécaniques de la paroi vasculaire, qui va perdre sa capacité
de résistance aux forces de pression exercées par le flux sanguin, et va progressivement se

fragiliser et se dilater, jusqu’a aboutir a la rupture [Figure 10].
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Figure 10 : Représentation schématique des mécanismes associés a la physiopathologie de ’AAA

(D’apres Davis et al., 201427)

1.Infiltration inflammatoire

Les résultats de nombreuses études cliniques et expérimentales ont depuis longtemps
identifi¢ I’inflammation comme un acteur majeur dans la pathogenése de I’AAA, qui est de ce
fait considéré comme une pathologie inflammatoire chronique de la paroi vasculaire. L.’analyse
histologique et génomique de tissus anévrismaux humains et issus de modeles expérimentaux
révele la présence de cellules de I’'immunité innée (monocytes, macrophages, mastocytes,
cellules dendritiques, Natural Killers (NK) et neutrophiles) et de I’immunité adaptative
(lymphocytes B et T)*%, ainsi que la surexpression de génes associés aux cellules
hématopoiétiques ou impliqués dans des processus inflammatoires, comme [’interaction

209210 De plus, la

cytokine-récepteurs de cytokine, ou la migration trans-endothéliale
caractéristique histologique la plus associée a I’augmentation du diametre anévrismal est la
densité de cellules inflammatoires dans D’adventice?'!, et I’inhibition de [I’infiltration
leucocytaire par I’administration d’un anticorps anti-CD18 dans un modéle d’AAA limite la

dilatation anévrismale chez le rat?!2.
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Le recrutement des cellules inflammatoires dans la paroi aortique est un éveénement précoce
déterminant dans le développement de ’AAA. 1l est favorisé par les fragments de dégradation
des protéines de la MEC et les chimiokines produites par les cellules vasculaires résidentes et

les cellules inflammatoires elles-mémes?!'3-214,

La réaction inflammatoire en réponse a un dommage tissulaire est normalement organisée et
controlée en une phase d’intervention aigué€ suivie par une phase de résolution et de réparation
du tissu. Dans le cas de ’AAA, I’accumulation massive de cellules inflammatoires produisant
des cytokines, chimiokines, especes réactives de 1’oxygene et protéases, va entrainer
I’amplification de la réponse inflammatoire pariétale et influencer I’évolution et la stabilité de
I’AAA. L’absence de régulation locale et I’instauration d’une réponse inflammatoire chronique
dans la paroi aortique entrainent progressivement d’importants dommages tissulaires et

favorisent la progression anévrismale.
a) Role de ’immunité innée

(1) Les monocytes/macrophages

Les monocytes et macrophages sont des cellules phagocytaires qui jouent un role majeur
dans le développement, ’homéostasie tissulaire et la réponse immune innée. Les macrophages
font partie des cellules retrouvées en majorité dans les aortes anévrismales chez I’homme, avec

les lymphocytes T et les lymphocytes B!6%208.215

. De nombreuses études expérimentales
montrent que I’accumulation de monocytes/macrophages est observée dans toutes les couches
de la paroi aortique mais principalement dans I’adventice au cours de I’initiation de I’AAA et
qu’elle persiste dans le temps. En effet, la présence de monocytes/macrophages est détectée
dans la paroi anévrismale entre 1 et 4 jours suivant ’infusion d’Angll chez la souris Apoe™,
précédant I’apparition de dissection ou la formation d’un thrombus intra-mural'?. L’infiltration

des monocytes/macrophages continue d’augmenter jusqu’a 56 jours en réponse a la stimulation

d’ AnglI?'S,

Les données expérimentales issues de transplantation de moelle osseuse ont montré que la
majorité des macrophages détectés dans la paroi anévrismale dérivent de monocytes circulants.
Il existe d’ailleurs une corrélation positive entre le nombre de monocytes circulants et le nombre

217

de macrophages dans 1’aorte abdominale'’. La déplétion des monocytes circulants par

I’administration de liposomes de clodronate limite D’infiltration de macrophages et de
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lymphocytes dans la paroi, préserve le réseau €lastique de la media et réduit de fagon importante
la sévérité de I’AAA et I’incidence de la rupture anévrismale dans les modeles d’infusion
d’Angll et d’application péri-aortique d’élastase, associés a la neutralisation du TGF-B!71:183,
Ces résultats suggerent que 1’infiltration de monocytes et leur différenciation en macrophages

constituent des évenements majeurs dans I’initiation et la progression de I’AAA.

Les macrophages jouent un rdle critique dans I’inflammation pariétale et le remodelage de la
MEC, directement, en produisant des protéases ou des médiateurs inflammatoires, ou
indirectement, via une action paracrine sur les cellules présentes dans la paroi. L’analyse
immunohistochimique de tissus anévrismaux aortiques montre que 1’expression tissulaire des
MMPs et des cathepsines colocalise avec la présence de macrophages®'®?!?. Les macrophages
sont la source principale de MMPs dans la paroi anévrismale, et principalement de MMP-93%:174,
La production de MMP-1 et -3 par les CML in vitro est stimulée par la co-culture avec des
monocytes ou par I’exposition a des cytokines produites par les macrophages dans la paroi,
comme I'IL-1B ou le TNF-a??°. Les monocytes et macrophages sont également une source
importante de facteurs chimiotactiques, qui vont concourir a I’amplification du recrutement
leucocytaire et de I’inflammation pariétale. A I’inverse, et dans certaines conditions, les
macrophages peuvent aussi jouer un role bénéfique dans le remodelage du tissu lors de la
réparation tissulaire, notamment grace a leur activit¢ de phagocytose, qui leur permet de
nettoyer le tissu de produits toxiques, de débris apoptotiques ou de résidus extracellulaires

d’hémoglobine en cas de dissection.

Les monocytes et les macrophages sont des cellules plastiques, dont le phénotype peut étre
fortement influencé par I’environnement cellulaire et cytokinique. Sur la base de criteres
morphologiques, fonctionnels et sur I’expression de marqueurs de surface, les monocytes et
macrophages ont été classés en différents sous-types, qui possedent différentes fonctions et qui
semblent jouer des rdles différents dans la pathogenése de PAAA??!. Les facteurs influengant
la mobilisation et le recrutement des monocytes, leur différenciation tissulaire et le role des
différents sous-types de macrophages au cours du développement de I’AAA seront détaillés

dans le chapitre suivant.

59



(2) Les polynucléaires neutrophiles

L’analyse immunohistochimique de coupes d’AAAs humains réveéle une faible
infiltration de neutrophiles au niveau de I’anévrisme, principalement localisée au niveau de la
face luminale du thrombus???. Les neutrophiles circulants provenant de patients avec un AAA
produisent plus d’¢lastase neutrophilique que ceux de patients contréles ou de patients ayant

une maladie athéro-thrombotique sténosante de 1’aorte®?3.

Dans le modele d’AAA par perfusion intra-luminale d’élastase chez le lapin, la déplétion des
neutrophiles circulants, par injection répétée d’un anticorps anti-PMN, limite la dilatation

anévrismale??*

. Une autre ¢tude chez la souris montre que 1’injection d’un anticorps anti-Grl,
qui induit la déplétion des neutrophiles, mais €¢galement des monocytes classiques, atténue
I’incidence et la sévérité de la maladie anévrismale. Dans cette méme ¢€tude, le transfert adoptif
de neutrophiles compétents réverse la protection des souris déficientes pour la dipeptidyl
peptidase 1, DPPI-, qui sont déficientes en protéases a sérine, contre le développement de
I’AAA. Cette ¢étude suggére que les neutrophiles participent aux éveénements précoces
aboutissant au développement anévrismal, en produisant des sérine protéases et en amplifiant

le signal chimiotactique de la réponse inflammatoire par la production de Chemokine C-X-C

motif ligand 2 CXCL2%%,

Dans certaines conditions, les neutrophiles peuvent libérer un réseau constitué¢ de filaments
d’ADN et du contenu de leurs granules azurophiles, en particulier des protéases, appelé
Neutrophil Extracellular Trap (NET). Une étude récente met en évidence la présence de NETs
dans la paroi anévrismale chez I’homme, et chez la souris 3 jours apres la perfusion intra-
luminale d’¢lastase. Le traitement par un inhibiteur de la formation de NETs, la Cl-amidine,
limite le développement de I’anévrisme. L’IL-1f est capable d’induire la formation de NETs a
partir de neutrophiles humains in vitro, et chez la souris, le transfert adoptif de neutrophiles
abroge la protection conférée par la déficience génétique en IL-1p sur le développement de
I’AAA, suggérant un role combiné de I’IL-1f3 produite par les neutrophiles et de la formation

de NETs dans les phases précoces du développement de ’AAA??°,
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(3) Les mastocytes

Les mastocytes sont des cellules inflammatoires qui jouent un réle important dans les
réactions allergiques aigiies et chroniques. Ils sont capables de produire des protéases, comme
la chymase, qui catalyse la formation de I’Angll et ’activation des MMPs, et comme les
cathepsines, et de nombreuses cytokines et chimiokines pro-inflammatoires. Les mastocytes
sont présents dans les Iésions anévrismales de 1’aorte abdominale chez ’homme, une partie
d’entre eux sous forme dégranulée. De fagon intéressante, il a été rapporté que la formation
d’Angll dans la paroi aortique anévrismale était majoritairement dépendante de l’activité
chymase, et que cette activité est augmentée dans les tissus extraits d’AAA comparés a des

tissus aortiques sains??’.

Dans un modele expérimental d’AAA induit par perfusion intra-luminale d’¢lastase, 1’analyse
histologique révele une infiltration de mastocytes dans la paroi aortique anévrismale au cours
du temps. La souris KitV=h/ KitW-" déficiente en mastocytes est complétement protégée du
développement d’anévrisme dans ce modele, et montre une préservation du réseau élastique,
une diminution de I’infiltration des leucocytes dans la paroi et de I’apoptose des CML dans la
media. L’injection de mastocytes sauvages et déficients pour le TNF-a abolit la protection de
ces souris contre le développement anévrismal aprés 14 jours, mais pas l’injection de
mastocytes déficients pour 1I’'[L-6, I'I[FN-y ou pour la chymase mMCP4, suggérant la
participation de ces molécules dans le réle des mastocytes au cours du développement de
I’ AAA??8, La méme équipe montre que la chymase mMCP4 régule I’expression des cathepsines
B, S, K, L produites par les mastocytes, et que la délétion génétique de mMCP4 dans les
mastocytes est associée a une protection significative du réseau é€lastique apres 14 jours de
perfusion intra-luminale d’élastase??’. Une autre étude montre que la déficience en mastocytes
chez le rat et la souris limite la dilatation anévrismale induite par 1’application de CaCl, et
I’infusion d’Angll respectivement, et que la co-culture de mastocytes et de macrophages
humains in vitro augmente la production de MMP-9 par les macrophages®*°. L’ensemble de ces
résultats expérimentaux soulignent une contribution des mastocytes a la physiopathologie de

I’AAA.

Cependant, I’administration de 3 doses différentes de Pemirolast, un stabilisateur des

mastocytes, sur une durée d’un an dans le cadre d’un essai clinique randomisé, n’a montré
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aucun effet sur la croissance d’anévrismes de taille moyenne (de 3,9 a 4,9 cm), par rapport a

I’administration d’un placebo?3!.

(4) Les cellules Natural Killers (NK)

Sur la base d’analyses immunohistologiques, plusieurs études ont démontré la présence
de NK dans la paroi aortique anévrismale chez I’homme?3?233, 11 a également été décrit un
nombre plus important de cellules NK circulantes chez les patients atteints d’AAA, comparé a
des patients contréles ou présentant une maladie vasculaire périphérique, associé a une
augmentation de la cytotoxicité de ces cellules circulantes, ces deux caractéristiques persistant
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apres ’intervention chirurgicale dans le traitement de I’anévrisme**. Cependant, aucune étude

ne fait état du role fonctionnel des NK dans le développement de I’AAA dans la littérature.

(5) Les cellules dendritiques (DC)

Une étude publi¢e en 1998 suggere la présence de cellules dendritiques (Dendritic cells,
DC) colocalisées avec des lymphocytes T et B au sein de I’infiltrat inflammatoire dans la paroi
anévrismale aortique chez I’homme?*®, mais aucune étude n’a décrit depuis le role fonctionnel

des cellules dendritiques dans la physiopathologie de I’AAA.
b) Réle de I’'immunité adaptative

L’analyse immunohistologique de coupes de tissus aortiques de patients atteints d’AAA
révele que les lymphocytes T et B infiltrent le tissu anévrismal, les lymphocytes T CD3+ étant
le type cellulaire le plus représenté¢ a un stade avancé, avec un nombre plus important de
lymphocytes CD4+ que de lymphocytes CD8+, suivi des lymphocytes B et des macrophages®%.
Cet infiltrat lymphocytaire a ¢également ¢t€é observé dans les modéles expérimentaux
d’induction d’AAA chez la souris, suggérant leur réle dans la physiopathologie de la

maladie!®%23¢,

(1) Les lymphocytes B

Un infiltrat de lymphocytes B et un dépot d’Immunoglobulines G (IgGs) a été décrit dans

la paroi anévrismale aortique chez I’homme?37-238

. Cet infiltrat de lymphocytes B est ¢galement
retrouvé a partir du 7¢ jour au cours du développement de I’ AAA chez la souris?**23°, Différents
sous-types de lymphocytes B ont été décrits dans la littérature, les lymphocytes B1 ayant plutot

un role athéroprotecteur, via la production d’ Immunoglobulines M (IgM)?4°, et les lymphocytes
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de type B2 ayant plutot un effet athérogéne?*!, mais leur role dans la physiopathologie de 'TAAA

reste cependant controversé.

D’un coté, la déficience permanente en lymphocytes B matures (souris uMT) n’a pas d’effet
sur le diametre aortique dans les modeles de perfusion et d’application péri-aortique d’¢lastase,
mais le transfert adoptif de lymphocytes B2 de rate chez la souris uMT, associé a une
augmentation systémique des lymphocytes T régulateurs, limite le développement de ’AAA?.
De I’autre coté, la déficience permanente en lymphocytes B matures chez la méme souris pMT
limite la dilatation anévrismale dans le mod¢le d’application péri-aortique de CaCly, et cet effet
est réverseé par I’injection d’IgGs exogenes, suggérant un effet pathogene des lymphocytes B
médié par les IgGs?3®. La déplétion des lymphocytes B par I’administration d’un anticorps anti-
CD20 diminue de facon significative les diametres aortiques 14 jours apres la perfusion intra-
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luminale d’¢lastase“**. La participation des différents sous-types de lymphocytes B dans la

physiopathologie de I’AAA reste donc encore a €lucider.
(2) Les lymphocytes T

Alors que certaines études n’ont montré aucun effet de la déficience combinée de
I’ensemble des lymphocytes T et B matures chez la souris Ragl” sur le développement de
I’AAA induit par I’AnglI*??, la souris CD4”" est protégée contre le développement de ’AAA
induit par application de CaCl,. Malgré une infiltration massive de lymphocytes T CD4+
détectée dans le tissu anévrismal a des stades avancés chez 1’homme, les données sont
cependant contradictoires quant au role des différents sous-types de lymphocytes T CD4+ dans
le développement de ’AAA. En effet, les lymphocytes T CD4+ peuvent évoluer vers différents
phénotypes cellulaires, principalement les lymphocytes T helper (Thl, Th2 et Thl7), les
lymphocytes T régulateurs (Treg) et les lymphocytes T helper folliculaires (Thf), en fonction
de I’environnement inflammatoire dans lequel ils sont activés. Ces différents sous-types de
populations lymphocytaires présentent des profils cytokiniques différents, qui vont leur

permettre de moduler la réponse inflammatoire de facon spécifique.

Certaines ¢tudes rapportent que les cytokines principalement exprimées dans le tissu anévrismal
chez ’homme sont plutot de type Th2, avec une production accrue d’I1L-4, IL-5 et IL-10 et une

diminution d’IFN-y et de son récepteur’**

et que le blocage de la signalisation Thl et
I’orientation conséquente vers une polarisation Th2, principalement médiée par I’'IL-4 sont

pathogénes et entrainent le développement d’anévrisme dans un mod¢ele d’allogreffe chez la
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souris>*. D’autres études font état de données contradictoires, rapportant par exemple une
expression importante d’IFN-y au sein de I’AAA chez I’homme?**®. Dans une étude
expérimentale, I’injection d’IFN-y est capable d’induire la progression anévrismale chez des
souris CD4”~ en restaurant I’activité des MMP-9 et -2. Dans I’autre sens, I’injection de
splénocytes compétents, mais pas de splénocytes CD4”~ réverse la protection conférée par la
déficience totale en INFy, suggérant un rdle des lymphocytes T CD4+ médi¢ par I’IFN-y dans
le développement de ’AAAY7,

Chez I’homme, le nombre de Ilymphocytes Treg, caractérisés par [’expression de
CD4+CD25+Foxp3+, qui sont une source importante d’IL-10 et de TGF-f et qui ont un rdle
majeur dans la tolérance immunologique et le contrdle de la réponse inflammatoire, est diminué
dans le sang circulant de patients atteints d’AAA, comparé a ceux issus de patients contrdles
ou en présence d’athérosclérose. De plus, la capacité immunosuppressive de ces lymphocytes,
mesurée par leur habilité a inhiber la prolifération des lymphocytes T CD4+, est altérée chez
les patients atteints d’AAA?*. Chez la souris, le nombre de cellules Foxp3+ dans le tissu
anévrismal est inversement corrélé au diametre aortique apres infusion d’ Angll, et la dilatation
anévrismale est limitée de facon dose-dépendante par le transfert adoptif de Treg compétents,
qui diminue localement la production de cytokines, chimiokines pro-inflammatoires et de
MMP-2 et -9, mais pas de Treg déficients pour I’'IL10%4%23° Notre équipe a montré que la
déficience génétique en Treg ou la déplétion induite par injection d’un anticorps anti-CD25
augmente I’activation des lymphocytes T CD4+ effecteurs et aggrave la dilatation aortique et
I’incidence de rupture dans le modele d’infusion d’Angll chez la souris C57BL/6J. Les effets
vasculoprotecteurs des Treg sur le développement de ’AAA sont abolis lorsqu’ils sont
déficients en IL-10%'. Enfin, ’expansion in vivo de la population Treg par injection du
complexe IL-2/anti-IL-2 limite le développement de la dilatation anévrismale et réduit le risque
de rupture suivant I’infusion d’AnglI?*2. L’ensemble de ces résultats suggérent que les T
régulateurs ont un rdle protecteur dans le développement de I’AAA via un effet local

suppresseur de 1’inflammation.

Les ¢tudes qui se sont intéressées au réle des lymphocytes Th17, qui sont une source majeure
de production d’IL-17 et d’IL-23, dans le développement de I’AAA font état de résultats
contradictoires. Sharma et al. montrent que les lymphocytes T CD4+ produisant de 1’'IL-17

participent au développement anévrismal, et que la déficience génétique en IL-17 limite la
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réponse inflammatoire et la sévérité de ’AAA?3. L’IL-17A est exprimée dans le tissu
anévrismal aortique chez I’homme et I’inhibition de la différentiation des lymphocytes Th17
par la digoxine, associée a une diminution de la production d’IL-17, atténue de fagon dose-
dépendante I’incidence de I’AAA dans deux mod¢les expérimentaux d’AAA en diminuant la

réponse inflammatoire®**

. Notre équipe a montré que la surexpression du Suppressor of
Cytokine Signaling 3 (SOCS3) spécifiquement dans les lymphocytes T CD4+ entraine une
diminution de la production d’IL-17 et accroit la susceptibilit¢ de souris C57BL/6J au
développement anévrismal aprés infusion d’ Angll et neutralisation du TGF-B?>. L’ensemble
de ces résultats contradictoires laissent planer le doute sur le role de la réponse Thl7, et ne
permettent pas pour le moment d’établir une relation causale entre 1’IL-17 et le développement

de PAAA.

Les lymphocytes T CD8+ ont été détectés au sein des 1ésions anévrismales, mais il existe tres
peu de données dans la littérature quant a leur réle dans le développement de I’AAA. Une étude
suggere que les lymphocytes T CD8+ pourraient promouvoir le développement anévrismal via
un mécanisme médié par la production d’IFN-y, mais ces résultats nécessitent d’étre

confirmés?%%-237:236,

c¢) Les cytokines

Les cytokines sont des molécules de signalisation, qui favorisent la communication
intercellulaire. Elles orchestrent I’activité cellulaire en réponse a 1’inflammation locale et
systémique au cours du développement de I’AAA, en régulant I’expression génique et I’activité
protéique, de fagon autocrine ou paracrine principalement. Certaines cytokines peuvent avoir
des effets redondants, cumulatifs ou compensateurs entre elles et une méme cytokine peut
induire des effets différents selon le type cellulaire sur lequel elle agit. Une quantité importante
de cytokines, ayant des activités pro- et anti-inflammatoires, est associ¢ée a 1’infiltrat
inflammatoire dans le tissu anévrismal aortique et va participer a I’inflammation locale et au
remodelage de la MEC, en régulant la production de chimiokines, de MMPs, de protéases a

sérine et de cathepsines.

De nombreuses €tudes rapportent de facon constante I’augmentation des taux plasmatiques et
tissulaires d’IL-1B, d’IL-6 et de TNF-a chez les patients atteints d’AAA comparé¢ a des

contrdles sains ou a des patients présentant une maladie athérothrombotique!?3124209.257
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suggérant que ces cytokines sont impliquées dans la pathogenese de I’AAA. Certaines études
rapportent des tendances d’expression différentes selon le diametre anévrismal ou 1’existence
de symptomes. L’IL-1f est produite principalement par les macrophages, mais elle peut aussi
étre produite par les CE et les CML, en réponse a la stimulation par I’IL-1 elle-méme, dans
une boucle de régulation positive ou par d’autres cytokines pro-inflammatoires®®. L’IL-1
stimule 1’expression de geénes impliqués dans le turn-over du collagene et dans la production
des MMPs par les CML et les macrophages in vitro, et ’induction de molécules d’adhésion sur
les cellules endothéliales, facilitant la transmigration des leucocytes>*2%!, Dans un modéle
expérimental d’AAA induit par I’application péri-aortique de CaCly, les taux tissulaires d’IL-
1B augmentent fortement dés le 3°™ jour, I’expression protéique dans la paroi anévrismale
colocalise avec la présence des CML dans la media et des macrophages dans 1’adventice. La
deélétion génétique en IL-1P limite le développement de I’AAA dans le modele de perfusion
d’¢lastase et protege completement de la rupture dans le modele associant application péri-
aortique d’élastase et neutralisation du TGF-B'#3292, En revanche, I'IL-1p semble avoir un role
limité dans la progression d’un AAA déja établi, puisque son inhibition pharmacologique n’a
aucun effet sur I’incidence de la rupture anévrismale quand elle est débutée une semaine apres
initiation de I’anévrisme!®3 et le Canakinumab, un anticorps monoclonal dirigé contre 1I’IL-
1B, n’a pas montré d’effet protecteur sur I’expansion d’anévrismes de 4 a 5 cm dans un essai
clinique randomisé (clinicaltrials.gov, NCT02007252). Cependant, le nombre de patients inclus
dans cette étude ¢€tait limité, et la compliance au traitement n’était pas optimale.

L’IL-6 est produite par les macrophages, les lymphocytes T, les fibroblastes, les CML et les
CE, et stimule la prolifération des CML, des lymphocytes et la production d’anticorps par les
lymphocytes B2%. Bien que de nombreuses études rapportent 1’augmentation des taux
circulants et tissulaires d’IL-6 dans ’AAA, son role dans le développement de la maladie est
encore largement incompris. Un variant fonctionnel responsable d’une diminution de ’activité
du récepteur a I’'IL-6 (IL-6R) a été associ¢ avec un risque moins important de développer un
AAA?% L activation de la voie de signalisation de I’IL-6 nécessite la dimérisation de I’'IL-6R
avec son corécepteur, le gp130, exprimé de fagon ubiquitaire. L’IL-6R existe sous deux formes,
sous une forme liée a la membrane (mIL-6R), exprimée par un nombre limité de types
cellulaires, ou sous forme soluble (sIL-6R). Ces deux formes constituent deux voies possibles
d’activation de la signalisation IL-6, la voie classique, par la liaison de I’IL-6 au mIL-6R, ou la
voie de « trans-signaling », par la liaison au sIL-6R et sa dimérisation subséquente avec le

gpl30 membranaire. La délétion génétique de I'IL-6 n’a pas d’effet sur la dilatation

66



265 et

anévrismale dans un modele d’application péri-aortique d’élastase chez la souris
I’inhibition pharmacologique de I’'IL-6R n’a qu’un effet limité sur la dilatation anévrismale
dans le modele d’application péri-aortique de CaCly, malgré un effet d’inhibition sur la
production de MCP-12%, Une autre étude a rapporté que I’inhibition pharmacologique de I’1L-
6R empéche 1’augmentation de la pression artérielle dans le modele Angll + neutralisation du
TGF-B, mais ne protege pas de la rupture anévrismale. En revanche, 1’inhibition
pharmacologique de la voie de « trans-signaling » de I’IL-6, avant initiation de I’AAA par
application péri-aortique d’¢lastase et neutralisation du TGF-[3, améliore la survie des animaux,
suggérant un role différent et potentiellement compensateur des deux voies d’activation de la
signalisation IL-6 ’une envers I’autre dans le développement de PAAA?®’. Le TNF-a stimule
de facon dose-dépendante la production des MMP-2 et -9 par les CML et les macrophages in
vitro, et la délétion génétique ou I’inhibition pharmacologique du TNF-o limite le

développement de ’AAA expérimental®®s,

Le TGF-B est impliqué dans de nombreux processus biologiques participant au développement
de ’AAA, comme le remodelage de la MEC, la survie et la prolifération des CML et I’activation
de la réponse inflammatoire. Le TGF- inhibe la production et I’activit¢é des MMPs produites

par les macrophages humains stimulés?®

, et stimule la production de collagéne par les CML et
les fibroblastes in vitro 2’2", Comme dans le cas des anévrismes de ’aorte thoracique, le role
du TGF-B dans le développement de I’ AAA est controversé, mais la majorit¢ des données
expérimentales s’oriente en faveur d’un role protecteur. En effet, la délétion génétique post-
natale du récepteur au TGF-B, TGFBRII augmente la susceptibilit¢ au développement
d’anévrismes de ’aorte abdominale et thoracique?’?. Chez le rat, la surexpression locale de
TGF-B stabilise les AAA déja formés'”?, et I’augmentation du TGF-B participe a la protection
conférée par le traitement par la cyclosporine A, actuellement en essai clinique de phase II,
contre le développement de PAAA'”. De plus, la neutralisation du TGF-B est a elle seule
capable d’augmenter fortement ou d’induire I’incidence des ruptures anévrismales dans les
modéles expérimentaux d’infusion continue d’ AnglI'’! et d’application péri-aortique d’élastase

respectivement!®3, soulignant I’importance du TGF-P dans I’évolution et les complications liées

au développement anévrismal.

