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Avant-propos 

Ces travaux de thèse ont été réalisés au sein de l’équipe III de l’institut du thorax dirigée par 

Gervaise Loirand. Ils s’inscrivent dans le cadre d’un grand projet translationnel ayant pour but 

de développer des outils diagnostics et de prédiction pour la formation, l’évolution et la 

rupture d’anévrisme1,2. Ce projet regroupe plusieurs composantes de l’institut du thorax : le 

service de neuroradiologie du CHU de Nantes accompagné du centre d’investigation clinique 

ainsi que l’équipe I (Génétique humaine) et l’équipe III (Maladies vasculaires et pulmonaires) 

de l’unité de recherche. 

D’abord partis du recrutement de quelques formes familiales d’anévrismes grâce au projet 

GAIA (Genetics of intracranial aneurysm), les neuroradiologues du CHU de Nantes ont pu 

étendre, en intégrant les cas sporadiques, cette cohorte grâce au projet ICAN (IntraCranial 

ANeurysm)1. Cette biocollection comprend maintenant plus de 3000 patients, avec pour 

chaque individu des données cliniques, biologiques et d’imagerie. Cette cohorte ne cesse de 

s’agrandir avec notamment le projet UCAN (Unruptured Cerebral ANeurysm) visant à acquérir 

les données précédemment listées, mais cette fois-ci dans le cadre du suivi du patient2. Grâce 

à une étroite collaboration entre toutes les parties prenantes, nous avons pu mettre en 

évidence des gènes d’intérêt dans des formes familiales d’anévrisme et explorer leurs 

fonctions. 

Arrivée au sein de l’équipe III en 2018 lors de mon stage de master 1, dans le cadre d’un 

double parcours médecine-sciences, j’ai pu apprécier l’évolution de ce projet depuis ce 

moment. Mon travail durant ce doctorat a été de déterminer, par des techniques in vitro et 

in vivo, le rôle des protéines codées par les gènes ANGPTL6 et CTSO et de caractériser l’impact 

de leurs variants rares, identifiés dans des formes familiales d’anévrismes. 
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I. Les anévrismes intracrâniens 

L’anévrisme intracrânien (AIC) est défini comme une déformation, le plus souvent de forme 

sacculaire, associée à un amincissement de la paroi des artères cérébrales. Il se développe 

préférentiellement au niveau des bifurcations du cercle artériel de la base du cerveau, appelé 

polygone de Willis (Figure 1A)3. Environ un tiers des AIC sont localisés sur l’artère cérébrale 

antérieure, notamment sur la communicante antérieure. L’artère cérébrale moyenne est le 

siège de 26% des AIC et l’artère carotide interne de 25%, dont la plupart se situent à la 

naissance de l’artère ophtalmique. La circulation postérieure dans sa globalité rassemble 19% 

des AIC4,5. 

1. Données cliniques 

A. Epidémiologie 

La prévalence des AIC dans la population générale est évaluée à 3,2%6. Il ne s’agit que d’une 

estimation puisque, la plupart des AIC sont asymptomatiques et sont souvent découverts de 

façon fortuite lors d’une imagerie cérébrale. Seulement 3% des patients porteurs d’AIC 

présentent des symptômes tels que des céphalées, des nausées et/ou des troubles 

neurologiques (visuels, sensitifs, etc) dus à la compression exercée par la déformation 

vasculaire sur différentes zones du cerveau7,8. 

L’AIC devient inévitablement symptomatique quand il se rompt. La rupture d’un AIC provoque 

une hémorragie sous-arachnoïdienne (HSA), qui constitue une urgence vitale. La survenue 

d’une HSA entraîne le décès du patient dans 30 à 40% des cas, et la moitié des survivants 

présentent de graves séquelles, telles que des troubles moteurs et/ou cognitifs9. Quatre-

vingt-cinq pour cent des HSA ont pour origine la rupture d’un AIC3,10,11.  

B. Traitements préventifs de la rupture d’AIC 

Dans la plupart des cas, le ou les AIC sont simplement surveillés par imagerie cérébrale 

régulière et ce n’est que selon les caractéristiques et/ou l’évolution du ou des AIC qu’une 

intervention est envisagée. La décision de traiter de façon préventive afin d’éviter la rupture 

d’un AIC appartient à l’équipe médicale, puisqu’aucune recommandation officielle n’existe à 

l’heure actuelle7. Le traitement actuel des AIC non rompus est invasif, neurochirurgical ou 

endovasculaire. La neurochirurgie consiste en l’occlusion de l’AIC par la pose d’un « clip » 
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pour fermer le collet anévrismal (Figure 1B). La neuroradiologie interventionnelle utilise la 

voie endovasculaire. Il existe deux types de traitement endovasculaire : la diversion de flux et 

l’embolisation. La diversion de flux est réalisée grâce à la mise en place d’un « flow diverter », 

une endoprothèse vasculaire en forme de tube (stent) qui canalise le flux sanguin dans l’artère 

porteuse (Figure 1C). La diversion du flux ainsi produite peut même, dans certains cas, 

permettre la régression de l’AIC. L’embolisation consiste en l’introduction de spires de 

platine, appelées « coils » ou d’un « plug » pour boucher le sac anévrismal (Figure 1D)4,12. Une 

récente méta-analyse ayant pour but de comparer ces deux techniques endovasculaires, a 

mis en évidence que la diversion de flux entraîne moins de nécessité de traiter une nouvelle 

fois le patient mais que l’embolisation par coil présente moins de risques d’incidents per-

opératoires (hémorragies, ischémies, etc..)13.  

 
Figure 1 : Localisation des AIC et traitements préventifs à la rupture d’AIC 

A : Le polygone de Willis humain et les localisations préférentielles des AIC . B-D : Les traitements des AIC non rompus : 
par abord externe en clippant le collet de l’AIC (B) ou par voie endovasculaire avec le « flow diverter » (C) avant (en 
haut) et après (en bas) sa mise en place et l’embolisation par coiling (D) de l’AIC. 
A-B-D d’après Brown and Broderick, 20147 et C d’après Dholakia et al, 201714. 
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C. Facteurs de risque d’AIC 

a. Facteurs de risque de survenue d’AIC 

Bien que l’origine des AIC ne soit pas clairement établie, elle est vraisemblablement 

multifactorielle et des facteurs de risque ont clairement été identifiés : le sexe féminin (avec 

un rapport d’environ 3 femmes pour 2 hommes6), le vieillissement, l’antécédent familial, qui 

sont des facteurs de risque non modifiables mais aussi la consommation de tabac et 

l’hypertension artérielle (HTA) qui sont, eux, modifiables6,15. 

Comme toute pathologie cardiovasculaire, le vieillissement est un facteur de risque de 

présence d’AIC. Plus le patient est âgé, plus son risque d’avoir un AIC est élevé16. Cependant, 

cette augmentation de prévalence des AIC avec l’âge n’est significative qu’en comparaison 

avec les groupes de personnes très jeunes. En effet, même après ajustement du sexe et des 

comorbidités la prévalence des AIC reste stable chez les patients de plus de 50 ans (de 0,4 à 

3 %). Ce n’est que chez ceux de moins de 30 ans qu’elle est significativement plus faible 

(0,01 %)6. 

La consommation de tabac augmente aussi le risque de formation d’AIC17. Une étude récente 

rapporte une proportion de fumeurs actifs de 44,3 % dans une cohorte de 7992 patients 

porteurs d’AIC, soit plus du double de celle de la population de référence (19,8 %)18. 

L’identification de l’HTA comme facteur de risque d’AIC est basée sur l’augmentation de sa 

prévalence chez les patients porteurs d’AIC que dans la population générale (environ 43% 

contre 25%)19. L’HTA est également associée à une augmentation du risque de multiplicité 

des AIC, avec une prévalence de l’HTA qui atteint 61% chez les patients porteurs de plusieurs 

AIC. Des études expérimentales ont confirmé ces données cliniques en montrant l’impact 

d’une pression artérielle systolique élevée sur la formation des AIC chez les rongeurs et les 

primates20,21. 

Le principal facteur de risque d’être porteur d’AIC reste l’antécédent familial avec un risque 

relatif multiplié par 4. Il s’agit d’une forme familiale lorsque deux apparentés au premier 

degré sont atteints. Ces formes représentent 10 % des AIC22–24. 
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b. Facteurs de risque de rupture d’AIC 

Aujourd’hui, aucun moyen fiable ne permet de prédire l’évolution d’un AIC, ni son risque de 

rupture5. L’évaluation du risque de rupture se fait au cas par cas en se basant sur des données 

cliniques et d’imagerie.  

La grande taille des AIC, et par extension la symptomaticité, ont longtemps été décrites 

comme des facteurs de risque de rupture de l’AIC24. Ce paramètre est aujourd’hui de plus en 

plus contesté. La croissance et l’évolution d’un AIC apparaissent maintenant comme des 

paramètres plus importants à prendre en compte afin d’évaluer le risque de rupture25. En 

effet, indépendamment de sa taille, un AIC qui croît a un risque de rupture de 3,1 % alors qu’il 

est de 0,1 % pour un AIC dont la taille reste stable dans le temps26.  

Outre l’évolution de la taille, les AIC de forme irrégulière ont plus de risque de se rompre que 

les AIC avec une paroi lisse et régulière27. Actuellement des études portent sur l’utilisation du 

gadolinuim en prise de contraste en imagerie par résonnance magnétique donnant accès à 

l’instabilité structurelle de la paroi28. Cette technique prometteuse pourrait ainsi permettre 

de repérer les AIC à haut risque de rupture. 

La localisation des AIC est également un facteur influençant le risque de rupture. Les AIC 

présents dans la circulation postérieure ont notamment un risque de rupture plus élevé que 

ceux de la circulation antérieure (1,80 % contre 0,75 % de risque)5,27.  

Le statut tabagique du patient est aussi à prendre en compte lors de l’évaluation du risque de 

rupture. En effet, les AIC ont un risque augmenté de rupture chez les fumeurs actifs29. L’âge 

médian de rupture est également plus précoce chez les fumeurs (50 ans) que chez les non-

fumeurs (55 ans) ou les anciens fumeurs (54 ans), ce qui suggère une réversibilité de l’effet 

du tabac sur le risque de rupture18. La consommation d’autres substances telles que l’alcool, 

la cocaïne ou la caféine peuvent également favoriser la rupture d’un AIC, probablement à 

cause de l’augmentation transitoire de la pression artérielle au moment de la 

consommation6,30,31. De même, l’HTA, si elle n’est pas contrôlée, reste aussi un facteur de 

risque important de rupture d’AIC32. 

D’autres facteurs sont associés à un risque accru de rupture tels que la multiplicité des AIC, 

l’âge élevé du patient et le sexe féminin4,33. Les antécédents familiaux d’HSA entraînent 

également une augmentation du risque de rupture d’AIC. 



INTRODUCTION – Les AIC : Physiopathologie 

21 
 
 

2. Physiopathologie des AIC 

A. Spécificité des artères cérébrales 

a. Histologie 

Les artères cérébrales sont des artères de résistance. La paroi de ce type d’artères est riche 

en cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV), réparties en une ou plusieurs couches qui 

constituent la media, et dont l’activité contractile est responsable du tonus artériel et de la 

résistance vasculaire périphérique34. L’endothélium vasculaire est constitué d’une 

monocouche de cellules endothéliales. La paroi des artères de résistance présente, en 

général, deux limitantes élastiques : la limitante élastique interne (LEI) entre l’intima et la 

media et la limitante élastique externe entre la media et l’adventice. Cependant, les artères 

cérébrales ne sont dotées que d’une seule limitante élastique, la LEI (Figure 2). La perte de la 

limitante élastique externe se fait progressivement, le long de l’artère carotide interne dans 

sa portion intra-caverneuse34. Au niveau de la circulation postérieure, c’est dans l’artère 

basilaire que la perte progressive de la limitante élastique externe est observée35. Les 

circulations, antérieure et postérieure, s’anastomosent pour former le polygone de Willis.  

 
Figure 2 : Paroi des artères cérébrales 

Structure de la paroi d’une artère cérébrale saine en coupe transversale. D’après Yang et al, 201736. 
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b. Hémodynamique 

Les artères cérébrales, comme tout type de vaisseau, subissent des contraintes 

hémodynamiques : la pression et les contraintes de cisaillement pariétales (ou wall shear 

stress, WSS). La pression sanguine engendre un étirement cyclique ressenti par toutes les 

cellules de la paroi artérielle et en particulier les CMLV37. Le WSS, généré par le flux sanguin, 

provient du frottement du sang, fluide visqueux, contre les cellules endothéliales. Dans les 

portions linéaires des artères, le flux sanguin est laminaire et génère un WSS élevé et 

unidirectionnel tangentiel à la surface endothéliale. Les bifurcations artérielles induisent une 

altération de ce flux, avec des phénomènes de recirculation, et qui devient alors oscillant ou 

turbulent, générant un WSS soit faible, soit très élevé (Figure 3). Ces perturbations du WSS 

sont accentuées par l’élévation de la pression artérielle, l’augmentation du débit sanguin et 

dépendent également de la géométrie, en particulier l’angle des bifurcations38. 

 
Figure 3 : Flux et WSS dans une portion linéaire et au niveau d’une bifurcation artérielle 

Les cellules endothéliales sont schématisées au niveau de la lumière de l’artère. D’après Bibli al, 202039 

Au niveau du polygone de Willis, la géométrie des bifurcations artérielles est particulière, en 

comparaison aux autres artères de résistance. Alors que les angles de bifurcation sont plutôt 

fermés pour les artères de la circulation générale (<30°), les angles observés au niveau des 

bifurcations des artères cérébrales sont très ouverts, souvent obtus (Figure 4A).  

Ces bifurcations très ouvertes donnent lieu à des variations importantes des contraintes 

hémodynamiques, avec des profils particuliers au niveau de l’apex et de ses parties 

adjacentes38. La modélisation numérique de la dynamique des fluides (CFD) révèle 

notamment une zone étendue de WSS élevé dans la région apicale de la bifurcation 

(Figure 4B).  
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Figure 4 : Exemples de bifurcation de l’artère cérébrale moyenne humaine et modélisation du WSS 
A : Les angles sont indiqués pour les trois bifurcations (angiographie 3D). B : CFD de l’influence de l’angle d’une 
bifurcation symétrique sur les valeurs du WSS. La valeur du WSS est représentée par une échelle de couleur allant du 
bleu (faible) au rouge (élevée). D’après Lauric al., 201838. 

Ce profil particulier de WSS dans les bifurcations ouvertes est associé à des valeurs de 

pression élevée au niveau de l’apex et des segments adjacents (Figure 5).  

 

Figure 5 : Modélisation du profil de pression dans une bifurcation d’artère cérébrale 
La valeur de la pression, ici modélisée dans une bifurcation symétrique, est représentée par une échelle de couleur 
allant du bleu (faible) au rouge (élevée). D’après Alnæs et al, 200740. 
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B. Remodelage de la paroi au niveau de l’AIC 

a. Description générale de la paroi de l’AIC 

La formation d’un AIC découle d’un remodelage de la paroi des artères cérébrales localisée à 

proximité immédiate de l’apex d’une bifurcation qui peut s’accompagner d’un remaniement 

de la paroi au niveau de l’apex, notamment une duplication de la LEI (Figure 6A)41. La 

fragmentation de cette LEI, puis à sa disparition au niveau du dôme signe la formation de l’AIC 

(Figure 6)31. Les cellules endothéliales normalement jointives et adhérentes à leur lame 

basale, présentent une perméabilité intercellulaire et certaines zones de la paroi présentent 

même une disparition de ces cellules endothéliales. Structurellement, la surface en contact 

avec la lumière du vaisseau apparait irrégulière et désordonnée31. Avec la perte de la LEI, des 

CMLV sont retrouvées dans l’intima (probablement suite à leur migration depuis la media et 

leur prolifération), formant une hyperplasie myointimale avec un épaississement globale de 

la paroi lors des étapes précoces de la formation de l’AIC (Figure 6B)42. Dans des AIC plus 

évolués, les observations ont relevé que les CMLV ne présentaient plus un phénotype 

contractile mais un phénotype sécrétant43. Ce changement phénotypique et morphologique 

est associé à la présence d’un remodelage de la matrice extracellulaire (MEC). Dans les AIC au 

plus proche de la rupture voire rompus, une apoptose des CMLV a été observée, associé à un 

amincissement de la paroi44. A chaque étape de l’évolution du dôme anévrismal un infiltrat 

inflammatoire a pu être identifié, en particulier des macrophages. Ces macrophages sont 

associés à la présence d’enzymes qui dégradant la MEC, les métalloprotéinases matricielles 

(MMP), notamment les MMP2 et 9, et donc au remodelage matricielle41,45.  

Figure 6 : Localisation et modifications pariétales typiques des AIC 
A : Localisation de l’initiation de la formation d’un AIC. Site d’initiation d’un AIC (flèche blanche) entraînant la 
disparition de la LEI et un remaniement de la media au niveau de l’apex de la bifurcation et une duplication de la LEI. 
(pointe de flèche noire). B : Histologie d’une artère cérébrale saine humaine à gauche et de la paroi d’un AIC à droite. 
Remodelage de la paroi d’une artère cérébrale lors de la formation d’un AIC. Modifié, d’après Tulamo et al, 201841 

Adven ce

Media

Endothélium
   

 umière

Artère cérébrale saine AIC

 umière Désendothélialisa on
                    

Adven ce

Hyperplasie 
myoin male

Endothélium
LEI
Media
Adven ce

  



INTRODUCTION – Les AIC : Physiopathologie 

25 
 
 

b. Rôle des contraintes hémodynamiques et de l’endothélium dans la 

formation des AIC 

i. Contraintes hémodynamiques et formation des AIC 

Les AIC se forment dans les zones adjacentes à l’apex des bifurcations (Figure 6A), là où le 

WSS est élevé (Figure 4B), suggérant qu’il pourrait exister une relation entre WSS élevé et 

initiation des AIC46,47. Expérimentalement, il a été montré que la création d’une bifurcation 

sur l’artère carotide par chirurgie chez le chien permet de reproduire, là où le WSS est élevé, 

un remodelage de la paroi similaire à celle observée lors de la formation d’un AIC, avec une 

hyperplasie myointimale au niveau de l’apex de la bifurcation et une destruction de la LEI 

dans les zones adjacentes48. In vitro, les cellules endothéliales cultivées dans un système 

mimant une bifurcation migrent du WSS le plus faible vers le WSS le plus élevé et 

s’accumulent en aval de la zone où le WSS est maximal49. Ce phénomène suggère qu’in vivo 

les cellules endothéliales vont avoir tendance à s’éloigner des zones où le WSS est faible, ce 

qui favoriserait une remodelage pariétal au niveau de cette zone. 