Comme discuté précédemment, les résultats cliniques et expérimentaux sont contradictoires

dans la littérature concernant le role des cytokines de type Thl, comme I’'IFN-y ou I’IL-2 qui
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ont ét¢ impliquées dans le développement de 1’athérosclérose, et de type Th2, comme 1I’'IL-10
et ’'IL-4 dans le développement de I’ AAA!23:244.245.247.257 T eg cytokines de type Thl et Th2
peuvent induire ou inhiber la production de MMPs, selon les conditions expérimentales et le
type cellulaire sur lequel elles agissent*’?. Alors que les effets de régulation positive de la
réponse inflammatoire par I’IFN-y et son role pathogene dans I’athérosclérose sont largement
documentés dans la littérature, plusieurs études rapportent que I’IFN-y peut inhiber la
production de MMPs par les macrophages humains et murins, et que son inhibition aggrave la
maladie anévrismale aortique chez la souris?#3-26%-274.275 1 °IL-4 et IL-10 inhibent la production
de MMP-9 par des macrophages humains>®, mais ’IL-4 induit I’expression de la MMP-12 par
des macrophages murins?#. La déficience en IL-10 augmente la sévérité et les complications
de la maladie anévrismale aortique induite par I’ Angll associée a la neutralisation du TGF-3
chez la souris C57BL/6J>%!,

La balance Th1/Th2 est susceptible de jouer un rdle dans le développement de 1’anévrisme,
certains ont proposé¢ I’hypotheése que la réponse Thl pourrait participer au recrutement des
cellules inflammatoires et a I’initiation de I’AAA, puis sous 1’effet de 1I’exposition continue a
certains facteurs de risque et de la réponse inflammatoire locale, la réponse Th2 prendrait
I’ascendant et influencerait I’évolution de I’AAA a des stades plus avancés de la maladie,

différenciant la physiopathologie de I’AAA de celle de 1’athérosclérose.

2.Remodelage de la matrice extracellulaire

Au cours du développement de ’AAA, augmentation locale de la production et de
I’activation des protéases va entrainer un déséquilibre de la balance finement régulée entre
synthese et dégradation des composants de la MEC, et la faire dangereusement pencher en
faveur de la protéolyse. La destruction et la désorganisation de 1’architecture des fibres
d’¢lastine et des composants de la MEC entraine des modifications structurelles et
fonctionnelles de la paroi aortique, qui vont, combinées aux caractéristiques anatomiques et
aux forces mécaniques appliquées a I’aorte abdominale, entrainer une dilatation progressive de

I’aorte, jusqu’a aboutir a la formation d’un anévrisme.
a) Dégradation des composants de la MEC

L’évolution de I’anévrisme est dépendant d’un remodelage hautement dynamique entre
dégradation et dépot de composants de la MEC. Les MMPs, les cathepsines et le systeme

fibrinolytique produits par les cellules inflammatoires infiltrant la paroi et par les cellules
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vasculaires résidentes vont dégrader 1’¢lastine, les glycoprotéines et les molécules de collagene,

modifiant de fagon majeure les propriétés structurelles de la paroi?’®277,

Compte tenu de leur role dans I’homéostasie de la paroi, la désorganisation des composants de
la MEC va également avoir un impact sur 1’activité cellulaire locale, et moduler la prolifération,
la différentiation, la migration et I’apoptose, faciliter I’angiogenese et le recrutement de cellules
inflammatoires. 1l a ét¢é montré que les produits de fragmentation de I’élastine, les Elastin-
Derived Peptides (EDP) favorisent le développement de ’AAA par leur pouvoir hautement
chimiotactique sur les monocytes et les neutrophiles et par ’activation et la polarisation des
macrophages vers un phénotype pro-inflammatoire avec une production accrue de TNF-a.,
d’IL-1B et de MMP-9. L’administration d’un anticorps qui cible le motif répété de 1’¢élastine
VGVAPG réduit I’infiltration macrophagique une semaine aprés I’induction de 1’anévrisme,
atténue la réponse inflammatoire et la production de MMP-2 et -9, et finalement limite la

278,279

dilatation anévrismale Les dérivés du collagéne ont également des propriétés

chimiotactiques in vitro pour les monocytes, mais pas pour les neutrophiles®®’.

Le réseau ¢€lastique est une des cibles majeures de 1’action des protéases dans le développement
de ’AAA, au cours duquel il est dégradé principalement par les MMP-2, -9, -7 et -12. La
dégradation importante du réseau €lastique est souvent compensée en conditions pathologiques
par ’accumulation ou la réticulation d’autres composants de la MEC?®!. En particulier, alors
que la proportion d’élastine diminue, la quantité de collagene est augmentée dans la paroi
anévrismale chez I’homme, principalement au niveau du ventre de I’anévrisme, entrainant une

fibrose pariétale®®?.

Ces changements structuraux vont entrainer des modifications importantes des propriétés
fonctionnelles de la paroi aortique. Une ancienne ¢tude montre que 1’exposition d’arteres
canines et humaines a 1’¢lastase entraine une dilatation artérielle mais sans rupture, alors que
I’exposition a la collagénase entraine la rupture de tous les vaisseaux, suggérant que la dilatation
et la rupture pourraient €tre causées en partie par des mécanismes différents, que 1’¢élastine est
nécessaire au maintien du diamétre aortique, et le collagéne a Dintégrité du vaisseau®®’.
L’augmentation de la production des fragments dérivés du collagéne montrent que le collagene
est également soumis a une dégradation protéolytique dans la paroi anévrismale chez
I’homme?**. Les molécules de collagénes sont hautement résistantes a la dégradation, qui

nécessite 1’action de collagénases spécifiques, comme les MMP-1, -8, -13, -14 et -18 ou des
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protéases a sérine. Les molécules de collagene déstabilisées peuvent ensuite étre plus facilement
dégradées par les gélatinases, MMP-2 et MMP-9 ou d’autres protéases. La rupture anévrismale
peut survenir quand la protéolyse dépasse le potentiel de synthése et de réticulation du
collagene. En effet, I’activité collagénase dans la paroi est particulieérement augmentée dans les

anévrismes rompus>®?, et une faible quantité de collagéne a été associée au risque de rupture®®3.
b) Role des MMPs

De nombreuses ¢tudes ont mis en évidence la participation importante de 1’activité
métalloprotéinase dans la dégradation matricielle au cours du développement de I’ AA A#3-276286
Les MMPs peuvent étre produites par les cellules inflammatoires infiltrant la paroi, et par les
cellules vasculaires et leur expression est fortement influencée par les interactions cellulaires et
I’environnement cytokinique. La production de MMPs est donc particuliérement favorisée dans
la paroi anévrismale aortique, qui constitue un environnement riche en cellules et en médiateurs
pro-inflammatoires. L’inhibition de 1’activit¢ MMP par 1’administration de doxycycline limite
la destruction médiale sans affecter I’infiltration inflammatoire et finalement réduit I’incidence
de PAAA chez le rat et la souris®®’-?%8, Plusieurs études ont également suggéré que le
déséquilibre de la balance entre 1’activité MMP et ’activité de leurs inhibiteurs, les TIMPs,

contribuait de fagon majeure au développement de I’ AAA28-2%0,

Les MMP-2 et -9, ou gélatinases, sont les protéases les plus fréquemment et abondamment
retrouvées dans la paroi anévrismale. La MMP-2 est normalement exprimée par les cellules
vasculaires a 1’état de base, son expression et son activité sont augmentées dans le tissu
anévrismal, ou elle peut étre produite par les macrophages et les cellules vasculaires. Les CML
issues de tissu anévrismal humain ont une production et une activité accrues de MMP-2 in vitro
271,291 et les analyses immunohistochimiques montrent que I’expression de MMP-2 est
préférentiellement détectée dans les CML, surtout quand elles se trouvent accolées aux zones

de forte infiltration inflammatoire?%?

. La concentration de la MMP-2 est augmentée dans les
petits anévrismes, et sa concentration tissulaire est corrélée au diametre aortique dans les larges
anévrismes asymptomatiques, suggérant un role de MMP-2 dans 1’expansion de la dilatation

anévrismale?!12%3

. La déficience génétique en MMP-2 abolit le développement anévrismal dans
un modele expérimental d’application péri-aortique de CaCl,, et cette protection n’est pas
altérée par le transfert adoptif de macrophages péritonéaux compétents, soulignant le fait que

ces cellules ne sont pas la source majeure de MMP-2 au cours du développement de ’AAA!4,
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La MMP-9 est la MMP majoritaire dans ’AAA, comme I’ont montré de nombreuses études in
vivo et in vitro. Son expression tissulaire et son activation sont fortement augmentées dans les
aortes anévrismales humaines, en comparaison avec des aortes athéromateuses et saines**277294,
Les techniques d’immunohistochimie ou d’hybridation in situ localisent majoritairement
I’expression de la MMP-9 au niveau de I’infiltrat macrophagique dans I’adventice de la paroi
anévrismale®®, mais elle peut également étre produite par les cellules vasculaires activées. En
effet, la production de MMP-9 par les CML issues d’aortes normales est indétectable in vitro,
elle est en revanche significativement induite dans les CML issues d’aortes anévrismales?’’. La
production de MMP-9 par les macrophages est stimulée in vitro par ’interaction avec les
lymphocytes T activés via une interaction cellulaire médiée par CD40/CD40L*, et inhibée par
des médiateurs inflammatoires comme INFy, IL-4 et IL-10. L expression protéique de MMP-
9 tissulaire est plus importante dans les anévrismes rompus que dans les larges anévrismes
asymptomatiques, suggérant un role la MMP-9 dans I’évolution de ’AAA vers la rupture?,
Les taux plasmatiques de MMP-9 sont ¢galement augmentés chez les patients atteints d’AAA,
ils sont significativement plus importants quand ils sont associ€s a des anévrismes de taille
moyenne et des anévrismes rompus, comparé a des petits ou a des larges anévrismes, et chutent
de facon significative apres réparation endovasculaire, soulignant le caractére dynamique et
cinétique de ’activité protéasique au cours du développement de I’AAA?°627, Dans un modéle
expérimental d’anévrisme induit par infusion intra-luminale d’¢lastase, la déficience en MMP-
9 est associ¢e a une préservation du réseau élastique de la media et protége de la dilatation
anévrismale chez la souris, sans montrer d’effet sur le recrutement des cellules inflammatoires
dans la paroi. Cette protection est également observée aprés transplantation de cellules de
moelle osseuse déficientes en MMP-9 dans des souris receveuses sauvages, mais est abolie par
la transplantation de cellules de moelle osseuse exprimant la MMP-9 chez des souris receveuses
déficientes en MMP-9'7%. Ces résultats ont été confirmés dans une seconde étude, ou la
protection conférée par la déficience génétique en MMP-9 est abolie par le transfert adoptif de
macrophages péritonéaux compétents, soulignant la participation cruciale des macrophages

dans la dégradation de la MEC médiée par la MMP-9!74,

La MMP-12, ou ¢élastase macrophagique, participe activement a 1’activité élastolytique des

298

macrophages="°. Les analyses de 1’expression génique et protéique de la MMP-12 montrent

qu’elle est exprimée dans le tissu anévrismal chez ’homme, particulierement dans la zone
active de dégradation du réseau ¢lastique dans la media, ou elle apparait accolée aux fragments

218

de lames ¢lastiques et semble exprimée principalement par les macrophages='°. Les résultats
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expérimentaux ont montré des résultats contradictoires quant au role de la MMP-12 dans le
développement anévrismal, qui mérite d’étre confirmé. En effet, contrairement a la déficience
en MMP-9, la déficience en MMP-12 n’a pas d’effet sur le développement anévrismal dans un
mode¢le induit par perfusion intra-luminale d’¢élastase!’®. En revanche, dans un modéle de souris
Apoe” sous régime riche en matiéres grasses pendant 5 semaines et dans le modéle d’AAA
induit par application péri-aortique de CaCl,, la déficience en MMP-12 limite ’incidence
d’AAA et la dégradation du réseau ¢lastique dans la paroi, sans toutefois completement
I’abroger, signifiant que la MMP-12 participe au développement de I’AAA, en association avec

d’autres protéases??°-3%,

Les ¢études fonctionnelles ont rapporté I’existence d’une importante activité collagénase au
cours du développement de ’AAA. L’expression de MMP-1 est augmentée dans les aortes
anévrismales, comparée aux aortes saines*2%¢. L’expression de MMP-13 n’est quasiment pas
détectée dans les tissus sains, mais est fortement exprimée dans la paroi anévrismale ou elle est
localisée au niveau des CML3"'. La MMP-8 est exprimée dans la paroi anévrismale et colocalise
avec la présence de neutrophiles, cependant, la déficience en MMP-8 n’a aucun effet sur le
développement de ’AAA induit par perfusion d’élastase intra-luminale, suggérant que la

MMP-8 n’aurait pas un rdle crucial dans le développement de I’ AAAZ24284,

L’expression tissulaire et plasmatique de MMP-3 est augmentée dans les échantillons provenant

290,297

de patients atteints d’AAA mais son rdle reste largement indéfini . Une étude montre que

la déficience génétique en MMP-3 chez la souris Apoe” réduit I’incidence du développement

d’AAA aprés 30 semaines de régime riche en matiéres grasses®2,

La MTI-MMP est plus exprimée au niveau génique et proté¢ique dans le tissu anévrismal
aortique chez ’homme (surtout dans les monocytes/macrophages, les CML et les fibroblastes)
que dans des aortes saines ou athéromateuses. La MT1-MMP joue un réle important dans la
conversion de la MMP-2 en sa forme active, et en effet, le tissu anévrismal humain a une plus
grande capacité d’activation de la pro-MMP2 in vitro que le tissu aortique athéromateux ou
sain®®, La déficience génétique en MT1-MMP réduit considérablement I’incidence de la
dilatation anévrismale induite par application péri-aortique de CaCly, et le transfert adoptif de
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macrophages compétents restaure la susceptibilité au développement d’anévrisme’"”,

soulignant le role de la MT1-MMP dans le développement de ’AAA, et la coopération entre
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cellules inflammatoires infiltrantes et cellules vasculaires résidentes dans la dégradation de la

MEC de la paroi vasculaire.

L’expression et 1’activité des MMPs peuvent étre régulée a différents niveaux, et une des
hypotheses concernant le remodelage délétére de la MEC au cours du développement de ’AAA
est la création d’un déséquilibre entre 1’activité MMP et celle de leurs inhibiteurs, les TIMPs.
Contrairement a certaines MMPs, TIMP-1 est exprimé dans ’aorte saine et par les CML en
conditions de base in vitro. La variation de I’expression génique et protéique des inhibiteurs de
MMPs, TIMP-13%28¢ ¢t TIMP-22°* au cours du développement de I’AAA, est variable selon les
¢tudes, elle souvent augmentée, ou inchangée dans les tissus anévrismaux, et colocalise avec
les CML dans la paroi®®>3%, En revanche, le ratio de 1’expression MMP/TIMP est plus
important dans [’aorte anévrismale que dans le tissu sain, suggérant que 1’augmentation de
I’expression des MMPs prend le dessus sur celle des TIMPs3?286294, La surexpression locale de
TIMP-1 dans un mod¢le anévrismal d’allogreffe chez le rat restaure la balance MMP/TIMP en
diminuant 1’expression et ’activit¢ des MMP-2 et -9, et finalement limite la dilatation
anévrismale®*®. Dans une autre étude, la déficience génétique en TIMP-1 aggrave la dilatation

anévrismale induite par perfusion intra-luminale d’élastase chez la souris®®’

, confirmant que
I’activité inhibitrice de TIMP-1 contribue au maintien de I’intégrité de la paroi vasculaire au

cours du développement de ’AAA.
c¢) Implication d’autres protéases

D’autres protéases, les ADAMs, les cathepsines ou les différents composants du systéme

fibrinolytique ont été également été impliqués dans le développement de ’AAA.

L’expression d’ADAMI0 et ADAMI17 est augmentée dans les aortes abdominales
anévrismales comparées a des aortes saines ou athéromateuses, et plusieurs études
expérimentales suggérent leur implication dans la physiopathologiec de 'AAA3%3% TLa
déficience en ADAMI17, spécifiquement dans les CML proteége de la survenue de I’AAA dans
un modéle d’infusion continue d’Angll + BAPN3!,

L’expression et ’activité de nombreuses cathepsines (A, B, D, G, H, K, L, S) sont augmentées

dans la paroi aortique anévrismale. Parmi elles, I’activité élastolytique des cathepsines L, S, K,

produites par les macrophages et les CML est augmentée dans les anévrismes en croissance et
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les anévrismes rompus?¥*. Cette activité élastolytique est fortement stimulée par la présence de
certaines cytokines, comme I’IL-1 ou 'IFN-y3!!, La déficience en cathepsines L, S ou K limite
le développement de I’AAA dans les modéles expérimentaux d’infusion continue
d’ Angiotensine II et de perfusion d’élastase intra-luminale®'?73!4, L’expression de la cystatine
C, 'inhibiteur majeur de [’activit¢ des protéases a cystéine, est diminuée dans la paroi

anévrismale. Sa sécrétion protéique par les CML est induite par le TGF-B in vitro®'>.

Parmi les protéinases a sérine, la chymase produite par les mastocytes a été détectée en quantité
significativement plus importante dans les aortes anévrismales par rapport aux aortes
normales'%*. La chymase issues d’AAA est capable d’activer la MMP-9 in vitro*'®. Une étude
montre que la protéase a sérine, Granzyme B, joue un role dans le développement de ’AAA
expérimental dans un modele d’infusion continue d’ Angll, en participant a la dégradation des
composants de la MEC via un mécanisme indépendant de la perforine!’. La souris déficiente
en dipeptidyl-peptidase 1 (DPPI”-), nécessaire a la maturation post-transcriptionnelle des
protéases a sérine, qui présente donc un défaut d’activité de 1’¢élastase neutrophilique, de la
cathepsine G, de la chymase ou des granzymes, est protégée contre le développement de ’AAA
induit par perfusion intra-luminale d’¢lastase, avec une protection du réseau €lastique et une

diminution de ’infiltrat inflammatoire®2.

Les composants du systeme fibrinolytique ont été associ€s au développement de I’AAA. En
effet, la concentration des complexes plasmine/anti-plasmine et des D-dimeres est plus élevée
dans le plasma de patients atteints d’AAA que dans celui de patients contrdles sains. La méme
¢tude montre que le plasminogene serait stocké a partir de la circulation dans le thrombus et
qu’il y aurait une augmentation de la production des activateurs du plasminogene (PA) dans la
paroi anévrismale’!83!°, Les activateurs du plasminogéne (tPA ou uPA), produits par les
macrophages, les cellules endothéliales et les CML de la paroi aortique peuvent participer a la
dégradation des composants de la MEC, activer les MMPs, et entrainer I’activation et la
dégranulation des neutrophiles in vitro’*+*?°, Cependant, les études s’intéressant a la fonction
des activateurs du plasminogeéne rapportent des résultats contradictoires. Alors que dans une
¢tude, la déficience en activateur du plasminogene de type urokinase (uPA) limite I’incidence
et ’expansion de I’AAA chez les souris Apoe” et C57BL/6J aprés infusion d’ Angll'®, elle n’a
pas d’effet sur le diameétre aortique a la fin de I’expérience mais entraine une augmentation des
déces par rupture chez les souris Ldlr’- et C57BL/6J, aprés infusion d’Angll*?!. Enfin, la

surexpression locale de I’inhibiteur des activateurs du plasminogene, PAI-1, empéche le
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développement d’anévrisme dans un modele d’allogreffe chez le rat, en réduisant 1’activation
des MMP-3 et -9°22. Méme si la participation du systéme fibrinolytique dans le développement
de ’AAA n’est pas clairement identifiée, il apparait qu’il joue un réle dans 1’activation des

MMPs au cours du développement de ’AAA.

3.Perte des CML et destruction de la media

En plus de I’importante détérioration du réseau élastique dans la paroi, une diminution de
la densit¢ des CML participe a ’amincissement de la media, et constitue une des

caractéristiques physiopathologiques majeures de I’AAA.

En conditions homéostatiques, les CML de la paroi vasculaire adoptent un phénotype quiescent
et expriment un répertoire unique de protéines contractiles, comme 1I’a-smooth muscle actin
(a-SMA), la smooth muscle heavy chain (SM-MHC), la calponine ou la protéine Sm22a, ce
qui les caractérise et leur permet de participer de fagon active a la régulation du tonus

vasculaire’?

. Dans la paroi anévrismale aortique chez I’homme et dans les modeles
expérimentaux d’AAA, on observe une diminution d’environ 75% de I’expression de I’a-SMA,
compar¢ a une paroi aortique saine. Cette perte des marqueurs spécifiques des CML est associée
a une augmentation de I’apoptose, quantifiée par des techniques de détection des extrémités
3’OH libres de ’ADN fragmenté, et a une accumulation de molécules impliquées dans la mort
cellulaire, comme p53, le couple Fas/FasLL ou la perforine. On observe ¢également une
augmentation de la production de médiateurs pro-inflammatoires et de protéases, ainsi qu’une

modification du phénotype et de I’organisation structurelle des CML vasculaires?3-324-327,

Les CML vasculaires sont des cellules plastiques, capables de s’adapter aux changements de
leur environnement. En réponse a une altération de I’homéostasie tissulaire, elles peuvent subir
une déviation du phénotype contractile différencié vers un phénotype dédifférencié et
sécrétoire. Ce « switch phénotypique » est associé a des modifications structurelles et
fonctionnelles, comme une répression de D’expression des protéines contractiles et une
augmentation de I’expression de médiateurs pro-inflammatoires, de protéases, ainsi qu’une
modification de leur capacité de prolifération et de migration. Ce changement phénotypique est
observé au cours du vieillissement artériel physiologique, mais a aussi €t¢ impliqué dans la
physiopathologie de maladies vasculaires comme [’athérosclérose ou les anévrismes de

’aorte®28.
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L’expression génique de I’a-SMA et de Sm-22a est fortement diminuée dans la paroi aortique
de souris dans différents mod¢eles expérimentaux d’AAA, et est associée a une augmentation
de la production de MMP-2 et de MMP-9 dans la media **°*?°. Une étude in vivo confirme la
relation entre la régulation négative de Sm-22a et le développement de I’anévrisme et montre
d’un c6té que I’inhibition de la production de Sm-22a est associée a une production accrue
d’especes réactives de 1’oxygene et aggrave la maladie anévrismale aortique, et de I’autre coté
que la surexpression de Sm-22a a un effet protecteur contre le développement de I’AAA dans
deux modéles expérimentaux d’anévrisme®?®. KLF4, qui a été impliqué dans le switch
phénotypique des CML, colocalise avec les CML et est augmenté au cours du développement
de I’AAA chez ’homme et dans un modele d’AAA expérimental induit par la perfusion intra-
luminale d’¢lastase. La déficience totale en KLF4, ou spécifique dans les CML concourt au
maintien de I’expression de Sm-22a., limite la dégradation des lames ¢lastiques, I’infiltration
macrophagique et la réponse inflammatoire dans la paroi et réduit in fine le développement de
I’AAA dans deux modéles expérimentaux chez la souris®*’.

L’analyse transcriptomique des CML issues d’aortes anévrismales confirme I’hétérogénéité de
leurs profils d’expression, et rapporte que 1I’expression de MMP-2, MMP-9 et des cathepsines
K et L est augmentée en comparaison avec des CML issues d’aortes non dilatées. Ces cellules
ont ¢galement une capacité plus importante a dégrader 1’¢lastine in vitro, et la co-culture avec
des macrophages humains stimule la production de MMP-2 et -9 et amplifie encore plus leur

activité élastolytique?3!.

De nombreux facteurs peuvent influencer le phénotype des CML et éventuellement conduire a
la mort cellulaire par apoptose, comme la production de facteurs de croissance et cytokines par
les cellules inflammatoires adjacentes ou médiée par des interactions directes entre cellules, la
structure et la composition de la MEC, le stress oxydant, I’hypoxie ou encore le stress
mécanique. La stimulation des CML in vitro par I’héparine ou les isoformes du TGF-f3 favorise
I’expression de protéines de 1’appareil contractile, comme ’a-SMA, la SM-MHC et la
calponine®2, Le collagéne fibrillaire de type I, la laminine et le collagéne de type IV favorisent

lorientation du phénotype des CML vers un profil plutdt contractile?3?334

, alors que la
fibronectine et le collagéne monomérique de type I I’orientent plutdt vers un profil sécrétoire’.
La perte de contact conséquente a la dégradation de la MEC adjacente aux CML peut aussi
induire un changement de phénotype et I’apoptose cellulaire®3®. L’ Angll peut avoir des effets

différents selon le phénotype des CML vasculaires sur lesquelles elle agit, in vitro les CML
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présentant un phénotype dédifférencié sont particulicrement sensibles a 1’apoptose induite par
I’ AnglI**. La stimulation combinée par les cytokines pro-inflammatoires IFN-y, TNF-c. et IL-
1B induit I’apoptose de CML de rats in vitro®*. A contrario, le TGF-f protége les CML de la
mort cellulaire!”'. L’apoptose précoce des CML contribue a I’amplification de la réponse
inflammatoire et au développement de I’ AA A puisque I’inhibition précoce de la mort cellulaire
par un inhibiteurs des caspases limite 1’infiltration macrophagique, la dégradation des lames

élastiques et réduit fortement ’incidence de I’AAA induit par I’ AnglI chez la souris Apoe™ 33°.

En conditions homéostatiques, en plus de leur role fondamental dans la régulation du tonus
vasculaire par leurs propriétés contractiles, les CML représentent la principale source d’¢élastine
dans la paroi, elles contribuent a I’architecture des lames €lastiques et possedent des fonctions
modulatrices de la MEC. Leur réduction au cours du développement de ’AAA a donc une
influence considérable sur la dégradation structurelle et fonctionnelle de la paroi. L’addition de
CML vasculaires dans un modele d’AAA induit par allogreffe chez le rat protége de la
formation d’AAA, en réduisant la dégradation des lames élastiques, I’infiltration des
monocytes/macrophages et en modifiant la balance MMP/TIMP au niveau de 1’adventice,
suggérant qu’une partie des CML vasculaires ont probablement un effet paracrine protecteur
de I’homéostasie du vaisseau, avant d’étre dépassées par D’activité protéolytique et
I’inflammation pariétale générées par les cellules inflammatoires infiltrant le tissu, qui va

favoriser leur changement phénotype ou leur destruction®#’.

4.Participation du thrombus

La présence d’un thrombus intra-luminal (TIL) est une des caractéristiques récurrentes
observée au cours du développement de I’AAA chez ’homme, puisqu’elle est détectée dans
75% des cas d’AAA**!. Le TIL est une structure complexe et dynamique, en permanence
alimentée par le sang circulant au sein de I’anévrisme et constituée de plusieurs couches qui
sont déposées successivement a sa surface au cours du temps, modifiant la composition et la
biologie du thrombus?#?. L’épaisseur maximale du thrombus a été corrélée chez ’homme avec
les taux de plasmatiques de D-dimeres, de complexes plasmine-anti-plasmine, les produits de
dégradation de la fibrine, mais aussi avec le diametre aortique, et la vitesse d’expansion de
I’anévrisme3+3-344, L ’expansion du thrombus entraine I’apparition de zones hypoxiques dans la
paroi, favorise I’angiogenése et la néovascularisation au sein de ’AAA3#. Une étude a montré
que la présence d’un thrombus était associée a une augmentation de la présence lymphocytes

B et T, de CML apoptotiques ou dédifférenciées, et a une diminution de la paroi vasculaire
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sous-jacente**®. Le stress oxydatif et I’activité protéolytique importante qui se déroulent au sein
du thrombus intra-luminal en font un environnement actif mais dans lequel les cellules sont
incapables de proliférer ou de se mouvoir. En effet, des plaquettes, des macrophages et des
lymphocytes T sont détectés au sein du thrombus, mais leur quantité et leur mobilité diminuent
progressivement de la partie luminale vers les parties profondes du thrombus®#’. Le ratio MMP-
9/MMP-2 est plus important dans la partie luminale du thrombus que dans la paroi*, ou
I’expression de MMP-9 colocalise avec celle des neutrophiles et la présence de plasminogene
est également détectée au sein du thrombus®®®. Ces données suggérent que les cellules
circulantes pourraient se retrouver trappées dans les différentes couches du thrombus, associées
aux produits de la coagulation et aux composants plasmatiques, au sein duquel elles pourraient
libérer leurs composants intracellulaires et notamment des protéases, qui participeraient au

remodelage de la MEC de la paroi sous-jacente et a I’expansion de I’anévrisme.
E. Les monocytes/macrophages

1.Les monocytes

Les monocytes, initialement décrits comme de larges cellules mononuclées, ont
longtemps été restreints a I’image du maillon immature faisant le lien entre les précurseurs
hématopoiétiques de la moelle osseuse et les macrophages et cellules dendritiques tissulaires.
Cependant, I’évolution des connaissances sur 1’origine des macrophages et des cellules
dendritiques dans le tissu, I’amélioration des techniques de phénotypage immunologique et les
¢tudes fonctionnelles sur les phénomeénes immuno-inflammatoires en conditions pathologiques
ont révélé une participation bien plus complexe des monocytes a I’inflammation. Les
monocytes sont des cellules phagocytaires hautement plastiques, mobiles et rapidement
réceptives aux modifications de leur environnement®*’. Ces cellules, principalement
circulantes, constituent une population hétérogéne en taille, fonction et distribution de
marqueurs de surface, ces trois caractéristiques pouvant évoluer selon le contexte systémique
ou I’environnement local dans lequel elles se trouvent. L’identification de marqueurs de
surface, sur lesquels se base actuellement la classification des sous-types de monocytes, est en
constante évolution, impliquant une remise en question permanente de la classification et de la
biologie des monocytes. Les monocytes partagent des fonctions communes avec les
macrophages et les cellules dendritiques tissulaires, comme la capacité de phagocytose et de
présentation d’antigéne, la syntheése de médiateurs pro- ou anti-inflammatoires et jouent un role

important dans la lutte contre les pathogenes, I’inflammation et le remodelage tissulaire.
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a) Sous-populations monocytaires chez ’homme

Chez I’homme, les monocytes représentent environ 10% des leucocytes circulants®>,
L’existence de différents sous-types de monocytes a d’abord été suggérée par I’observation de
trois contingents cellulaires ayant des tailles et des fonctions immunologiques différentes®! au
sein de la population de monocytes circulants, les cellules les plus larges ayant une réponse au
chimiotactisme plus importante, et les cellules les plus petites une meilleure capacité de
présentation antigénique. Ces études rapportent aussi I’existence d’une population
morphologiquement et fonctionnellement intermédiaire®2-33, Ces trois populations ont ensuite
été caractérisées par I’expression différentielle de deux marqueurs, le CD14 (cluster of
differentiation 14) et le CD16 (cluster of differentiation 16). Le CD14 agit comme un
corécepteur pour la reconnaissance du LPS par d’autres récepteurs membranaires, comme les
TLRs. Le CD16, aussi connu sous le nom de FcyRIII est un récepteur des fragments Fc des
IgGs. La combinaison de I’expression de ces deux marqueurs sur les cellules HLA-DR+
détermine actuellement la classification arbitraire de trois sous-types de monocytes chez
I’homme : les monocytes « classiques » CD14"CD16, qui constituent 80 a 90% des monocytes
circulants, le reste étant composé des monocytes « intermédiaires » CD14"CD16" et des
monocytes « non-classiques » CD14°*CD16" [Figure 11]. Ces proportions peuvent étre

modifiées transitoirement, en réponse a un stress ou a des stimuli inflammatoires®>°.
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Figure 11 : Caractérisation des sous-types de monocytes humains par cytométrie de flux (adapté de

Ziegler-Heitbrock ef al., 2014°%%)

Les monocytes classiques sont caractérisés par une forte expression du récepteur de chimiokine
CCR2, de la molécule d’adhésion CD62L (L-sélectine), et des récepteurs de type Toll-like
(TLRs). Ils ont une capacité de phagocytose importante et expriment des génes impliqués dans

la lutte antimicrobienne, I’angiogenése, la cicatrisation et la coagulation, et jouent un role
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majeur dans la réponse immune innée et la réparation tissulaire®>-%, En effet, en cas de lésion
tissulaire d’origine septique ou stérile, ils sont recrutés sur le site de I’inflammation, produisent
une grande variété de cytokines pro-inflammatoires, de chimiokines et d’especes réactives de

’oxygéne et participent a ’initiation et a I’amplification de la réponse inflammatoire®’-%

Les monocytes non-classiques expriment fortement le récepteur de chimiokine CX3CR1 et des
genes impliqués dans le réarrangement du cytosquelette et dans la mobilité cellulaire et
possedent une forte capacité de présentation antigénique. Ils sont impliqués dans la surveillance
vasculaire et tissulaire en patrouillant le long des vaisseaux par un mécanisme d’adhésion a
Iendothélium dépendant de Lymphocyte function-associated antigen-1 (LFA-1)*%. Ils
répondent principalement au signal chimiotactique de CX3CL1 (Fractalkine), qui permet
¢galement I’arrét et la transmigration des monocytes non-classiques a travers 1’endothélium in
vitro®®. Ils produisent peu de cytokines en réponse a la stimulation des TLR2 et 4 mais
produisent du TNF-a, de I'IL-1B et du CCL3 en réponse aux virus et acides nucléiques via
lactivation des voies TLR7 et 8, dans un mécanisme dépendant de Myd883%. Leur taux
circulant est augmenté dans certaines conditions pathologiques comme le cancer, I’infection au

VIH, le sepsis ou la maladie coronarienne’¢!-362,

Les monocytes intermédiaires forment une population hétérogene, caractérisée par une
expression élevée des molécules de la famille HLA et du complexe majeur d’histocompatibilité
de classe II (CMH-II), et possedent une capacité importante de présentation d’antigene. Ils
expriment des marqueurs de surface en commun avec les monocytes classiques et non-
classiques, comme CCR2 et CX3CRI1, et présentent souvent un profil d’expression graduel de
ces marqueurs a I’interface entre les deux autres populations de monocytes, suggérant 1’idée
toujours débattue a ce jour que les différents sous-types de monocytes pourraient en réalité
correspondre a des stades de maturation différents de la population monocytaire, plutot qu’a
des entités distinctes de différentiation terminale3*%3%7, L’expression spécifique de certains
marqueurs les différencie cependant des deux autres populations monocytaires, comme celle
du récepteur de chimiokine CCR5 ou de ’ACE?®. Ils sont d’importants producteurs de
cytokines pro-inflammatoires en réponse a la présence de cellules tumorales ou a la stimulation
par le LPS in vitro, comme le TNF-a et I'IL-1B3%-%, Le taux circulant de monocytes
intermédiaires a ¢ét¢ identifi€¢ comme un facteur prédictif indépendant de la survenue

d’événements chez des patients a haut risque cardiovasculaire’®*. Parallélement, il a été rapporté
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une augmentation du taux circulant de monocytes intermédiaires CD14+CD16+ chez les

patients atteints d’AAA, en comparaison avec des individus sains®¢’.
b) Sous-populations monocytaires chez la souris

Chez la souris, les monocytes représentent environ 4-6% des leucocytes circulants, ils
expriment fortement 1’intégrine CD11b et le récepteur au M-CSF, le CD115 et présentent un

faible niveau d’expression de F4/80330-366,

Les sous-types de monocytes sont aujourd’hui majoritairement déterminés par I’expression
différentielle du marqueur Ly6C (Lymphocyte Antigen 6C)*¢’. Sur la base de I’expression de
marqueurs de surface et de leurs caractéristiques morphologiques, les monocytes murins
classiques Ly6CMCX3CR1"¥CCR2"CD62L" sont souvent considérés comme 1’équivalent des
monocytes classiques CD14°CD16° et intermédiaires CD14°CD16" chez ’homme. Les
monocytes murins non-classiques Ly6C*"CX3CRIMCCR2°CD62L-CD43"* sont décrits
comme 1’équivalent murin des monocytes humains CD14°YCD16". 1l existe cependant des
différences dans 1’expression de certains marqueurs entre les monocytes humains et leurs
homologues murins, et chez la souris, les deux sous-populations de monocytes sont

représentées de fagon €quivalente dans le sang circulant.

La courte durée de vie et I’importante plasticité des monocytes en réponse aux changements de
leur environnement rendent complexes les tentatives de caractérisation phénotypique et les
¢tudes fonctionnelles in vivo et in vitro. En effet, la manipulation des monocytes peut induire
des changements de leur état d’activation, de différenciation, altérer leur viabilité ou leurs
capacités migratoires**. La souris reporter CX3CR1*/6FP a contribué a I’identification et a la
caractérisation des deux sous-types de monocytes murins circulants, ayant des profils
d’expression de marqueurs de surface et des propriétés migratoires différents**®3%°. On ne peut
cependant pas exclure le fait que 1’invalidation d’un alléle du géne codant pour CX3CRI,
induite par cette construction génique, puisse altérer les propriétés/fonctions des populations

monocytaires.
Les monocytes classiques Ly6C", qui expriment CX3CR1 de fagon modérée mais expriment

fortement par ailleurs d’autres récepteurs de chimiokines comme CCR2, CCR1, CXCRI1 et

CXCR2, ainsi que la L-sélectine ou CD62L, sont rapidement recrutés sur les sites
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inflammatoires. Ils ont une capacité accrue de phagocytose et de production de cytokines pro-
inflammatoires, comme le TNF-a et I'IL-1 et d’especes réactives de I’oxygene et sont
fortement impliqués dans la lutte antimicrobienne¢®-*7°, Ils migrent préférentiellement dans la
cavité¢ péritonéale apres induction d’une inflammation locale par le thioglycollate, et sont
rapidement recrutés dans le cceur aprés un infarctus du myocarde, ou ils participent a la
phagocytose des débris apoptotiques et a I’inflammation locale, en produisant des protéases et
des cytokines pro-inflammatoires¢%-371:372,

Comme leurs homologues chez I’homme, les monocytes non-classiques Ly6C'®~ sont décrits
comme des patrouilleurs des vaisseaux en conditions physiologiques, ils sont en interaction
permanente avec I’endothélium au repos et assurent son intégrité, par un mécanisme de rolling
dépendant de LFA-1 et infiltrent les tissus non-inflammatoires, comme la rate, les poumons ou
le foie*°373, En conditions inflammatoires, ils sont recrutés plus tard que les monocytes
classiques, et favorisent la réparation tissulaire, I’angiogencse et le dépot de composants de la
MEC3"!,

Chez la souris, une population intermédiaire est également observée a I’interface entre les
monocytes classiques et non classiques, mais cette population n’a jusqu’a présent pas été

fonctionnellement caractérisée’4.

c) Développement des monocytes et trafic en conditions homéostatiques

L’hématopoiese au niveau de la moelle osseuse est classiquement décrite comme un
processus hautement hiérarchis€, prenant son origine a partir de progéniteurs communs
multipotents, les cellules souches hématopoiétiques (Hematopoietic Stem Cell, HSC). Les
HSCs vont, en se différenciant, générer d’autres précurseurs qui vont progressivement et
successivement s’engager vers une lignée cellulaire spécifique via 1’activation d’un profil
d’expression génique qui lui est propre. Les monocytes dérivent successivement du progéniteur
commun myé¢loide (Common Mpyeloid Progenitor, CMP), du progéniteur commun aux
granulocytes et aux monocytes/macrophages (Granulocyte-Monocyte Progenitor, GMP), du
progéniteur commun aux monocytes et cellules dendritiques (MDP), et enfin du précurseur
unipotent des monocytes, le Common Monocyte Progenitor (cMoP). Cependant, on sait
aujourd’hui que cette représentation hiérarchique de I’hématopoicse est plus complexe. L’¢re
de la cytométrie de flux et I’émergence de 1’analyse transcriptionnelle sur cellule unique ont

apporté de nombreuses informations sur 1’expression de marqueurs partagés par les populations

de la moelle osseuse. Ces techniques offrent aujourd’hui un schéma plus complexe de
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I’hématopoiese, avec des populations de progéniteurs multipotents hétérogeénes, qui seraient
pour certains déja partiellement engagés dans une lignée cellulaire [Figure 12]. Par exemple,
une nouvelle population de monocytes, appelée SatM, identifiée récemment, dériverait
directement du GMP, pourrait avoir un équivalent chez I’homme et jouerait un réle important

dans la fibrose”>.

L’engagement vers la lignée myéloide est associé a un certain nombre de facteurs de

transcription et de croissance hématopoiétique, incluant PU.1, CSF-1, IRF8, GATA2 et KLF4,

la délétion de ces facteurs entrainant une diminution du nombre de monocytes circulants?’6-377.
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Figure 12 : Représentations schématiques classique (A) et contemporaine (B) de ’hématopoiese

(d’apres Guilliams, et al., 2018)

Une fois leur maturation dans la moelle achevée, les monocytes Ly6C" migrent vers le sang
circulant par un mécanisme majoritairement dépendant de CCR2. En effet la déficience en
CCR2, ou en ses ligands, CCL2 et CCL7, entraine une diminution du nombre de monocytes

Ly6C" circulants, qui restent stockés dans la moelle osseuse’”837,

Une fois sortis de la moelle, les monocytes Ly6Ch circulent environ 24h au cours desquelles
ils peuvent étre dirigés vers un tissu périphérique pour se différencier et prendre part au pool
de cellules résidentes®*, soit subir une différenciation progressive en monocytes Ly6C!, par
un mécanisme dépendant des facteurs de transcription C/EBPP et NR4A1 (ou NUR77)*%. La

repopulation du sang circulant 2 a 4 jours apres traitement par des liposomes de clodronate est
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réalisée presque uniquement par des monocytes Ly6C", alors que les monocytes Ly6C' ne sont
détectés qu’environ 7 jours apres, en méme temps que le retour a I’équilibre entre les deux sous-
types de monocytes*®®. Les monocytes non-classiques Ly6C! ont une durée de vie d’environ

2 et 7 jours chez la souris et chez I’homme respectivement®8!.

Méme si la moelle osseuse est le lieu de prédilection de production des monocytes circulants,
la présence de précurseurs de la lignée monocytaire possédant une forte activité proliférative a
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été observée dans la rate en conditions homéostatiques®*, et en réponse a une lésion

inflammatoire aigiie*®*.

d) Trafic monocytaire dans le contexte de ’AAA : mobilisation et

recrutement dans la paroi aortique

La mobilisation et le recrutement des monocytes en conditions inflammatoires est initié¢e
par I’émission de signaux chimiotactiques, qui vont stimuler la migration cellulaire, déclencher
la sortie des monocytes des organes lymphoides primaires et secondaires, et les diriger vers le
site de la Iésion. Dans le contexte de I’AAA, I’émission de signaux chimiotactiques de
différentes natures peut €tre initiée par 1’exposition chronique de la paroi aortique a certains
facteurs de risque comme le tabagisme ou I’hypertension, les changements hémodynamiques,
le remodelage de la MEC, P’apparition de micro-dissections et 1’inflammation locale. Une
augmentation importante de la production de chimiokines a été rapportée dans les aortes
anévrismales humaines, comparée a des aortes athéromateuses ou saines et dans les modeles
expérimentaux d’AAA?'4?57. Les peptides dérivés de 1’élastine, ou EDPs, sécrétés par les
extraits de tissu anévrismal aortique favorisent le chimiotactisme des monocytes via la liaison
a leur récepteur, I’ Elastin Binding Protein (EBP) in vitro*'3. Plusieurs études montrent que des
acteurs de I’homéostasie matricielle, comme 1’ostéopontine et la thrombospondine 1 pourraient
aussi moduler la mobilisation, I’adhésion et la transmigration des monocytes, et que leur
déficience limite [’infiltration des monocytes/macrophages et le développement de

1’AAA384’385.

(1) Cinétique et origine de la mobilisation des monocytes

Le phénomene de monocytose, qui consiste en I’augmentation du pool de monocytes
circulants en réponse a un signal inflammatoire, a été largement observé dans le contexte des
maladies cardiovasculaires chez I’homme et est retrouvé dans les modeles expérimentaux chez

la souris*®-3%7. Plusieurs études rapportent une mobilisation des monocytes des organes
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lymphoides vers la circulation et un recrutement tissulaire en 2 temps. Apres un infarctus du
myocarde chez la souris, une augmentation du pool de monocytes classiques Ly6C™ circulants
et leur recrutement dans le cceur dans les 3 premiers jours participent a la phase inflammatoire
et précédent la mobilisation des monocytes non classiques Ly6C"°, environ 7 jours aprés
I’initiation de la 1ésion, qui contribue a la phase de résolution de I’inflammation et de réparation

tissulaire?!7-37!

. Il a été¢ montré que la rate contribue de fagon majeure a la mobilisation des
monocytes apres un infarctus du myocarde chez la souris, par un mécanisme dépendant de
I’Angll. En effet, la déficience en ATaR ou le traitement par les IECs entrainent un défaut de
sortie des monocytes de la rate et une diminution de 1’accumulation des monocytes dans le
cceur’®388 La rate constitue un réservoir significatif de monocytes Ly6CM et Ly6C', qui
peuvent étre libérés dans la circulation en réponse a un signal inflammatoire, permettant le
recrutement rapide des monocytes dans les tissus. L’Il-1 semble avoir un réle important dans
la régulation de la monopoicse extra médullaire dans la rate apres infarctus du myocarde chez

la souris®®

. Chez I’homme, une étude observationnelle montre que 1’accumulation de
monocytes classiques CD14+ dans le myocarde infarci post-mortem est associée a une
diminution de 39% et de 58% des monocytes classiques CD14+ dans la moelle osseuse et dans
la rate respectivement>*°. Des monocytes classiques Ly6Ch d’origine splénique sont également
retrouvés dans les plaques d’athérosclérose au niveau de ’aorte chez la souris Apoe” sous

régime riche en matiéres grasses®!.

Dans un mode¢le expérimental d’AAA chez la souris, ’augmentation précoce du nombre de
monocytes classiques Ly6C™ dans le sang en réponse a I’Angll est prédictive de la survenue
d’un AAA a 28 jours. Elle est associée a une diminution de leur nombre dans la rate, sans
changement dans la moelle osseuse, et la splénectomie abolit ’augmentation du nombre de
monocytes classiques Ly6C" dans le sang aprés 3 jours, I’accumulation de macrophages dans
’aorte et in fine I’incidence et la sévérité de I’AAA. Comme apres infarctus du myocarde chez
la souris, la déficience en lymphocytes B limite la mobilisation des monocytes et leur
recrutement tissulaire dans le contexte de I’AAA, suggérant le role des lymphocytes B dans la
sortie des monocytes de la rate en réponse a I’AnglI?>'7372. Les monocytes classiques Ly6Ch
prédominent dans le sang et dans la rate et sont retrouvés en quantité importante dans la paroi
anévrismale aortique en réponse a I’Angll. La déficience en MydS88, une protéine adaptatrice
nécessaire a la signalisation TLR, abolit cette redistribution des sous-types monocytaires en
faveur des monocytes classiques Ly6CM et protége contre le développement de P AAA!”. Dans

un modele d’hypertension et de remodelage vasculaire induit par une forte dose d’ Angll chez
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la souris C57BL/6J normocholestérolémique, une augmentation de I’infiltration des monocytes
classiques Ly6C", mais pas des monocytes non classiques Ly6C! ou des neutrophiles, est
observée dans la paroi aortique a 14 jours**?. Ces données suggérent un rdle critique des
monocytes classiques Ly6C" dans le développement de I’AAA. La limitation de la mobilisation
et du recrutement des monocytes classiques pourrait constituer une piste thérapeutique

intéressante dans le contexte de I’AAA.

(2) Axes chimiokine-chimiokine récepteur

Les chimiokines sont des cytokines chimio-attractantes, classées en chimiokines de type
CC- CXC-, CX3C- et C-, en fonction de la position de leur résidu cystéine N-terminal. Elles
peuvent étre sécrétées par de nombreux types cellulaires en cas de Iésion tissulaire et favorisent
la mobilisation et le recrutement des leucocytes sur le site de la 1ésion, via la fixation a leurs
récepteurs, présents a la surface des leucocytes. Il existe un nombre important de chimiokines
et de récepteurs de chimiokines, exprimés par un large nombre de types cellulaires, qui agissent
bien souvent de concert pour permettre la mobilisation et le recrutement des leucocytes en
conditions inflammatoires. Cependant, certains signaux chimiotactiques médiés par les axes
chimiokines/récepteurs de chimiokines peuvent avoir une action plus spécifique d’un tissu ou

d’un type cellulaire.

L’axe CCL2/CCR2 a souvent été impliqué dans la mobilisation et le recrutement des monocytes
en conditions inflammatoires septiques ou stériles, et particuliecrement des monocytes
classiques Ly6CM, qui expriment fortement le récepteur CCR23713793%93 La production de
CCL2, ou MCP-1 est augmentée dans les tissus anévrismaux chez ’homme par rapport a des
tissus sains, et dans la paroi aortique en réponse a 1’Angll dans des modeles expérimentaux
d’anévrisme chez la souris?>”-**4, La déficience globale et la délétion hématopoiétique de CCR2,
exprim¢ majoritairement par les monocytes, réduisent I’infiltration macrophagique, la
dégradation du réseau élastique et le développement de ’AAA*3%, Dans une étude, des
monocytes CCR2+ marqués transférés dans une souris CCR2- sous Angll sont détectés dans la
paroi aortique, au niveau de 1’aorte thoracique ascendante et de I’aorte abdominale supra-rénale,
deux localisations particulierement susceptibles au développement d’anévrisme en réponse a
I’ AnglI*°¢. L’administration systémique de siRNA dirigés spécifiquement contre CCR2 et qui
s’accumulent in vivo dans la moelle osseuse et la rate limite le remodelage délétere du myocarde
post-infarctus et le développement de 1’athérosclérose en réduisant 1’infiltration tissulaire des

monocytes classiques Ly6C". Cibler la dégradation de transcrits de génes impliqués dans le
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recrutement des monocytes pourrait constituer une stratégie thérapeutique intéressante dans le

contexte de ’AAA3.

L’axe CX3CL1/CX3CRI a été particuliecrement impliqué dans la survie, la mobilisation et le
recrutement des monocytes non classiques Ly6C° dans le contexte des maladies
cardiovasculaires. L’inhibition de CX3CR1 limite I’infiltration de monocytes non classiques
Ly6C'" dans le cceur aprés un infarctus du myocarde chez la souris®’!. CX3CR1 est exprimé
dans la paroi aortique anévrismale chez ’homme et chez la souris, et la déficience en CX3CR1
entraine une protection partielle mais significative contre le développement de I’AAA induit

par I’ Angll et la neutralisation du TGF-p 71217,

CCL5, aussi appelée Regulated on Activation Normal T cell Expressed and Secreted
(RANTES), est une des chimiokines dont ’expression et/ou la sécrétion sont les plus
constamment augmentées dans les tissus anévrismaux humains, comparés a des tissus

214,257

athéromateux ou sains . CCLS exerce un fort pouvoir attractant sur les monocytes humains

in vitro®*8, et son dépot sur la surface luminale de I’endothélium activé favorise I’arrét des
monocytes et facilite leur transmigration®*. In vivo, I’inhibition de la formation de
I’hétérodimere CCLS5-CXCL4 réduit Pinfiltration de monocytes/macrophages dans la paroi
aortique dans le modele d’AAA induit par perfusion d’élastase, sans affecter la mobilisation
vers des organes lymphoides secondaires comme la rate ou les ganglions*®. En revanche, la
déficience en CCRS n’a pas montré d’effet protecteur sur le développement de ’AAA induit

par application de CaCl, dans une autre étude*!.