Ainsi, il est actuellement admit qu’un défaut d’adaptation aux contraintes hémodynamiques 

ou à leur variation au niveau des bifurcations des artères cérébrales pourrait être à l’origine 

du remodelage subit de la paroi initiant la formation d’un AIC, mais les mécanismes qui en 

sont responsables ne sont pas identifiés37,48,50. 
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ii. Cellules endothéliales et WSS 

L’endothélium vasculaire joue un rôle majeur dans l’homéostasie et la physiologie vasculaire 

en formant une barrière physique entre le sang et la paroi, en contrôlant la contraction des 

CMLV sous-jacentes et ainsi le tonus vasculaire, et en exerçant une fonction anti-agrégante 

et antithrombotique. La structure de l’endothélium et les fonctions des cellules endothéliales 

sont fortement dépendantes du WSS. 

Les cellules endothéliales disposent, en effet, de mécano-senseurs qui leur permettent de 

ressentir les forces mécaniques auxquelles elles sont soumises51. Ces mécano-senseurs 

peuvent être des protéines membranaires telles que des récepteurs couplés au protéines G 

ou des canaux ioniques mais aussi des structures de la membrane elle-même comme 

notamment le cil primaire, qui est une extension de la membrane plasmique soutenue par 

des microtubules37,52. Un des phénomènes illustrant la mécanotransduction, c’est-à-dire la 

traduction de stimuli mécaniques en signaux biologiques intracellulaires, est l’alignement des 

cellules endothéliales dans le sens du flux dans les portions linéaires des artères soumises à 

des conditions physiologiques de flux laminaire qui génèrent un WSS unidirectionnel élevé53. 

Ces conditions de flux laminaire sont déterminantes dans la régulation du tonus vasculaire via 

la stimulation de la NO synthase endothéliale (eNOS) et la production du monoxyde d’azote 

(ou nitric oxide, NO). Le NO, en agissant sur les CMLV, favorise leur relaxation. La voie du NO 

est la principale composante de la vasodilatation médiée par le flux54. Il existe cependant 

d’autres voies indépendantes du NO menant à la relaxation des CMLV comme par exemple 

celle des prostaglandines (prostacycline, PGI2) ou celle de l’endothelium-derived 

hyperpolarizing factor (EDHF) (Figure 7). 
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Figure 7 : Voies impliquées dans la régulation de la relaxation des CMLV par l’endothélium 

Plusieurs voies endothéliales permettent la relaxation des CMLV. L’EDHF (en orange) par augmentation du calcium 
(Ca2+) intracellulaire permet la libération de l’ion potassium (K+) par les CMLV ce qui hyperpolarise leur membrane et 
donc mène à l’inactivation des leurs canaux calciques voltage-dépendants. L’acide arachidonique (AA, en rouge) est 
transformé en prostaglandine G2 (PGG2) puis en prostaglandine H2 (PGH2) qui elle-même est transformée en 
prostacycline (PGI2). La PGI2 active, via un récepteur couplé aux protéines G (IP, Gs), l’adénylate cyclase membranaire 
qui contribue à l’augmentation de l’AMP cyclique (cAMP) dans les CMLV, ce qui entraîne l’activation de la protéine 
kinase A (PKA). IP est également présent sur la membrane des cellules endothéliales et lorsque la PGI2 l’active, cela a 
pour effet d’activer la eNOS. L’endothéline 1 (ET1, en violet), lorsqu’elle agit sur son récepteur B (ETb), a pour effet 
d’augmenter le Ca2+ intracellulaire. Celui-ci s’associe à la calmoduline (CaM), ce qui augmente l’activité de la eNOS. 
L’ET1 produite directement par les cellules endothéliales va avoir ce même rôle. Lorsque la bradykinine (en bleu) et 
l’angiotensine II (AngII, en gris) se lient respectivement à leurs récepteurs couplés aux protéines G (B2, Gq et AT2), la 
phospholipase C s’active et clive le phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate en diacylglycérol et en inositol trisphosphate 
(IP3), ce qui a pour effet d’activer le relargage de Ca2+ dans le cytosol puis d’activer la eNOS. Le WSS (en vert) ressenti 
par les cellules endothéliales active également eNOS. L’acétylcholine (en noir), en agissant sur ses récepteurs 
muscariniques (M), augmente aussi l’activité de la eNOS. Activée par ces différentes voies, la eNOS catalyse la réaction 
de la transformation de la L-arginine (L-Arg) en NO + L-citrulline et induit donc la libération du NO par les cellules 
endothéliales. Ce NO a pour effet d’activer la guanylate cyclase cytosolique des CMLV, ce qui augmente la production 
de GMP cyclique (cGMP) et donc l’activation de la protéine kinase G (PKG). La PKA et la PKG accélèrent la recapture du 
Ca2+ par le réticulum sarcoplasmique. La concentration du Ca2+ cytosolique diminue, ce qui entraîne la relaxation des 
CMLV par baisse d’activité de la kinase des chaines légères de myosine (MLCK). Modifié, d’après Mangana et al, 202154. 

Ces conditions de flux laminaire permettent également de maintenir le phénotype quiescent, 

anti-thrombotique et anti-inflammatoire des cellules endothéliales par la mise en jeu de 

différentes voies de signalisation55. Une famille de facteur de transcription, les Kruppel-like 

factor (KLF), notamment KLF2, apparaît comme prépondérante dans cette régulation. En 

effet, KLF2, dont l’expression augmente avec l’intensité du WSS, entraîne la transcription de 

la eNOS et l’inhibition de la transcription de gènes pro-inflammatoires tels que la molécule 

d’adhésion intracellulaire-1 (ICAM-1) ou la MMP956,57. La régulation négative exercée par le 
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WSS élevé sur l’activation du facteur de transcription nucléaire κB (NF-κB) joue également un 

rôle dans l’effet anti-inflammatoire du flux laminaire58. Le flux laminaire active les voies 

prolifératives d’AKT, de la protéine kinase C (PKC) et des kinases régulées par un signal 

extracellulaire 1 et 2 (ERK 1/2) et la voie antimitotique de la protéine kinase AMP-dépendante 

(AMPK). Cette activation simultanée participe à la quiescence des cellules endothéliales grâce 

au maintien de l’équilibre entre ces deux types de voies opposées. Cet équilibre est rompu 

dans des régimes de flux turbulents59.  

Dans un régime de WSS unidirectionnel élevé, les cellules endothéliales sont jointives et 

alignées pour assurer une fonction de barrière entre le sang circulant, la paroi et les tissus 

sous-jacents grâce à l’établissement de jonctions intercellulaires, serrées et adhérentes 

(Figure 8). Les jonctions serrées mettent en jeu les occludines et les claudines, protéines 

membranaires mais aussi des protéines intracellulaires, telles que zonula occludens-1 (ZO-1), 

assurant leur liaison avec les filaments d’actine. Les jonctions adhérentes comprennent 

notamment la cadhérine endothéliale vasculaire (VE-cadhérine) transmembranaire, liée à la 

β-caténine par sa partie intracellulaire60. Il existe également des jonctions communicantes qui 

permettent les échanges entre le cytoplasme de deux cellules adjacentes61.  

 
Figure 8 : Les jonctions intercellulaires des cellules endothéliales 

Les cellules endothéliales sont sensibles au flux sanguin grâce à différentes structures présentes sur leur côté apical, 
notamment le glycocalyx, le cil primaire et des canaux ioniques. Les jonctions intercellulaires permettent, grâce aux 
interactions homophiliques, à deux cellules adjacentes de communiquer, physiquement ou chimiquement. Les jonctions 
serrées mettent en jeu des protéines transmembranaires : la claudine, l’occludine ou la junctional adhesion molecule A 
(JAM-A) et des protéines intracellulaires participent au complexe, notamment ZO-1 et ZO-2. Les jonctions 
communicantes ou GAP font intervenir la connexine ou la pannexine. Les jonctions adhérentes sont constituées de la 
VE-cadhérine en transmembranaire et de la β-caténine en intracellulaire qui permet la liaison avec le cytosquelette 
d’actine. D’après Ashby et Mack, 202162 
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En plus des adhésions intercellulaires, les cellules endothéliales sont attachées à leur lame 

basale via des points d’adhésion focaux mettant en jeu des protéines transmembranaires 

dimériques, les intégrines, qui se lient aux protéines de la MEC. De leur côté intracellulaire, 

les intégrines sont liées à un complexe rassemblant la taline, la kinase d’adhésion focale (FAK), 

la paxilline et la vinculine63. C’est via ce complexe que les intégrines sont reliées au 

cytosquelette d’actine (Figure 9). Ces points d’ancrage sont nécessaires pour le maintien de 

l’intégrité vasculaire64. Les intégrines peuvent générer des signaux extérieur-intérieur, 

lorsqu’un ligand extracellulaire ou la MEC se lie à l’intégrine, cela déclenche des modifications 

intracellulaires, notamment du cytosquelette. Elles peuvent aussi générer des signaux 

intérieur-extérieur, la liaison de la taline leur permettant de se regrouper sous forme de 

cluster afin de promouvoir l’adhésion à la MEC ou la migration cellulaire par exemple65. 

 
Figure 9 : Les points focaux d’adhésion à la MEC 

Les points focaux d’adhésion permettent l’attachement de la cellule à la MEC. Les intégrines sont constituées de deux 
sous-unités : α et β. De leur côté extracellulaire, elles effectuent des liaisons hétérophiliques avec des protéines de la 
MEC comme la fibronectine ou la vitronectine. Du côté intracellulaire, tout un complexe leur est lié, il est composé de 
la taline, FAK, Src, la vinculine, la paxilline, ERK, etc… Ce complexe permet la liaison avec le cytosquelette d’actine.  
D’après Deakin et Turner, 200866 

A l’inverse du rôle protecteur du flux laminaire et du WSS unidirectionnel élevé sur l’intégrité 

fonctionnelle et structurale de l’endothélium, les flux turbulents et les valeurs de WSS faibles 

ou supra-physiologiques ont un effet délétère sur l’endothélium. Ces flux et WSS anormaux 

et perturbés, qui sont typiquement trouvés au niveau des bifurcations des artères cérébrales 

(Figure 4B) participent au développement d’une « dysfonction endothéliale » (Figure 10)67. 

Cette dysfonction endothéliale, qui résulte de l’activation de mécanismes multiples, est 

caractérisée par un déséquilibre de la production de molécules vasoactives par les cellules 

endothéliales en faveur des vasoconstricteurs, d’une inflammation et d’un état pro-
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thrombotique. Elle participe systématiquement à la phase précoce de tout remodelage 

vasculaire, et son rôle dans la formation des AIC a été proposé (Figure 10)58. 

 
Figure 10 : Voies de signalisation endothéliales potentialisées par des valeurs pathologiques de WSS 

A gauche, une bifurcation d’artères cérébrales avec une hyperplasie myointimale (HM) au niveau des parties 
adjacentes de l’apex de la bifurcation (AB). A droite, l’endothélium à l’échelle cellulaire. Le WSS trop élevé provoque la 
production d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) qui vont induire le relargage de cytokines pro-inflammatoires telles 
que la protéine chimioattractante monocytaire 1 (MCP-1). Ce type de WSS entraîne une augmentation de l’expression 
des enzymes du stress oxydant telles que la NADPH oxydase ou la cyclooxygénase de type 2 (COX-2) qui vont entretenir 
l’élévation des ROS. Les ROS vont contribuer à une régulation négative des jonctions serrées et donc à une perméabilité 
accrue de l’endothélium. Ajouté à cela, les trop faibles valeurs de WSS, entraînant également une augmentation des 
ROS, facilitent le passage en transendothélial de leucocytes circulants qui vont, une fois résidents dans la paroi, sécréter 
des facteurs pro-inflammatoires tels que les MMP2 et 9, la NOS inductible (iNOS) et d’autres cytokines. Le NO devient 
cytotoxique car il est produit en trop grande quantité, il va participer au découplage de la eNOS qui produit 
normalement le NO physiologique. Modifié, d’après Sheinberg et al, 201958 

L’endothélium dysfonctionnel et inflammatoire présente une diminution de l’expression et 

de l’activité de la eNOS, conduisant à une réduction du NO endothélial. A l’inverse, une grande 

quantité de NO « inflammatoire » et cytotoxique pour les cellules endothéliales est produite 

par la NOS inductible (iNOS) exprimée par les cellules inflammatoires qui sont recrutées à la 

surface de l’endothélium dysfonctionnel58. Les perturbations du WSS induisent également 

une augmentation du stress oxydant, en particulier via la NADPH (nicotinamide adénine 

dinucléotide phosphate réduit) oxydase. L’augmentation du stress oxydant favorise la rupture 

des jonctions intercellulaires qui facilite la diapédèse des cellules immunitaires et 
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inflammatoires et contribue à entretenir, voire amplifier, l’inflammation58. La rupture des 

jonctions est caractérisée par la disparition de protéines telles que ZO-1 ou occludine, 

observée dès les phases précoces de formation de l’AIC dans un modèle d’induction d’AIC 

chez le rat68. L’expression de facteurs de transcription pro-inflammatoires tels que NF-κB qui 

induit l’expression de protéines d’adhésion comme la molécule d’adhésion cellulaire 

vasculaire-1 (VCAM-1), ICAM-1 ou la E-sélectine, est également augmentée, que ce soit chez 

l’Homme ou dans des modèles animaux, ce qui participe au maintien de l’inflammation de la 

paroi69. 

La dysfonction endothéliale participe à la formation des AIC mais les évidences sont surtout 

indirectes, notamment par des études de modélisation de flux38,40. Il est donc nécessaire 

d’améliorer la connaissance des mécanismes qui lient la dysfonction endothéliale à la 

formation des AIC afin de mieux comprendre la pathogénèse des AIC58. 

c. Rôle des CMLV dans la formation des AIC 

Les CMLV présentes dans la media des artères cérébrales sont disposées en une ou plusieurs 

couches orientées de façon orthogonale au sens du flux sanguin. Ce sont des cellules 

quiescentes et contractiles, responsables du tonus vasculaire et de la résistance périphérique. 

Leur phénotype contractile est caractérisé par l’expression de marqueurs de différenciation 

spécifiques tels que l’α-actine musculaire lisse (α-SMA), la chaine lourde de la myosine 

spécifique du muscle lisse (SM-MHC), la transgeline (SM22α  et la calponine.  

Cependant, ces cellules sont capables d’une grande plasticité phénotypique et de se 

dédifférencier, en particulier, pour acquérir un phénotype sécrétant (ou synthétique) par la 

diminution d’expression des marqueurs contractiles et l’augmentation d’expression des MMP 

et leurs inhibiteurs (TIMP) et des modifications d’expression de constituants de la MEC 

comme des collagènes, des protéoglycans70. Cette transition phénotypique s’accompagne de 

la perte de la quiescence des CMLV, qui retrouvent une capacité à proliférer et à migrer. Par 

ces mécanismes, les CMLV jouent un rôle essentiel dans le remodelage physiologique 

(cicatrisation, réparation tissulaire) et pathologique (hypertension, athérosclérose) de la 

paroi artérielle. 

Dans une paroi artérielle saine, les CMLV sont la principale source de collagène (collagène I 

et III) de la paroi vasculaire71. De plus, la tension mécanique générée par leur activité 
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contractile est essentielle à la polymérisation du collagène et son organisation en fibrilles72, 

de même qu’à la polymérisation de la fibronectine73 via un mécanisme dépendant des 

intégrines (α2β1, α5β1 . Les CMLV jouent ainsi un rôle majeur dans l’organisation et la 

composition de la média et, en conséquence, dans l’intégrité structurale de la paroi artérielle. 

La dédifférenciation des CMLV constitue donc un évènement crucial qui compromet 

l’organisation de la MEC et l’intégrité de la paroi artérielle.  

Dans les parois anévrismales de pièces anatomiques humaines, l’expression des marqueurs 

du phénotype contractile des CMLV (α-SMA, SM-MHC, …  est diminuée74. Cette observation 

suggère la transition phénotypique des CMLV lors de la formation d’un AIC75–77. La perte 

d’expression des marqueurs phénotypiques semble s’accentuer avec l’évolution vers la 

rupture des AIC. Elle s’associe à une désorganisation des CMLV, qui perdent leur caractère 

fusiforme et leur disposition parallèle les unes aux autres, et à une dégradation de la LEI, 

suggérant un rôle des CMLV dédifférenciées dans la disparition de cette LEI77. 

Des travaux in vitro et in vivo dans des modèles expérimentaux d’AIC montrent que la perte 

d’expression des marqueurs de différenciation contractile des CMLV s’accompagne d’une 

augmentation d’expression de gènes pro-inflammatoires et impliqués dans le remodelage de 

la MEC, en particulier de chimiokines (protéine chimioattractante monocytaire 1, MCP-1), des 

cytokines (interleukine-1β, IL-1β), de molécules d’adhésion (VCAM-1), de facteurs de 

transcription (NF-κB et KLF4), de protéases matricielles (MMP2, 3, 9) ainsi que de la iNOS77,78 

(Figure 11). Un modèle d’induction d’AIC chez le lapin a mis en évidence que les MMP2 et 9 

produites par les CMLV apparaissent dans la paroi artérielle à un stade extrêmement précoce 

de l’initiation de l’AIC, bien avant l’infiltration de la paroi par les cellules inflammatoires79. 

Dans ce même modèle, l’inhibition non spécifique des MMP bloque le développement des 

AIC alors que la déplétion en monocytes circulants ne le bloque pas. Ce modèle suggère un 

rôle essentiel des CMLV dédifférenciées et de leur production de MMP dans l’initiation des 

AIC79. Les CMLV dédifférenciées produisent aussi des inhibiteurs des MMP, TIMP-1 et TIMP-2, 

mis en évidence dans un modèle d’induction d’AIC chez le rat80. Dans cette étude, des souris 

déficientes en TIMP-1 ou en TIMP-2 ont également été soumises à ce protocole et semblent 

développer des AIC plus précocement proche de la rupture que les souris sauvages. Cette 

étude évoque un rôle des TIMP qui pourrait être bénéfique sur la progression des AIC par un 

maintien de la quantité de collagène, ce qui stabiliserait la paroi80. A l’inverse, si le 
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déséquilibre entre MMP et TIMP est en faveur des protéases, et donc en faveur de la 

dégradation de la MEC, l’AIC aurait tendance à évoluer vers la rupture. En effet, si la 

dégradation de la MEC la paroi s’amincit et s’affaiblit ce qui la rend plus susceptible de 

rompre. 