Le blocage pharmacologique de I’axe CXCL12/CXCR4 inhibe la production de nombreuses
autres chimiokines, comme MCP-1, RANTES, Macrophage inflammatory protein-1o. (MIP-
la) et de cytokines pro-inflammatoires comme I’IL-1p3, le TNF-a et I’IL-6, préserve le réseau
¢lastique de la media, limite Dinfiltration macrophagique et in fine protége contre le

développement de ’AAA chez le rat et la souris*’?,

Plusieurs axes chimiokines-récepteurs de chimiokines ont ainsi €té impliqués et agissent de
facon indépendante ou complémentaire pour promouvoir la mobilisation et le recrutement
séquentiel des différents sous-types de monocytes dans la paroi aortique au cours du

développement et de la progression de ’AAA.
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(3) Recrutement des monocytes : interaction avec 1’endothélium

Le recrutement des monocytes jusque dans la paroi vasculaire s’acheéve par la migration
des cellules du compartiment sanguin vers le compartiment tissulaire au travers de
I’endothélium et suit un processus largement décrit dans la littérature qui se déroule en plusieurs
¢tapes : la capture, le « rolling », I’adhésion ferme et la transmigration. Il fait intervenir des
molécules sollicitées et activées de fagon spécifique a chaque étape, renforcant progressivement
I’interaction adhésive entre les leucocytes et I’endothélium jusqu’a entrainer la transmigration
des premiers dans le tissu [Figure 13]. La cinétique de ce processus peut néanmoins intégrer
quelques variations selon la localisation tissulaire ou la nature du vaisseau et des leucocytes

impliqués.
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ligands coupled p2 B2 B2 podosomes
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Endothelial Selectins Chemokines ICAM-1,2  ICAM-1 ICAM-1 PECAM-1 SNARE
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enriched JAMs membrane
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Figure 13 : Les différentes étapes et molécules impliquées dans les interactions leucocytes-endothélium

menant a la transmigration (d’aprés Halbwachs et al., 201243)

Les différentes étapes du recrutement leucocytaire sont médiées par 1’expression de molécules
d’adhésion a la membrane des leucocytes et des cellules endothéliales. Il existe 3 grandes
familles de molécules d’adhésion, les sélectines, la superfamille des immunoglobulines et les
intégrines, et leur expression a la membrane leucocytaire ou endothéliale peut €tre constitutive

ou induite en conditions pathologiques par des facteurs hémodynamiques ou inflammatoires***

(a) La capture et le rolling - Les sélectines
Les sélectines sont spécialisées dans la capture des leucocytes circulants et le rolling sur

I’endothélium et jouent un role important dans I’inflammation vasculaire*®®

La P-sélectine (CD62P) est contenue de fagon constitutive dans les granules o des plaquettes
et dans les corps de Weibel-Palade des cellules endothéliales, elle est adressée a la membrane

en quelques minutes en cas d’activation cellulaire. L’inhibition de la P-sélectine diminue
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I’adhésion et le rolling des monocytes sur I’endothélium artériel et les veinules post-capillaires
in vitro, et la déficience génétique en P-sélectine in vivo affecte les étapes précoces de la
formation des plaques d’athérosclérose, limite I’infiltration des macrophages dans les 1ésions

et retarde le développement de la maladie chez la souris Apoe”406407,

La E-sélectine (CD62E) est exprimée par 1’endothélium, mais son expression n’est pas
constitutive, elle est induite par des signaux inflammatoires comme le TNF-a ou I’'IL-1, elle
est uniquement régulée de facon transcriptionnelle. D’apres plusieurs études fonctionnelles in
vivo, la déficience en E-sé€lectine ne semble pas avoir un role essentiel sur le recrutement

tissulaire des leucocytes en conditions inflammatoires*’8,

La L-sélectine (CD62L) est exprimée a la surface des leucocytes. La L-sélectine a été
initialement décrite pour son rdle dans le « homing » des lymphocytes dans les ganglions
lymphatiques, et a ensuite été largement impliquée dans la migration et le rolling des leucocytes
sur I’endothélium en conditions inflammatoires aigiies ou chroniques, septiques ou stériles. La
déficience en L-sélectine réduit de 58% et 75% la migration des neutrophiles et des monocytes
respectivement dans le péritoine apres injection intrapéritonéale de thioglycollate, et améliore
fortement la survie dans un modéle expérimental de choc septique induit par le
lipopolysaccharide (LPS) chez la souris*”. La déficience en L-sélectine limite I’infiltration des
monocytes/macrophages dans la paroi anévrismale et réduit le développement de ’AAA induit

par perfusion d’élastase chez le rat et la souris*!°.

Plusieurs études suggerent que la L-sélectine pourrait également agir en tant que molécule de
signalisation. Son engagement a la surface des leucocytes provoque I’activation cellulaire,

favorise la réponse au chimiotactisme des leucocytes*!!

, et les étapes suivantes du processus de
transmigration. En effet, I’activation prolongée de la L-sélectine par I’inhibition de son clivage
a la membrane favorise ’adhésion ferme médiée par LFA-1 et ICAM-14'2. De par son effet
dans I’activation cellulaire, il a été suggéré que la L-sélectine pourrait participer a la régulation

de la réponse inflammatoire.

(b) L’adhésion ferme et la transmigration — les intégrines
L’adhésion ferme et I’émigration sont quant a elles des étapes plutot régulées par la
liaison entre les intégrines exprimées par les leucocytes et des molécules de la famille des

immunoglobulines, comme ICAM-1 et VCAM-1, exprimées par 1I’endothélium. Les intégrines
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peuvent aussi fortement interagir avec des composants de la MEC. La liaison des intégrines
leucocytaires a leurs ligands, favorisée par 1’action activatrice des chimiokines, va ralentir le
phénomene de rolling initi€ par les sélectines, et permettre 1’arrét du leucocyte sur la paroi

vasculaire, et donc favoriser sa transmigration*!3.

Parmi les intégrines, les hétérodimeres CD18/CD11, comme LFA-1 et Mac-1, ainsi que very-
late antigen-4 (VLA-4) sont exprimés par tous les types de leucocytes, et ont été impliquées
dans le recrutement dans le contexte des maladies cardiovasculaires*!#. La déplétion de CD18
par I’administration d’un anticorps monoclonal diminue 1’incidence et la sévérit¢ de I’AAA
chez le rat dans modele de perfusion d’¢€lastase, et les monocytes circulants de patients
présentant un AAA ont une expression plus importante de LFA-1 et Mac-1 et une meilleure
capacité d’adhésion sur une monocouche de cellules endothéliales in vitro que les monocytes

de patients controles?!>413,

Le mécanisme d’adhésion et de transmigration a €té largement décrit dans les veinules post-
capillaires, ou la faible vitesse du sanguin favorise les interactions entre les monocytes et
I’endothélium. Cependant, le développement de la microscopie intra vitale, qui permet de
visualiser en temps réel les interactions leucocyte-endothélium, a montré que ce processus peut
¢galement se produire dans des vaisseaux de calibres plus importants. En effet, I’exposition a
des médiateurs pro-inflammatoires comme le TNF-o, L’IL-1 ou les LDL oxydés induit le

rolling des leucocytes dans les artéres et artérioles*!®4!7,

L’administration systémique
d’Angiotensine II chez le rat entraine une augmentation de 1’adhésion et de la transmigration
des neutrophiles au niveau des veinules post-capillaires et des monocytes au niveau des
artérioles, suggérant des mécanismes d’adhésion dépendant de la localisation vasculaire et des

types cellulaires impliqués'>'.
e) Les macrophages

(1) Origine des macrophages dans la paroi aortique

On sait aujourd’hui que I’origine des macrophages tissulaires ne se limite pas au
recrutement continu de monocytes dérivés de moelle jusque dans le tissu. En effet, I’existence
de macrophages résidents, qui dérivent de précurseurs ayant migré dans les tissus durant la
période embryonnaire ou feetale, a été mise en évidence dans la paroi artérielle. Ces cellules

possedent une capacité d’auto-renouvelement pendant la vie adulte, de facon indépendante des
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progéniteurs de la moelle osseuse*!®, mais la contribution de ces cellules résidentes dans la

physiopathologie de I’AAA n’a pas été clairement ¢établie.

L’ensemble des données cliniques et expérimentales tend en faveur d’un role majeur des
macrophages dérivés de monocytes dans la pathogenese de I’AAA. Une fois entrés dans la paroi
vasculaire, les monocytes sont exposés a un changement d’environnement important, qui va
entrainer des modifications structurelles, phénotypiques et fonctionnelles, et dans la majorité
des cas favoriser leur différenciation en macrophages tissulaires, méme s’il a été suggéré que
les monocytes classiques Ly6CM peuvent rester dans leur état de monocytes et participer a la
formation d’un réservoir tissulaire local®®?.

Les macrophages sont caractérisés par une capacité de phagocytose et de dégradation des
produits phagocytés importante et une modeste capacit¢ de présentation antigénique. Ils
produisent une quantit¢ importante de cytokines quand ils sont activés, posseédent une faible

capacité migratoire et jouent un role majeur dans la clairance des débris apoptotiques*! 429,

Récemment, une ¢tude a mis en évidence la différenciation d’une population spécifique de
monocytes Ly6C" en macrophages NOS2*, suggérant que I’hétérogénéité des monocytes peut
donner naissance a des sous-types différents de macrophages tissulaires*?!. Le
microenvironnement cellulaire peut déterminer des programmes de transcription spécifiques et
in fine les propriétés fonctionnelles des macrophages, et un changement de ce

microenvironnement est capable de réverser I’acquisition d’un phénotype particulier*??.

(2) Heétérogénéité phénotypique des macrophages dans la paroi

anévrismale

La différentiation des monocytes en macrophages et le phénotype des macrophages lui-
méme est extrémement sensible a I’environnement cytokinique. En effet, deux grandes voies
d’activation des macrophages dépendantes des cytokines ont été décrites, et génerent des sous-

types cellulaires de macrophages aux profils sécrétoires et aux fonctions différents*>>,

Les macrophages activés par la voie classique, ou M1, sont générés par la stimulation des
cytokines de type Thl, comme I’IFN-y et le TNF-a, des produits microbiens comme le LPS,
ou encore des facteurs de croissance comme le Granulocyte-macrophage colony-stimulating
factor (GM-CSF) ou le Macrophage colony-stimulating factor (M-CSF), ils produisent des
cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-6, IL-1f3, IL-12, IL-23, NOS2) et de faibles niveaux
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d’IL-10, des protéases, des especes réactives de I’oxygene et ont une forte activité phagocytique

et cytotoxique*?*423.

Les macrophages activés par les voies alternatives, ou M2, sont générés en réponse a 1’[L-4,
I’IL-13 et I’IL-10. Ils produisent moins de cytokines pro-inflammatoires mais produisent de
I’IL-10 et du TGF-B, ont des fonctions régulatrices, une capacité de présentation antigénique
accrue, favorisent 1’angiogenése et jouent un role important dans la résolution de
I’inflammation et la réparation tissulaire*?**?’, Les macrophages de type M2 sont généralement
caractérisés par une augmentation d’expression du récepteur au mannose (CD206), de
’arginase-1 (Argl) et du CMH de classe 11?8,

Cependant, cette classification est principalement fondée sur I’expression de marqueurs et des
caractéristiques fonctionnelles observées in vitro, en réponse a 1I’exposition a des facteurs de
stimulation contrdlés. En effet, il existerait une plus grande diversité de phénotypes au sein de
la population macrophagique dans la paroi aortique inflammatoire in vivo, dans le cas de
9

’athérosclérose ou de ’AAA, ou I’environnement cytokinique est bien plus complexe*?

[Figure 14].
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Figure 14 : Hétérogénéité phénotypique des macrophages dans la plaque d’athérosclérose (d’apres

Chinetti-Gbaguidi ef al., 2015*%)

Chez I’homme, I’analyse de la composition cellulaire de I’aorte aortique anévrismale par
cytométrie de flux révele une prédominance des macrophages de type M2 sur les macrophages

de type M1. Une deuxiéme étude confirme ces données, mais montre que les macrophages de
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type M2 sont plutdt localisés au niveau du thrombus intra-luminal, alors que les macrophages
de type M1 sont retrouvés au sein de la paroi anévrismale?'>#°, Ces deux études confirment
qu’il existe une certaine diversité de phénotypes au sein de la population macrophagique au
cours du développement de ’AAA, et les données expérimentales suggerent qu’il pourrait

exister une évolution de ce profil phénotypique au cours du temps.

Dans un modéle d’AAA induit par infusion continue d’Angll chez la souris Apoe”, il est
rapporté apres 7-10 jours et jusqu’a 28 jours une augmentation du ratio M1/M2 dans la paroi

anévrismale par rapport a celui du groupe controle®!

. L’analyse transcriptomique montre
qu’apres 14 jours d’infusion d’Angll, le profil d’expression génique dans la paroi aortique
évolue, et que I’expression des genes de I’inflammation est réduite, au profit de I’expression de
génes impliqués dans la réparation tissulaire et la fibrose**?. Enfin, dans un modéle d’évolution
tardive d’anévrisme, ou I’Angll est infusée pendant 56 jours, un plus grand nombre de
macrophages exprimant le CD206, considéré comme un marqueur de type M2, sont retrouveés
dans la paroi, suggérant une évolution du phénotype macrophagique vers un profil plutét M2 a
des stades tardifs de développement?'S.

Comme dans le cas de 1’athérosclérose, il est probable que la diversité phénotypique des
macrophages dans la paroi anévrismale aortique soit plus complexe, et quelques études

commencent a identifier de nouvelles populations de macrophages possédant des fonctions

spécifiques*>.

L’ensemble de ces données suggerent que I’infiltration de monocytes/macrophages lors des
étapes précoces du développement de ’AAA participent a la réponse inflammatoire et sont
responsables d’un remodelage délétere de la paroi. Avec le temps, la modification des
conditions hémodynamiques, de I’environnement cytokinique, 1’apparition de thrombus et de
microdissections peuvent entrainer une modulation du phénotype des macrophages vers
I’acquisition de fonctions plutot réparatrices, dans le but de préserver I’intégrité vasculaire. Ces
données soulignent néanmoins I’implication de différents sous-types de macrophages dans
I’évolution de la pathologie anévrismale aortique, et suggerent que la modulation du phénotype

macrophagique pourrait constituer une piste a étudier dans le traitement préventif de I’ AAA.
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F. TREM-1, un puissant régulateur de la réponse immune innée

1.Généralités

Triggering Receptor Expressed on Myeloid Cells-1 (TREM-1) est un récepteur
membranaire de la superfamille des Immunoglobulines identifié en 2000 par Bouchon, exprimé
a la surface des granulocytes neutrophiles et des monocytes. TREM-1 est le premier membre
décrit de la famille des TREM, qui comprend ¢également TREM-2 et Trem-Like Transcript-1
(TLT-1), dont le gene est situé sur le chromosome 6 (cluster 6p21.1) chez ’homme et sur le
chromosome 17 chez la souris**43¢, Les génes murins Trem-1 et Trem-2 sont orthologues des
génes TREM-1 et TREM-2 humains respectivement®*®. TREM-1 est une glycoprotéine de
30kDa, formée d’un domaine extracellulaire immunoglobuline de type V, d’un domaine
transmembranaire et d’une courte queue cytoplasmique, dépourvue de motifs de signalisation
intracellulaire. L’engagement de TREM-1 entraine la production de cytokines et de
chimiokines pro-inflammatoires, principalement au cours d’une action synergique avec des
récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires (PRRs, Pattern recognition receptors),
comme les TLRs et les (NOD)-like Receptors (NLRs), a la suite de leur stimulation par des
ligands exogeénes, les Pathogen-associated recognition patterns (PAMPs) dans un contexte
d’infection, ou par des ligands endogenes, les Damage-associated recognition patterns
(DAMPs), libérés dans le cas d’une Iésion tissulaire interne, ce qui fait de TREM-1 un puissant
acteur de la réponse immune innée. Plus récemment, des études ont montré que plusieurs autres
types cellulaires peuvent exprimer TREM-1, de fagon constitutive ou transitoire apres
stimulation, mais de fagon moins importante que sur les cellules de la lignée my¢loide. En effet,
TREM-1 est exprimé par de nombreuses sous-populations de macrophages, les cellules
épithéliales bronchiques, cornéennes ou gastriques, par les cellules endothéliales hépatiques et

vasculaires ou encore par les cellules musculaires lisses* 744!,

TREM-2 est exprimé par de nombreuses variétés de macrophages tissulaires et par les cellules
dendritiques***. 1l est impliqué dans la formation des ostéoclastes et dans la fonction cellulaire

de la microglie*>443

. La délétion génétique de TREM-2 chez des macrophages murins dérivés
de la moelle osseuse augmente leur production de cytokines pro-inflammatoires comme le
TNF-a et I’IL-6 en réponse a différent stimuli des voies TLRs, suggérant que, contrairement a

TREM-1, TREM-2 aurait un effet régulateur négatif sur la réponse inflammatoire***,
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TLT-1 est exprimé par les plaquettes, séquestré dans les granules intracellulaires des
mégacaryocytes et les granules o des plaquettes circulantes a I’état de base, et rapidement
transloqué a la membrane apres stimulation, favorisant 1’agrégation plaquettaire. Contrairement
a la plupart des autres membres de la famille TREM, il ne s’associe pas avec DAP12 mais

posséde une queue cytoplasmique plus importante, avec deux domaines ITIM potentiels*.

Les membres de la famille TREM sont décrits dans la littérature comme étant des modulateurs
de la réponse inflammatoire, permettant 1’adaptation de la cellule a la modification de son
environnement, et la réponse tissulaire a une agression exogene ou endogene avec pour chef de

file TREM-1 qui reste aujourd’hui le plus largement étudié.

2.Activation et amplification de la réponse immune innée

a) Engagement de TREM-1 et synergie avec la signalisation TLR

TREM-1 n’ayant pas de domaine de signalisation intracellulaire propre, son engagement
nécessite 1’association avec la protéine adaptatrice transmembranaire DAP12 (DNAX-
activating protein of 12kDa). Cette interaction va permettre la phosphorylation des résidus
tyrosine contenus dans les motifs Immuno-tyrosin activation motif ITAM) de DAP12, qui
constituent un site d’amarrage pour la protéine kinase Syk. La phosphorylation de Syk va
entrainer le recrutement des molécules de signalisation intracellulaire Phosphatidylinositol-3
kinase (PI3K) et Phospholipase C-y (PLC-y) et aboutir, via une cascade de phosphorylation
impliquant les kinases Akt, JAK/STAT et ERK1/2, a I’activation de facteurs de transcription
comme NF-kB, AP1, c-Fos, c-Jun et entrainer une mobilisation du calcium intracellulaire, un
réarrangement du cytosquelette et finalement 1’activation cellulaire et la production de
cytokines (IL-1, IL-6, IL-8, IL-12p40, TNF-a,, GM-CSF) et de chimiokines (MCP-1, MCP-3,
MIP-10)*33#4¢, La stimulation d¢ TREM-1 entraine également I’augmentation de 1I’expression
de molécules d’adhésion impliquées dans 1’extravasation des neutrophiles et des monocytes
telles que CDl11c, CD11b/CD18 (Mac-1) et de molécules de co-stimulation comme CDA40,
CD86 et CD54 (ICAM-1)*4,

L’engagement et I’activation de la voie TREM-1 se trouvent au cceur d’un processus de
signalisation complexe, faisant intervenir en amont et en aval de sa stimulation propre des
interactions crois€es avec d’autres voies de signalisation, et principalement avec les voies des

TLRs, qui jouent un role particulierement important dans la modulation de la réponse immune

95



innée, et avec lesquelles la voie TREM-1 partage de nombreux acteurs cellulaires communs*4’

[Figure 15].
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Figure 15 : Représentation schématique des interactions entre les voies de signalisation intracellulaires de

TREM-1 et des TLR2 et 4 (D’aprés Arts et al., 201347)

Dans un premier temps, il a été décrit que la liaison des ligands des TLRs a leurs récepteurs,
comme le LPS (ligand de TLR4), I’acide lipoteichoique (ligand de TLR2) ou encore des
bactéries extracellulaires Gram positives ou négatives inactivées par la chaleur, entraine
I’augmentation significative de I’expression membranaire de TREM-144844 précédant son
activation. L’effet le plus important est observé dans le cas de la stimulation avec le LPS,
suggérant une relation étroite entre la voie TLR4 et la voie TREM-1. En effet, il a ensuite été
démontré que I’induction de [I’expression de TREM-1 sur des Bone-marrow-derived
macrophages (BMDM) par le LPS in vitro nécessite la présence de TLR4, cet effet étant
indépendant de MyD88 et médié par la protéine adaptatrice TRIF*°, De plus, il a été décrit que
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le LPS induit la colocalisation de TREM-1 et TLR4 dans les rafts lipidiques GMI1 a la
membrane des neutrophiles, soulignant la possibilité d’une interaction physique entre les deux

récepteurs pour induire une synergie de leurs effets*!

. Une ¢tude récente montre que 1’état
d’activation de la voie TREM-1 est dépendant du degré de multimérisation du récepteur a la
surface des neutrophiles et des monocytes humains in vitro. La stimulation par le LPS entraine
I’activation de la voie TREM-1 sur les monocytes en 2 temps, elle induit d’abord une
augmentation de 1’expression de TREM-1 a la membrane, puis le « clustering» et la

dimérisation du récepteur permet ensuite ’activation cellulaire*>

. Un autre argument en faveur
d’une interaction croisée entre les voies TREM-1 et TLR4 est I’existence d’effecteurs communs
entre ces deux voies de signalisation. En effet, la stimulation de monocytes humains in vitro
par le LPS ou par ’anticorps agoniste de TREM-1 entraine une forte activation des sous-unités
P50 et p65 de NF-xB, avec un effet synergique quand ces deux stimulations sont associées*>.
Il a également ét¢ montré que TREM-1 peut entrainer la phosphorylation d’IRAK1, un des
acteurs majeurs de la voie de signalisation de TLR4, et que I’expression de TREM-1 peut étre

requise pour maintenir les niveaux d’expression de base de molécules de signalisation clés de

la voie TLR4#314%4,

Au niveau fonctionnel, de nombreuses études ont montré que I’engagement isolé de TREM-1
induit une modeste activation cellulaire. En effet, la liaison de TREM-1 par un anticorps
agoniste induit une faible sécrétion d’IL-8 et de Myeloperoxidase (MPO) par les neutrophiles,
et d’IL-8, MCP-1, GM-CSF, TNF-a ou d’IL-1p par les monocytes humains in vitro et cet effet
est amplifié par la stimulation par le LPS, soulignant I’importance de la costimulation avec
TLR4 pour Dactivation cellulaire médiée par TREM-1434448449 [ >étude de Dower ef al.
confirme qu’il existe de nombreuses cibles communes a 1’activation des voies TREM-1 et
TLR4, mais qu’un certain nombre de facteurs immuno-inflammatoires sont également modulés
spécifiquement par la voie TREM-1, de fagon indépendante de la voie TLR4*3, L’inhibition
de la voie TREM-1 par un peptide inhibiteur a pour conséquence une diminution de la
production de cytokines induites par le LPS, comme TNF-a, IL-1p, MCP-1, IL-8 et IL-
10433454456 D qutres études rapportent 1’existence de connections possibles entre TREM-1 et
d’autres TLRs. En effet, la liaison des ligands de TLR2 augmente I’expression de TREM-1, par
un mécanisme dépendant de Myd88, soulignant I’importance de la nature du stimulus dans les
éveénements cellulaires consécutifs a ’activation de TREM-144940, Une augmentation modeste

de I’expression de TREM-1 et un effet synergique sur la production de TNF-a ont été observés
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apres stimulation de monocytes in vitro par le ligand de TLR3, le Poly(I:C), mais ces données
n’ont pas été reproduites avec succes, laissant planer le doute sur I’interaction TREM-
1/TLR3*¥?. Des interactions avec les voies TLR5, TLR7/8 et TLR9 ont également été décrites
mais trées peu d’informations sont aujourd’hui disponibles et de futures recherches sont

nécessaires afin de confirmer ’existence d’une coopération entre ces voies*’.

b) TREM-1 et NLRs

Les NLRs sont un autre type de PRRs. Parmi les NLRs, NOD1 et NOD2 sont des
récepteurs cytosoliques capables de reconnaitre des motifs microbiens, principalement les
muropeptides des peptidoglycanes bactériens, mais aussi des motifs moléculaires libérés apres
certains dommages tissulaires stériles, comme dans le cas de la mort cellulaire. Peu de choses
sont connues sur I’interaction entre les voies NLR et la voie TREM-1, mais la stimulation par
un anticorps agoniste de TREM-1 augmente de fagon significative la production de cytokines
pro-inflammatoires comme I’IL-8, le TNF-o ou I'IL-6 induite par la reconnaissance de
peptidoglycanes par NOD1 et NOD2%7438_ Alors que la stimulation par des agonistes des NLRs
n’augmente pas significativement 1’expression de la forme soluble de TREM-1 (sTREM-1), a
I’inverse, la stimulation par I’anticorps agoniste de TREM-1 augmente le niveau d’expression
de base de ’ARNm de NOD2 et augmente la sensibilité de NOD2 a de faibles concentrations
de son ligand. La confirmation de cette interaction nécessite des investigations plus poussées,
mais ces données laissent suggérer que la coopération de la voie TREM-1 n’est pas restreinte

aux seuls TLRs.
c¢) Identification du/des ligand(s) naturel(s) de TREM-1

L’obstacle le plus important & une meilleure compréhension de la biologie du récepteur
TREM-1 est I’identification de ses ligands. La difficulté de cette tache est probablement due a
une affinité faible et une dissociation rapide entre le/les ligand(s) et le récepteur. Plusieurs
candidats ont néanmoins €té proposés, et parmi eux un certain nombre de protéines de la famille
des DAMPs. Haselmayer et al. ont démontré que le ligand de TREM-1 est exprimé par les
plaquettes humaines activées, et qu’il participe a I’activation des neutrophiles en conditions
inflammatoires in vitro*°. La purification de protéines totales de plaquettes a permis de montrer
que I’actine plaquettaire extracellulaire avait la capacité de lier TREM-1 et d’augmenter
activation des neutrophiles et macrophages in vitro par I’activation de la voie TREM-14¢, 11

a été montré que High-mobility group box 1 (HMGB1) et Heat shock protein 70 (HSP70),
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libérées par les cellules nécrotiques de lignées de monocytes humains THP-1 activées et
d’hépatocytes murins pourraient amplifier la production de TNF-a, d’IL-6 et d’IL-8 induite par
I’exposition au LPS de monocytes humains in vitro via I’engagement de TREM-1461462_ De
plus, une seconde étude a mis en évidence une interaction directe entre TREM-1 et HMGB1
par des méthodes d’immunoprécipitation et des « cross-linking assays »*?>. Cependant, il
semblerait qu’ HMGBI1 soit incapable d’activer a lui seul la voie TREM-1 et nécessiterait des
molécules de co-activation?®. Il a également été proposé que Peptidoglycan recognition protein
1 (PGLYRP1), une protéine présente dans les granules des neutrophiles, qui reconnait les
peptidoglycanes bactériens et posseéde des propriétés bactéricides, pourrait constituer un ligand
fonctionnel de TREM-1 dans sa forme multimérisée. Encore une fois il est intéressant de noter
que la stimulation par PGLYRP1 soluble seul n’est pas suffisante pour induire I’activation de
TREM-1, qui nécessite le cross-linking avec un peptidoglycane pour entrainer une activation
efficace de la voie TREM-1464,

Il semblerait que TREM-1 ait plusieurs ligands putatifs, qu’ils partageraient avec d’autres
PRRs, et que I’activation de sa voie soit un systéme complexe, dépendant de la nature du
stimulus et du contexte inflammatoire, et faisant intervenir et/ou interagir plusieurs acteurs

cellulaires et protéiques entre eux.
d) La modulation de la voie TREM-1

L’absence de connaissances sur 1’existence d’un ligand spécifique et clairement identifié
de TREM-1 a conduit a I'utilisation de différentes stratégies moléculaires permettant de
stimuler ou d’inhiber la voie TREM-1 au cours d’études fonctionnelles. Pour activer la voie
TREM-1, les auteurs utilisent les propriétés de « cross-linking » d’un anticorps agoniste de
TREM-1 humain ou murin®*#48:433.465 Plysieurs stratégies ont été utilisées dans le but d’inhiber
la voie TREM-1. Dans plusieurs études, une protéine de fusion, constituée de la partie
extracellulaire du récepteur TREM-1 et de la portion Fc d’une Immunoglobuline IgG1 humaine
a été utilisée**®+°, Plus récemment, I’utilisation de peptides inhibiteurs de la voie TREM-1 a
fait son apparition dans la littérature. Le premier, appelé LP17 a été construit a partir d’un
domaine hautement conservé des séquences humaines et murines de Trem-1, codant pour une
portion de la partie extracellulaire du récepteur (LQVTDSGLYRCVIYHPP), qui comprendrait
un résidu tyrosine permettant la dimérisation du peptide, ainsi que le domaine de liaison de
TREM-1 a son ligand. Le LP17 pourrait donc exercer son effet inhibiteur en empéchant la

dimérisation de TREM-1 et donc son activation ou en rentrant en compétition avec son
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ligand*>. Le second, le LR12, a été synthétisé a partir d’un motif trés conservé entre les génes
Trem-1 et Trem-11 (LQEEDAGEYGCM). Le LR12 n’aurait pas d’interaction avec le récepteur
TREM-1 et donc pas un effet d’inhibition directe mais aurait une activité « leurre » pour le
ligand de TREM-1, empéchant la liaison de ce ligand sur le récepteur membranaire, et inhibant

donc la boucle d’amplification de la voie TREM-146¢,
e) Libération d’une forme soluble de TREM-1

L’engagement de TREM-1 entraine la libération d’une forme soluble du récepteur,
appelée STREM-1 (soluble TREM-1), qui fait suite a I’augmentation transitoire de TREM-1
membranaire dans le temps aprés stimulation par le LPS, et accompagne les effets pro-
inflammatoires induits par la stimulation de la voie TREM-143467 sSTREM-1 est constitué de
la partie extracellulaire du récepteur (le domaine Ig-like), qui comprendrait le site de liaison de
TREM-1 a son ligand. Deux hypothéses majeures sur la source de ce STREM-1 cohabitent dans
la littérature. Certains suggerent que le TREM-1 soluble pourrait étre généré par la traduction
d’un variant ’ ARNm de TREM-1 au cours de I’épissage alternatif*6®4%°_ La masse moléculaire
attendue de ce transcrit variant serait de 17,5 kDa, cependant, des western blots réalisés sur
surnageants de culture de monocytes stimulés par le LPS montrent que le STREM-1 aurait en
réalité une masse moléculaire de 27kDa, allant donc a I’encontre de cette 1°™ hypothése. La 2°
hypothese est que le STREM-1 serait le résultat du clivage protéolytique de la partie
extracellulaire du TREM-1 membranaire*3. En effet, le pré-traitement de monocytes en culture
par un inhibiteur spécifique des MMPs, le GM6001, réduit de fagon significative la production
de sSTREM-1 et maintient dans le méme temps une expression membranaire de TREM-1 ¢élevée
aprés stimulation par le LPS. Le clivage du sTREM-1 est considéré comme le reflet de
I’engagement du récepteur, en effet, le taux de STREM-1 a par exemple €té associé€ a I’activité
de la maladie dans la sclérose systémique cutanée et dans la maladie de Behget*’? et est
¢galement augmenté au cours de I'insuffisance rénale, de I'infarctus du myocarde, dans les
maladies inflammatoires de I’intestin, I’arthrite rhumatoide ou encore la goutte, suggérant
’existence d’une activité biologique de ce peptide soluble*’!. Son rdle reste encore a élucider
mais il se pourrait qu’il soit produit pour participer a la régulation négative de la voie TREM-

1, en agissant comme un leurre pour le(s) ligand(s) putatif(s) de TREM-1.
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3.Implication en pathologie

a) TREM-1 et pathologies septiques

Le sepsis est causé par une réponse inflammatoire inappropriée et généralisée en réponse
a une infection, le plus souvent d’origine bactérienne, qui peut avoir pour conséquence la
défaillance d’un ou plusieurs organes, et conduire au décés*’2. Les cellules de I’immunité innée
sont la premicre ligne de défense en cas d’infection, et les monocytes/macrophages et
neutrophiles jouent un role primordial dans les événements conduisant au sepsis. En raison de
son effet amplificateur de la réponse immune innée suite a la stimulation des voies TLRs a la
membrane des monocytes/macrophages et neutrophiles, le réle de TREM-1 a d’abord été

largement étudié dans le cadre du sepsis.

Dans un premier temps, Bouchon a montré que I’expression membranaire de TREM-1 sur des
neutrophiles et monocytes humains in vitro est fortement up-régulée suite a la stimulation par
des bactéries extracellulaires comme Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus, ainsi
que par I’acide lipoteichoique (LTA) et le lipopolysaccharide (LPS). In vivo, I’expression
membranaire de TREM-1 est augmentée sur les granulocytes neutrophiles au sein des Iésions
cutanées causées par Staphylococcus aureus, ainsi que dans les lésions granulomateuses
causées par Bartonella henselae et Aspergillus fumigatus, et dans les prélévements intra-

péritonéaux de patients atteints de choc septique suite a une péritonite bactérienne*43.

Des ¢tudes cliniques ont rapporté des taux ¢€levés de sSTREM-1 dans les fluides des patients
présentant une infection. L’augmentation de TREM-1 dans le lavage bronchio-alvéolaire s’est
révélé étre le critere le plus efficace pour prédire la présence d’une pneumonie bactérienne ou
fongique (98% de sensibilité et 90% de spécificité)*’>. Un taux élevé de STREM-1 dans le
plasma de patients admis en unité de soins intensifs pour suspicion de syndrome de réponse
inflammatoire systémique permet également de discriminer de fagon fiable I’origine
infectieuse. Ces ¢études indiquent que TREM-1 pourrait constituer un outil diagnostic puissant

pour détecter la présence d’une infection*’#.

Dans un modele expérimental d’endotoxinémie induite par le LPS, le taux de sSTREM-1 est
rapidement augmenté dans le sérum des souris septiques et 1’inhibition pharmacologique de
TREM-1 par administration d’une protéine recombinante ou d’un peptide inhibiteur diminue

les concentrations plasmatiques de TNF-a et d’IL1-B ainsi que I’infiltration de neutrophiles et
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de monocytes dans le péritoine et améliore in fine la survie des animaux. A l’inverse,
I’administration d’un anticorps agoniste de TREM-1 augmente la mortalit¢ de 50% a 100%
apres une injection de la DL50 du LPS. L’effet protecteur de 1’inhibition de la voie TREM-1 a
¢té confirmé dans deux modéles expérimentaux de péritonite microbienne et de sepsis, causés
par injection intrapéritonéale d’Escherichia coli ou par ligature caecale (CLP, Caecal Ligation

and Puncture)*#453

. Ces résultats montrent que 1’inhibition de la voie TREM-1 réduit de fagon
efficace la réponse immune innée au cours du choc septique, sans entraver la capacité de
I’organisme a controler I’infection et a éliminer I’agent pathogene. Cet effet a été confirmé dans
les infections a Leishmania major, Influenza virus ou encore Legionella pneumophila *.
Cependant, certaines études tendent a montrer que 1’effet protecteur de TREM-1 dans le cas
d’infections d’origine bactérienne pourrait dépendre du pathogeéne. En effet, la déficience en

TREM-1 augmente la dissémination de Klebsiella pneumoniae, augmente 1’inflammation

systémique et augmente la mortalité dans un modeéle d’abceés du foie*’®.

La dysfonction endothéliale est un parametre important qui joue un role délétere dans la
physiopathologie du sepsis. Une étude publiée en 2018 décrit pour la premicre fois que
I’expression de TREM-1 est inductible sur les cellules endothéliales microvasculaires
pulmonaires (HPMEC) stimulées par le LPS in vitro, et au niveau des arteres (aorte et artere
mésentérique) dans un modele de choc septique induit par ligature caecale in vivo. Dans ce
dernier modele expérimental de choc septique, I’inhibition génétique de Trem-1 spécifiquement
dans les cellules endothéliales est associée a une modulation du trafficking leucocytaire, a une
diminution du taux systémique de certains facteurs pro-inflammatoires et in fine améliore la
survie, ¢rigeant TREM-1 endothélial comme un acteur potentiel de la physiopathologie du
sepsis*,

Toutes ces données suggerent que TREM-1 est impliqué dans les éveénements précoces
responsables de I’amplification de la réponse inflammatoire apres infection microbienne et que
sa modulation pourrait avoir des conséquences thérapeutiques prometteuses sur I’évolution de
la maladie septique chez ’homme. D’ailleurs, le peptide LR12 est actuellement testé dans le
cadre d’un essai clinique thérapeutique de phase 2 pour son application dans le choc septique

(www.clinicaltrials.gov, NCT03158948).
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b) Implication dans de nombreuses pathologies inflammatoires stériles

Bien que TREM-1 ait été initialement ¢étudié dans les pathologies inflammatoires
d’origine infectieuse, de récentes études ont mis en lumiere I’importance de sa contribution

dans de nombreuses pathologies inflammatoires stériles, aigiies ou chroniques.

En effet, ’expression de TREM-1 est augmentée a la surface des granulocytes neutrophiles et
des monocytes/macrophages dans des modeles expérimentaux d’ischémie-reperfusion rénale et
d’infarctus du myocarde*%>4”7. Le taux de STREM-1 a été corrélé a la sévérité de la pancréatite
aigué chez la souris, et I’inhibition de TREM-1 par un peptide inhibiteur protége contre les
conséquences de la maladie, en diminuant les taux d’aspartate aminotrasférase (ASAT)*847%,
Chez I’homme, des taux de sTREM-1 plus ¢levés sont retrouvés chez les patients non-
survivants par rapport aux survivants, suggérant que le dosage du sSTREM-1 pourrait étre utilisé
comme parametre prédictif de la défaillance d’organe dans le contexte de la pancréatite
aigiie®%*! Dans un modéle expérimental d’ischémie intestinale, Gibot ef al. ont montré que
I’inhibition pharmacologique de TREM-1 entraine une diminution du recrutement et de
I’activation leucocytaire, et donc de la réaction systémique locale, limitant les lésions

intestinales et améliorant la survie*?2.

Boufenzer et al. ont étudié le role de TREM-1 au cours de I’infarctus du myocarde et ont montré
que l’invalidation génétique et 1’inhibition pharmacologique de TREM-1 par le peptide
inhibiteur LR12 réduisent la production de cytokines pro-inflammatoires (TNF-a et I[L-6) et de
métalloprotéinase (MMP-9) dans le cceur, diminuent la fibrose ainsi que la taille de la zone
infarcie et finalement améliorent la fonction cardiaque chez la souris. Une des caractéristiques
déterminantes de la résolution de la Iésion apreés un infarctus du myocarde est la balance
sensible qui existe entre le type et la quantité de leucocytes recrutés au site de la Iésion. Dans
cette étude, les auteurs montrent que I’inhibition de TREM-1 limite la mobilisation, le
recrutement et l’activation des leucocytes dans le myocarde infarci, principalement les
neutrophiles et les monocytes classiques Ly6CM. Ils ont également confirmé I’effet de
I’inhibition de TREM-1 par le LR12 dans un mod¢le d’ischémie cardiaque chez le rat. Enfin,
dans la cohorte FAST-MI, les patients dont le taux de sTREM-1 plasmatique est €levé a
I’admission apres un infarctus du myocarde ont un sur-risque indépendant de mortalité a 2

ans*0’,
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Il semble que TREM-1 joue un ro6le particulicrement important dans [’exacerbation
d’événements inflammatoires aigus, et que 1’activation de sa voie de signalisation, associée au
clivage du sTREM-1, puisse étre un outil diagnostique important intimement associ¢ a ces
évenements aigus. Mais des études plus récentes et de plus en plus nombreuses montrent que
la voie TREM-1 est également impliquée dans le développement et la perpétuation de

pathologies inflammatoires chroniques.

En effet, il a ét¢ montré que TREM-1 joue un réle important dans la physiopathologie des
maladies inflammatoires de 1’intestin, comme la maladie de Crohn et la colite ulcéreuse, ainsi
que dans D’arthrite rhumatoide, ’ulcére gastrique ou encore la goutte®®*#%¢ Au cours du
développement de ces pathologies, I’expression de TREM-1 tissulaire ou le taux de sSTREM-1
dans les fluides biologiques des patients sont associés a une augmentation de la réponse
inflammatoire, a la présence d’un infiltrat leucocytaire et finalement a 1’activité de la maladie.
Dans un modele expérimental de colite chez la souris, I’inhibition de TREM-1 par le peptide
inhibiteur LP17 diminue 1’expression génique de TREM-1, du TNF-a et la sévérit¢ de la
maladie*®®. Dans un modéle expérimental de fibrose hépatique induite par administration
répétée de CCly, TREM-1 exprimé par les cellules de Kiippfer favorise I’accumulation
chronique de cellules myéloides dans le foie, ’activation des cellules stellaires hépatiques, la
production de TGF-B1 et finalement augmente la fibrose hépatique. Les souris déficientes pour
Trem-1 (Trem-1"") présentent une diminution de 1’expression de génes codant pour la synthése
de cytokines et chimiokines pro-inflammatoires, un recrutement moindre des neutrophiles,
monocytes inflammatoires Ly6C! et macrophages dans le foie, et finalement une réduction de
la fibrose hépatique*®’. L inflammation chronique du foie est un des facteurs responsables du
développement du carcinome hépatocellulaire, dans lequel TREM-1 est exprimé par les cellules
cancéreuses hépatiques, et son activation augmente leur capacité de prolifération et d’invasion,
diminue I’apoptose et promeut la production de facteurs pro-inflammatoires, favorisant le
microenvironnement pro-tumoral**®. Le role de TREM-1 a également été étudié dans d’autres
types de cancers. En effet, TREM-1 est exprimé par les monocytes/macrophages des
¢panchements pleuraux malins de patients atteints de cancer bronchique non a petites cellules,
et la co-culture in vitro de ces monocytes exprimant TREM-1 augmente la capacité d’invasion

des cellules cancéreuses*®?:4%,

L’athérosclérose est une maladie inflammatoire chronique affectant le systéme

cardiovasculaire. Elle touche les arteres de gros et moyens calibres, dans lesquels une
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accumulation de lipides dans la paroi entraine la formation de plaques, qui quand elles
deviennent instables, peuvent engendrer des événements ischémiques, comme 1’infarctus du
myocarde, les accidents vasculaires cérébraux ou I’artériopathie oblitérante des membres
inférieurs. L’ immunité innée joue un rodle particulierement important dans le développement et
I’évolution des plaques d’athérosclérose, dans lesquelles un nombre important de monocytes
circulants sont recrutés, se différencient en macrophages puis en cellules spumeuses apres
internalisation des lipides oxydés, et participent activement a la réaction inflammatoire délétére
chronique de la paroi artérielle. La contribution de TREM-1 au développement de
I’athérosclérose expérimentale a été récemment décrite au sein de notre laboratoire. La délétion
génétique de Trem-1, soit totale, soit uniquement dans le compartiment hématopoiétique et
I’inhibition pharmacologique par le LR12 limitent le recrutement des monocytes non classiques
Ly6C'" et la réponse inflammatoire dans le sinus aortique, diminuent la capacité d’endocytose
des lipides oxydés par les macrophages et leur évolution en cellules spumeuses, et finalement
réduisent le développement de 1’athérosclérose chez la souris. En effet, il est décrit que TREM-
1 régule de facon positive I’expression du récepteur de chimiokine CX3CRI1, fortement
impliqué dans la mobilisation des monocytes non classiques Ly6C', ainsi que I’expression
macrophagique du récepteur scavenger CD36, qui contribue a I’endocytose des lipides oxydés

au sein des plaques d’athérosclérose®!

. Une deuxieme ¢étude publiée quelques mois plus tard
confirme D’effet protecteur de la délétion génétique de Trem-I sur le développement de
I’athérosclérose via une diminution de la différenciation des progéniteurs myéloides
hématopoiétiques en monocytes, une réduction de I’infiltration macrophagique et une altération
du métabolisme intracellulaire du cholestérol, notamment par une diminution de 1I’expression
du CD36 macrophagique. Alors que le nombre circulant de monocytes classiques Ly6Ch
augmente chez des animaux Apoe” susceptibles au développement de 1’athérosclérose sous
régime pro-athérogénique, la monocytose est altérée chez les animaux déficients pour Trem-1.
Le régime pro-athérogene augmente 1’expression de TREM-1 membranaire sur les monocytes
circulants et sur les monocytes en cours de différenciation et certains sous-types de

macrophages dans la plaque d’athérosclérose chez la souris et chez I’homme**?

. De plus, la
stimulation de macrophages humains in vitro par des LDL oxydées (oxLDL) augmente de fagon
significative ’expression de TLR4 (et pas de TLR2), ainsi que de TREM-1 au niveau génique
et protéique. Dans la méme étude, le silencing de TREM-1 inhibe la production des cytokines
pro-inflammatoires TNF-a et IL-6 en réduisant la translocation nucléaire de la sous-unité p65

de NK-kB, diminue la phagocytose des lipides et la formation de cellules spumeuses*?3. Chez
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I’homme, des polymorphismes génétiques de TREM-I ont été associés avec le risque de

maladie coronarienne dans une population russe***,

Toutes ces ¢évidences montrent que TREM-1 joue un réle dans la physiopathologie de
nombreuses maladies inflammatoires septiques ou stériles, avec une contribution mécanistique
qui peut étre différente selon la maladie ou le tissu affecté. L’intérét de cibler la voie TREM-1
dans le contexte de ces pathologies est que son inhibition empéche une réaction exagérée, mais
sans entrainer une compléte inhibition de la réponse immune, qui dans de nombreuses

pathologies est nécessaire a la résolution des 1ésions tissulaires.
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II. OBJECTIFS DES TRAVAUX DE THESE

L’anévrisme de I’aorte abdominale (AAA) est une pathologie inflammatoire chronique
de la paroi aortique, caractérisée par une dilatation locale et progressive de I’aorte, qui évolue
de fagon asymptomatique et dont le risque majeur est la rupture. Le développement de ’AAA
est associ¢ a une infiltration massive de cellules inflammatoires dans la paroi, une perte des
cellules musculaires lisses de la media, et un important remodelage des composants de la
matrice extracellulaire. De nombreuses ¢vidences cliniques et expérimentales montrent que les
macrophages, principalement dérivés de monocytes circulants s’accumulent dans la paroi et
participent au développement de I’AAA, en modulant la réponse inflammatoire locale par la
production de protéases et de facteurs inflammatoires. Cependant, les mécanismes impliqués
dans la mobilisation et le recrutement des monocytes dans la paroi anévrismale aortique sont

encore incompletement compris.

TREM-1 est un récepteur de I’immunité innée, exprimé principalement par les polynucléaires
neutrophiles et les monocytes/macrophages. TREM-1 est connu pour son role modulateur de la
réponse immune innée, il amplifie la production de cytokines et de chimiokines pro-
inflammatoires en réponse a la stimulation des TLRs en conditions septiques. Plus récemment,
le role pathogéne de TREM-1 dans la physiopathologie des maladies cardiovasculaires comme
I’athérosclérose ou le remodelage post-ischémique aprés infarctus du myocarde a été décrit,
mais les voies qui régulent son activation dans I’inflammation stérile sont imparfaitement

comprises.

L’objectif de ces travaux de these était d’étudier le role de TREM-1 dans le développement de
I’AAA expérimental, et d’identifier les potentiels signaux inflammatoires responsables de son
activation dans ce contexte. Pour ce faire, nous avons analysé ’effet de la modulation de
TREM-1 dans des modeles « perte- et gain-de-fonction », sur les éveénements systémiques et
locaux associés au développement de I’AAA a différents stades de la maladie dans un mode¢le
d’anévrisme induit par Dinfusion continue d’angiotensine II chez la souris

hypercholestérolémique Apoe™.
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Abstract

Background. The triggering receptor expressed on myeloid cells-1 (TREM-1) has been
involved in the pathophysiology of several cardiovascular diseases. However, its role in
abdominal aortic aneurysm (AAA) remains unknown.

Objectives. To investigate whether Angiotensin (Ang) II modulates TREM-1 activity and to
explore the role of TREM-1 in a mouse model of Angll-induced abdominal aortic aneurysm
(AAA).

Methods and Results. We showed that in vivo Angll infusion stimulated TREM-1 expression
specifically in Ly6Cheh classical monocytes and increased plasma levels of soluble TREM-1
(STREM-1). Angll-induced TREM-1 upregulation was unchanged in T/r4” mice, but was
abolished in Atgalr” mice, as well as in Losartan-treated mice, suggesting that TREM-1
regulation was mediated through Angiotensin II Receptor Type I (ATiR). In an Angll-induced
experimental mouse model of AAA, Trem-1 gene deletion abolished monocyte mobilization
from the spleen, reduced monocyte infiltration in the aorta and decreased aortic mRNA
expression of Ccl2/Ccr2, Ccl5/Ccr5, 1l-10, Tnf-a and Mmp-9. Trem-1 deficiency and TREM-
1 pharmacological blockade limited AAA development and severity. Conversely, antibody-
mediated TREM-1 stimulation exacerbated monocyte infiltration within the aortic wall after
Angll infusion, through CD62L upregulation, and promoted pro-inflammatory signals in the
aorta, resulting in worsening of AAA severity. We also found that circulating levels of sSTREM-
1 were increased in patients with AAA and TREM-1 expression colocalized with macrophages
in human abdominal aortic aneurysms.

Conclusion. Angll induces TREM-1 expression and activation through ATiR stimulation.
TREM-1 is involved in AAA formation by promoting monocyte mobilization from the spleen

and recruitment into the aortic wall, which results in exacerbated vascular inflammation.
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Targeting TREM-1 represents a novel therapeutic approach to prevent AAA formation that

should be tested in the future in humans.

Key words: TREM-1, angiotensin, aneurysm, inflammation, CD62L
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List of abbreviations

AAA, Abdominal Aortic Aneurysm
Ang, Angiotensin

ApoE, Apolipoprotein E

ATR, Angiotensin II Type 1 Receptor
CCL-2, C Chemokine Ligand-2
CCR-2, C Chemokine Receptor-2
CD, Cluster of Differentiation

IL-, Interleukin

LDL, Low Density Lipoprotein
MMP, Metalloprotease

RNA, Ribonucleic Acid

TLR, Toll Like Receptor

TNF-, Tumor Necrosis Factor

sTREM-1, soluble TREM-1

TREM-1, Triggering Receptors Expressed on Myeloid cells-1
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Introduction

Non-syndromic abdominal aortic aneurysm (AAA) is one of the leading causes of
cardiovascular death, particularly in men and women over 60 years of age . Other defined risk
factors associated with the development of AAA include male gender, Caucasian ethnicity, a
positive family history, smoking and atherosclerosis. The mechanisms of AAA formation are
complex; they include elastin degradation, collagen remodeling, smooth muscle cell apoptosis
and infiltration of inflammatory cells. During the first critical steps of experimental AAA
formation, circulating monocytes interact with activated endothelial cells and are recruited into
the aortic wall in a biphasic manner, Ly6-C high classical monocytes (Ly6C") dominating the
acute phase of injury, while Ly6Clow non-classical monocytes (Ly6C!) being prevalent
thereafter '32. Recruitment to the aortic wall partly depends on GM-CSF (4) and
chemokines/chemokine receptors, including CCL2/CCR2, CX3CL1/CX3CR1 and CCL-
5/CCRS axis (5), and adhesion molecules such as Selectins. Monocyte differentiation into
macrophages and activation are necessary steps for the formation of aneurysms, associated with
the local release of inflammatory cytokines (TNF-a, IL-1B) and matrix metalloproteinases
(MMPs), which induce arterial wall destruction and subsequent aorta dilatation and life-
threatening aneurysm rupture. Neutrophils present within the aneurysmal wall and the adjacent
thrombus also contribute to AAA formation and complications (6). However, there is currently
no specific treatment targeting the immuno-inflammatory response in AAA and no anti-
inflammatory medical therapy is available to prevent excessive inflammatory remodeling of the
abdominal aortic wall.