 
Figure 11 : Conversion phénotypique des CMLV lors de la formation d’un AIC 

Lors de la formation de l’AIC, les CMLV subissent un changement phénotypique, passant d’un phénotype contractile à 
un phénotype sécrétant, pro-inflammatoire et pro-remodelage. D’après Starke et al, 201477 

D’autres facteurs et molécules produits par les CMLV dédifférenciées participent à la mise en 

place d’un contexte inflammatoire qui va contribuer ultérieurement à l’apoptose des CMLV 

et à la progression de l’AIC77. Par exemple, l’IL-1β est produite très précocement par les CMLV 

lors du développement de l’AIC dans un modèle de souris81. La production de cette cytokine 

apparait comme délétère dans l’évolution des AIC. En effet, dans cette étude, les souris 

déficientes en IL-1β forment autant d’AIC que les souris sauvages mais ces AIC ont une paroi 

plus mince et les CMLV y sont moins nombreuses et plus éparses. L’analyse de ces AIC 

développés en l’absence d’IL-1β suggère une apoptose plus importante des CMLV et une 

susceptibilité accrue à la rupture81. La dédifférenciation des CMLV apparait ainsi comme un 

mécanisme initiateur de la dégénérescence de la paroi artérielle et de l’inflammation qui 

conduisent à la formation, à la progression puis à la rupture des AIC77. 

Les mécanismes de la transition phénotypique des CMLV au cours de la formation d’un AIC 

sont encore mal compris mais sont probablement multiples et dépendants de facteurs 

génétiques, inflammatoires ou environnementaux comme, par exemple, l’exposition à la 

fumée de cigarette82.  
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Quelques données expérimentales suggèrent un rôle du facteur de nécrose tumoral α (TNFα  

dont l’expression est augmentée dans la paroi d’AIC humain83. L’inhibition du TNFα dans un 

modèle d’AIC chez le rat prévient la conversion des CMLV et réduit l’expression des 

marqueurs d’inflammation78. 

La dédifférenciation des CMLV et la destruction de la LEI conduisent, dans un premier temps, 

à la migration des CMLV de la media vers l’intima43. La progression de l’AIC s’accompagne 

ensuite de la perte des CMLV par apoptose. L’analyse de pièces anatomiques humaines 

montre que les CMLV sont plus apoptotiques dans la paroi d’AIC rompus que dans la paroi 

d’AIC non rompus, avec un maximum d’apoptose à proximité du point de rupture au niveau 

du dôme de l’anévrisme44,77. 

Il existe tout de même une ambivalence par rapport au phénotype des CMLV. En effet, lors 

de la formation de l’AIC, le phénotype sécrétant des CMLV apparaît bénéfique du point de 

vue de la stabilité de la paroi. L’ostéoprotégérine est une molécule soluble qui, via la voie du 

facteur de croissance transformant β  TGF-β , augmente la synthèse de collagène et la 

prolifération des CMLV. Son utilisation dans un modèle d’induction d’AIC chez le rat permet 

de ralentir l’évolution des AIC. En effet, la paroi des AIC provenant des animaux traités à 

l’ostéoprotégérine, apparaissait plus stable car moins amincie et moins apoptotique84. 

Une étude a modélisé les conditions de flux dans des AIC humains et a ensuite pu accéder aux 

données histologiques de ces mêmes AIC. Cette méthode a permis de mettre en évidence que 

le remodelage de type prolifératif était associé à un flux stable, générant un WSS uniforme. 

Par contre, le remodelage dégénératif de la paroi des AIC avec une perte en CMLV et une MEC 

désorganisée était plutôt associé à des faibles flux et à des reflux85. Cette association suggère 

que la modélisation du flux au sein de l’AIC pourrait nous renseigner sur l’état de la paroi des 

AIC, et donc sur le risque de rupture. 

d. Rôle des cellules inflammatoires dans la formation des AIC 

L’infiltration des cellules inflammatoires, en particulier des macrophages participe au 

développement des AIC. Des analyses histologiques de dômes anévrismaux humains ont mis 

en évidence que la paroi des AIC contient plus de macrophages que celle des artères 

saines44,86,87. De plus, des souris déplétées en macrophages développent moins d’AIC que les 

souris contrôles dans un modèle d’induction d’AIC par injection d’élastase (10 % contre 60 %, 
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respectivement) suggérant un rôle des macrophages dans la formation des AIC dans 

modèle88. Comme dans d’autres pathologies cardiovasculaires, ces monocytes / macrophages 

pourraient être recrutés par des chimiokines libérées par les cellules de la paroi artérielle 

lésée. L’induction d’AIC par surcharge hémodynamique chez des souris déficientes en MCP-1 

indique que cette chimiokine contribuerait au recrutement des macrophages puisque ces 

souris développent des AIC de taille réduite, avec une infiltration macrophagique et une 

expression de marqueurs pro-inflammatoires tels que MMP2, 9 et iNOS diminuées89. 

Une fois recruté au sein du tissu vasculaire, il a été montré que les macrophages vont libérer 

majoritairement deux cytokines au sein de la paroi des AIC : le TNF-α et l’IL-1β45. Dans cette 

même paroi, une étude a également montré que l’IL-1β augmentait la production des MMP 

donc la dégradation de la MEC, ce qui contribuerait à la fragilisation de la paroi de l’AIC90. Le 

TNF-α va, quant à lui, activer NF-κB, permettant ainsi l’expression des gènes pro-

inflammatoires codant notamment pour VCAM-1, ICAM-1, MCP-1 et la cyclooxygénase de 

type 2 (COX-2)91. Dans des modèles murins, la déficience en TNF-α d’une part92 et l’inhibition 

de NF-κB d’autre part93 préviennent toutes les deux la formation des AIC. L’infiltration de la 

paroi des AIC par les macrophages apparaît donc comme délétère en favorisant la 

déstructuration de la MEC et en amplifiant l’inflammation locale (Figure 12).  

 
Figure 12 : Activation et fonctions des macrophages dans les AIC 

Les macrophages (Mø) transmigrent au sein de la paroi artérielle car ils sont attirés par MCP-1 relargué par les CMLV 
et les cellules endothéliales. Eux-mêmes en produisent afin de recruter d’autres cellules inflammatoires telles que des 
mastocytes (M) ou des lymphocytes T (T). Une fois dans la paroi, les facteurs produits par les macrophages sont 
délétères pour la paroi de l’AIC : le TNF-α favorise l’apoptose des CMLV, l’IL-1β entraine l’apoptose des CMLV et diminue 
la synthèse du collagène, le relargage du TGF-β conduit à une augmentation de la fibrose et les MMP dégradent la 
MEC. Modifié, d’après Tulamo et al, 201841. 
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La présence de lymphocytes T dans la paroi anévrismale est également associée à un risque 

accrue de rupture45. Une analyse histologique des dômes d’AIC de patients rompus ou non 

rompus a montré que l’infiltration de la paroi par les cellules T était augmentée dans les parois 

des AIC rompus en comparaison aux AIC non-rompus44. De plus, chez la souris, l’invalidation 

de Rag1, gène nécessaire à la maturation des lymphocytes T, prévient la formation et la 

rupture des AIC. L’absence de lymphocytes T dans ce modèle permet d’enrayer la transition 

phénotypique des CMLV qui maintiennent alors leur phénotype contractile. Ceci concourt à 

prévenir l’accumulation de MMP et autres enzyme protéolytiques et donc limite le 

remodelage de la MEC94. 

Les mastocytes sont des leucocytes qui agissent principalement par la libération de 

médiateurs et de cytokines et leur rôle dans la pathogenèse de l’athérosclérose et des 

anévrismes de l’aorte abdominale a été relativement bien décrit95. Comme pour les 

lymphocytes T, l’infiltrat intra-pariétal de mastocytes a été décrit pour être associé à la 

formation et la rupture d’AIC. Une première étude, menée dans un modèle d’AIC chez le rat, 

a ainsi constaté une augmentation du nombre de mastocytes lors de la formation de l’AIC 

associée à une production de MMP par les CMLV après la dégranulation des mastocytes96. 

Une seconde étude, chez la souris, a mis en évidence que l’inhibition de la dégranulation des 

mastocytes n’avait pas d’effet sur l’évolution des stades précoces de formation d’AIC97. Par 

contre, une fois l’AIC formé, l’inhibition de la dégranulation des mastocytes prévient leur 

rupture. Inversement, un agent pharmacologique activant les mastocytes a pour effet 

d’augmenter le risque de rupture. De plus, dans cette même étude, la déficience génétique 

en mastocytes n’affecte pas le taux de formation d’AIC mais entraîne une diminution de leur 

taux de rupture97. Ces données suggèrent un rôle important des cellules inflammatoires dans 

la pathologie anévrismale, notamment dans le phénomène de rupture. 

En conclusion, il est intéressant de noter qu’une modulation phénotypique des trois types 

cellulaires ; endothéliales, musculaires lisses et inflammatoires ; concourt à la survenue des 

AIC et à leur évolution vers la rupture. Ces trois modulations phénotypiques n’agissent pas 

séparément mais en synergie, conduisant à des phénomènes d’amplification locale au sein de 

la paroi. Ainsi un endothélium lésé participera activement au recrutement inflammatoire et à 

la différenciation monocyte/macrophage, tout comme les cellules inflammatoires activées 

contribueront à la transition phénotypique des CMLV98. 
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C. Intérêt des modèles animaux dans la compréhension des mécanismes 

physiopathologiques des AIC 

Les mécanismes physiopathologiques précédemment proposés ont principalement été 

obtenus à l’aide de modèles animaux. Ces différents modèles reproduisent plus ou moins 

fidèlement les conditions dans lesquelles se forment les AIC pour en étudier les mécanismes 

mis en jeu. 

Ces modèles pré-cliniques sont, pour la plupart, basés sur la modulation de deux éléments 

clés dans la formation des AIC : le stress hémodynamique et la structure de la paroi vasculaire. 

Ils reposent donc sur des modifications hémodynamiques visant à augmenter les contraintes 

associées ou non à une détérioration chimique locale des composants extracellulaires de la 

paroi des artères cérébrales99,100. 

Le premier modèle, mis au point par Hashimoto à la fin des années 1970 chez le rat101. Ce 

modèle a été créé afin d’évaluer le rôle causal d’un stress hémodynamique, associé à une 

paroi fragile, dans la formation des AIC. Il consiste en la ligature des deux artères rénales 

postérieures et de l’artère carotide commune gauche, suivie, une semaine plus tard, par la 

mise en place d’un traitement avec 1 % de chlorure de sodium dans l’eau de boisson. Cette 

surcharge en sel, combinée à l’insuffisance rénale créée par les ligatures, augmente la 

pression artérielle des animaux de façon modérée (Figure 13)102. Le β-aminopropionitrile, un 

inhibiteur de la lysyl oxydase, enzyme permettant la réticulation du collagène et de l’élastine, 

est également administré per os, pour fragiliser la paroi101. 

Ce protocole a été adapté chez la souris en divisant les deux chirurgies en deux opérations, la 

première consiste en la ligature de l’artère rénale postérieure droite et de l’artère carotide 

commune gauche et la deuxième en la ligature de l’artère rénale postérieure gauche103. 

L’adaptation de ce protocole a été indispensable du fait de nombreux modèles transgéniques 

disponibles chez la souris et non chez le rat. 

Ce protocole est assez long puisqu’il permet d’obtenir des dilatations focales au niveau de la 

bifurcation artère cérébrale antérieure / artère olfactive quatre à cinq mois après la première 

opération mais a l’avantage de provoquer une altération de la paroi uniquement lien à la 

surcharge hémodynamique (Tableau 1)89. 
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Figure 13 : Principaux modèles d’induction d’AIC chez le petit animal 

Le modèle d’Hashimoto101 a été mis au point chez le rat et consiste en la ligature de l’artère carotide commune gauche 
et des artères rénales postérieures poursuivies par l’ajout de chlorure de sodium dans l’eau de boisson afin d’induire 
une hypertension modérée. Selon les études l’alimentation est supplémentée ou non en β-aminopropionitrile. Après 4 
mois de traitement, l’AIC est formé au niveau de la bifurcation artère olfactive / artère cérébrale antérieure du côté 
controlatéral à la ligature carotidienne104. Le modèle suivant est principalement utilisé chez la souris et se compose 
d’une injection d’élastase dans le liquide cérébro-spinal contenu dans la citerne basale combinée à une hypertension 
induite par une pompe osmotique délivrant de l’angiotensine II ou la pose sous-cutanée d’une pastille d’acétate de 
désoxycortisone. Les AIC sont sacculaires et se forment très rapidement au niveau de la circulation postérieure ou 
antérieure105. Le dernier modèle, utilisé surtout chez le lapin, permet, par une ligature bilatérale des artères carotides 
communes, d’induire la formation d’AIC au niveau de la bifurcation du tronc basilaire en 6 mois79.  
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Modèle Avantages Inconvénients Limites 

Hashimoto101 

- Robuste 

- Reproduction fidèle des 

conditions chez l’Homme 

- Etude à court terme possible 

- AIC de bifurcation 

- Transposable rat/souris/lapin 

- Protocole long 

-Chirurgie difficile, 

notamment si adapté 

chez la souris103 

- AIC à large collet 

Elastase106 

- Protocole court 

- AIC sacculaire 

- Etudes de la rupture 

- Parfois + de HSA que 

de réels AIC 

- Reproduit des 

conditions éloignées 

de l’Homme 

- Pas d’étude possible 

des temps précoces 

Ligature 

carotidienne 

bilatérale79 

- Pas d’induction 

d’hypertension 

- Reproduction fidèle des 

conditions chez l’Homme 

- Etude à court terme possible 

- Protocole long 

- AIC de la circulation 

postérieur (pas 

représentatif de 

l’Homme  

- AIC large collet 

- Pas transposable à la 

souris 

Tableau 1 : Avantages, inconvénients et limites des principaux modèles animaux d’AIC 
Les modèles d’induction d’AIC chez l’animal présentent des avantages, des inconvénients et des limites qui sont 

répertoriés dans le tableau ci-dessus99,104,107. 

Chez la souris, un autre modèle répandu consiste en l’injection d’élastase dans le liquide 

cérébro-spinal de la citerne basale en combinaison à une hypertension induite par 

l’angiotensine II ou l’acétate de désoxycortisone (Figure 13)107. Ce modèle est basé sur des 

observations histologiques de perte de LEI faites chez l’Homme, ici reproduit par l’injection 

d’élastase. De plus, il est basé sur des observations cliniques avec la prévalence plus élevée 

d’HTA chez les patients porteurs d’AIC, ici reproduit par le traitement à l’angiotensine II ou 

acétate de désoxycortisone106. Ce protocole permet d’induire la formation d’AIC chez la souris 

en deux semaines seulement avec une incidence d’environ 70 %106. Ce modèle est plutôt un 

modèle pour étudier la rupture d’AIC (Tableau 1). En effet, après trois semaines de traitement 

à l’angiotensine II suite à l’injection d’élastase, le pourcentage d’AIC atteint chez la souris est 

de 90 %, mais surtout des HSA sont présentes dans 70 % des cas108,109. 

Chez le lapin, la ligature carotidienne bilatérale permet la formation d’AIC au niveau de la 

circulation postérieure du polygone de Willis (Figure 13)107. Ce long protocole induit des AIC 

en 6 mois ce qui permet de suivre l’évolution de la pathologie (Tableau 1)79,110. Certaines 

études induisent, en plus, une hypertension afin d’accélérer l’évolution du dôme 

anévrismal110. Cependant, chez le lapin, suite à la ligature bilatérale des artères carotides 

communes, il n’est pas nécessaire d’augmenter la pression artérielle ou de détériorer 
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chimiquement la paroi artérielle pour induire des dilatations focales au niveau de la 

bifurcation du tronc basilaire. Par contre, chez le rat, l’injection d’élastase est combinée à la 

chirurgie et chez la souris, ce type de modèle n’est pas utilisé107. En effet, la morphologie de 

des animaux étant différente, la dynamique des fluides au sein de polygone de Willis est 

différente. 

Il est important de noter que, contrairement à l’Homme, les rongeurs ne présentent pas 

spontanément d’AIC et il n’existe à ce jour aucun modèle de souris ou de rat prédisposé à leur 

formation. Cette absence d’AIC peut être associée à plusieurs phénomènes. En premier lieu, 

l’Homme étant bipède, le polygone de Willis se trouve anatomiquement au-dessus du cœur. 

Chez la souris, quadripède, celui-ci se trouve au même niveau que le cœur. Cet orthostatisme 

rend la variation et l’intensité des contraintes hémodynamiques plus importantes chez 

l’Homme, notamment au niveau des bifurcations des artères cérébrales111. Ce serait pour 

cette raison-là, que le lapin serait plus enclin que la souris au développement d’AIC. De plus, 

le passage à l’orthostatisme au cours de l’évolution humaine, a induit un changement de 

conformation des bifurcations carotidiennes du polygone de Willis, qui forment souvent un 

angle très obtus, contribuant, là encore, à la modification des contraintes hémodynamiques 

très localement au niveau des premières bifurcations112. 

D’autres modèles d’induction d’AIC, moins répandus, existent. Certains associent les 

méthodes décrites précédemment entre-elles113. Il existe également des modèles animaux 

d’AIC conçus afin d’étudier un point précis de la physiopathologie. Par exemple, nous pouvons 

citer un modèle consistant à recréer, par chirurgie, une bifurcation de novo chez le chien48 ou 

le modèle appelé « rat d’Helsinki » où une veine est prélevée et transformée en pseudo dôme 

anévrismal114. Leurs objectifs étaient respectivement d’étudier l’effet de la morphologie de la 

bifurcation sur le flux et le comportement des cellules endothéliales qui en résulte et 

d’étudier la dynamique des fluides dans un AIC déjà formé. 