Triggering Receptor Expressed on Myeloid cells-1 (TREM-1) is a member of the
Immunoglobulin superfamily (7, 8) constitutively expressed by neutrophils and
monocytes/macrophages. TREM-1 expression increases in response to lipopolysaccharide or

other sterile pathogen-associated molecular patterns through Toll-like receptors and
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Nucleotide-binding oligomerization domain-receptors (8, 9). Engagement of TREM-1, after
association with the adapter protein DAP12, results in the production of pro-inflammatory
cytokines, including TNF-a and IL-1B, and chemokines, including IL-8, CCL-2 and CCL-7,
along with rapid neutrophil degranulation (10). TREM-1 also regulates myeloid cell migration
to inflammatory sites (8, 11) upon bacterial invasion. The role of TREM-1 has been mainly
investigated in septic shock, but previous studies showed that it also critical in several sterile
inflammation conditions, including atherosclerosis and post-ischemic myocardial remodeling
(12). In a large multicenter cohort of patients with acute coronary syndromes, our group
previously found that plasma levels of soluble TREM-1 were an independent predictor of major
adverse cardiovascular events (12). Interestingly, LR12 peptide, a decoy receptor that strongly
inhibits TREM-1 engagement by competing with its still unknown endogenous ligand, has been
shown to be able to modulate innate immune responses following bacterial aggression in
rodents (13), pigs (14) and primates (15), resulting in attenuation of organ dysfunction and
improved outcome (13, 14). LR-12 treatment also reduces atherosclerosis development and
limits deleterious post-ischemic cardiac remodeling in mice.

Here, we show that Angiotensin II (Angll) increases TREM-1 expression in classical
monocytes through Angll Receptor type I (ATiR) engagement. In an experimental mouse
model of Angll-induced AAA, both Trem-1 gene deletion and pharmacological blockade limit
classical monocyte recruitment into the abdominal aorta and decrease AAA severity.
Conversely, TREM-1 stimulation using a monoclonal anti-TREM-1 agonist antibody
exacerbates monocyte infiltration in the aorta and worsens AAA severity. Our findings identify
TREM-1 as a new actor in the pathophysiology of AAA, paving the way for novel therapeutic

strategies to combat AAA formation.
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Methods

Human samples analysis.

Human samples were obtained from patients with AAA and from organ donors at the University
Hospital of Nice. The study was conducted in conformity with the Declaration of Helsinki and
was approved by the institutional ethics committee (Comité de Protection des Personnes Sud
Méditerranée V, protocol N° 17-030, N°: Collection MCV, N° ID-RCB: 2017-A01019-44 and
N°PFS16-007). All enrolled patients gave informed written consent. This study involves partly
a previously published clinical cohort (16, 17). The diagnosis of AAA was defined as a
dilatation of the abdominal aorta with a diameter > 30 mm and was checked by a vascular
surgeon based on CT-scans. Blood samples were obtained after a peripheral vein puncture after
8 to 12 hours fasting. They were collected in 5 ml BD Vacutainer® tubes coated with EDTA.
Samples were centrifuged at 20°C for 10 minutes at 3 000 x g and aliquots of plasma were
stored at -80°C until analysis. Infrarenal abdominal aortic tissue were harvested from patients
undergoing elective open AAA repair. Healthy abdominal aortic tissue was obtained from
patients in a state of brain death. Tissues were immediately snap frozen in liquid nitrogen and
stored at -80°C.

RNA extraction and analysis

RNA from tissue samples was extracted using Trizol (Life Technologies, France). For
quantitative PCR (qPCR), RNA was reverse transcribed using Quantitec Reverse Transcription
Kit (Qiagen). Reverse transcribed cDNAs were quantified by TB Green® Premix Ex Taq™
(Tli RNase H Plus, TAKARA) based gq-PCR using specific oligonucleotides (see table) on
StepOnePlus Real-Time PCR apparatus (Thermofisher). The relative amount of all mRNAs
was calculated using the comparative AACt method using cyclophilin as housekeeping gene.

The following primer sequences were used:
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TREM-1: Forward 5’-GCC TTG TGC CCA CTC TAT ACC A-3’, Reverse 5°-TGG AGA CAT
CGG CAG TTG AC-3’; CD62L: Forward 5’-TTA CCT CTG CAT GTA CCT TCA TCT G-
3’, Reverse 5’-CAC CCT CCT TAA TCA TTG AGA AAC TT-3’; Cyclophilin A: Forward 5°-
GCA TAC GGG TCC TGG CAT CTT GTC C-3’, Reverse 5°-ATG GTG ATC TTC TTG CTG
GTC TTG C-3".

Soluble TREM-1 levels

TREM-1 plasma concentration was measured using Quantikine® ELISA Human TREM-1
Immunoassay (R&D Systems, catalog number DTRMI10C). The assay was performed
according to the manufacturer’s protocol. TREM-1 was quantified in the plasma of healthy
volunteers or patients with AAA at the University Hospital of Nice (Comité de Protection des
Personnes Sud Méditerranée V, protocol N° 17-030, N°: Collection MCV, N° ID-RCB: 2017-
A0O1019-44 and N° PFS16-007).

Immunofluorescent staining

The specimens were fixed in formalin and embedded in paraffin (FFPE). Double
immunofluorescence was performed as follows. The FFPE sections were first incubated
overnight with a TREM-1 goat polyclonal antibody at 1:50 dilution (18) and revealed with an
anti-goat biotinylated secondary antibody at 1:500 (Vector, Burlingame, CA, USA), followed
by a streptavidin-Alexa Fluor 488 conjugate at 1:500 (ThermoFisher). After rinsing, the
sections were incubated with a second primary monoclonal mouse anti-CD68 antibody at 1:100
(Agilent Technologies, Les Ulis, France) to characterize macrophages. Sections were revealed
by an anti-mouse antibody conjugated to Alexa Fluor 594 at 1:500 (ThermoFisher). Negative

controls were obtained by omitting one of the primary antibodies.
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Animal studies.

All experiments were conducted according to the guidelines formulated by the European
Community for experimental animal use (L358-86/609EEC) and were approved by the Ethical
Committee of INSERM and the French Ministry of Agriculture (agreement A75-15-32).
Apoe”~ Trem-17" mice (Null for both Apoe and Trem-1 genes) have been described previously
(18). AT1aMUT mice, exhibiting a constant activation of angiotensin II receptor type 1A
signaling, were provided by E. Clauser (PARCC, Inserm U970, Paris) (19). Atgrla”- mice have
been previously described (20). T/r4”- mice were a kind gift of S. Akira (Osaka, Japan) and
were provided by F. Péne (Institut Cochin, Inserm U1016, CNRS UMRS8104, Université de

Paris).

Pharmacological treatments

Angiotensin II infusion. Angiotensin II (Sigma-Aldrich) was infused in 8- to 10-week old male
mice via subcutaneous osmotic pumps (Alzet, Charles River) releasing a constant concentration
of 1,000 ng/kg/min for a maximum of 28 days. Maximum abdominal aortic diameters were
assessed by measuring external aortic diameter from images taken at the end of the experiment.
AAA incidence was determined using a threshold (1.38mm) corresponding to a 50% increase
of the mean maximum abdominal aortic diameter of a pool of normal Apoe”” mice.

ATiR and AT:R blockade. C57BL/6J mice (Janvier, France) were injected intraperitoneally
with PBS, ATiaR blocker (Losartan potassium, 40mg/kg/d, Abcam), or AT>R blocker
(PD123,319, 10mg/kg/d, Sigma Aldrich) 3 days before pump implantation and until the end of
the experiment. Blood was harvested just before pump implantation and after 3 days of AnglI
infusion.

Anti-TREM-1 monoclonal antibody. Apoe”” mice were infused with AnglI (1,000 ng/kg/min)
for 3, 7 or 28 days. Animals were blindly randomized to receive a monoclonal anti-TREM-1

agonist antibody (TREM-1 Ab, 0.2 mg/kg/d, clone 174031, R&D-Biotechne) or an IgG isotype
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control antibody (Isotype Ab, 0.2 mg/kg/d, clone 54447, R&D-Biotechne) intraperitoneally
once a day for 3, 7 or 5 days respectively. These experiments were repeated several times in
order to perform different tissue analyses.

Anti-CD62L monoclonal antibody. A functional grade purified anti-mouse CD62L antibody
(CD62L Ab, 0.1 mg/kg/d, clone MEL-14, eBiosciences) was intravenously injected on day 0
and day 1 in mice infused with AnglI and subjected to TREM-1 Ab or Isotype Ab treatment for
3 days (21).

TREM-1 Inhibitory Peptide LR-12. LR12 (LR12, LQEEDAGEYGCM) and LR12-scramble
(Scr, the inactive control peptide containing the same amino acids but in a randomized sequence
order) were chemically synthesized (Pepscan Presto BV, Lelystad, The Netherlands) as COOH
terminally amidated peptides. The correct peptides were obtained with >99% yields and were
homogeneous after preparative purification, as confirmed by mass spectrometry and analytic
reversed-phase high—performance liquid chromatography. These peptides were free of
endotoxin. Animals were blindly randomized to receive 150 pg/mice/d of LR12 or LR12-
scramble peptides intraperitoneally once a day for 7 days. This dose was shown to inhibit

TREM-1 pathway activation in studies on septic shock (14, 15) and acute myocardial infarction
(12).

Characterization of aneurysmal lesions.

The suprarenal region of the abdominal aorta, subjected to AAA development, were harvested
and embedded in both cryostat and paraffin and 7-um thick sections were used for histology
and immunohistochemistry analysis. Sections were stained with Orcein for elastin layers
detection. The mean number of elastin layers was quantified by a researcher blinded to the
experimental protocol (4 measurements/section, 8 sections/mouse). Sections were stained for
macrophages using a rat anti-mouse CD68 primary antibody (clone FA-11, AbD Serotec)

revealed with an anti-rat Cy5 secondary antibody (Jackson Immunoresearch). The percentage
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of cellular area positive for CD68 staining (macrophages) was quantified using Histolab
software (Microvision) and the CD68+ area/total aortic wall area (media+adventitia) ratio was
calculated. TREM-1 immunostaining and colocalization with macrophages were detected using
a polyclonal goat anti-mouse TREM-1 antibody, revealed with an anti-goat Cy5 secondary
antibody (Jackson Immunoresearch), and anti-mouse CD68 revealed with an anti-rat AF188

secondary antibody.

Splenocyte culture and quantitation of cytokine release.

Splenocytes were cultured in RPMI 1640 medium supplemented with Glutamax (ThermoFisher
Scientific), 10% FCS, and antibiotics. For cytokine measurements, 1 million splenocytes were
stimulated with LPS (10 pg/ml), with or without IFN-y (100 Ul/ml) for 24 hours. IL-10, IL-1f3,
IL-6 and TNF-a production in the supernatants was measured using specific ELISAs (R&D

Systems, BD).

Quantitation of plasmatic sSTREM-1 release.

Mouse plasma was obtained by centrifugation of heparinized blood collected from the
retroorbital sinus. Concentration of STREM-1 in mouse plasma was determined using a
commercially available ELISA (DuoSet; R&D Systems), according to the manufacturer’s

instructions.

Fluorescence Molecular Tomography (FMT) Imaging.

Twenty-four hours before sacrifice, Angll-infused animals were anaesthetized with isoflurane
and received intravenously 150 pL of a fluorescent imaging probe MMPsense 680 (NEV
10126, PerkinElmer). The probe is optically silent in its unactivated state and becomes highly
fluorescent following activation by MMPs including MMP-2, -3, -9, and -13. Images were

acquired using a fluorescence molecular imaging system (FMT 2500TM, VisEnMedical).
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Flow cytometry.

Animals were perfused with cold PBS and whole aortas were rapidly cleaned and harvested
under a dissection microscope. Aortas were minced and incubated 30 min at 37°C in an
enzymatic digestion cocktail (Collagenase I (450 U/ml, Sigma Aldrich), Collagenase XI (125
U/ml, Sigma Aldrich), Hyaluronidase (60 U/ml, Sigma Aldrich), DNAse (60 U/ml, Sigma
Aldrich) and Elastase (0.372 U/ml, Sigma Aldrich). Leukocyte suspension was obtained from
spleen after meshing and blood, spleen and aorta extracellular antigens were stained with
fluorescent labeled anti-mouse antibodies (see Tables) for 30 minutes at 4°C. Flow cytometric
acquisitions were done on a BD LSRFortessa (BD Biosciences) and data were analyzed using
FlowJo Software (TreeStar, Inc.). Forward scatter (FSC) and side scatter (SSC) were used to
gate live cells, red blood cells, debris, cell aggregates and doublets being excluded. In the blood
and in the spleen, neutrophils were identified as CDI11b+/Ly6G+ and monocytes as
CD11b+/Ly6G-, Ly6C" or Ly6C'". In the aorta, Ly6C" classical monocytes were identified as

CD45/CD11b"/Ly6G/F4/80"°%-CD64°%/CD11¢-MHCII/Ly6Chigh,

Blood and Spleen

Antigen Fluorochrome |Clone Supplier

B220 AmCyan RA3-6B2 BD Biosciences
CDl11b BV605 M1/70 BD Biosciences
Ly6C FITC AL-21 BD Biosciences
Ly6G PE 1A8 BD Biosciences
TREM-1 APC 174031 R&D

CD62L Pacific Blue |MEL-14 e-Bioscience
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Aorta

Antigen Fluorochrome |Clone Supplier

CD45 AF700 30-F11 BD Biosciences
CDl11b BV605 M1/70 BD Biosciences
Ly6C APC-Cy7 AL-21 BD Biosciences
Ly6G BUV395 1A8 BD Biosciences
CDo64 BV421 X54-5/7.1 Biolegend
F4/80 PE CIL:A3-1 Abcam

CDllc PerCP-Cy5.5 |HL3 BD Biosciences
MHC-II FITC M5/114.115.2 | e-Bioscience
TREM-1 APC 174031 R&D

CD3 PerCP-Cy5.5 |145-2C11 e-Bioscience
B220 BUV496 RA3-6B2 BD Biosciences

Quantitative real-time PCR.

Quantitative real time PCR was performed using a Step-one Plus (Applied Biosystems™).

GAPDH cycle threshold was

CGTCCCGTAGACAAAATGGTGAA-3’;

used to normalize gene expression:

Reverse

Forward 5°-

5’-

GCCGTGAGTGGAGTCATACTGGAACA-3’. The following primer sequences were used:

Trem-1: Forward

TGTGAAATAGACACCGCTGAAGGTCACT-3’;

I-1p:

5’-TGCGGTTGTTTCCTCTCCTGGTCTTG-3’,

Reverse 5’-

Forward 5’-

GAAGAGCCCATCCTCTGTGA-3’; Reverse 5’-GGGTGTGCCGTCTTTCATTA-3’; Tnf-au:

Forward 5’-GATGGGGGGCTTCCAGAACT-3’, Reverse: 5’-CGT GGG CTA CAG GCT

TGT CAC-3°, Mmp-2: Forward 5’-CCGAGA CCGCTATGTCCACTGT-3’, Reverse 5’-

CCGGTCATCATCGTAGTTGGTTGT-3’,

Mmp-9:

Forward 5’-
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CCGTCATTCGCGTGGATAAGGAGT-3’, Reverse 5’-GTAGCCCACGTC CACCTGGTT-

R Ccl2: Forward 5’-CCCCACTCACCTGCTGCTA-3’, Reverse 5’-
TACGGGTCAACTTCACATTCAAA-3’; Ccl3: Forward 5’-
CACTGCCCTTGCTGTTCTTCTCTGT-3, Reverse 5’-
ATCTGCCGGTTTCTCTTAGTCAGGA-3’; Ccl5: Forward 5’-

CCCCCGCACCTGCCTCACCAT-3’, Reverse 5-TTGGCACACACTTGGCGGTTCCTT-

3 Cecr2: Forward 5-AAGAGGGCATTGGATTCACCACAT-3’, Reverse 5’-

ATGCCGTGGATGAACTGAGGTA-3’; Cer5: Forward 5’-
GGTGAGACATCCGTTCCCCCTACAA-3’, Reverse 5’-
CAGGAGCTGAGCCGCAATTTGTTTC-3’; Cdo2l: Forward 5’-
CGCATTCTCGGGGCTGGCATTTCT-3, Reverse 5’-

CTCTAATGTGGGAGATGCCTGCGTGTAA-3’. Relative expression was calculated using
the AACt method. For the microarray gene analysis, total RNAs were retrotranscripted with
RT2 First Strand Kit (SABiosciences, Tebu-bio, Le Perray-en-Yvelines, France) for PCR arrays
(Mouse Innate Immune Profiler PCR Arrays; SABiosciences). All PCRs were performed in a
MyiQ Thermal Cycler and quantified by 1Q5 software (Qiagen). PCR array results were
analyzed using PCR Array Data Analysis Software (SABiosciences) and normalized with 5

house- keeping genes.

Mass cytometry (CYTOF).

Cells from spleen and blood were resuspended at 1 x 107 cells per ml and stained with cisplatin
(5 uM) for 5 minutes at room temperature to assess viability. Cells were washed with PBS plus
0.5% BSA at 500g for 10 min. Surface staining was performed by adding a cocktail of pre-
conjugated and homemade-conjugated antibodies (Table) for 30 min at room temperature and
excess antibodies were removed by washing. Cells were fixed and permeabilized using the

FoxP3 Fixation/Permeabilization kit from Invitrogen according to the manufacturer’s
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instructions. Intracellular staining was performed by adding antibodies for 30 min at room
temperature and excess antibodies were removed by washing. Cells were stained with cell-ID
Intercalator-Ir in fixation and permeabilization solution (Fluidigm protocol). Prior to
acquisition, fixed cells were washed with PBS twice and deionised water twice. Cells were
resuspended at 5 x 10° per ml in 1:10 calibration beads (EQ Four Element Calibration Beads,
Fluidigm), diluted with deionised water and the samples were analyzed with the Helios mass
cytometer (Fluidigm) at a flow rate of 0.030 ml per minute. Mass cytometry data were
normalized using MatLab method.

For data analyzing, live CD45" CD11b* Ly6Chighow cells population was extracted as a new.fcs
file using Flowjo and uploaded on Cytobank platform to run unsupervised analysis using
Spanning-tree Progression Analysis of Density-normalized Events (SPADE) algorithm.
SPADE algorithm generates trees illustrating the relationship between clusters of cells based
on a density-dependent down-sampling followed by agglomerative clustering to prevent rare

cells from being overlooked among the more abundant cellular population.
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Antigen Metal Clone Reference
TCRb 143Nd | H57-597 3143010B
CD69 145Nd  |H1.2F3 3145005B
F4/80 146Nd |BM8 3146008B
CCRS* 147Sm | 645807 MAB6138
CD11b (Mac-1) 148Nd | M1/70 3148003B
CD19 149Sm | 6D5 3149002B
CD25 (IL-2R) 150Nd |3C7 3150002B
Ly-6G I151Eu | 1A8 3151010B
CD3e 152Sm | 145-2C11 3152004B
CD8a 153Eu  |53-6.7 3153012B
GMCSF R 156Gd | 698423 MAB6130
Foxp3 158Gd | FIK-16s 3158003 A
TCRgd 159Tb |GL3 3159012B
CD45R (B220) 160Gd |RA3-6B2 3160012B
Ly-6C 162Dy |HK1.4 3162014B
CD54 (ICAM-1) 163Dy |YN1/1.7.4 3163020B
CDG62L (L-selectin) 164Dy |MEL-14 3164003B
CD161 (NK1.1) 165Ho |PK136 3165018B
CXCR2 167Er  |242216 MAB2164
CD206 (MMR) 169Tm | C068C2 3169021B
TREM-1 170Er 174031 MABI1187
CD44 171Yb  |IM7 3171003B
CD4 172Yb |RM4-5 3172003B
CXCRI1 173Yb | Q810W6 MAB8628
I-A/I-E 174Yb |M5/114.15.2 |3174003B
CCR2 175Lu 475301 MABS55381
CX3CRI1 176Yb | 1H14L7 702321
CDllc 209Bi  |N418 3209005B
CD45 89Y HI30 3089003B

Statistical analysis.

Values are expressed as mean + SEM. Differences between values were examined using the

nonparametric Mann-Whitney, Kruskal-Wallis or Fisher’s tests when appropriate and were

considered significant at P<0.05.
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Results

Angiotensin Il up-regulates TREM-1 expression in Ly6C" Classical monocytes

To investigate the effect of Angll on TREM-1 expression, C57BL/6J male mice were infused
either with PBS or Angll using subcutaneous osmotic pumps and TREM-1 expression was
quantified by flow cytometry in blood and spleen at different time points (Figure 1A). At
baseline, almost all CD11b'Ly6G" neutrophils expressed TREM-1 (Figure 1B & 1D &
Supplemental fig.1), whereas less than 1% of circulating CD11b"Ly6GLy6C" classical
monocytes expressed TREM-1 (Figure 1C). We observed a transient increased expression of
TREM-1 on classical monocytes at day 1 following PBS infusion, likely due to the stress
associated with subcutaneous osmotic pump implantation. Following Angll infusion, TREM-1
expression on circulating classical monocytes significantly increased at day 1 and remained
elevated at day 3 (0.98% 0.12 at baseline versus 12.52 £+ 3.78 % after 3 days of Angll, P<0.05)
(Figure 1C), but did not change on circulating CD11b"Ly6G-Ly6C'"° non-classical monocytes
(Supplemental fig.2). Such an increase of TREM-1 expression on classical monocytes was
also observed in the spleen (Figure 1E & Supplemental fig.3). Soluble TREM-1 (sTREM-1),
shed after receptor stimulation, was barely detectable in the plasma of C57BL/6J mice at
baseline, but its levels significantly increased at day 3 after Angll infusion (Figure 1F). Angll-
induced TREM-1 expression on Ly6C" classical monocytes at day 3, and STREM-1 plasma
levels increased similarly in 774" and Tlr4” treated mice (Figures 1G - 1I).

In order to assess the role of the Angll receptors, ATiR and AT2R, in Angll-mediated TREM-
1 up-regulation, we used several complementary approaches. First, we analyzed TREM-1
expression on myeloid populations in ATiAMUT mice, a genetically-mouse model
characterized by AT1AR overactivation (19). When compared to control littermate, the baseline
proportion of Ly6C! classical monocytes expressing TREM-1 was significantly higher in the

blood of ATia MUT mice (Figure 1J). Next, immunocompetent C57BL/6J animals were
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infused with Angll and treated with PBS, Losartan (an ATR blocker) or PD123,319 (an AT2R
inhibitor) (Figure 1K). At day 3, Angll-induced increase in TREM-1+ classical monocytes in
the blood was abolished in Losartan-treated mice, but not in the PD123,319-treated mice
(Figure 1L). The role of ATiR in Angll-stimulated expression of TREM-1 in classical
monocytes was confirmed in A¢gria deficient mice (Figure 1M). Altogether, these results
strongly suggest that Angll induces TREM-1 expression and activation on classical monocytes

through ATiR engagement.

Angiotensin Il up-regulates TREM-1 expression on Ly6C" classical monocytes in
hypercholesterolemic Apoe” mice

Next, we tested the relevance of our findings in hypercholesterolemic Apoe” mice infused with
Angll, an experimental model of AAA (Figure 2A). As found in normocholesterolemic
C57BL/6] mice, almost all blood CD11b*Ly6G" neutrophils expressed TREM-1 in Apoe” mice
at baseline (Figure 2B), and Angll infusion induced TREM-1 expression on circulating Ly6C"
classical monocytes at day 3 (Figure 2C) and increased plasma levels of sSTREM-1 until day
14 (Figure 2D).

As previously reported by our group (3) and others, Angll infusion in Apoe”” mice promotes
the mobilization of classical monocytes from the spleen to the circulating blood, and ultimately
to the aortic wall. Interestingly, we detected TREM-1 expression in the aorta of Apoe” mice
after Angll infusion at both mRNA (Figure 2E) and protein levels (Figure 2F), but not after
PBS infusion. Using immunofluorescent staining, we showed that TREM-1 co-localized with

CD68-positive macrophages (Figure 2F).

126



Trem-1 deficiency limits AAA development in Angll-infused Apoe”” mice

In order to address the role of TREM-1 in the development of Angll-induced AAA, Apoe™
Trem-1""" and Apoe” Trem-1"- mice under a chow diet were infused with Angll (Figure 2G)
(22). Blood pressure increased following Angll infusion without any significant difference
between groups (Supplemental fig.4). The absence of TREM-1 expression on myeloid cells in
Apoe”Trem-17- mice was confirmed by flow cytometry (Supplemental fig.5). Neutrophil
count increased in the blood following Angll infusion without any difference between groups
(Supplemental fig.6). At day 3, Angll-induced monocytosis was observed in Apoe” Trem-1""*
control mice but was abolished in Trem-1 deficient mice (Figure 2H). The number of classical
monocytes in the spleen was higher in Apoe” Trem-17- mice, as well as the spleen/blood
classical monocyte ratio (Supplemental fig.7 a-b), suggesting impaired monocyte mobilization
from the spleen to the blood in response to Angll infusion in the absence of TREM-1. Next, we
analyzed monocyte infiltration in the abdominal aorta by flow cytometry after enzymatic
digestion. At day 3 after Angll infusion, we found a lower number of Ly6Ch classical
monocytes in the aorta of Angll-infused Apoe” Trem-17- mice (Figure 2I) compared to the
control group, but no difference in infiltrating neutrophil number between groups
(Supplemental fig.8). Inmunostaining corroborates flow cytometry data with a huge decrease
in macrophage content in the aorta of Angll-infused Apoe” Trem-1"- mice compared to AnglI-
infused Apoe” Trem-1"*mice at day 7 (Figure 2J). Given that TREM-1 regulates cytokine
production (23, 24), we next investigated the local immuno-inflammatory response and we
found decreased I1-1b, Tnf-a and Mmp9 mRNA expression in the aorta of Angll-infused Apoe
“Trem-1"- mice compared to Angll-infused control mice (Figure 2K). Furthermore, global
MMP activity (Figure 2L), quantified using ex vivo fluorescence molecular tomography
imaging, was significantly reduced in the aorta of Angll-infused Apoe” Trem-1""mice. In AAA,

the local activation of MMPs with elastinolytic activity, including MMP-9, likely contributed
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to elastin degradation and matrix remodeling. Here, 7Trem-1 deficiency limited elastin
degradation, as assessed by the significantly higher number of elastin layers in the abdominal
aorta of Angll-infused Apoe” Trem-17- mice compared with the aorta of Angll-infused Apoe”
Trem-1""mice at day 7 (3.30£0.20 vs 4.03£0.19, P<0.05) (Figure 2M). Finally, the impact of
Trem-1 deficiency on AAA formation was evaluated 28 days after Angll infusion. Aortic
abdominal diameter was significantly lower in Apoe” Trem-1"- mice, as compared to Apoe”
Trem-1""mice (1.9+0.7 vs 1.240.2, P<0.05) (Figure 2N). AAA incidence, defined as a 50%
increase of aorta diameter, was also significantly reduced in Trem-I deficient animals

(Supplemental fig.9).