Les études mécanistiques chez l’animal ont permis d’aborder les mécanismes 

physiopathologiques et chronologiques de la formation des AIC. Ce type de modèle est aussi 

très utile pour l’évaluation de stratégies thérapeutiques pour empêcher ou ralentir la 

formation des AIC, ou limiter leur progression et leur évolution vers la rupture.  
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3. Prédispositions génétiques aux AIC 

De nombreuses études se sont intéressées à la génétique de l’AIC au cours des dernières 

années et ont permis d’identifier des gènes et des mutations associés à un risque accru d’AIC. 

Ces travaux comprennent à la fois des études pangénomiques, des stratégies basées sur des 

gènes candidats, et des études familiales. Ces études génétiques, en partie sans a priori, sont 

complémentaires des approches physiopathologiques, et peuvent aider à comprendre les 

causes et la biologie de l’AIC et à identifier des cibles pour des interventions thérapeutiques. 

A. AIC syndromiques 

Dans certaines maladies génétiques monogéniques, les AIC font partie des signes de la 

maladie. Ces AIC syndromiques représentent moins de 1 % de tous les AIC23. Les principaux 

syndromes d’origine génétique prédisposant aux AIC sont listés dans le Tableau 2. D’autres 

maladies affectant notamment les tissus conjonctifs parmi lesquelles le pseudoxanthoma 

elasticum115 mais aussi la néoplasie endocrinienne multiple de type 1116 qui sont également 

décrites pour augmenter la susceptibilité aux AIC ne seront pas développées ici car le tableau 

clinique est assez similaire aux autres pathologies exposées. 
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Pathologie Symptômes Gènes Protéines Rôles 
Prévalence 

des AIC 

Polykystose rénale 
autosomique 
dominante117 

Insuffisance rénale 
Atteintes cardiaques 
Atteintes vasculaires 

PKD1 
PKD2 

GANAB 
 

DNAJB11 
 
 

Polycystine 1 
Polycystine 2 
Sous unité α de 
la glucosidase II 
DnaJ homolog 

subfamily B 
member 11 

Polycystines : Formation des 
points focaux d’adhésion des 
cellules épithéliales à la MEC 
Glucosidase : adressage des 
polycystines à la membrane 

9 à 12 %118 

Nanisme 
microcéphalique 
ostéodysplasique 

primordial de type II119 

Nanisme 
Microcéphalie 

Anomalies 
cérébrovasculaires 

PCNT Péricentrine 
Maturation du centrosome 

lors de la mitose 
25 à 50 %119 

Syndrome 
d’Ehlers-Danlos120 

Hyperextension cutanée, 
hypermobilité articulaire 

Anomalies de la 
cicatrisation 

COL1A1 
COL3A1 
COL5A1 
COL5A2 

Collagène I 
Collagène III 
Collagène V 

Composants de la MEC 12 %121 

Syndrome 
de Marfan122 

Atteintes squelettiques 
Atteinte ophtalmique 

Dilatation aortique 
Insuffisance mitrale 

FBN1 Fibrilline 1 
Formation des fibres 

élastiques dans la MEC 
Séquestration du TGF- β 

14 %121 

Syndrome 
de Loeys-Dietz123 

Fente labio-palatine, 
hypoplasie malaire 

Anévrismes aortiques 
Tortuosité artérielle 

généralisée 

TGFBR1 
TGFBR2 

Récepteurs 
au TGF-β 

Phosphorylation de Smad2/3 
ou 1/5/8 en réponse à la 

liaison du TGF-β 

28 %121 

Télangiectasie 
hémorragique 

familiale124 

Lésions muqueuses et 
cutanées 

Malformations artério-
veineuses 

ENG 
ACVRL1 

15 %124 

Neurofibromatose 
de type 1125 

Macules café-au-lait 
Tumeurs bégnines et 
malignes du système 

nerveux central 

NF1 Neurofibromine 
Inactivation de 

l’oncoprotéine Ras 
11 %121 

Tableau 2 : Causes d’AIC syndromiques 
Les principaux syndromes menant à la formation d’AIC sont listés ci-dessus 

La polykystose rénale autosomique dominante (ADPKD) est le syndrome qui favorise le plus 

le développement d’AIC. Il s’agit de la maladie génétique rénale la plus fréquente et qui 

touche 12,5 millions de personnes à travers le monde. L’ADPKD est due à des mutations perte 

de fonction dans les gènes PKD1 dans 80% des cas, PKD2 dans 15% des cas, les 5% restants 

étant dus à des mutations perte de fonction d’autres gènes tels que GANAB et DNAJB11. Les 

gènes PKD1 et PKD2 codent respectivement pour les polycystines 1 et 2 qui sont nécessaires 

à la conformation des tubules rénaux. Au niveau clinique, les patients déclarent, à l’âge 

adulte, une insuffisance rénale126. Les patients présentent également des atteintes 

vasculaires et/ou cardiaques118. C’est pourquoi, il est recommandé de faire un dépistage des 

AIC chez les patients atteints d’ADPKD. Cependant, ces défauts vasculaires n’ont été 

démontrés ni comme primaires, ni comme secondaires aux problèmes rénaux. Les 

polycystines sont des protéines mécanosensibles impliquées dans la formation du cil primaire 

et des points focaux d’adhésion des cellules épithéliales à la MEC117. Il a récemment été 
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montré que la déficience en cil primaire dans les cellules endothéliales était associée à une 

perte des jonctions serrées intercellulaires, qui entraîne une augmentation de la perméabilité 

endothéliale127. Dans le cas où les atteintes vasculaires ne seraient pas secondaires à la 

pathologie rénale, la déficience ou la dysfonction du cil primaire des cellules endothéliales 

chez les patients atteints d’ADPKD pourrait donc être impliquée dans la prédisposition aux 

AIC chez ces patients127.  

Le nanisme microcéphalique ostéodysplasique primordial de type II est une maladie qui 

entraîne également des malformations vasculaires intracrâniennes telles que des AIC. La 

péricentrine, mutée dans cette maladie, est responsable de l’agencement des microtubules 

lors de la mitose cellulaire mais aussi lors de la formation du cil primaire119. Une altération du 

cil primaire pourrait là encore jouer un rôle clé dans la prédisposition à la formation des AIC 

chez ces patients.  

Les maladies du tissu conjonctif ont fait l’objet d’une étude rétrospective de 2016 qui a 

montré que les patients atteints du syndrome d’Ehlers-Danlos, du syndrome de Marfan, du 

syndrome de Loeys-Dietz ou de la neurofibromatose de type 1 ont respectivement une 

prévalence de présence d’AIC de 12, 14, 28 et 11 %121.  

Différents gènes codant pour des collagènes sont mutés dans le syndrome d’Ehlers-

Danlos120,121. Les mutations, notamment celles du collagène V, entraînent une perte de 

fonction de la protéine. Les AIC que développent ces patients pourraient donc être dus à un 

défaut d’organisation de la MEC entraînant une faiblesse de la paroi vasculaire. 

Même si le tableau clinique est relativement similaire à celui du syndrome d’Ehlers-Danlos, 

les syndromes de Marfan et de Loeys-Dietz ne présentent certainement pas les mêmes 

mécanismes cellulaires et moléculaires à l’origine des AIC. Chez ces patients, la perturbation 

de la voie du TGF-β pourrait être mise en cause. La fibrilline 1, mutée dans le syndrome de 

Marfan122 régule la biodisponibilité du TGF-β et donc sa capacité à activer son récepteur, lui-

même muté dans le syndrome de Loeys-Dietz123. La cascade de signalisation résultant de 

l’activation des récepteurs au TGF-β favorise la synthèse de la MEC par les CMLV et leur 

prolifération84. Un défaut dans cette voie pourrait donc entraîner une mauvaise adaptation 

des CMLV à une modification des contraintes hémodynamiques par exemple. 
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La télangiectasie hémorragique familiale est une pathologie vasculaire, également due à des 

mutations sur des récepteurs au TGF-β124,128. L’endogline, pouvant être mutée dans cette 

maladie est exprimée par les cellules endothéliales et est nécessaire à l’activation flux- 

dépendante des effecteurs SMAD1/5129. Ces patients présentent des shunts artérioveineux 

modifiant ces contraintes hémodynamiques physiologiques.  

La neurofibromatose de type 1 est due à une mutation de la neurofibromine qui perd alors 

son action physiologique d’inactivation de l’oncoprotéine Ras. Cela entraîne une 

augmentation de la prolifération, notamment des neurones et des cellules gliales125,130. La 

prédisposition aux AIC dans cette pathologie pourrait provenir d’une intensification de la part 

inflammatoire et du stress oxydatif due à la déficience en neurofibromine dans les cellules 

myéloïdes131. 

B. AIC non syndromiques 

Une mutation de novo ou une mutation héritée peut prédisposer aux AIC, sans que le patient 

ne souffre d’autres pathologies, il s’agit alors d’une forme isolée.  

Les variants génétiques fréquents associés à ce type de pathologie multifactorielle, vont avoir 

un effet causal faible alors que des variants rares auront, eux, un effet fort sur la survenue de 

la pathologie (Figure 14).  

 
Figure 14 : Relation entre la fréquence des variants génétiques et leurs effets sur la pathologie 

En abscisse, la fréquence des variant et en ordonnée, l’effet sur une pathologie donnée.  
Reproduit d’après Manolio et al, 2009132 
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a. Analyses de liaison 

Les analyses de liaison sur génome entier se basent sur des cas familiaux pour identifier des 

régions chromosomiques qui comprennent des polymorphismes. Cette méthode a permis, en 

2001, d’identifier le locus 7q11 comme associé à la présence d’AIC133. Ce locus contient le 

gène ELN qui code pour l’élastine, principale constituante des lames élastiques dans la paroi 

artérielle. 

Une autre analyse de liaison a permis de déterminer le locus 1p34.3-p36.13 comme lié à l’AIC. 

Ce locus contient notamment le gène codant pour le perlécan, un protéoglycan de la lame 

basale. Bien que le rôle du perlécan n’ait pas été identifié dans la formation des AIC à ce jour, 

cette protéine extracellulaire est connue pour jouer un rôle dans l’angiogenèse et dans 

l’autophagie de la cellule endothéliale134. 

Une revue de la littérature des études de liaison dans les AIC et d’autres type d’anévrismes a 

mis en évidence le locus 4q32, identifié d’abord comme associé aux anévrismes de l’aorte 

abdominale et qui apparaît comme également lié aux AIC135. Ce locus contient des nombreux 

gènes parmi lesquels certains codent pour des protéines impliquées dans la régulation de 

l’homéostasie de la MEC dont CTSO, gène codant pour une protéase méconnue. 

b. Approche gène candidat  

Un autre moyen d’identifier des mutations en lien avec la présence d’AIC est de cibler des 

gènes d’intérêt a priori. Ces gènes font notamment partie de loci identifiés par des analyses 

de liaison et leur fonction connue les désignent comme gènes candidats. Par simple technique 

de séquençage, des études ont donc permis d’identifier des polymorphismes dans les gènes 

COL1A2136, LOXL2137 et MYH11138. COL1A2 code pour la chaine α2 du collagène de type 1. La 

lysyl oxydase like 2 (LOXL2) est nécessaire à l’agencement et à la réticulation des protéines de 

la MEC entre-elles. MYH11 est le gène qui code pour la SM-MHC, nécessaire à la contraction 

et marqueur du phénotype contractile des CMLV. 

L’identification de variants de ces trois gènes suggère un rôle important de la MEC et le 

phénotype des CMLV dans la survenue de la pathologie. 
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c. Etudes d’association pangénomiques  

Depuis 2008, les études d’association pangénomiques (GWAS) ont permis d’identifier des 

variants génétiques communs, avec une fréquence allélique de plus de 5%139, 

significativement enrichis dans une population atteinte d’AIC par rapport à une population 

contrôle (Tableau 3). 

Locus Gènes Rôles 
2q23.3140 LYPD6 Modulation l’activité des récepteurs nicotiniques 

2q33.1140,141 
ANKRD44 Phosphatase 

PLCL1 Régule l’expression des récepteurs au GABA 

3p14.2142 FHIT Clivage de l’ATP en ADP ou AMP 

4q31.22-q31.23143–145 EDNRA 
Récepteur à l’endothéline 1 (puissant vasoconstricteur) sur 

la membrane des CMLV 

5q31.1140,144 

SLC22A5/ SLC22A4 Transporteur de sodium 

P4HA2 Implication dans la formation du collagène146 

FSTL4 - 

6q16.1144 FHL5 Implication dans la spermatogénèse ? 

6q24.2140 EPM2A Favorise la dégradation des protéines mal repliées 

7p21.1-q22.1140,147 
RADIL Effecteur de Rap (GTPase monomérique) 

HDAC9 Déacétylation des histone 

8q11.23-q12.1141,144,148,149 SOX17 
Angiogenèse développementale 
Maintien de l’intégrité vasculaire 

9p21.3140,141,143,144,147–149 

CDKN2A Gènes suppresseurs de tumeurs en inhibant la kinase 
cycline-dépendante 4 ou en stabilisant P53 CDKN2B 

CDKN2BAS Région non-codante, régulatrice de CDKN2A/B 

10q23.33144 PLCE1 Facteur d’échange de Ras (GTPase monomérique) 

10q24.32144,148 

NT5C2 Déphosphorylation des purines 

MARCKSL1P1 Pseudogène 

CNNM2 Transporteur de cation divalent (Mg2+) 

11p15.5144 BET1L Transport rétrograde vers le Golgi 

12p12.2144 RP11-664H17.1 - 

12q21.33144 ATP2B1 Régulation du calcium intracellulaire 

12q22144,145 

NDUFA12 Molécule chaperonne du complexe 1 de la chaine respiratoire 

NR2C1 Récepteur nucléaire 

FGD6 Activation de CDC42 ? (GTPase monomérique) 

VEZT Formation et maintien des jonctions adhérentes 

13q13.1144,148 
STARD13 Activation de RhoA (GTPase monomérique) 

KL Activité glycosidase ?  

15q25.1144 PSMA4 Sous-unité du protéasome 

16q23.1144 
BCAR1 Migration et adhésion cellulaire 

RP11-252K23.2 - 

18q11.2142,144,148 RBBP8 Réparation de l’ADN 

20p11.23144 SLC24A3 Transporteur de calcium, potassium et sodium 

20q12.1145 RRBP1 
Médiation de l’interaction entre ribosome et réticulum 

endoplasmique 

22q12.1141,144 
SLC25A17 Transporteur de cofacteurs libres vers le péroxysome 

MTMR3 Phosphatase 

Tableau 3 : Loci identifiés comme associés aux AIC grâce aux plus larges GWAS  
Les loci identifiés dans des GWAS sont listés ci-dessus. Les loci les plus répliqués sont en gras : 9q21.3 (7 GWAS), puis 

8q11.23-12.1 (4 GWAS) et enfin 4q31.22-q31.23 (3 GWAS). 



INTRODUCTION – Les AIC : Génétique 

47 
 
 

Le gène EDNRA code pour le récepteur à l’endothéline 1 de type A. Les intervalles de 

confiance des odds ratio de la présence des polymorphismes identifiés chez les patients 

atteints d’AIC montrent bien que l’expression de certains allèles est significativement 

associée à la pathologie (1,22 [1,14-1,31]145 ; 1,25 [1,16-1,34]143 ; 0,80 [0,77-0,84]144). 

L’identification de son locus, 4q31.22-q31.23, a été répliquée dans 3 GWAS. Ce récepteur à 

sept domaines transmembranaires couplé aux protéines G est responsable, dans les CMLV, 

de la vasoconstriction induite par l’endothéline 1. Les polymorphismes identifiés semblent 

réguler négativement la transcription du gène EDNRA143. 

Le locus 9p21.3, le plus répliqué (7 fois), contenant les gènes CDKN2A/B/BAS, a également 

été décrit, avec des odds ratio montrant l’association significative avec les AIC (1,29 [1,19-

1,40]141 ; 1,32 [1,25-1,39]148 ; 1,35149 ; 1,31147 ; 1,34 [1,23-1,45]140 ; 0.84 [0,81-0,86]144). Des 

mutations perte de fonction de ces trois gènes impliqués dans la régulation du cycle cellulaire 

ont été associées à plusieurs types de cancers150. Dans les CMLV spécifiquement, la perte de 

fonction de CDKN2B entraîne la surexpression de voies pro-apoptotiques151. La délétion de la 

région intergénique contenant l’ARN non codant Cdkn2bas (aussi appelé Anril) entraine une 

perte d’expression des gènes Cdkn2a et Cdkn2b, chez la souris. Une fois isolées, les CMLV 

provenant de ces souris voient leur prolifération augmenté drastiquement, suggérant un rôle 

de cette région dans la régulation du phénotype des CMLV149. 

SRY-box 17 (SOX17) est un facteur de transcription indispensable à l’angiogenèse 

développementale. Outre les évidences génétiques associant des polymorphismes du gène 

SOX17 aux AIC (Odds ratio : 1,36 [1,24–1,49]141 ; 1,28 [1,20-1,38]148 ; 1,17 [1,12-1,22]144, locus 

8q11.23-q12.1 répliqué 4 fois) des études fonctionnelles ont montré que, chez la souris, la 

déficience en Sox17 spécifiquement dans l’endothélium, entraîne un risque accrue de 

formation d’AIC152. Dans ce modèle animal, les AIC observés semblent être causés par une 

perte de l’intégrité vasculaire, probablement dû à la perte des jonctions adhérentes 

endothéliales puisque la VE-cadhérine est un des gènes régulés par SOX17153. 

De très nombreux autres loci ont été identifiés comme associés aux AIC. La plupart de ces loci 

sont situés dans des régions non codantes du génome154. Ces régions intergéniques et 

introniques doivent être explorées afin de comprendre leur éventuelle implication dans la 

formation des AIC23,139,144,155–157. Ces régions non codantes sont complexes à étudier car elles 
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peuvent réguler l’expression de nombreux gènes, de différentes manières, en modifiant 

l’ouverture de la chromatine ou se liant à une facteur de transcription par exemple.   

Hormis SOX17, très peu de gènes ont fait l’objet d’analyses fonctionnelles permettant 

d’établir un mécanisme physiopathologique liant des variants génétiques à la formation 

d’AIC152. Pour la plupart des loci identifiés, la preuve ainsi que les mécanismes d’une relation 

de cause à effet entre des polymorphismes de gènes présents dans ces loci et les AIC ne sont 

pas établis. 

d. Séquençage d’exome entier dans des formes familiales 

Une autre stratégie vise à identifier des variants génétiques rares, qui ségrègent avec la 

maladie, par séquençage d’exome dans les formes familiales d’AIC (Figure 14). Par ce type 

d’approche, de nombreux variants rares, définis par une fréquence allélique de moins de 

1%139, ont été identifiés (Tableau 4). 

Gène Protéine Rôle 
Nombre de 

familles  

ADAMTS15158 
Désintégrine et métalloprotéinase avec 

un motif thrombospondine 15 
(ADAMTS15) 

Régule négativement l’expression des 
intégrines à la membrane des cellules 

endothéliales 
1 

TMEM132B159 Protéine transmembranaire 132B - 1 

RNF213160 Protéine ring finger 213 (RNF213) 
ATPase et ubiquitine-ligase 

Angiogenèse 
5 

THSD1161 
Thrombospondine de type 1 domain-

containing 1 (THSD1) 
Maintien des points d’ancrages des cellules 

endothéliales à la MEC162 
2 

LOXL2163 Lysil oxidase like 2 (LOXL2) 
Agencement et à la réticulation des 

protéines de la MEC 
1 

ANGPTL6164 Angiopoiétine-like 6 (ANGPTL6) 
Angiogenèse  

Métabolisme lipidique 
6 

ARHGEF17165 
Facteur d’échange nucléotidique des 

protéines Rho 17 (ARHGEF17) 
Formation des fibres de stress d’actine 7 

PCNT166 Péricentrine Maturation du centrosome lors de la mitose 6 

NFX1167 
Facteur de transcription nucléaire liant 

X-box (NF-X1). 
Régulation de la durée de la réponse 

inflammatoire168 
1 

EDIL3169 
EGF-like repeat and discoidin I-like 

domain-containing protein 3 
Adhésion des cellules vasculaires 1 

ANK3170 Ankyrine 3 
Liaison du cytosquelette à la membrane 

plasmique 
2 

PPIL4171 
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase-like 

4 (PPIL4). 
Activation de la voie Wnt 1 

CTSO Cathepsine O (CTSO) Protéase 2 

Tableau 4 : Variants rares identifiés par séquençage d’exome entier dans des formes familiales d’AIC 
Les gènes dont des variants génétiques rares ont été identifiés dans des formes familiales d’AIC sont listés ci-dessus, 

par ordre de découverte, du premier découvert au plus récent. 
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Le premier variant identifié de cette manière est un variant rare d’ADAMTS15 qui entraîne 

une perte de fonction de la protéine et favorise la migration des cellules endothéliales, in 

vitro158. L’expression de la désintégrine et métalloprotéinase avec un motif thrombospondine 

15 (ADAMTS15) codée par ce gène est induite par des conditions de flux physiologique afin 

de favoriser la survie de cellules endothéliales et de réguler de façon négative l’expression 

des intégrines, en les dégradant172. La migration des cellules endothéliales est un phénomène 

associé à une augmentation de l’expression des intégrines. La perte de fonction d’ADAMTS15 

conduirait donc à un défaut de dégradation des intégrines ce qui pourrait entrainer une 

migration endothéliale trop importante158. 

Des mutations du gène RNF213 étaient déjà connues comme étant en cause dans la maladie 

de Moyamoya, dans une population d’Asie de l’est173. Les patients atteints affichent une 

sténose progressive de l’artère carotide interne ce qui contribue au développement d’une 

néovascularisation. Ces sujets sont plus à risque de développer des accidents vasculaires 

cérébraux ischémiques mais aussi des HSA173. D’autres variations rares de ce même gène ont 

été identifiées dans des formes familiales d’AIC sans signe de maladie de Moyamoya. Ces 

variants potentialisent la fonction ATPase de la protéine, à l’origine de son rôle 

angiogénique160. 

La thrombospondine de type 1 domain-containing 1 (THSD1) est une protéine 

transmembranaire impliquée dans la stabilisation des points focaux d’adhésion mettant en 

jeu les intégrines. Les variants rares identifiés affectent la capacité des cellules endothéliales 

à adhérer à leur lame basale. La prédisposition au AIC associée à ces variant pourraient donc 

provenir d’un déstabilisation de l’endothélium161.  

LOXL2, dont des variants fréquents ont déjà été identifiés par des approches gènes candidats 

dans le contexte des AIC (p.45), est une enzyme responsable de la réticulation entre le 

collagène et l’élastine. Il a également été montré que LOXL2 est impliqué dans l'angiogenèse, 

en modulant la transition endothélio-mésenchymateuse par un effet indépendant de son 

activité enzymatique174. Cependant, in silico, le variant rare familial identifié n’est pas prédit 

comme dommageable et aucune étude fonctionnelle n’a été réalisée163. 

Des variants rares du gène codant pour la péricentrine, précédemment décrit dans le cas du 

nanisme microcéphalique ostéodysplasique primordial de type II, ont été identifiés dans des 

AIC non syndromiques. Aucune donnée de l’impact fonctionnel de ces variants n’est présenté 
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mais ils sont prédits comme dommageables166. C’est le cas également pour les variants rares 

identifiés sur le gène NFX1168. 

Le gène EDIL3 code pour une protéine qui favorise l’adhésion des cellules vasculaires en 

interagissant avec l’intégrine αVβ3169. Même si le variant détecté par séquençage d’exome 

est prédit comme pathogénique, celui-ci n’a pas fait l’objet d’étude fonctionnelle. Dans la 

même lignée, ANK3 code pour l’ankyrine 3 qui est connue pour participer à la liaison du 

cytosquelette à la membrane plasmique, notamment dans les cellules musculaires striées 

squelettiques170. Le variant identifié affecte une région hautement conservée de la protéine 

et pourrait modifier sa structure tridimensionnelle. Cependant, là encore, aucune analyse 

fonctionnelle n’a été réalisée170.  

Un variant génétique rare du gène ARHGEF17 a été identifié dans une famille atteinte d’AIC165. 

ARHGEF17 est un facteur d’échange nucléotidique qui contrôle l’activité de RhoA175, 

essentielle à la dynamique de l’organisation du cytosquelette et en conséquence, au contrôle 

de la contraction, la migration, les interactions cellules-cellules ou cellules-MEC176. La délétion 

d’arhgef17 dans le poisson zèbre a permis de mettre en évidence un lien fonctionnel entre 

les variants d’ARHGEF17 et des défauts de la paroi artérielle cérébrale. Les embryons de 

poisson zèbre déficients en arhgef17 présentent des hémorragies intracrâniennes corrigées 

par la réexpression de la séquence sauvage d’ARHGEF17 mais pas par celle de la séquence 

mutée165. Précédemment, ARHGEF17 avait été montré comme nécessaire à l’activation de 

RhoA au niveau des jonctions intercellulaires des cellules endothéliales177. 

Un des gènes les plus récemment associés aux AIC est PPIL4. Fonctionnellement, la déficience 

en ppil4 chez le poisson zèbre entraîne des défauts dans la morphologie de l’arbre vasculaire 

cérébral. De plus, in vitro, peptidyl-prolyl cis-trans isomerase-like 4 (PPIL4) est impliqué dans 

l’activation de la voie de signalisation Wnt par une liaison à la protéine Jumonji domain-

containing 6 (JMJD6). La voie Wnt est impliquée dans la stabilisation des jonctions adhérentes 

des cellules endothéliales grâce à l’inhibition de la dégradation de la β-caténine. Elle est 

nécessaire au développement cérébrovasculaire et à l’intégrité de la paroi des vaisseaux 

sanguins178. L'activation de la voie Wnt par PPIL4 est compromise quand PPIL4 contient la 

mutation identifiée chez les patients porteurs d’AIC171. 

Une récente étude coréenne recensant plusieurs formes familiales d’AIC a pu identifier 3 

variants génétiques rares et probablement délétères des gènes : PLOD3, NTM, CHST14179. 
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PLOD3 code pour la lysyl hydroxylase 3, impliquée dans la modification post-traductionnelle 

du collagène. La délétion de ce gène chez la souris entraîne une létalité des embryons et ces 

derniers présentent des hémorragies intracrâniennes180. NTM code pour la neurotrimine, une 

molécule d’adhésion cellulaire ancrée à la membrane grâce au glycosylphosphatidylinositol, 

principalement présente dans les neurones179. Sur son locus, 11q25, une translocation 

provoquant l’épissage alternatif de NTM avait auparavant été identifiée comme associée aux 

AIC et aux anévrismes de l’aorte abdominale181. CHST14 code pour la carbohydrate 

sulfotransférase 14, participant à la maturation du dermatane-sulfate qui est impliqué dans 

la formation des fibrilles de collagène. Ce gène est également muté dans un type de syndrome 

d’Ehlers-Danlos179. L’ensemble de ces variants identifiés n’ont fait l’objet d’aucune étude 

fonctionnelle spécifique. 

Les gènes identifiés par ces analyses génétiques ont, pour la plupart, une implication dans 

l’angiogenèse, l’intégrité de la barrière endothéliale et/ou l’organisation de la MEC. 

Mon laboratoire a également utilisé le séquençage d’exome entier dans des formes familiales 

d’AIC. Par cette approche, l’équipe de génétique, en collaboration avec le service de 

neuroradiologie, a identifié, des variants rares du gène ANGPTL6164. La protéine codée par ce 

gène, angiopoiétine-like 6 (ANGPTL6) est une glycoprotéine circulante, secrétée par le foie, 

connue pour avoir un rôle dans l’angiogenèse développementale182. Dans la plus large des 

familles étudiées, le présence du variant rare identifié entraîne la formation d’une protéine 

tronquée, p.Lys460Ter-ANGPTL6, non secrétée. D’autres variants rares du gène ANGPTL6 ont 

été identifiés par un autre laboratoire dans des cas familiaux et sporadiques d’AIC, ce qui 

renforce l’association entre ce gène et la pathologie183. Plus récemment, mon laboratoire a 

aussi identifié des variants rares du gène CTSO dans des cas familiaux. La cathepsine O (CTSO), 

codée par ce gène, étant très peu étudiée, seuls son gène et sa séquence sont connus. Ces 

deux protéines faisant l’objet de cette thèse, elles seront détaillées plus amplement dans des 

paragraphes dédiés à suivre. 

L’ensemble des données génétiques permettent d’identifier des gènes d’intérêt. Cependant, 

les études fonctionnelles sont indispensables afin de mettre en évidence la relation 

génotype/phénotype, pour, à terme, améliorer la compréhension des mécanismes 

physiopathologiques des AIC, voire identifier des cibles pharmacologiques potentielles. 
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II. ANGPTL6 

1. Structure protéique des angiopoiétines-like 

Les angiopoiétines-like protéines sont des glycoprotéines décrites récemment par similarité 

de structure avec les angiopoiétines184. Il existe 8 angiopoiétines-like protéines185. Elles 

contiennent toutes un peptide signal de nature hydrophobe qui leur permet, après adressage 

à la membrane, d’être sécrétées dans le milieu extracellulaire184. Leur structure est également 

être composée d’une superhélice côté amino-terminal et d’un domaine fibrinogène-like côté 

carboxy-terminal comme c’est le cas pour ANGPTL6 (Figure 15).  

 

Figure 15 : Structure protéique d’ANGPTL6 
Les angiopoiétines-like portent un peptide signal à leur extrémité N-terminale. Elles sont composées d’une superhélice 
du côté N-terminal et d’un domaine fibrinogène-like du côté C-terminal. D’après Carbone et al, 2018185 

Le domaine fibrinogène-like est également présent dans la structure des angiopoiétines et 

permet leur liaison au récepteur Tie2, responsable de leurs effets sur la survie et la migration 

des cellules endothéliales, l’angiogenèse et le maintien de l’intégrité vasculaire184. Malgré la 

présence de ce domaine, les angiopoiétines-like protéines, ne sont pas des ligands de Tie2184. 

Leur ligands ne sont pas clairement identifiés, cependant, certaines angiopoiétines-like 

protéines comme ANGPTL2, ANGPTL4 et ANGPTL6 contiennent un motif RGD (Arginine, 

Glycine, Aspartate) dans le domaine fibrinogène-like qui leur permet de se lier aux 

intégrines186–189. 
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2. Rôle vasculaire des angiopoiétines-like 

Les angiopoiétines-like ne sont pas ubiquitaires, leur expression est tissu-spécifique (Tableau 

5)184,185. Elles sont sécrétées dans la circulation sanguine mais peuvent également avoir une 

action autocrine et/ou paracrine185. 

Protéine Récepteur Expression Rôle principal 

ANGPTL1 
Intégrine α1β1, 

LILRB2 

tube digestif, thyroïde, 
vessie, tissu adipeux, 

organes reproducteurs 
féminins 

Anti-angiogénique 

ANGPTL2 
Intégrines α4, β2 et 
α5β1, TLR4, LILRB2 

tissu adipeux, cœur, 
ovaires 

Pro-inflammatoire 

ANGPTL3 
Intégrine α5β3, 

LILRB2 
foie 

Inhibition la lipoprotéine 
lipase 

ANGPTL4 

Intégrines β1, β5, 
α5β1 et αvβ3, 
Fibronectine, 
Vitronectine, 
Neuropiline 

foie, tissu adipeux, 
cerveau, tube digestif 

Régulation de la 
perméabilité vasculaire 

ANGPTL5 LILRB2 tissu adipeux, peau - 

ANGPTL6 Intégrine α6 ? foie 
Augmentation des 

dépenses énergétiques 

ANGPTL7 LILRB2 yeux Pro-angiogénique 

ANGPTL8 - foie, tissu adipeux Pro-inflammatoire 

Tableau 5 : Récepteurs connus des différentes angiopoiétines-like et leur expression 
Le tableau ci-dessus récapitule les angiopoiétines-like, leurs récepteurs connus, leur expression et leur rôle principal. 

D’après Carbone et al, 2018185 et Yang et al, 2022190 

ANGPTL1, également connu sous le nom d’angioarrestine, a été le premier membre 

découvert de la famille angiopoiétines-like. Il a été identifié comme un facteur anti-

angiogénique qui inhibe la prolifération, la migration et l’adhésion des cellules 

endothéliales185,191. ANGPTL1 exerce également une activité anti-apoptotique en activant ERK 

1/2 et AKT1190,192. ANGPTL2, quant à elle, a un rôle pro-angiogénique et un rôle pro-

inflammatoire, en se liant à son récepteur, l’intégrine α5β1187,193. Lors du développement, 

notamment de la valve aortique, la liaison d’ANGPTL2 à cette intégrine inhibe la prolifération 

cellulaire et en augmente l’apoptose187.  

ANGPTL3, ANGPTL4 et ANGPTL8 sont, elles, capables d’inhiber l’activité de la lipoprotéine 

lipase, protéine permettant d’hydrolyser les triglycérides contenus dans les lipoprotéines194. 
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Un traitement contre l’hypercholestérolémie a d’ailleurs été mis au point récemment, 

l’evinacumab, qui vise à inhiber ANGPTL3 afin de lever l’inhibition de la lipoprotéine lipase195.  

En plus de leur rôle métabolique, ces 3 angiopoiétines-like agissent également sur les cellules 

endothéliales. Ainsi, en se liant à l’intégrine α5β3, ANGPTL3 est capable d’induire l’adhésion 

et la migration des cellules endothéliales in vitro et l’angiogenèse in vivo196. 

ANGPTL4 est produite par les cellules endothéliale en réponse à l'hypoxie186. Elle exerce un 

double rôle, régulant positivement ou négativement la perméabilité. Par sa liaison à 

l'intégrine αvβ3 et au recrutement de la kinase Src qui stabilise les jonctions intercellulaires, 

ANGPTL4, s'oppose au effet du VEGF sur la perméabilité endothéliale186. Ce mécanisme a été 

confirmé in vivo ou des animaux déficients en ANGPTL4 présente des fuites vasculaires, dans 

un contexte d’hypoxie186. A l’inverse, ANGPTL4 peut également favoriser la perméabilité 

vasculaire par sa liaison aux neuropilines 1 et 2 qui induit l’activation de la voie de RhoA-Rho 

kinase et la contraction des cellules endothéliales entrainant la rupture des jonctions 

intercellulaires197. ANGPTL4 interagit aussi fortement avec la MEC par le biais des 

protéoglycanes à héparane sulfate, et ANGPTL4 lié à la matrice inhibe l'adhésion et la 

migration des cellules endothéliales, via le désassemblage des adhésions focales et la 

désorganisation du cytosquelette d'actine198.  

ANGPTL7 est aussi un facteur pro-angiogénique puisqu’il favorise la migration et la formation 

de tubules par les cellules endothéliales, probablement via une activation des kinases 

ERK 1/2, AKT1 et FAK199. 

ANGPTL8 agit directement sur la dégradation d’IκBα permettant la translocation de NF-κB 

dans le noyau190. 

Toutes les angiopoiétines-like présentent également des propriétés pro-inflammatoires. En 

effet, dans plusieurs types de cancers, notamment le cancer colo-rectal, les angiopoiétines-

like contribuent à entretenir l’inflammation chronique185. 

3. ANGPTL6 

ANGPTL6, initialement appelée facteur de croissance apparenté aux angiopoiétines (AGF), est 

principalement secrétée par le foie. Son ou ses récepteurs restent encore inconnus à ce 

jour200.  
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Même si ANGPTL6 ne contient pas de domaine spécifique de la lipoprotéine lipase (comme 

possède ANGPTL3, 4 et 8), elle est néanmoins impliquée dans la régulation du métabolisme 

lipidique et glucidique via un rôle autocrine au niveau du foie201. Elle semble contrer l’obésité, 

et s’opposer à l’insulino-résistance, l’intolérance au glucose et au diabète de type 2 via une 

augmentation des dépenses énergétiques191,202. Son invalidation chez la souris conduit à une 

mortalité in utero de 80% mais les souris qui survivent développent une obésité et un 

diabète203. Chez l'Homme, les taux sériques d'ANGPTL6 sont élevés chez les patients atteints 

de prééclampsie204, de syndrome des ovaires polykystiques205, de diabète de type 2206, et de 

syndrome métabolique207. Cette augmentation peut même être détectée avant les premiers 

symptômes208,209.  

ANGPTL6 est décrit comme un facteur pro-angiogénique182. Chez la souris, dans un modèle 

d'angiogenèse induite par ligature de l’artère fémorale, la surexpression adénovirale 

d’ANGPTL6 stimule l’angiogenèse et l’artériogénèse. Cet effet est attribué à la stimulation de 

la production de NO par la eNOS consécutive à l’activation de ERK 1/2 par ANGPTL6200. La 

mortalité in utero des souris déficientes en ANGPTL6, attribuée à des défauts 

cardiovasculaires, notamment des malformations des vaisseaux vitellins, suggère également 

un rôle potentiel d’ANGPTL6 dans l’angiogenèse développementale203.  