TREM-1 stimulation aggravates Angll-dependent AAA development in Apoe” mice

Our results obtained in genetically-modified mice suggest that TREM-1 plays a pathogenic role
in AAA formation. We aimed to confirm the role of TREM-1 in immunocompetent animals
using a complementary “gain-of-function” approach. Angll-infused Apoe” mice were daily
treated with an anti-TREM-1 stimulating antibody (TREM-1 Ab) or an isotype control (Isotype
Ab) for 3 or 7 days, depending on the duration of the experiment (Figure 3A). Blood pressure
following Angll infusion was not different between groups (Supplemental fig.10). TREM-1
stimulation in vivo aggravated the pro-inflammatory systemic state of Angll-infused Apoe”
mice, as shown by enhanced TNF-a and IL-6 production by LPS/IFN-y-stimulated splenocytes
from TREM-1 Ab-treated mice, compared with that from isotype-treated animals (Figure 3B).
Following in vivo stimulation, plasma levels of sSTREM-1 markedly increased (Figure 3C) and
membrane TREM-1 expression on monocytes decreased (Figure 3D), likely due to receptor
shedding (25). At day 3, Ly6C" classical monocyte levels in the blood were not different
between groups (Figure 3E). However, Ly6C" classical monocyte infiltration within the aortic

wall was significantly increased in TREM-1 Ab-treated group compared to isotype-treated mice
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(Figure 3F),without any significant difference in neutrophil and non-classical monocyte
infiltration (Supplemental fig.11).

We next investigated the local vascular immuno-inflammatory response. We found increased
1I-1b and Mmp9 mRNA expression in the aorta of TREM-1 Ab-treated mice (Figure 3G).
Consequently, TREM-1 Ab-mediated stimulation worsened elastin degradation, as assessed by
the significantly lower number of elastin layers in the abdominal aorta of Angll-infused mice
treated with anti-TREM-1 stimulating monoclonal antibody at day 7 (3.8540.03 in Isotype-Ab
group vs 3.4840.09 in TREM-1 Ab group, P<0.05) (Figure 3H). Finally, TREM-1 stimulation
aggravated aortic disease severity at day 28 after Ang Il infusion. Abdominal aorta diameter
was significantly higher in TREM-1 Ab-treated Apoe”" mice, as compared to isotype-treated
Apoe”” mice (2.1£0.7 vs 1.5+0.4, P<0.05) (Figure 3I), and AAA incidence was enhanced

severely (Figure 3J).

TREM-1 regulates CD62L-dependent classical monocyte infiltration in the aorta

In order to understand how TREM-1 engagement regulates classical monocyte trafficking in
experimental AAA, we analyzed chemokine receptor expression on classical monocytes using
mass cytometry one day after Angll infusion. CX3CR1 and CCR2 expression was reduced in
Trem-1 deficient classical monocytes (Figure 4A) in circulating blood, which is consistent with
previous studies showing that TREM-1 regulates chemokine/chemokine receptor activity in
experimental acute myocardial infarction (12). By RT-qPCR, we found a significant reduction
of Ccl5 and Ccr5 mRNA expression in the aorta of Angll-infused Apoe” Trem-17- mice
compared to the aorta of Angll-infused Apoe” Trem-1""" mice (Figure 4B). Conversely,
TREM-1 stimulation led to a significant increase in Cc/2, Ccl3, Ccl5, Ccr2 and Ccr5 mRNA

expression in the aorta of Angll-infused Apoe” (Figure 4C) suggesting that TREM-1
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modulates monocyte trafficking through the regulation of chemokine/chemokine receptor
activity.

We also observed significantly decreased expression of CD62L in circulating classical
monocytes from Apoe” Trem-17- mice, compared to Apoe” Trem-1""mice (Figure 4A & D).
This result was confirmed by flow cytometry (Supplemental fig.12). Cd62] mRNA expression
was also reduced in the aorta of Angll-infused Apoe” Trem-1"" mice (Figure 4E). Conversely,
TREM-1 stimulation increased Cd62/ mRNA expression in the aorta of Angll-infused Apoe™
mice (Figure 4F). To assess whether monocyte CD62L was involved in their recruitment
within the aorta following TREM-1 stimulation, Angll-infused Apoe”” mice receiving either
stimulating TREM-1 Ab or isotype control were treated with an anti-CD62L neutralizing
antibody (Supplemental fig.13). CD62L blockade was confirmed by flow cytometry in the
blood (Figure 4G). Interestingly, CD62L blockade abolished the increase of aortic classical

monocyte infiltration induced by TREM-1 activation following AnglI infusion (Figure 4H).

Pharmacological blockade of TREM-1 reduces AAA formation

To evaluate a novel therapeutic approach in AAA, we used a well validated inhibitor of TREM-
1 activation in rodents and pigs, the dodecapeptide LR12 (12, 14). In a preliminary series of
experiments, we found that LRI2 treatment during 7 days significantly reduced the
inflammatory state in the aorta of Apoe”” mice. Using RNA microarray analysis, we identified
5 genes whose expression was downregulated by more than 3-fold following LR12 treatment.
Interestingly, mRNA expression of Ccl2, Ccl5 and Cd62] was strongly downregulated by LR12
(Figure 5A). To validate our hypothesis that TREM-1 pharmacological blockade might be
protective in AAA, Angll-infused Apoe” mice fed a chow diet were treated with daily
intraperitoneal injections of Scramble or LR-12 peptide and sacrificed at day 7 (Supplemental

fig.14). LR-12 was well tolerated, we did not observe any differences in animal weight (data
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not shown) or in systolic blood pressure (Supplemental fig.15) between Scramble and LR12-
treated mice. TREM-1 pharmacological inhibition led to a significant reduction in macrophage
content in the abdominal aorta (Figure SB). TREM-1 pharmacological inhibition also reduced
elastin layer degradation (3.85+£0.19 in Scr group vs 4.36£0.06 in LR-12 group, P<0.05)
(Figure 5C) and limited AAA severity. Aorta diameter was significantly lower in LR12-treated
Apoe”” mice than in Scramble-treated Apoe”” mice (1.46+0.10 in Scr group vs 1.19+0.08 in

LR12 group, P<0.05) (Figure 5D), and AAA incidence was reduced (Figure SE).

TREM-1 is expressed in the blood and in the aortic wall of patients with AAA

To evaluate the clinical relevance of our results, we assessed TREM-1 expression in human
aortic aneurysms (AAA), compared to normal aortas. By RT-qPCR, we found higher levels of
TREM-I mRNA expression in AAA compared to normal aortas. TREM-1 mRNA expression
was similar in the neck and in the dilated zone of the AAA (Figure 6A). Immunofluorescent
staining showed that TREM-1 was barely detectable in normal aortas (Figure 6B), but was
strongly expressed in abdominal aneurysm, its expression being mostly confined to CD68"
intimal macrophages (Figure 6C and D).

Finally, we quantified sSTREM-1 levels in the plasma of healthy volunteers and AAA patients.
The characteristics of included populations are detailed in supplemental table 1. As expected,
healthy subjects are younger and have less frequent cardiovascular risk factors. We found that

sTREM-1 plasma levels were more than 3-fold higher in patients with AAA (400 = 306 pg/ml)

than in healthy individuals (119 + 86 pg/ml; P<0.001) (Figure 6E).
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Discussion

Here, we found that Angll induced TREM-1 expression on classical monocytes through ATiR
engagement. In an Angll-induced AAA mouse model, we showed that TREM-1 orchestrated
classical monocyte mobilization from the spleen to the blood and modulated monocyte
infiltration into the aortic wall through CD62L upregulation. In humans, sSTREM-1 levels were
increased in the plasma of patients with AAA and TREM-1 was highly expressed within AAA
tissue samples, colocalizing with macrophages.

TREM-1 is constitutively expressed on neutrophils and non-classical (8) monocytes. In our
study, we showed that Angll infusion increased TREM-1 expression specifically on classical
monocytes in the blood and in the spleen. Using genetically-modified mice as «gain- and loss-
of-function” models (AT1a MUT and Atgrla”’ mice, respectively) and pharmacological agents
(ATiR and AT:2R blockers), we found that AT|R receptor engagement was instrumental in
TREM-1 upregulation, whereas AT2R was not involved. Increase in TREM-1 expression on
classical monocytes at day 1 in the PBS-treated group may be due to the stress caused by
surgery and low LPS contamination. However, monocyte TREM-1 expression was no longer
increased at day 3 in control mice, whereas it remained high in Angll-treated group. We ruled
out the possibility that TREM-1 upregulation was mediated by LPS contaminant since no
difference was observed between Angll-treated T/r4"* and Tlr4” mice. Following activation,
membrane bound TREM-1 is shed by metalloproteases and released in the milieu. Plasma
sTREM-1 has been shown to be increased in sepsis (26) and in acute myocardial infarction,
both in mice and human (12). Here, we observed that baseline STREM-1 was barely detected
in the plasma of C57BL/6J and Apoe”” mice, but levels significantly increased following AnglI
infusion and remained elevated for 14 days, suggesting prolonged TREM-1 activation.

Given that the Renin-Angiotensin System has been involved in human AAA pathophysiology

(27)and that AnglI infusion causes aorta dilation and AAA formation in hypercholesterolemic
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mice (28), we investigated whether TREM-1 plays a role in AAA. Previous works from our
group and others have shown that Angll infusion induces mobilization of classical monocytes
from the spleen to the blood and that early monocytosis is mandatory for AAA formation (3).
Interestingly, Trem-1 deficiency abolished Angll-induced early monocytosis, and reduced
AAA incidence and severity. This is in agreement with our previous finding in experimental
acute myocardial ischemia, which is characterized by acute production of endogenous AngllI,
showing that monocytosis occurring after coronary occlusion was prevented in Trem-17" mice,
as well as by TREM-1 pharmacological blockade (12). The mechanisms driving splenic
monocyte mobilization following Angll stimulation are still in debate. We found a decrease in
CCR2 and CX3CR1 expression on classical monocytes at day 1 after Angll infusion in both
spleen and blood of Apoe” Trem-1-- animals, compared to Apoe” Trem-1*"" control mice. It is
unlikely that the preventive effect of Trem-1 deficiency on Angll-induced monocytosis was
due to decreased CCR2 expression, as previous work showed that Angll-induced monocytosis
was not affected by Ccr2 deficiency (29). CCRS and its ligand CCL5 are more attractive
candidates to explain how TREM-1 orchestrates Angll-induced monocyte mobilization.
Mikolajczyk et al. recently reported impaired leukocyte recruitment in the aorta in Ccl5
deficient mice infused by AngllI (30). In addition, pharmacological blockade of CCRS protects
against AAA development (5). In our study, Trem-1 deletion or pharmacological blockade were
associated with a significant reduction in Ccl/5 and Ccr5 mRNA expression in the aortic wall,
while antibody-mediated TREM-1 stimulation significantly increased their expression. These
observations suggest that the CCL5/CCRS axis was likely involved in the pathogenic effects of
TREM-1 in Angll-induced AAA.

CYTOF characterization of classical monocytes at day 1 after Angll infusion revealed a strong
reduction in CD62L expression in Trem-1 deficient cells in the spleen and in the blood.

Decreased Cd62] mRNA expression was also observed in the aorta of Apoe” Trem-17" mice, as
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well as in LR12-treated Apoe” mice. Conversely, antibody-mediated TREM-1 stimulation
increased Cd62] mRNA levels in the aorta, suggesting that TREM-1 regulated Angll-induced
CD62L expression. CD62L, a member of selectin family expressed by leucocytes, which plays
a pivotal role in endothelial adhesion, is involved in AAA pathophysiology, as CD62L-deficient
Sell”-Apoe”” mice have been shown to be protected against AAA development. In our study, we
found that CD62L blockade abolished the early increase in monocyte infiltration induced by
TREM-1 stimulation, suggesting that TREM-1 orchestrated monocyte adhesion through the
regulation of CD62L expression. Interestingly, in human, a significant association between
TREM-1 gene polymorphism and CD62L plasma levels has been reported, supporting the
clinical relevance of our finding and the link between both proteins (31).

The protective effect of TREM-1 blockade might be due to local modulation of vascular
inflammation. //-/ #and Tnf~a mRNA expression was reduced in the aorta of 7rem-1 deficient
mice, and //-1 mRNA expression was increased by TREM-1 stimulation. Both cytokines
promote experimental AAA (32, 33) through vascular cell activation and immune cell
recruitment. Trem-1 deficiency also reduced MMP (-2, -3, -9 and -13) activities. MMPs have
been clearly identified as major contributors in AAA pathophysiology. Levels of active MMP-
2 and MMP-9 are significantly increased in human AAA tissue samples (34). In mouse models
of AAA, MMP-2 and MMP-9 activities in the aortic wall increase over time (35). In the peri-
aortic CaCl; injury model of AAA, lesion formation was fully blocked in both Mmp-9 and
Mmp-2 deficient mice (36). MMP-12 is also expressed in mouse (37) and human (38) aortic
aneurysmal tissues, mainly by aortic macrophages. While MMP-9 is induced after cell
activation, MMP-12 is constitutively expressed by macrophages, and its expression may further
be modulated by several stimuli (39, 40). Our group has previously reported that gene deletion

of Mmp-12 reduced AAA severity in the Angll/anti-TGF3 mouse model (37).
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Decreased //-1 and Tnf~-a mRNA expression, as well as decreased metalloprotease activity in
the aorta of Angll infused Apoe” Trem-17- mice likely resulted from reduced macrophage
content in the aorta. It may also partly be due to the deviation of Trem-1 deficient macrophage
phenotype toward a less inflammatory profile. TREM-1 inhibition can promote an anti-
inflammatory phenotype in both human monocytes and mouse macrophages after LPS (41) or
oxidized LDL stimulation (42) in vitro. In the same line, in a model of ureteral obstruction—
induced nephritis, Trem-1 deficiency reduced M1 macrophage polarization within the kidney,
as illustrated by decreased Nos2 and increased Arg/ mRNA expression (43).

Vascular protection associated with TREM-1 invalidation/blockage was unlikely to be
mediated by neutrophil modulation. TREM-1 inhibition had no effect on neutrophil
mobilization following Angll infusion, nor on neutrophil infiltration in the aortic wall.
Despite the central role of the immune response in the development of AAA (1), most of the
therapeutic strategies targeting innate immune pathways have failed (44); a few are still being
tested in clinical trials (45). We believe that a multi-target approach through blockade of
TREM-1, as obtained with the inhibitory LR-12 dodecapeptide, may provide extended benefit
and will be worthy of clinical testing. The relevance of such an approach is further supported
by our clinical findings of increased levels of TREM-I mRNA expression in human aortic
aneurysms and the significant increase in STREM-1 plasma levels in AAA patients. The safety,
tolerability and pharmacokinetics of TREM-1 blockade using LR-12 peptide, named
Nangibotide, in healthy volunteers has been validated (46) and a “proof of concept” therapeutic
trial is currently on going in sepsis patients (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT04055909). We
speculated that patients with small AAA represent the population of choice that could benefit
from LR-12 treatment to limit AAA growth, because TREM-1 inhibition would prevent
continuous myeloid cell recruitment into the aortic wall and sustained pathogenic MMP activity

and vascular inflammation.
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Conclusion

Angll induces TREM-1 expression and activation through ATR receptor. TREM-1 is involved
in the pathophysiology of AAA, orchestrating classical monocyte mobilization from the spleen
to the blood and promoting monocyte infiltration in the aortic wall. Targeting TREM-1
represents a novel potential therapeutic approach in human.

The results of our study provide functional evidence that activation of the renin-angiotensin
system induces TREM-1 expression/activation through AT;R stimulation in sterile
inflammatory conditions. We identify TREM-1 as an important contributor to monocyte
trafficking and entry into the aortic wall, and consequently to sustained vascular inflammation
and exaggerated development of Angll-induced AAA. Targeting TREM-1 represents a novel
potential therapeutic approach to limit AAA expansion in human that should be evaluated in

the future.
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Figure 1. Angiotensin Il induces TREM-1 expression on Ly6C" classical monocytes, and sTREM-1 release
through ATiR signaling, in a TLR4-independent manner. (A) C57BL/6J mice were implanted with
subcutaneous osmotic minipumps infusing PBS or AnglI (1000 ng/kg/min). Flow cytometry analysis of TREM-1
expression on circulating (B) CD11b* Ly6G* neutrophils and (C) CD11b"Ly6GLy6C" classical monocytes,
splenic (D) neutrophils and (E) Ly6C" classical monocytes at day 1 and day 3 day after Angll infusion. (F)
Quantification (ELISA) of plasma soluble TREM-1 at day 3 (N=5/group/time point). (G) Tlr4"* and Tlr4”~ mice
were implanted with subcutaneous osmotic minipumps infusing Angll (1000 ng/kg/min). (H) Flow cytometry
analysis of membrane TREM-1 expression on Ly6C" classical monocytes at day 3 and (I) quantification of plasma
STREM-1 by ELISA at day 3 (N=5 in Tlr4" group, N=6 in Tlr4’/time point). (J) Flow cytometry analysis of
TREM-1 expression on circulating Ly6C" classical monocytes in ATiaMUT mice (N=7/group; *P<0.05). (K)
C57BL/6J mice were injected intraperitoneally 3 consecutive days with PBS, ATiR blocker (Losartan) or AT2R
blocker (PD123,319) and implanted with subcutaneous osmotic minipumps infusing Angll (1000 ng/kg/min)
during 3 days. (L) Variation of TREM-1 membrane expression before and 3 days after AnglI infusion on Ly6C"™
classical monocytes was quantified by flow cytometry (N=7 in PBS group, N=8 in ATiR blocker group, N=9 in
AT2R blocker group/time point). (M) Flow cytometry analysis of the variation of TREM-1 expression on Ly6C"
classical monocytes before and 3 days after Angll infusion in Atgrla™" and Atgrla” mice (N=6 in Aigria™", N=4

in Atgrla’/group/time point). [Kruskal-Wallis test, Mann-Whitney test, *P<0.05. ** P<0.01].
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Figure 2. TREM-1 genetic deletion reduces aneurysm development in Angiotensin Il-induced AAA. (A)
Hypercholesterolemic Apoe”” mice were implanted with subcutaneous osmotic minipumps infusing PBS (control
group) or Angll (1000 ng/kg/min). Flow cytometry analysis of TREM-1 expression on circulating (B)
CD11b"Ly6G* neutrophils and (C) CD11b"Ly6GLy6C" classical monocytes. (D) Kinetic of plasma soluble
TREM-1 following Angll infusion (ELISA). (E) Quantification of 7rem-1 mRNA expression in the aorta at day 3
by RT-qPCR. (F) Immunofluorescence staining in the aortic wall of PBS (left) or AnglI (right)-infused animals at
day 3, DAPI (Blue), TREM-1 (Red) and CD68 (Green) (N=6 in PBS-infused group N=5 in AnglI-infused group).
(G) Apoe” Trem"* and Apoe” Trem” mice were implanted with subcutaneous osmotic minipumps infusing AngIl
(1000 ng/kg/min). (H) Flow cytometry quantification of circulating Ly6C" classical monocytes at day 3 (N=8 in
Apoe”Trem™" group, N=7 in Apoe” Trem” group). (I) Flow cytometry quantification of Ly6CM classical
monocyte infiltration in the aortic wall at day 3 (N=5 in each group). (J) Quantification and representative
photomicrographs of CD68 positive macrophages in the aorta at day 7 (N=7/group). (K) Quantification of //-1f,
Tnf-a, Mmp-2 and Mmp-9 mRNA expression in aorta at day 7 by RT-qPCR (N=3 in Apoe” Trem"" group, N=4
in Apoe” Trem”” group). (L) Fluorescent Molecular Tomography quantification of MMP (-2, -3, -9 and -13) activity
in aorta at day 7 (N=4 in Apoe” Trem"* group, N=3 in Apoe” Trem” group). (M) Quantification of the number of
elastin layers in the aortic wall by orcein staining at day 7 (N=7/group). (N) Quantitative analysis and
representative photomicrographs of the maximal aortic diameter at day 28 (N=11 in Apoe” Trem™" group, N=9 in

Apoe”Trem™ group). [Kruskal-Wallis test, Mann-Whitney test, *P<0.05, ** P<0.01, ***P<0.001].
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Fig 3. TREM-1 pharmacologic stimulation worsens Angiotensin-II induced AAA. (A) Apoe” mice were
implanted with subcutaneous osmotic minipumps infusing Angll (1000 ng/kg/min), and were injected
intraperitoneally with an agonist TREM-1 monoclonal antibody (TREM-1 Ab) or an isotype control (Isotype Ab)
(200pg/kg/d), every day during 3 or 7 days. (B) Quantification of IL-18, TNF-a and IL-6 production (ELISA) by
LPS/IFN-y stimulated splenocytes and (C) quantification of STREM-1 plasma levels at day 3 following Angll
infusion and TREM-1 Ab or Isotype Ab treatment (N=9 in each group). Flow cytometry quantification of (D)
TREM-1 expressing Ly6C" classical monocytes, Ly6C" classical monocyte number (E) in the blood and (F) into
the aortic wall (N=12 in the Isotype Ab group and N=10 in the TREM-1 Ab group). (G) Quantification of //-1f,
Tnf-a, Mmp-2 and Mmp-9 mRNA expression in aorta at day 7 by RT-qPCR (N=7 in the Isotype Ab group, N=12
in TREM-1 Ab group). (H) Quantification of the number of elastin layers in the aortic wall after Orcein staining
at day 7 (N=5 in each group). (I) Quantitative analysis and representative photomicrographs of the maximal
abdominal aortic diameter at day 28 (N=10 in the Isotype Ab group, N=13 in TREM-1 Ab group). (J) AAA
incidence at day 28 [Mann-Whitney test, Fisher’s test, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001****P<(0.0001].
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Figure 4. TREM-1 modulates Ly6C" classical monocyte trafficking and recruitment in the aortic wall
following Angll stimulation via CD62L. (A) Heatmap representation of chemokine receptors and adhesion
molecules expression by classical monocytes in the blood and in the spleen (expressed as Mean Metal Intensity
(MMI)) measured by mass cytometry at 1 day after Angll infusion in Apoe” Trem-1""* and Apoe” Trem-17- mice
(N=4 in each group). (B) Quantification of Ccl2, Ccl3, Ccl5, Ccr2, Ccr5 mRNA expression in aortas of Angll-
infused Apoe” Trem-1""* and Apoe” Trem-1""at day 7 by RT-qPCR (N=3 in Apoe” Trem"™" group, N=4 in Apoe™
Trem™” group). (C) Quantification of Ccl2, Ccl3, Ccl5, Cer2, Cer5 mRNA expression in aorta of isotype-treated
or mAb TREM-1-treated Apoe”” at day 7 after Angll infusion by RT-qPCR (N=7 in the Isotype Ab group, N=12
in TREM-1 Ab group). (D) SPADE tree plots of CD62L expression on classical Ly6C" monocytes (High) and
Ly6C"* monocytes (Low) in Apoe” Trem-1""" and Apoe”Trem-1"" after 1 day of Angll infusion. Each node
represents a cluster of cells sharing common surface markers, the size of the node is related to the number of cells
forming the cluster and node color is scaled to the median intensity of CD62L expression within each node. (E)
Quantification of CD62] mRNA expression by RT-qPCR in the aorta of Apoe” Trem-1"" and Apoe” Trem-1"
mice, 7 days after Angll infusion (N=3 in Apoe” Trem"" group, N=4 in Apoe” Trem” group). (F) Quantification
of CD62] mRNA expression by RT-qPCR in the aorta of mAb TREM-1-treated or Isotype-treated Apoe”” mice
after 3 days of Angll infusion (N=7 in Isotype Ab group, N=12 in TREM-1 Ab group). (G to I) Apoe” mice were
implanted with subcutaneous osmotic minipumps releasing Angll (1000 ng/kg/min) and were treated i.v. with a
neutralizing anti-CD62L antibody (CD62L Ab, 100ug/mice/d) during the first 2 days. A4poe” mice received
intraperitoneal injection of either an anti-TREM-1 agonistic antibody (TREM-1 Ab) or an isotype control (Isotype
Ab) for 3 days. (G) CD62L blockade was confirmed on Ly6Ch classical monocytes in the blood. (H)
Quantification and representative dot plot of Ly6C" classical monocyte infiltration in the aorta by flow cytometry
after 3 days of Angll infusion (N=9 in the Isotype Ab group, N=8 in group). [Mann-Whitney test, *P<0.05. **
P<0.01].
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Fig 5. TREM-1 pharmacologic inhibition protects against experimental AAA. (A) Apoe”” mice under a chow
diet were treated intraperitoneally with a TREM-1 inhibitory peptide (LR12), or a control scramble peptide
(Scramble) (150 pg/mice/d) for 7 days. MicroArray gene analysis was performed in the whole aorta and LR12-
induced gene expression modulation was expressed as Scramble/LR12 ratio. Black bars identified genes whose
expression was statistically different between Scramble and LR12-treated mice with a ratio >3. (B to D) Apoe™
mice were implanted with subcutaneous osmotic minipumps releasing Angll (1000 ng/kg/min) and treated
intraperitoneally with TREM-1 inhibitory peptide (LR12, 150 pg/mice/d) or an inactive scramble peptide (Scr,
150 pg/mice/d) for 7 days (B) Quantification and representative photomicrographs of CD68 positive macrophages
in the aorta and (C) histologic quantification of the number of elastin layers in the aortic wall by orcein staining
(N=8 in the scramble-treated group, N=7 in the LR12-treated group). (D) Quantitative analysis and representative
photomicrographs of the maximal aortic diameter (N=10 in the scramble-treated group, N=12 in the LR12-treated
group). (E) AAA incidence. [Mann-Whitney test, Fisher’s test, *P<0.05, ** P<0.01].
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Figure 6. TREM-1 expression in human AAA. (A) TREM-1 mRNA expression was quantified in
normal aorta (from organ donors) and in AAA (neck and body) by RT-qPCR. TREM-I mRNA
expression was significantly higher in AAA tissues than in normal aorta tissue. (B) Immunofluorescent
staining confirmed that TREM-1 is not expressed in normal aorta (C-D) but is strongly expressed in
AAA tissues and localizes with CD68+ macrophages. (E) Soluble TREM-1 levels were quantified by
ELISA in the plasma of healthy volunteers or AAA patients by ELISA. [Kruskal-Wallis test, Mann-
Whitney test, *P<0.05, ***P<0.001].
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Supplemental Figures