ANGPTL6 a aussi un rôle dans la formation des métastases hépatiques en permettant 

l'attraction et la rétention des cellules cancéreuses au niveau du foie. ANGPTL6 présente dans 

les vaisseaux hépatiques lie l’intégrine α6 et la E-cadhérine des cellules cancéreuses 

colorectales circulantes210. 

 Aucune maladie humaine n'a jusqu'à présent été associée à des mutations d'ANGPTL6. 

Le variant rare, c.1378A>T du gène ANGPTL6, identifié par séquençage d’exome au 

laboratoire, dans une forme familiale d’AIC, entraîne l’apparition d’un codon STOP prématuré 

dans le dernier exon. Ce variant conduit ainsi à la production de la protéine p.Lys460Ter-

ANGPTL6 tronquée des 11 derniers acides aminés. Contrairement à la protéine sauvage, la 

protéine mutée est retenue dans le cytoplasme et n'est pas sécrétée. En accord avec cette 

observation faite in vitro, la concentration plasmatique d’ANGPTL6 chez les patients 

hétérozygotes pour ce variant est diminuée de moitié par rapport aux apparentés non 

porteurs de la mutation164. 
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III. CTSO 

1. Généralités sur les cathepsines 

A. Structure protéique et classification 

Les cathepsines sont des protéases, lysosomales et/ou extracellulaires. Il existe 15 

cathepsines différentes (Tableau 6)211,212.  

Cathepsine Protéase Activité pH optimal 

A à sérine Carboxypeptidase 5.5213 

B 
à cystéine 

Carboxypeptidase/Endopeptidase 6.0 

C Aminopeptidase 6.0214 

D 
à aspartate 

Endopeptidase 

4.0 

E 7.4215 

F à cystéine 6.0216 

G à sérine 7.5217 

H 

à cystéine 

Aminopeptidase/Endopeptidase 6.8 

K 

Endopeptidase 

7.0 

L 5.5 

O - 

S 6.5 

V (ou L2) 5.7218 

W 5.5219 

X (ou Z, ou P) Carboxypeptidase 7.0220 

Tableau 6 : Liste des cathepsines et leurs types d’activité 
Le tableau ci-dessus récapitule le type de protéase, le type d’activité et le pH optimal expérimental de chaque 
cathepsine. D’après Yadati et al, 2020212 et Barret et Kirschke, 1981221  

Les cathepsines A et G sont des protéases à sérine, les cathepsines D et E, des protéases à 

aspartate, et les 11 restantes sont des protéases à cystéine211,222. Cette classification dépend 

de la nature du site actif responsable de l’hydrolyse de la protéine cible. 

Le site actif comprend trois résidus : une histidine qui vient, avec sa chaine latérale basique, 

déprotoner le groupement thiol d’une cystéine223, puis une asparagine est nécessaire pour 

maintenir l’histidine dans la bonne position, grâce à une liaison hydrogène224. L’attaque 

nucléophilique par l’ion sulfure de liaison peptidique de la protéine cible permet son 

hydrolyse225.  
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Toutes les cathepsines à cystéine font partie de la famille de la papaïne226 et ont donc la même 

structure protéique et le même mécanisme d’action227.  

La plupart des cathepsines à cystéine sont des endopeptidases, c’est-à-dire que les peptides 

libérés suite à l’hydrolyse sont composés d’au moins 2 acides aminés. Les cathepsines C et X 

sont, par contre, exclusivement des exopeptidases et les cathepsines B et H ont à la fois une 

activité endopeptidase et exopeptidase. Les aminopeptidases (C et H) hydrolysent leur cible 

du côté N-terminal et les carboxypeptidases (B et X) hydrolysent le substrat du côté C-

terminal228. 

La séquence protéique des cathepsines à cystéine dont fait partie CTSO, contient un peptide 

signal, un propeptide et une chaine active (Figure 16)212. 

 

Figure 16 : Structure protéique de CTSO 
Les cathepsines à cystéine monomériques portent un peptide signal à leur extrémité N-terminale, puis un propeptide, 
contenant des sites de glycosylation, qui sera clivé pour ne laisser que la chaine active qui porte les trois acides aminés 
du site actif. Modifié, d’après Olson et Joyce, 2015211 

Les cathepsines sont généralement exprimées de façon ubiquitaire, mais quelques-unes sont 

spécifiquement retrouvées dans certains tissus. Par exemple, la cathepsine K est 

principalement exprimée dans les ostéoclastes et dans l’appareil reproducteur féminin et les 

cathepsines S, V et W sont surtout exprimées dans les organes lymphoïdes222.  

Elles sont, en général, actives à pH légèrement acide mais peuvent avoir une activité stable à 

pH neutre212.  
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B. Activation des cathepsines 

Comme les autres protéases, les cathepsines sont synthétisées sous forme de proenzymes 

inactives et sont activées par élimination protéolytique du propeptide N-terminal. La protéine 

immature possède un prodomaine N-terminal, qui est clivé pour activer l’enzyme.  

Les cathepsines sont synthétisées sous forme de pré-procathepsines dans le réticulum 

endoplasmique, puis transformées en procathepsines par élimination du peptide signal dans 

la lumière du réticulum. La plupart des procathepsines sont ensuite adressées au lysosome 

via l’appareil de Golgi par la voie du mannose-6-phosphate223. 

L’activation des cathepsines, c’est-à-dire le clivage entre le prodomaine et la chaine active, a 

lieu majoritairement dans le lysosome229. En effet, certaines cathepsines ne sont pas prises 

en charge par les endosomes ou les lysosomes pour leur maturation mais sont plutôt 

sécrétées dans le milieu extracellulaire en tant que proenzymes230. La plupart des cathepsines 

sont capables d’auto-activation et de trans-activation, notamment les cathepsines L, S, K, V, 

F, B et H. Ainsi, la présence de polysaccharides tels que des glycosaminoglycanes entraîne le 

changement de conformation de la cathepsine B qui démasque son site actif et lui permet de 

cliver son propeptide et donc de conserver uniquement sa chaine active. La trans-activation 

consiste en l’activation par une autre molécule, souvent une autre cathepsine. Les 

cathepsines C et X ont besoin d’endopeptidases comme les cathepsines L ou S pour dégrader 

leur prodomaine229.  

C. Rôles physiologiques des cathepsines 

Les cathepsines peuvent être localisées dans des vésicules endosomales ou lysosomales, sur 

les membranes cellulaires ou sécrétées ce qui suggère que leurs substrats enzymatiques et 

leurs fonctions peuvent varier en fonction de leur localisation (Figure 17).  
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Figure 17 : Localisation et rôle des cathepsines en intra et en extracellulaire 

Les cathepsines sont synthétisées sous forme de pré-procathepsines dans le réticulum endoplasmique et transportées 
(flèches orange) vers les endo/lysosomes via le réseau Trans-Golgi où le pH acide permet leur maturation, grâce au 
mannose-6-phosphate. Les cathepsines dans les lysosomes sont principalement impliquées dans la dégradation des 
protéines et participent à l’autophagie. Les cathepsines dans le cytoplasme (flèches violettes) sont libérées dans le 
cytoplasme suite à la perméabilisation de la membrane lysosomale (LMP) provoquée par des agents lysosomotropes, 
les espèces réactives de l’oxygène ou l’accumulation de lipides modifiés (LDL oxydé). Les cathepsines cytosoliques 
participent à plusieurs processus : elles activent l’inflammasome, favorisent l’apoptose et la nécroptose en clivant 
diverses protéines. L’exocytose lysosomale permet la sécrétion du contenu lysosomal et donc des cathepsines dans 
l’espace extracellulaire (flèches bleues). Ce phénomène a lieu grâce à plusieurs interactions protéine-récepteur (SNARE 
notamment) et d’un gradient ionique Ca2+. Les cathepsines sont libérées soit sous forme de procathepsines, soit 
encapsulées dans des vésicules sécrétoires, soit sous forme de cathepsines actives. Les cathepsines sécrétées restent 
attachées à la membrane plasmique ou sont libérées dans l’espace extracellulaire. Les cathepsines sur la membrane 
plasmique clivent des protéines comme les intégrines. Les cathepsines sécrétées participent principalement à la 
dégradation de la MEC et contribuent ainsi à la réparation tissulaire. Cependant, une dégradation excessive de la MEC 
facilite l’invasion tumorale et favorise le cancer. Dans l’espace extracellulaire, les cathepsines peuvent également cliver 
les ectodomaines de récepteurs transmembranaires, ce qui entraîne l’activation ou l’inhibition de la signalisation 
intracellulaire. Modifié, d’après Yadati et al, 2020212 

a. Rôles des cathepsines dans le lysosome 

Les cathepsines B, D et L sont les protéases ubiquitaires les plus abondantes dans le lysosome. 

La cathepsine B, par exemple, dégrade les dépôts amyloïdes dans le cerveau et active 

certaines pro-hormones et pro-enzymes, notamment dans le pancréas. La cathepsine D joue 
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un rôle important dans le développement neuronal, en dégradant des protéines telles que 

α-synucléine ou la protéine Tau212.  

Les cathepsines participent à l’autophagie, un phénomène indispensable pour maintenir 

l’homéostasie cellulaire. Les cathepsines D, L et S participent, en particulier, à la dégradation 

du contenu de l’autophagosome lorsque celui-ci fusionne avec le lysosome212. 

b. Rôle des cathepsines dans le cytosol 

Un des rôles cytosoliques de certaines cathepsines est également de promouvoir 

l’inflammation, en particulier via l’activation de l’inflammasome. Par exemple, les 

cathepsines B, C, S, L et Z ont été montrées comme nécessaires à la sécrétion de l’IL-1β mais 

le mécanisme exacte reste inconnu212. 

Les cathepsines sont également retrouvées dans le noyau où elles sont connues pour jouer 

un rôle dans la régulation du cycle cellulaire, notamment la cathepsine L, en clivant des 

facteurs de transcription favorisant la prolifération cellulaire. Les cathepsines B, K, L et S sont 

aussi connues pour contrôler la translocation nucléaire des effecteurs du TGF-β, les facteurs 

de transcriptions SMAD2/3212. 

c. Rôle des cathepsines dans le milieu extracellulaire 

Les cathepsines peuvent être sécrétées dans le milieu extracellulaire via l’exocytose 

lysosomale le plus souvent. Elles sont impliquées dans la dégradation des certains composant 

de la matrice extracellulaire. Par exemple, la cathepsine K, produit par les ostéoclastes, 

hydrolyse le collagène de type 1 et l’élastine228. 

Dans les cellules endothéliales, la cathepsine B interagit avec les hétérotétramères d’annexine 

II et donc se localiser au niveau des cavéoles où elle exerce son activité protéolytique231. De 

la même manière, la cathepsine S, une fois active, colocalise avec l’intégrine ανβ3 à la surface 

des CMLV et semble avoir un rôle dans la dégradation de la MEC environnante232. Il est 

important de noter que les compartiments périmembranaires ou cavéolaires présentent des 

pH acides localement permettant une activité optimale des cathepsines. Il a été démontré 

que les cathepsines B, K, L, S, et X actives sont capables de dégrader les composants de la 

MEC, notamment la laminine, la fibronectine, l’élastine et les collagènes (surtout le 

collagène IV)233. 
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Les cathepsines peuvent moduler l’adhésion des cellules à la MEC. La cathepsine X a ainsi été 

décrite pour cliver la sous-unité β2 de certaines intégrines. Une fois clivée, l’intégrine s’active, 

ce qui favorise l’adhésion des cellules dendritiques et des lymphocytes notamment233,234. 

2. Rôles des cathepsines dans les pathologies cardiovasculaires 

A. Rôle des cathepsines dans le remodelage vasculaire 

Les cathepsines S et K ont été les premières décrites à être exprimées dans les cellules de la 

paroi artérielle suivies par les cathepsines F, L et V235. Ces cathepsines ne semblent pas 

fortement exprimées dans la paroi vasculaire saine mais sont essentiellement retrouvées 

dans les parties lésionnelles de la paroi (Figure 18). Ainsi les lésions d’athérosclérose 

contiennent plus de cathepsine S et K que les artères normales236,237. La cathepsine K est 

exprimées dans les CMLV dans les lésions athéromateuses précoces, et dans les macrophages 

et les CMLV de la chape fibreuse dans les plaques d’athérosclérose avancées238. La cathepsine 

K macrophagique est notamment responsable de la digestion des fibres élastiques au niveau 

des plaques d’athérosclérose239. De plus, l’expression de la cystatine C, principal inhibiteur 

des cathepsines, est diminuée au niveau de ces lésions athéromateuses236.  

Figure 18 : Activité des cathepsines dans la paroi artérielle lésée 
Les cathepsines participent au recrutement des cellules immunitaires, par activation du l’intégrine β2 des monocytes, 
entraînant une augmentation de leur adhésion, mais également en favorisant la transmigration des lymphocytes T et 
l’infiltration des macrophages. Les cathepsines ont aussi un rôle dans la dégradation de la MEC (collagène, élastine), 
ce qui favorise la fibrose interstitielle, et elles ont un rôle dans la néovascularisation, avec la digestion de la laminine 
qui entraîne la formation de fragments pro-angiogéniques. Enfin, les cathepsines contribuent à l’accumulation des 
lipides en dégradant le LDL oxydé et le HDL ce qui conduit à l’accumulation du LDL d’une part et à la réduction de 
l’efflux de cholestérol d’autre part. Ces mécanismes aboutissent à la formation et à l’augmentation du nombre de 
cellules spumeuses au sein de la paroi lésée. Les cathepsines peuvent également induire l’apoptose et la nécrose de 
tous les types cellulaires en jeu. Modifié, d’après Liu et al, 2018235 

De manière intéressante, des expériences in vitro montrent que la présence l’IL-1β ou 

d’interféron γ induit significativement l’expression et la sécrétion des cathepsines K, L et S par 
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les CMLV et les macrophages ainsi que leurs activités collagénases et élastases232. Ces mêmes 

cathepsines sont surexprimées dans les anévrismes de l’aorte abdominale240. 

L’utilisation de modèles murins délétés des cathepsines K, L ou S (croisés avec des modèles 

transgéniques Ldlr-/- ou ApoE-/-) montre une structure de la paroi vasculaire qui est 

préservée et la formation de plaques d’athérosclérose y est réduite238,241,242. Ces données 

suggèrent un rôle fondamental des cathepsines à cystéine dans le remodelage de la paroi 

vasculaire. 

B. Rôle des cathepsines dans l’AIC 

Une des premières études transcriptomiques sur AIC humain a mis en évidence la 

surexpression des cathepsines B et D dans les parois d’AIC par rapport à la paroi d’artère 

temporale superficielle saine243. 

Plus récemment, dans un modèle d’AIC induit par surcharge hémodynamique chez le rat, les 

cathepsines B, K et S sont surexprimées dans la paroi des AIC par rapport aux artères 

cérébrales des animaux non opérés. Dans cette étude, le traitement des animaux par un 

inhibiteur de protéase à cystéine a permis de diminuer la sévérité des AIC formés. Chez les 

animaux traités, le contenu en élastine est préservé, alors qu’il est diminué avec les AIC des 

animaux non traités. Par contre, ce traitement ne semble pas avoir d’effet sur l’infiltration 

macrophagique244. Ces données suggèrent que le remodelage de la MEC présent dans la paroi 

de l’AIC est en partie dû à une surexpression de cathepsines à cystéine. 

3. CTSO 

CTSO est la cathepsine la moins connue. Elle a été découverte en 1994 et identifiée comme 

ubiquitaire245. Le gène de la cathepsine K pouvant aussi être nommé CTSO2, les études sont 

longtemps restées confondantes235,246. 

Les données structurales permettent de proposer que l'activité enzymatique de CTSO serait 

peu sensible au pH, ce qui suggère qu’en plus du rôle lysosomal qu’ont toutes les cathepsines, 

CTSO pourrait avoir des rôles dans d’autres compartiments intracellulaires mais aussi 

extracellulaires247. 
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Des études génétiques ont identifié, à plusieurs reprises, des polymorphismes proches du 

gènes CTSO dans des cancers du sein hormono-dépendants248–251. Cependant, aucune analyse 

fonctionnelle n’a été menée dans ce contexte. 

Les variants rares, p.Ala43Val-CTSO et pVal316Ile-CTSO, identifiés par mon laboratoire sont 

des variants faux-sens. Chacun d’eux ségrége avec l’AIC dans une forme familiale.  

Une analyse de liaison réalisée par Ruigrok et al. en 2008 avait identifié le locus de CTSO 

(4q32) comme lié aux AIC et aux anévrismes de l’aorte135. 
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A l’heure actuelle, les AIC, lorsqu’ils sont détectés chez un patient, sont soit surveillés soit 

traités de façon invasive. Ces traitements entraînent des risques per et post-opératoires 

importants et la surveillance par imagerie cérébrale régulière reste très angoissante pour le 

patient. En effet, ce dernier sait qu’il présente une anomalie cérébrovasculaire pouvant 

rompre et cette rupture est potentiellement fatale. Que le patient se sache ou non porteur 

d’AIC, la survenue de la rupture est dévastatrice et peut avoir des conséquences dramatiques. 

Il est donc nécessaire aujourd’hui d’agir à deux niveaux : le premier est de repérer les patients 

à risque d’être porteur d’un ou de plusieurs AIC et les AIC à risque de rupture, avec pour 

objectif de développer de nouveaux biomarqueurs. Le second niveau sur lequel il faut agir 

c’est sur le traitement dans le but de limiter le recours aux traitement invasifs que sont le 

traitement endovasculaire ou le clipping et d’aller plutôt vers un traitement pharmacologique 

empêchant la formation ou l’évolution vers la rupture de l’AIC. Le défi actuel est de mieux 

comprendre les mécanismes cellulaires en jeu afin de développer ces outils.  