Baseline PBS Angll

Supplemental Figl. Flow cytometry analysis of TREM-1 expression on circulating CD11b+Ly6G+
neutrophils at baseline and 3 days after PBS or Angll infusion in C57BL/6J mice.
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Supplemental Fig2. Flow cytometry analysis of TREM-1 expression on CD11b"Ly6G Ly6C" non-
classical monocytes at baseline and after PBS (grey) or Angll infusion (pink) in the blood of C57BL/6J

mice.
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Supplemental Fig3. Flow cytometry analysis of TREM-1 expression on CDI11b'Ly6G Ly6C"e"
classical monocytes at baseline and at day 3 day after PBS or Angll infusion in the spleen of C57BL/6J

mice.
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(black) at baseline and after AnglI infusion. **P<0.01
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Supplemental Fig8. CD45°CD11b'Ly6G" neutrophil count in aorta of Apoe” Trem-1"" (pink) and
Apoe” Trem-1"" mice (black) at day 3 after AngIl infusion.
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“Trem-1"" mice (black). *P<0.05, Fisher’s test.
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Supplemental Figl0. Systolic blood pressure of Isotype-treated (clear blue square) and Ab TREM-1
Ab-treated (solid blue square) Apoe”mice, 15 days after AnglI infusion (1pg/kg/min), ***P<0.001.
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Supplemental Figll. Apoe” mice were implanted with subcutaneous osmotic minipumps infusing
Angll (1000 ng/kg/min), and were injected intraperitoneally with an agonist TREM-1 monoclonal
antibody (TREM-1 Ab) or an isotype control (Isotype Ab) (200 pg/kg/d), every day for 3 days. Flow
cytometry quantification of CD45'CD11b'Ly6G" neutrophils and CD45"CD11b"Ly6G Ly6C"" non-

classical monocytes into the aortic wall at day 3 after Angll infusion.
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Supplemental Figl2. Quantification of CD62L expression on circulating Ly6C™ classical monocytes

by flow cytometry 1 day after Angll infusion, *P<0.05.
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Supplemental Figl3. Apoe” mice were implanted with subcutaneous osmotic minipumps infusing
AngllI (1000 ng/kg/min) and were treated with either an anti-TREM-1 agonistic antibody (TREM-1 Ab)
or an isotype control (Isotype Ab) every day during 3 days. In addition, animals received neutralizing

anti-CD62L antibody IV (100ug/mice/d) at day 0 and Day 1.
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Supplemental Figl4. Apoe” mice were implanted with subcutaneous osmotic minipumps infusing
AngllI (1000 ng/kg/min), and were injected intraperitoneally with a TREM-1 inhibitory peptide (LR12),
or a scramble peptide (Scr) 150 pg/mice/d during 7 days.
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Supplemental Figl5. Systolic blood pressure of Scramble-treated or LR-12-treated Apoe” mice at
baseline and after Angll infusion (1pg/kg/min), ***P<0.001
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Controls AAA patients

N=69 N =104
Age (mean = sd) 38+ 17 73+£8
Male gender (n, %) 36 (52) 94 (90)
BMI>27 (n, %) 12 (17) 28 (27)
Hypertension (n, %) 1(2) 61 (60)
Hypercholesterolemia (n, %) 2(3) 39 (38)
Smoker (n, %) 23 (33) 79 (76)
Diabetes (n, %) 1(2) 21 (20)

Supplemental Table 1.
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IV. DISCUSSION ET PERSPECTIVES

S’appuyant sur différents modeles expérimentaux perte- et gain-de-fonction, ce travail de
thése identifie TREM-1 comme un acteur important du trafic monocytaire en réponse a
I’angiotensine II (Angll) dans un modele expérimental d’anévrisme de 1’aorte abdominale.
TREM-1 est un récepteur de I’immunité innée, majoritairement exprimé par les neutrophiles et
les monocytes/macrophages, qui participe a I’amplification de la réponse inflammatoire en
synergie avec la stimulation de la voie des TLRs. TREM-1 a ét¢ impliqué dans la
physiopathologie de maladies cardiovasculaires aigiies et chroniques, comme |’infarctus du

myocarde et I’athérosclérose.

Nous avons mis en évidence pour la premiere fois une relation entre ’activation de la
signalisation en aval de I’Angll via la stimulation de son principal récepteur, ATiR, et
I’engagement de la voie TREM-1. Le systeme rénine-angiotensine, a travers I’action de son
principal effecteur, 1’Angll, est un acteur important de la physiopathologie des maladies
cardiovasculaires, et de I’AAA en particulier. En effet, son inhibition est une des stratégies
thérapeutiques les plus évaluées a ce jour dans le but de limiter le développement des petits
anévrismes ou de réduire le risque de rupture des anévrismes a des stades plus avancés chez
I’homme!%198.110 T *infusion d’Angll entraine le développement d’AAA chez la souris
hypercholestérolémique Apoe”” sur une période de 28 jours, et constitue aujourd’hui un modéle
expérimental d’induction d’anévrisme largement reconnu et utilisé'®®. De plus, ’inhibition
pharmacologique d’ATR a montré des effets protecteurs sur le développement de I’AAA dans
plusieurs modeles expérimentaux d’anévrisme, induits ou non par 1’Angll, suggérant un role
de I’ Angll endogéne dans le développement de PAAA!78495,

Il a ét¢ montré que ’expression de TREM-1 peut étre fortement induite, rapidement et
transitoirement, en cas d’inflammation stérile ou septique par différents types
cellulaires*0465487 1.3 libération du STREM-1 dans le milieu est considérée comme un reflet
de I’état d’activation du récepteur, et est augmentée dans le sepsis et aprés un infarctus du
myocarde chez ’homme et chez la souris*>463467  Alors que TREM-1 est exprimé de fagon
constitutive a la surface de la totalit¢ des neutrophiles, et d’environ 30% des monocytes non
classiques Ly6C!, moins de 1% des monocytes classiques Ly6CM expriment TREM-1 en
conditions basales. Dans notre étude, I’infusion d’Angll induit ’expression de TREM-1 de

facon significative sur les monocytes classiques Ly6C" aprés 3 jours dans le sang et dans la
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rate, ainsi qu’une augmentation de sa forme soluble, STREM-1, dans le plasma, chez la souris
C57BL/6] normocholestérolémique et chez la souris Apoe”” hypercholestérolémique jusqu’au
14°m¢ jour d’infusion d’Angll. 1l est fort probable que I’augmentation d’expression de TREM-
1 a J1 dans le groupe contrdle recevant du PBS soit due a la proximité du geste chirurgical,
I’effet n’étant plus visible apres 3 jours, contrairement au groupe infusé a 1’ Angll dans lequel
I’effet est maintenu. A 1’aide de modeles gain- et perte- de fonction, nous avons montré que
I’augmentation de I’expression de TREM-1 sur les monocytes classiques en réponse a I’ Angll
est médiée par la stimulation d’ATR, et que cette augmentation est en partie indépendante de
TLR4, puisque I’expression de TREM-1 augmente également chez les souris T/r4”~ en réponse
a I’Angll. L’expression de TREM-1 est indétectable dans I’aorte saine, mais est induite au
niveau génique et protéique aprés 3 jours d’infusion d’Angll, ou elle colocalise avec
I’expression du marqueur macrophagique CD68. Il serait intéressant de confirmer in vitro les
données obtenues in vivo sur la relation entre stimulation d’ATiR et activation de la voie
TREM-1, et de pouvoir identifier les mécanismes moléculaires impliqués dans I’interaction

entre ces voies chez les monocytes en réponse a 1’ Angll.

Suite a la mise en évidence d’une relation étroite entre une dérégulation du systéme rénine
angiotensine et I’activation de la voie TREM-1, nous nous sommes demandé si TREM-1
pouvait étre impliqué dans la physiopathologie de ’AAA. Nous avons donc étudi¢ I’effet de la
déficience génétique en Trem-1 sur les éveénements précoces et tardifs associés au
développement de I’AAA, dans un modele expérimental induit par I’Angll. De précédentes
¢tudes ont montré que I’Angll déclenche une mobilisation rapide des monocytes classiques
dans le sang a partir de la rate, et que cette monocytose précoce est prédictive de la survenue
d’un AAA a 28 jours?'”33 Dans notre étude, la déficience en Trem-1 abolit la monocytose
précoce induite par 1’Angll, limite de facon importante [’infiltration des
monocytes/macrophages et la dégradation du réseau ¢€lastique de la media. Finalement, la
déficience en Trem-1 est associée a une diminution de 1’incidence et de la sévérité de la maladie
anévrismale aortique. Ces données suggerent un role important de TREM-1 dans la modulation
du trafic monocytaire en réponse a 1’Angll.

Les mécanismes responsables de la mobilisation des monocytes a partir de la rate en réponse a
I’Angll sont encore incomplétement compris. L’analyse de I’expression de récepteurs de
chimiokines sur les monocytes circulants et dans la paroi aortique a révélé une légere
diminution de 1’expression de CCR2 et CX3CRI1 a la membrane des monocytes classiques

Ly6CM des souris déficientes pour Trem-I un jour aprés infusion d’Angll dans le sang et dans
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la rate, en comparaison avec le groupe contréle. Cependant, nous pensons que I’effet modeste
de la modulation TREM-1 sur I’expression de I’axe CCR2/CCL2 dans le sang, la rate et I’aorte,
peut difficilement expliquer a lui seul 1’effet majeur observé sur la mobilisation des monocytes,
et donc que d’autres acteurs participent a la mobilisation des monocytes classiques médiée par
TREM-1 en réponse a I’Angll. De plus, une étude a montré que la déficience en Ccr2 n’affecte
pas la mobilisation monocytaire a partir de la rate en réponse a un signal inflammatoire aigu®®’.
Une ¢étude récente a montré une augmentation de 1’expression des récepteurs au CCLS, ou
RANTES, dans la paroi aortique en réponse a I’Angll, et un défaut de mobilisation des
leucocytes chez la souris déficiente en Ccl5*°°. De plus, le blocage pharmacologique de CCR5
limite le développement de I’AAA et ses complications chez la souris*®. Nous avons montré
que la déficience en Trem-1 chez la souris Apoe” sous Angll est associée a une diminution
importante de I’expression génique de Ccl5 et de Ccr), et qu’a 'inverse, la stimulation
pharmacologique de TREM-1 augmente leur expression dans la paroi aortique. Ces données

suggerent que TREM-1 pourrait promouvoir la mobilisation monocytaire par la stimulation de

I’axe CCL5-CCRS dans le contexte de ’AAA.

Afin de confirmer le role pathogéne de TREM-1 dans le développement de I’AAA, nous avons
utilis€ un modele gain-de-fonction, dans lequel la voie TREM-1 est stimulée par
I’administration d’un anticorps agoniste du récepteur (TREM-1 Ab). En effet, 3 jours apres le
début de I'infusion d’Angll et de I’anticorps stimulant, le taux de sSTREM-1 plasmatique est
dramatiquement augmenté par rapport au groupe contrdle inject¢ avec un isotype, et la
production des cytokines pro-inflammatoires TNF-a et IL-1p, connues pour étre fortement
régulées par I’activation de TREM-1, par les splénocytes stimulés ex-vivo est ¢galement
augmentée. Malgré un effet aggravant de la stimulation de TREM-1 sur le remodelage matriciel
et sur I’incidence et la sévérité de I’AAA a 28 jours, nous n’avons pas observé d’augmentation
du taux de monocytes classiques circulants dans le groupe stimulé apres 3 jours d’Angll. En
revanche, le nombre de monocytes classiques dans la paroi aortique est déja augmenté apres 3
jours de stimulation de la voie TREM-1 par rapport au groupe contrdle, suggérant qu’en plus
de moduler la mobilisation des monocytes a partir de la rate, TREM-1 pourrait également
favoriser I’entrée des monocytes dans la paroi aortique. L’analyse par cytométrie de masse de
I’expression des récepteurs de chimiokines et des molécules d’adhésion révele que CD62L, ou
L-sélectine, est le marqueur membranaire le plus affecté par la déficience en Trem-1 sur les
monocytes classiques Ly6C" aprés un jour d’infusion d’Angll. L’expression génique de Cd62!

(ou Sell) est ¢galement affectée par la modulation de TREM-1 dans la paroi aortique, avec une
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diminution chez la souris déficiente Apoe” Trem-17" et une augmentation chez la souris traitée
par ’anticorps agoniste TREM-1 Ab. Cd62/ ou Sell est un des geénes dont 1’expression est la
plus diminuée dans la paroi aortique aprés traitement de souris Apoe” par le LR12, I’inhibiteur
pharmacologique de TREM-1. La L-sélectine est exprimée par I’ensemble des leucocytes et
joue un réle important dans I’adhésion des monocytes a 1’endothélium lors du recrutement
tissulaire en conditions inflammatoires, et la souris hypercholestérolémique déficiente pour la
L-sélectine (Sell”Apoe™) est protégée contre le développement de ’AAA*?, Ces données
suggerent que TREM-1 pourrait €galement €tre impliqué dans le recrutement pariétal des
monocytes en réponse a I’ Angll via la modulation de I’activité de la L-sélectine et de ’adhésion
des monocytes a I’endothélium. En effet, le blocage de la L-sélectine par administration d’un
anticorps monoclonal anti-CD62L abolit 1’augmentation d’infiltration des monocytes
classiques Ly6CM dans la paroi aortique induite par la stimulation de la voie TREM-1 chez les
souris traitées par I’anticorps agoniste TREM-1 Ab. L hypothese de 1’'implication de TREM-1
dans I’adhésion a I’endothélium, soutenue par les données d’une autre équipe montrant que la
surexpression de TREM-1 dans la lignée monocytaire humaine U937-TD entraine une
augmentation de 1’adhésion entre monocytes et endothélium in vitro**®, mérite d’étre
approfondie dans de futures expériences. Chez ’homme, une association significative a
récemment été rapportée entre un polymorphisme du gene codant pour TREM-1 et les niveaux

plasmatiques de CD62L soluble, soulignant la pertinence clinique de 1’association établie par

nos données expérimentales entre TREM-1 et CD62L*".

Compte tenu du rdle largement décrit de TREM-1 dans I’amplification de la réponse immune
innée, il est possible que sa modulation ait également un effet sur la réponse inflammatoire
locale au sein de la paroi aortique, qui constitue une des caractéristiques majeures responsables
du remodelage délétere dans la paroi et de I’évolution de la maladie anévrismale. En effet,
I’expression génique de I’//-14 et du Tnf-a est diminuée dans la paroi aortique des souris
déficientes pour Trem-1 et augmentée apres I’injection de I’anticorps agoniste TREM-1 Ab.
Ces deux cytokines sont impliquées dans le développement de I’AAA, en amplifiant
lactivation cellulaire et du recrutement de cellules inflammatoires dans la paroi6?2%%. La
délétion génétique de Trem-1 est associée a une diminution de 1’activité métalloprotéinase
(MMP-2, -3, -9 et -13) dans la paroi de 1’aorte abdominale, par rapport aux souris controles.
Les MMPs ont clairement été identifiées comme des acteurs majeurs dans la physiopathologie
de ’AAA, principalement en raison de leur activité protéasique vis-a-vis des composants de la

MEC. Les niveaux tissulaires de MMP-2 et MMP-9 sont augmentés dans les aortes
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anévrismales chez ’homme?!'! et dans les modéles expérimentaux chez la souris*®, dans
lesquels la délétion génétique de 1’'une ou ’autre de ces MMPs est associée a une réduction
importante du diamétre aortique!’*. Dans notre étude, nous avons observé un effet significatif
de la modulation de TREM-1 sur I’expression génique de la Mmp-9 dans la paroi, mais un effet
plus variable sur I’expression de la Mmp-2. Ces données sont cohérentes avec la participation
de TREM-1 dans le recrutement des monocytes/macrophages, puisque la MMP-9 est
majoritairement produite par les macrophages dans la paroi anévrismale, contrairement a la

MMP-2, qui serait plutot produite par les cellules vasculaires.

Nous pensons que D’effet de la modulation de TREM-1 sur les acteurs de la réponse
inflammatoire locale et sur la production de MMPs est principalement li¢ a son effet sur
I’infiltration des monocytes/macrophages. Cependant, il n’est pas exclu que la modulation de
TREM-1 puisse ¢galement avoir un effet sur 1’activation et la polarisation phénotypique des
cellules de la paroi, en particulier des monocytes/macrophages. La déficience ou I’inhibition de
TREM-1 a ¢été associée a une modification du phénotype et de la fonction des
monocytes/macrophages vers un profil moins inflammatoire, avec une diminution de
I’expression des marqueurs de type M1, comme Nos2, et de la production de cytokines pro-
inflammatoires et une augmentation de 1’expression de marqueurs de type M2, comme Arg1493.
Il serait donc intéressant d’analyser le profil d’expression de ces marqueurs dans la paroi
aortique des animaux de notre étude, pour voir si la modulation de TREM-1 est dans ce contexte

associée a une déviation du phénotype macrophagique.

Nous ne pensons pas que 1’effet protecteur de la délétion de Trem-1 sur le développement de
I’AAA soit dépendant des neutrophiles. En effet, I’inhibition de TREM-1 n’a montré d’effet ni
sur la mobilisation des neutrophiles, ni sur leur infiltration dans la paroi aortique en réponse a
1I’Angll. Cependant, nous ne pouvons pas complétement exclure une contribution indirecte des
neutrophiles sur le recrutement des monocytes médié par TREM-1. TREM-1 est fortement et
majoritairement exprimé par les cellules myéloides, cependant, de récentes études ont décrit
I’induction de son expression dans d’autres types cellulaires en conditions inflammatoires. Jolly
et al. ont notamment récemment rapporté que TREM-1 pouvait étre induit a la surface des
cellules endothéliales stimulées par le LPS et dans le contexte du sepsis expérimental, et que
son activation contribue au recrutement des cellules myéloides dans ce contexte**?. Au vu de
nos données sur I’implication potentielle de TREM-1 dans I’adhésion des monocytes a

I’endothélium, nous ne pouvons pas totalement exclure une contribution du compartiment
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endothélial au phénotype observé dans notre étude sur le recrutement des monocytes dans la
paroi aortique au cours du développement de I’AAA, et il serait intéressant de vérifier cette

hypothéese dans de futurs travaux.

Il n’existe aujourd’hui aucun traitement pharmacologique permettant de ralentir I’évolution de
la maladie anévrismale aortique chez 1’homme. Nous pensons que [’inhibition
pharmacologique de TREM-1 pourrait étre une stratégie thérapeutique clinique intéressante
dans le contexte de I’AAA. En effet, de par son effet modulateur de 1’inflammation sur plusieurs
voies de signalisation impliquées dans le remodelage vasculaire, son inhibition pourrait
engendrer des effets bénéfiques multiples. Nous avons montré une augmentation de
I’expression génique de TREM-1 dans la paroi anévrismale aortique, et détecté un niveau
plasmatique élevé du TREM-1 soluble chez les patients atteints d’AAA, comparés a des
patients contrdles. Dans notre modele expérimental, le traitement par le LR12, un récepteur
leurre qui contribue a I’atténuation de la réponse immune innée, a montré des effets protecteurs
sur les évenements précoces associ¢s au développement de ’AAA. Il serait intéressant de
confirmer ces résultats dans d’autres modeles expérimentaux. Chez 1’homme, le LR12 est
actuellement testé dans le cadre d’un essai clinique thérapeutique de phase 2 pour son
application dans le choc septique (www.clinicaltrials.gov, NCT03158948). Le traitement par le
LR12 dans le contexte de ’AAA pourrait bénéficier aux patients présentant de petits
anévrismes, pour permettre de limiter le recrutement continu des cellules myéloides et réduire

I’inflammation locale et le remodelage délétére dans la paroi anévrismale aortique.

Pour conclure, nous avons montré que 1’activation du systéme rénine angiotensine induit
I’expression et I’activation de TREM-1 via la stimulation d’AT R en conditions inflammatoires
stériles. Nous avons identifi¢ TREM-1 comme un acteur important du trafic et du recrutement
monocytaire participant a la réponse inflammatoire locale dans un modele expérimental
d’anévrisme induit par I’Angll. Cibler TREM-1 représente une stratégie thérapeutique
intéressante pour limiter I’expansion de ’AAA chez I’homme, qui mérite d’étre évaluée dans

le futur.
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RESUME

L’anévrisme de 1’aorte abdominale (AAA) représente une des principales causes de déces
cardiovasculaires a travers le monde, principalement parmi les hommes de plus de 65 ans.
L’AAA se manifeste par une dilatation focale de ’aorte, qui est la conséquence d’un
remodelage délétere de la paroi aortique, associant une infiltration inflammatoire importante,
une perte des cellules musculaires lisses et un remaniement de la matrice extracellulaire, et dont
le risque majeur est la rupture, potentiellement l1étale. De nombreuses études expérimentales et
cliniques suggerent que la dérégulation du systéme rénine-angiotensine serait impliquée dans
le développement de ’AAA. TREM-1 (Triggering Receptor Expressed on Myeloid Cells-1) est
un récepteur membranaire exprimeé principalement par les cellules myéloides, dont I’activation
amplifie la réponse immune innée, en association avec la voie des TLRs. L’objectif de ce travail
de these était d’étudier le réle du récepteur TREM-1 dans le développement de 1’anévrisme de
I’aorte abdominale expérimental, en utilisant différentes approches « perte et gain de fonction »
dans un modele murin d’AAA induit par I’infusion continue d’angiotensine II (Angll).

Nous avons montré que ’infusion d’Ang II augmente le pool de monocytes classiques Ly6C"
exprimant TREM-1 via une activation du récepteur AT R de fagon indépendante du récepteur
TLR4 chez la souris. La délétion génique de Trem-1 chez la souris hypercholestérolémique
Apoe’Trem-17" 1 limite Iinfiltration macrophagique, la réponse inflammatoire locale, I’activité
métalloprotéinase, la dégradation du réseau ¢élastique dans la paroi, et in fine réduit I’incidence
et la sévérité de la dilatation anévrismale aortique. 4 contrario la stimulation pharmacologique
de TREM-1 par un anticorps agoniste augmente le recrutement des monocytes classiques
Ly6CM dans la paroi aortique, la réponse locale pro-inflammatoire, la dégradation du réseau
¢lastique et finalement aggrave la maladie anévrismale aortique. Enfin, le traitement par LR-
12, un peptide inhibant ’activation de TREM-1, chez la souris Apoe”~ sous angiotensine II
limite I’inflammation aortique, la dégradation matricielle et protége contre la dilatation
aortique. Chez ’homme, 1’expression génique et protéique de TREM-1 est augmentée dans les
aortes anévrismales par rapport aux aortes saines et colocalise localement avec la présence de
macrophages.

Pour conclure, nous avons montré que le récepteur TREM-1 est exprimé en réponse a
I’angiotensine II et que TREM-1 est impliqué dans la physiopathologie de la maladie
anévrismale aortique, en régulant le trafic et I’activation des monocytes dans la paroi aortique.
L’inhibition de TREM-1 pourrait constituer une nouvelle stratégie thérapeutique pour limiter
le développement et les complications de 1’anévrisme de 1’aorte abdominale.
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ABSTRACT

Abdominal Aortic Aneurysm (AAA) is one of the leading causes of cardiovascular death
globally, especially among men over 65 years of age. AAA is characterized by a focal dilation
of the aorta, which is the consequence of an adverse remodeling occuring in the aortic wall that
entails a massive infiltration of inflammatory cells, a loss of smooth muscle cells and a
structural and functional reorganization of the extracellular matrix resulting in life-threatening
aneurysmal rupture. Clinical and experimental studies suggest that a dysregulated renin-
angiotensin system is involved in AAA pathophysiology. TREM-1 (Triggering Receptor
Expressed on Myeloid Cells-1) is a cell surface receptor mainly expressed by myeloid cells.
TREM-1 engagement leads to the amplification of the innate immune response, in synergy with
TLR pathways activation. The aim of this PhD project was to decipher the role of TREM-1 in
AAA development and complications, using loss- or gain-of-function experimental strategies
in a murine Angll-induced AAA model.

Here, we showed that Angll increases the pool of Ly6Ch classical monocytes expressing
TREM-1 via ATiR stimulation, in a TLR4-independent manner, suggesting an interaction
between renin-angiotensin system and TREM-1 signaling pathway. Genetic deletion of Trem-
I in dyslipidemic Apoe” Trem-1"- limits macrophage infiltration, inflammatory response,
metalloproteinase activity and extracellular matrix remodeling, hampering AAA development.
Conversely, pharmacologic stimulation of TREM-1 with an agonist antibody increases Ly6C"
monocyte recruitment in the aortic wall, local pro-inflammatory response and elastin
degradation, which promotes AAA development. Pharmacologic inhibition of TREM-1 with
LR12, an inhibitory peptide, was demonstrated to reduce AAA development by limiting early
aortic inflammation and extracellular matrix degradation. In addition, TREM-1 was found to
be localized with macrophage infiltration and that the gene and protein expression of TREM-1
were also found to be increased in human aneurysmal aortic tissue compared to control
counterparts.

To conclude, we showed that TREM-1 receptor engagement is induced in response to Angll
stimulation and is implicated in AAA development through regulation of monocyte trafficking
and activation into the aortic wall. Inhibition of TREM-1 may thus constitute a promising novel
therapeutic strategy to limit AAA development.
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