L’identification de gènes d’intérêt, notamment grâce aux études des formes familiales comme 

celles menées par mon laboratoire, peut permettre, lorsqu’elle est associée à des études 

fonctionnelles, d’améliorer la compréhension de la physiopathologie de l’AIC. En effet, les 

gènes identifiés dans ces conditions codent pour des protéines qui permettraient de mieux 

comprendre les mécanismes sous-jacents à l’AIC, mais peuvent aussi faire directement l’objet 

d’un potentiel biomarqueur ou d’une potentielle cible pharmacologique. 
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Mon projet s’inscrit dans ce contexte. L’objectif de mon travail a été d’identifier le rôle 

vasculaire de variants génétiques familiaux prédisposant à la formation des AIC : un variant 

rare d’ANGPTL6, prédit comme perte de fonction, et deux variants rares de CTSO, tous deux 

prédits comme dommageables pour la fonction de la protéine. Notre hypothèse de départ 

plaçait les protéines codées par ces gènes comme indispensables à la physiologie de la paroi 

artérielle cérébrale et que la présence des variants les empêchait de jouer ce rôle.  

Le projet portant sur ANGPTL6 est constitué de deux grands objectifs : 1) Caractériser le 

modèle de souris Angptl6-knock-in (Angptl6-KI), mis au point par l’équipe et reproduisant la 

mutation identifiée chez l’Homme, et 2) Comprendre le rôle d’ANGPTL6 dans les fonctions 

des cellules vasculaires. 

Le projet portant sur CTSO s’organise en trois grands objectifs : 1) Analyser l’expression de 

CTSO et sa modulation par les contraintes hémodynamiques, facteur impliqué dans la genèse 

des AIC ; 2) Définir le rôle de CTSO dans les cellules de la paroi artérielle et 3) Identifier les 

conséquences des variants de CTSO sur l'expression et la fonction de la protéine 
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I. Projet ANGPTL6 

1. Introduction 

Notre laboratoire, grâce au séquençage d’exome dans des formes familiales d’AIC, a identifié 

plusieurs variants rares du gène ANGPTL6164. Parmi ceux-ci, p.Lys460Ter-ANGPTL6 est 

fortement associé à la pathologie, notamment chez les femmes. Ce variant entraîne la 

formation d’une protéine tronquée des 11 derniers acides aminés en C-terminal. Des études 

fonctionnelles in vitro ont révélées que la protéine ANGPTL6 mutée n’était pas sécrétée164.  

ANGPTL6 décrit comme une facteur pro-angiogénique182, orphelin de récepteur, et qui joue 

également un rôle dans le métabolisme lipidique et glucidique203. 

Le but du projet était donc de comprendre le lien de causalité entre le variant identifié chez 

l’Homme et la prédisposition à la formation d’AIC. Dans ce but, mon équipe a développé un 

modèle de souris Angptl6-KI qui exprime le même variant que celui identifié chez l’Homme. 

L’objectif a été de caractériser anatomiquement et fonctionnellement les artères cérébrales 

de ces souris en conditions basales, d’hypertension ou soumis à un modèle chirurgical 

d’induction d’AIC. Nous avons également étudié in vitro le rôle d’ANGPTL6 dans les cellules 

de la paroi vasculaire. 

Cette étude, encore en cours au sein du laboratoire, a permis d'obtenir les résultats qui sont 

présentés dans ce manuscrit. Cependant, certains aspects restent à approfondir, en 

reproduisant les expérimentations afin d’atteindre une puissance statistique suffisante et/ou 

en utilisant des méthodes et stratégies complémentaires pour confirmer les observations 

initiales et les hypothèses qu’elles ont engendrées. Au cours de ma thèse, j’ai participé à 

l’analyse morphologique des artères cérébrales des souris Angptl6-KI et mis en évidence la 

déformation locale de la paroi à l’apex de la bifurcation. J’ai également pris part à l’étude du 

rôle d’ANGPTL6 in vitro sur les CMLV. 
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2. Matériels et méthodes 

A. Modèle animal  

Le modèle de souris Angptl6-KI a été généré par recombinaison homologue, par l’Institut 

Clinique de la Souris (Illkirch, France), sur un fond génétique C57BL/6J. Grâce à l’homologie 

de séquence entre la protéine murine et celle humaine, la mutation ponctuelle 

p.Lys447Ter-ANGPTL6 introduite chez la souris reproduit le variant rare humain 

p.Lys460Ter-ANGPTL6 prédisposant à l’AIC164. Ils conduisent tous deux à une délétion des 11 

derniers acides aminés. Nous avons étudié les souris sauvages (Angptl6WT/WT), hétérozygotes 

(Angptl6WT/Δ) et homozygotes (Angptl6Δ/Δ). Les soins et les expérimentations sur les animaux 

étaient conformes aux normes communautaires CEEA n°6 sur les soins et l’utilisation des 

animaux de laboratoire (numéro d’autorisation : 23002).  

a. Modèle d’HTA 

Le chlorhydrate d’ester méthylique de N-Nitro-L-Arginine (L-NAME, Sigma-Aldrich) a été 

utilisé à une concentration de 3 g/L dans l’eau de boisson pendant 21 jours. La surveillance 

de la pression artérielle systolique a été faite par une méthode non invasive (BP-2000 series 

II - Visitech systems) 2 à 3 fois par semaine avant et pendant les 21 jours de traitement. 

b. Modèle chirurgical d’induction des AIC 

Des souris âgées de 8 à 1  semaines ont subi des ligatures de l’artères carotide commune 

gauche et de la branche postérieure de l’artère rénale droite sous anesthésie générale à 

l’isoflurane à 1 % ou 2 %. Nous avons veillé tout particulièrement à maintenir une 

température corporelle normale et à ne pas induire une anesthésie trop profonde lors de 

l’opération. Une semaine après la première opération, la branche postérieure de l’artère 

rénale gauche a été ligaturée. Une semaine après ces procédures, une solution saline à 0,9 % 

a été substituée à l’eau de boisson103. Les souris ont été analysées 4 mois après la procédure 

chirurgicale. La pression artérielle systolique a été mesurée par méthode non invasive avant 

et 2 mois après l’intervention et avant le sacrifice. 

B. Perfusions intracardiaques 

Après une anesthésie profonde à la kétamine (100 mg/kg)/xylazine (10 mg/kg), les souris ont 

été perfusées avec du solution saline tamponnée au phosphate (PBS) pendant 3 minutes, puis 
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avec du paraformaldéhyde à 4 % dans du PBS pendant 10 minutes et avec un mélange de 

gélatine (G1890 ; Sigma, 3 % final) et de sulfate de baryum (Micropaque®, Guerbet ; pour les 

cerveaux passés au microscanner) ou d’une solution de bleu Evans  pour les coupes vibratome 

et les cerveaux transparisés). Les cerveaux ont été prélevés et immergés dans le même 

tampon pour une fixation pendant 24 h.  

C. Immunofluorescence / Transparisation 

Les parties droite et gauche du cerveau de souris perfusées en conditions basales ont été 

incluses séparément dans de l’agarose à faible point de fusion  4 % ; Sigma-Aldrich). Chaque 

côté a été découpé en coupes de 1   μm d’épaisseur à l’aide d’un vibratome  Leica VT12  S, 

Leica Biosystems®). Les rétines ont été prélevées sur des souris euthanasiées 6 jours après la 

naissance (P6) et fixées avec du PFA à 4 % dans du PBS pendant une nuit à 4°C. Le blocage et 

la perméabilisation ont été réalisés à l’aide d’un tampon de blocage/perméabilisation 

composé de 1 % de sérum de veau fœtal  SVF , 3 % d’albumine de sérum bovin  Sigma-

Aldrich), 0,5 % de Triton X-100 (Sigma-Aldrich), 0,01 % de déoxycholate de sodium (Sigma-

Aldrich  et  , 2 % d’azide de sodium  Sigma-Aldrich) dans du PBS à pH 7,4 pendant 1 h à 

température ambiante. Les anticorps primaires (anti-SM22α  141 6 ; Abcam, 1/1000) ; anti-

VE-cadhérine (AF938 ; RnD, 1/100)) ont été incubé à la concentration souhaitée dans une 

solution de tampon de blocage/PBS 1:1 pendant une nuit à 4°C et les anticorps secondaires 

ont été incubé dans une solution de tampon de blocage/PBS 1:1. Le DAPI (Sigma-Aldrich, 

1/1000) a été utilisé pour le marquage nucléaire et l’isolectine B4  life technologies, 1/4    a 

été utilisée pour marquer les cellules endothéliales des rétines. Les rétines ont été montées 

entre lame et lamelle dans du Mowiol. Les sections faites au vibratome ont été placées dans 

le puits µ-Slide 8 (80826 ; IBIDI®). 

Les cerveaux de souris perfusées ayant subi le protocole chirurgical d’induction des AIC ont 

été pris en photo grâce à une caméra ZEISS avant transparisation. Ces photographies ont 

permis de mesurer le diamètre des artères cérébrales antérieures du côté controlatéral à la 

ligature de l’artère carotide commune, grâce au logiciel FIJI. Après cela, les hémi-cerveaux ont 

été rendus optiquement transparents en utilisant le protocole CLARITY. En bref, une 

électrophorèse (3h, 1.2A, 37°C, 100rpm) a été appliquée. Le blocage et la perméabilisation 

ont été réalisés à l’aide du tampon de blocage/perméabilisation pendant 24 h (température 

ambiante le jour et 4°C la nuit . L’anticorps primaire, anti-SM22α  141 6 ; Abcam, 1/2    a 
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été incubé dans un tampon de blocage/PBS 1:1 avec agitation à 4°C pendant 3 jours et 

l’anticorps secondaire, anti-lapin alexa 568 a été incubé à une concentration de 1/400 dans 

un tampon de blocage/PBS 1:1 pendant 2 jours à 4°C. Le ToPro a été utilisé pour le marquage 

nucléaire et l’isolectine B4  Life Technologies, 1/4  , 2 jours  pour les cellules endothéliales. 

Les cerveaux ont été replacés dans la solution de montage X-Clarity avant l’imagerie. 

D. Imagerie 

a. Tomodensitométrie 

Les cerveaux de souris perfusées ayant subi le protocole d’HTA ont été inclus en agarose 4 %. 

Les scans ont été réalisés à la plateforme SC3M  Nantes  à l’aide d’un 

microtomodensitomètre (microCT) Skyscan 1272 (Bruker, Allemagne) à une résolution de 12 

µm. Les reconstructions tridimensionnelles des projections brutes ont été obtenues à l’aide 

de Nrecon  Bruker . À l’aide de logiciels dédiés  CTvox, CTan, Data Vie er de Bruker , les 

diamètres internes des artères cérébrales ont été mesurés.  

b. Imagerie confocale 

Les images des sections de cerveau faites au vibratome et des rétines marquées par 

immunofluorescence ont été acquises à l’aide d’un microscope confocal A1 SIM (Nikon) 

équipé d’un objectif Plan-Apochromat 20×/0,8 NA Ph2 ou d’un objectif Plan-Apochromat 

60x/1,4. Le microscope était équipé d’un détecteur à tube multiplicateur de photons. Les 

images ont été prises à température ambiante en utilisant le logiciel NIS element (Nikon).  

Les images obtenues ont été analysées à l’aide du logiciel FIJI. Sur les images obtenues des 

sections coupées au vibratome, l’outil « Straighten » nous a permis de linéariser la bifurcation. 

La longueur de ligne droite théorique (Lt), plane, est retranchée de la ligne réelle (Lex). Puis, 

afin de déterminer l’indice de courbure, nous avons calculé le ratio entre cette différence et 

la longueur de la ligne théorique telle que (Lex-Lt)/Lt. Sur les rétines, grâce au marquage 

isolectine B4, nous avons calculé l’expansion radiale qui correspond à la distance entre le front 

angiogénique et le centre de la rétine (nerf optique). Après application d’un seuil sur ce même 

canal, nous avons déterminé la densité du réseau vasculaire en mesurant l’air du marquage 

dans une zone d’une taille définie. Avec l’application d’un seuil, cette fois-ci sur le canal du 

marquage SM22α, nous avons quantifié la surface de l’artère couverte par les CMLV. 
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c. Microscopie à feuille de lumière 

Les images des bifurcations des artères cérébrales antérieures-olfactives et antérieures-

moyennes ont été acquises sur un ZEISS Lightsheet 7 avec un objectif Clr Plan-Neofluar 20×. 

Les données ont été traitées avec le logiciel d’imagerie ZEN et FIJI. 

E. Artériographie pressurisée 

Après une injection intrapéritonéale d’Euthasol vet®, les souris ont été décapitées et leur 

cerveau a été prélevé. L’artère cérébrale postérieure a été disséquée puis canulée sur deux 

micropipettes en verre dans une cuve contenant une solution saline physiologique maintenue 

à 37°C (pH 7,4), et mise sous pression à l’aide d’un système artériographique (Living Systems 

Instrumentation, Inc., St. Albans, VT) comme décrit précédemment252. Une fois mise en place, 

l’artère se stabilise pendant au moins 60 minutes à une pression de 50 mmHg jusqu’au 

développement du tonus basal. La viabilité des artères a été testée en utilisant une solution 

riche en KCl  8  mmol/L  et en phényléphrine  PhE ; 1  μmol/L . Afin d’évaluer la dilatation 

induite par le flux, le débit a été augmenté de 3 à 10 µl/min. Pour quantifier la part 

dépendante du NO dans la dilatation au flux, l’artère est incubée en L-NAME, inhibiteur de la 

eNOS (10-4 M), puis le débit est de nouveau augmenté. Sur l’artère cérébrale postérieure 

controlatérale, le tonus myogénique a été quantifié par mesure du diamètre actif en 

augmentant la pression de 20 à 100 mmHg. À la fin de chaque expérience, le diamètre passif 

a été obtenu dans une solution physiologique exempt de Ca2+ et contenant de l’EGTA (2-5 

mmol/l ; Sigma), en augmentant la pression de 20 à 100 mmHg. Le diamètre interne des 

vaisseaux a été enregistré en continu à l’aide d’une caméra CCD et d’un logiciel de détection 

des bords. Les diamètres des artères sont indiqués en µm. 

F. Culture cellulaire  

Les CMLV aortiques primaires ont été isolées à partir de l’aorte de rats Wistar Han. Les 

explants ont été nettoyés et digérés pendant 2 h avec de la collagénase II (1 mg/mL, 

Worthington Bio-chemical) à 37°C sous agitation. Les cellules ont été cultivées dans du milieu 

Dulbecco modified Eagle (DMEM, Gibco ; Invitrogen) contenant 10 % de SVF, 4,5 g/L de 

glucose, 100 unités/mL de pénicilline et 1   μg/mL de streptomycine à 3 °C et 5 % de C 2. 

Toutes les expériences ont été réalisées entre les passages 2 et 4. 
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a. Test d’adhésion cellulaire par mesure d’impédance 

Les plaques ont été recouvertes avec de la gélatine à 0,2% avec ou sans ANGPTL6 (LS-G16246 ; 

LSBio) à 1, 2 ou 4 ng/ml avant l’expérience. Les CMLV ont été ensemencées dans une plaque 

de 96 puits de microtitration xCELLigence (E-Plate, ACEA Biosciences Inc.) et placées sur la 

plateforme de l’analyseur cellulaire xCELLigence en temps réel (Roche Applied Science) à 37°C 

pour mesurer l’« indice cellulaire » (changement d’impédance par rapport au point de 

référence) toutes les 5 min pendant une période de 12 h. La vitesse d’adhésion a été évaluée 

par la pente de l’indice cellulaire entre 30 min et 2 h . 

b. Evaluation de la migration 

i. Chimiotactisme par Transwell 

Les CMLV ont été ajoutées à la chambre supérieure d’une chambre de Boyden, (membrane 

en polycarbonate, pores de 8 µm et 0,47cm2 de surface de culture (140629, Nunc™)) 

recouverte de gélatine à 0,2% avec ou sans ANGPTL6 à 5 ng/mL. Le chimioattractant présent 

dans le compartiment inférieur était du SVF à 10%. Vingt-deux heures après 

l’ensemencement, les cellules ont été fixées avec du paraformaldéhyde à 4% et colorées avec 

du bleu de Coomassie 0,1 %. Les cellules qui sont restées dans la chambre supérieure ont été 

grattées et les cellules de la face inférieure ont été observées par microscopie à lumière 

blanche. La quantification de la surface couverte par les cellules a été effectuée avec FIJI. 

ii. Chimiotactisme par mesure d’impédance 

Les CMLV ont été ensemencées dans les chambres supérieures de plaques CIM 16 puits (ACEA 

Biosciences Inc.) recouvertes de gélatine à 0,2 % avec ou sans ANGPTL6 (LS-G16246 ; LSBio) 

avant l’expérience. Nous avons laissé les CMLV adhérer au fond des puits dans l’incubateur 

pendant 30 minutes. La plaque a ensuite été placée sur la plateforme de l’analyseur cellulaire 

xCELLigence en temps réel (Roche Applied Science) à 37°C pour mesurer l’« indice cellulaire » 

(changement d’impédance par rapport au point de référence) toutes les 5 min pendant une 

période de 15 h. La vitesse de migration a été mesurée comme la pente de l’indice cellulaire 

entre 2 et 10 h. 
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c. RT-qPCR 

Les CMLV ont été ensemencées sur une matrice sans et avec ANGPTL6 (5ng/ml). Le lendemain 

de l’ensemencement, l’ARN total a été purifié à partir des cellules en utilisant le kit RNA plus 

(Macherey Nagel) selon les instructions du fabricant. L’ARN (500 ng) a été soumis à une 

transcription inverse avec l’enzyme M-MLV (28025021, Thermo Fisher Scientific). La PCR en 

temps réel a été réalisée sur un système 7900HT Fast Real-Time PCR (Applied Biosystems) en 

utilisant le SYBR Green Master Mix (4367659, Applied Biosystems) et les amorces listées dans 

le Tableau 7. Chaque échantillon a été analysé en triplicat. La GAPDH a été utilisée comme 

gène de référence et les résultats sont exprimés selon la méthode 2-ΔΔCt.  

Gène Amorce sens Amorce anti-sens 

Gapdh 5’-AACCCATCACCATCTTCCAG-3’ 5’-CCAGTAGACTCCACGACATAC-3’ 

Acta2 5’-ACGCGAAGCTCGTTATAGAAG-3’ 5’-GACCCTGAAGTATCCGATAGAAC-3’ 

Cnn1 5’-GATCCACTCTCTCAGCTCCT-3’ 5’-CTTCCGCACACTTTAACCGA-3’ 

Myh11 5’-CTTTCCAGCTCCAGACTCAC-3’ 5’-CGCCTCACATCTATGCCATT-3’ 

Myocd 5’-CTGAGCAGTTGGAATGGATCT-3’ 5’-CAAGGTCAGAAACAGATCGGA-3’ 

Tagln 5’-GCTCCTCATCATACTTCTTCTCA-3’ 5’-AACGCTACTCTCCTTCCAG-3’ 

Mmp3 5’-CTGTGGAGGACTTGTAGACTG-3’ 5’-CTATTCCTGGTTGCTGCTCAT-3’ 

Mmp9 5’-GGAGGTCATAGGTCACGTAGG-3’ 5’-GAACTCACACAACGTCTTTCAC-3’ 

Fn1 5’-CGAGGTGACAGAGACCACAA-3’ 5’-CTGGAGTCAAGCCAGACACA-3’ 

Col1a 5’-TACAGCACGCTTGTGGATGG-3’ 5’-CAGATTGGGATGGAGGGAGTT-3’ 

Tableau 7 : Liste des amorces utilisées pour les RT-qPCR 

d. Western blot 

Les CMLV ont été ensemencées sur une matrice sans et avec ANGPTL6 (5ng/ml). Le lendemain 

de l’ensemencement, les CMLV ont été placées sur glace avec un tampon de lyse complété 

par des cocktails d’inhibiteurs de protéases et de phosphatases (Sigma-Aldrich) et de 

l’orthovanadate de sodium. Les lysats ont été soumis à une électrophorèse en conditions 

dénaturantes, transférés sur des membranes de nitrocellulose et incubés avec des anticorps 

spécifiques : P-MYPT (1/1000 ; 3040, Cell Signalling Technology) et MYPT (1/1000 ; 2634, Cell 

Signalling Technology , SM22α  1/1    ; 141 6, abcam . La charge égale a été vérifiée en 

réincubant la membrane avec un anticorps anti-tubuline (T9026, Sigma-Aldrich). Les 

complexes immuns ont été détectés avec des anticorps secondaires appropriés et un réactif 
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de chimiluminescence améliorée (Clarity ECL BioRad). L’intensité des bandes de protéines a 

été quantifiée à l’aide de FIJI. 

e. Contraction sur gel de collagène 

Les CMLV ont été mélangées à une solution de collagène (CBA-201, Cell Biolabs) avec ou sans 

ANGPTL6 à 10 ng/mL. Le mélange cellules-collagène a été déposé dans les puits d’une plaque 

24 puits et incubé à 37°C pendant 1 h pour permettre la polymérisation du collagène. Du 

milieu de culture sans sérum a été ajouté au gel, un fois celui-ci polymérisé. Deux jours après 

l’ensemencement, les cellules ont été traitées ou non avec du SVF (10%) ou du BDM (du kit 

CBA-201 ; inhibiteur de la contraction), puis les gels de collagène ont été libérés à l’aide d’une 

pointe stérile. La taille de chaque gel a été mesurée 48 h après libération. La contraction a été 

quantifiée en pourcentage telle que (AireBDM-AireSVF/NonSFV) / AireBDM. 

G. Analyses statistiques 

Les analyses statistiques ont été réalisées à l’aide du logiciel GraphPad Prism. Les données 

sont représentées en moyenne ± écart-moyen. Les tests statistiques utilisés sont indiqués 

dans les légendes des figures. 
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3. Résultats 

A. Les souris Angptl6-KI présentent un retard de couverture en CMLV lors de 

l’angiogenèse rétinienne 

Les souris Angptl6-KI naissent et se développent normalement. Nous n’avons pas observé de 

mortalité précoce, ni de signe évident d’atteinte physique ou comportemental. Le seul rôle 

connu d’ANGPTL6 au niveau vasculaire est la promotion de l’angiogenèse182. De ce fait, nous 

avons utilisé le développement vasculaire rétinien chez des souris nouveau-nés (P6) comme 

modèle pour étudier l’effet de la mutation d’ANGPTL6 sur l’angiogenèse (Figure 19A). 

L’imagerie du réseau vasculaire par marquage endothélial n’a pas révélé de différence dans 

la densité ainsi que dans l’expansion radiale du réseau vasculaire rétinien entre les souris 

Angptl6WT/WT et Angptl6Δ/Δ (Figure 19B et C). Ceci suggère que la mutation d’ANGPTL6 

n’affecte ni la migration, ni la prolifération des cellules endothéliales lors de l’angiogenèse 

développementale, ni le remodelage vasculaire développemental. Le marquage des CMLV a 

permis d’évaluer leur recrutement le long des artères et leur incorporation autour des 

vaisseaux rétiniens, ce qui en temps normal contribue à la stabilité des vaisseaux203. Nous 

avons observé une réduction significative de la couverture en CMLV des artères rétiniennes 

chez les nouveau-nés Angptl6Δ/Δ par rapport aux nouveau-nés Angptl6WT/WT, ce qui suggère 

qu’ANGPTL6 pourrait affecter la migration et l’adhésion des CMLV soit de manière directe en 

agissant directement sur les CMLV soit de manière indirect en agissant sur les cellules 

endothéliales (Figure 19D). 
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Figure 19 : Angiogenèse rétinienne chez les nouveau-nés Angptl6WT/WT et Angptl6Δ/Δ 

A : Images représentatives de la vascularisation rétinienne après marquage par immunofluorescence des CMLV 
(SM22α, en vert) et des cellules endothéliales (isolectine B4, en magenta) de souris nouveau-nés P6 Angptl6WT/WT et 
Angptl6Δ/Δ. B : Quantification de l’expansion radiale. C : Quantification de la densité vasculaire. D : Quantification de la 
couverture en CMLV. (Test de Mann-Whitney ; **p < 0,01). 

B. ANGPTL6 favorise l’adhésion des CMLV et diminue leur migration 

Suite aux observations dans les rétines de nouveau-nés nous avons souhaité évaluer le rôle 

d’ANGPTL6 dans l’adhésion et la migration des CMLV notamment pour comprendre si 

ANGPTL6 agissait directement sur les CMLV. Nous avons donc étudié l’effet de l’ajout 

d’ANGPTL6 dans la matrice de gélatine sur les CMLV. La prolifération des CMLV est similaire 

qu’ANGPTL6 soit présente ou non (non montré). Par contre, l’ajout d’ANGPTL6 à la matrice 

augmente la vitesse d’adhésion des CMLV, avec un effet similaire pour des concentrations 

allant de 1 à 4 ng/mL (Figure 20A et B). La présence d’ANGPTL6 dans la matrice réduit la 

migration des CMLV (Figure 20C à F). ANGPTL6 apparaît donc comme un facteur qui augmente 
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l’adhésion des CMLV et limite leur migration. Ceci suggère, dans le sens inverse, que l’absence 

d’ANGPTL6 dans les tissus pourrait conduire à des CMLV moins adhérentes, ce qui favoriserait 

leur migration. 

 
Figure 20 : Rôle d’ANGPTL6 dans l’adhésion et la migration des CMLV in vitro 

A : Courbes représentatives de la mesure de l’indice cellulaire pour les CMLV adhérant sur un revêtement de gélatine 
sans (trait plein) et avec ANGPTL6 (pointillés à 1-4 ng/ml). B : Quantification de la vitesse d’adhésion CMLV sur le 
revêtement de gélatine sans ou avec ANGPTL6 (1-4 ng/ml) en utilisant la pente de la courbe de l’indice cellulaire dans 
sa partie linéaire (One-way ANOVA – Bonferroni post-test ; ***p < 0,001 ; ****p < 0,0001). C : Images représentatives 
de la coloration au bleu de Coomassie des CMLV ayant transmigré à travers une membrane poreuse recouverte de 
gélatine contenant ou non ANGPTL6 (5 ng/ml) après 24 h. D : Quantification correspondante de la surface couverte 
par les CMLV (normalisée par rapport à la condition gélatine seule ; Test de Wilcoxon ; *p < 0,05). E : Courbes 
représentatives de la mesure de l’indice cellulaire pour les CMLV transmigrant à travers une membrane poreuse 
recouverte de gélatine sans (trait plein) ou avec ANGPTL6 (pointillés, 5 ng/ml). F : Quantification correspondante à la 
vitesse de transmigration en utilisant la pente de la courbe d’indice cellulaire dans sa partie linéaire (Test de Wilcoxon ; 
** p < 0,01). 
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C. ANGPTL6 n’affecte pas le phénotype des CMLV mais augmente leur contractilité 

Les CMLV disposent d’une importante plasticité, et la modulation phénotypique des CMLV 

joue un rôle fondamental dans la formation et la rupture des AIC77. Cette plasticité cellulaire 

étant directement lié au contact des CMLV avec leur environnement matriciel, nous avons 

donc évalué le rôle potentiel d’ANGPTL6 sur le phénotype des CMLV en mesurant l’expression 

des transcrits des marqueurs des phénotypes contractile et sécrétoire (Figure 21A et B). 

L’expression de tous les marqueurs phénotypiques des CMLV reste similaire que les CMLV 

soient cultivées sur gélatine seule ou sur gélatine contenant ANGPTL6. Au niveau protéique, 

l’expression inchangée de SM22α dans les CMLV, qu’elle soient cultivées sur gélatine seule 

ou sur gélatine contenant ANGPTL6, confirmant qu’ANGPTL6 n’a aucun effet sur le phénotype 

contractile des CMLV (Figure 21C). Cependant, le niveau de phosphorylation de MYPT est 

augmenté dans les CMLV cultivées sur une matrice contenant ANGPTL6, suggérant 

qu’ANGPTL6 stimulerait la contractilité dépendante de RhoA-Rho kinase (Figure 21D). Ceci a 

été confirmé par un test de contraction sur gel montrant que les CMLV se contractaient plus 

fortement dans un gel de collagène contenant ANGPTL6 que dans un gel de collagène seul 

(Figure 21E). 
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Figure 21 : Rôle ANGPTL6 sur le phénotype et la contractilité des CMLV in vitro 

A-B : Analyse par RT-qPCR des niveaux d’ARNm des marqueurs du phénotype contractile (A) et sécrétant (B) dans des 
CMLV cultivées sur de la gélatine sans ou avec ANGPTL6 (5 ng/ml) (Test de Wilcoxon, ns). C : Images représentatives 
obtenues par western blot de l’expression du marqueur contractile SM22α dans des CMLV cultivées sur de la gélatine 
sans ou avec ANGPTL6 (5-10 ng/ml) et quantification correspondante par analyse densitométrique des bandes SM22α 
par rapport à la tubuline et normalisées à la condition gélatine seule (Test de Mann-Whitney, ns). D : Images 
représentative obtenues par western blot de l’expression de MYPT et de MYPT phosphorylée (P-MYPT) dans des CMLV 
cultivées sur de la gélatine sans ou avec ANGPTL6 (5-10 ng/ml) et quantification correspondante par analyse 
densitométrique des bandes P-MYPT par rapport à MYPT et normalisées à la condition gélatine seule (Test de Mann-
Whitney ; *p < 0,05). E : Images représentatives de la contraction du gel induite par les CMLV ensemencées dans des 
gels de collagène sans ou avec ANGPTL6 (10 ng/ml) 48 h après la libération avec et sans sérum (à gauche) et 
quantification correspondante (à droite) (One-way ANOVA – Bonferroni post-test ; ns : non significatif ; *p < 0,05 ; 
**p < 0,01). 
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D. Les souris Angptl6-KI présentent un défaut de compliance et une dysfonction 

endothéliale des artères cérébrales 

Sachant que la couverture en CMLV des artères rétiniennes de nouveaux nés est réduite chez 

les animaux Angptl6-KI par rapport aux sauvages et qu’ANGPTL6 semble participer à la 

fonction contractile des CMLV nous avons étudié, grâce à l’artériographie pressurisée, le 

tonus myogénique des artères cérébrales de nos souris. De manière surprenante, nous 

n’avons pas observé de différence significative de la réponse myogénique des trois génotypes 

de souris (Figure 22A). Nous avons ensuite analysé les propriétés passives des artères 

cérébrales de nos souris. L’augmentation de la pression de perfusion de 20 à 100 mmHg en 

l’absence de calcium externe induit une augmentation progressive du diamètre passif des 

artères des souris Angptl6WT/WT, Angptl6WT/Δ et Angptl6Δ/Δ. Pour toutes les valeurs de pression, 

le diamètre des artères des souris Angptl6WT/Δ et Angptl6Δ/Δ est significativement plus grand 

que celui des souris Angptl6WT/WT (Figure 22B). Comme illustré pour les mesures effectuées à 

50 mmHg, cette augmentation du diamètre passif a été observée de façon similaire dans les 

artères des souris Angptl6WT/Δ et Angptl6Δ/Δ par rapport aux souris Angptl6WT/WT (Figure 22C). 

Cette augmentation de diamètre en conditions passives suggère une compliance accrue de la 

paroi artérielle chez les souris mutantes par rapport aux souris sauvages. 
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Figure 22 : Tonus myogénique et compliance des artères cérébrales des souris Angptl6-KI 

A : Tonus myogénique fonction de la pression de perfusion expérimentale de l’artère cérébrale postérieure des souris 
Angptl6WT/WT , Angptl6WT/Δ et Angptl6Δ/Δ en conditions actives (n=3-7 ; Two-way ANOVA ; ns). B : Diamètre passif en 
fonction de la pression de perfusion expérimentale de l’artère cérébrale postérieure des souris Angptl6WT/WT , 
Angptl6WT/Δ et Angptl6Δ/Δ en l’absence de calcium externe (n=7 ; Two-way ANOVA ; ****p < 0,0001). C : Diamètre 
interne passif des souris Angptl6WT/WT , Angptl6WT/Δ et Angptl6Δ/Δ à une pression intraluminale de 50 mmHg (Test de 
Mann-Whitney ; *p < 0,05, **p < 0,01). 

Nous nous sommes alors intéressés au second élément permettant de contrôler de manière 

active le calibre de l’artère, la dilatation induite par le flux. L’augmentation graduelle du flux 

intraluminal induit la vasodilatation de l’artère cérébrale postérieure (Figure 23A). Cette 

dilatation au flux est significativement réduite dans les artères cérébrales provenant de souris 

Angptl6WT/Δ et Angptl6Δ/Δ par rapport aux souris Angptl6WT/WT. Pour mieux caractériser cette 

modification de réponse flux associée à la mutation d’ANGPTL6, cette dernière a été mesurée 

en présence de L-NAME (10-4 M) afin d’abolir la composante dépendante du N . Comme 

attendu, la dilatation induite par le flux est réduite en présence de L-NAME, mais devient 

similaire dans les artères provenant des trois génotypes (Figure 23B). Ce résultat indique que 
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la composante indépendante du NO de la dilatation au flux est similaire chez les souris 

sauvages et chez les souris mutantes. Ainsi, la réduction de la dilatation médiée par le flux 

chez les souris mutantes était due à une diminution de la composante dépendante du NO 

(Figure 23C), et suggère donc que les cellules endothéliales des artères des souris Angptl6 T/Δ 

et Angptl6Δ/Δ produisent moins de N , ou qu’il est moins accessible aux CMLV. 

 
Figure 23 : Dilatation médiée par le flux des artères cérébrales des souris Angptl6-KI 

A-B : Dilatation médiée par le flux (FMD) de l’artère cérébrale postérieure des souris Angptl6WT/WT , Angptl6WT/Δ et 
Angptl6Δ/Δ en l’absence (A) et en présence (B) de L-NAME (Two-way ANOVA ; **p < 0,01). C : Quantification de la FMD 
par l’aire sous courbe de dilatation au flux en condition basale, en présence de L-NAME (FMD indépendante du NO) et 
la soustraction de l’aire sous courbe en présence de L-NAME de l’aire sous courbe en condition basale (FMD dépendante 
du NO) chez les souris Angptl6WT/WT , Angptl6WT/Δ et Angptl6Δ/Δ (n=5-8 ; Test de Mann-Whitney ; *p < 0,05 ; ***p < 
0,001). 

Dans l’ensemble, l’augmentation du diamètre interne passif des artères cérébrales des souris 

mutantes, qui a confirmé les observations faites sur les images microCT, suggère que la 

mutation d’ANGPTL6 a induit une modification de la structure de la paroi artérielle, associée 

à une dysfonction endothéliale caractérisée par une diminution de la production de NO en 

réponse au flux. Bien qu’un rôle direct d’ANGPTL6 sur les CMLV ai pu être mis en évidence in 

vitro, il n’a pas été retrouvé ex vivo sur la capacité de contraction des artères. 
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E. Les souris Angptl6-KI présentent une augmentation de diamètre des artères 

cérébrales et des déformations localisées 

Les éléments précédents suggèrent que la paroi des artères cérébrales des souris Angptl6-KI 

auraient une compliance plus importante que les souris sauvages. Ces modifications 

fonctionnelles pouvant entrainer des modifications morphologiques, nous nous sommes 

donc concentrés sur la morphologie du polygone de  illis de nos souris à l’âge adulte et nous 

l’avons d’abord analysé par microCT en condition basale. Nous n’avons pas détecté de 

différences anatomiques majeurs (images non montrées) mais nous avons observé une 

augmentation significative des diamètres des artères des souris Angptl6WT/Δ par rapport aux 

souris sauvages (Figure 24A) qui rappelle les données ex vivo. Sachant que, dans la famille où 

la mutation a été détecté, les personnes souffrant d’AIC sont porteurs du variant rare 

d’ANGPTL6 mais souffrent aussi d’une HTA164, nous avons induit une légère hypertension 

dans notre modèle de souris. L’administration de L-NAME, un inhibiteur de la NO synthase, 

pendant 3 semaines a induit une augmentation d’environ 15 mmHg similaire dans les trois 

groupes de souris (non montré). Cette augmentation de pression n’a pas entrainé de 

modification du diamètre du tronc basilaire chez les souris Angptl6WT/WT alors qu’elle a induit 

une augmentation significative du diamètre du tronc basilaire chez les souris Angptl6WT/Δ et 

Angptl6Δ/Δ accentuant ainsi la différence de diamètre des artères cérébrales entre les souris 

sauvages et mutantes (Figure 24B). De plus, l’analyse des images de microCT a révélé la 

présence d’hyperdensités dans les artères du polygone de Willis des souris Angptl6WT/Δ et 

Angptl6Δ/Δ, de telles hyperdensités n’ont pas été observées chez les souris Angptl6WT/WT 

(Figure 24C). Ces hyperdensités correspondent à une accumulation locale de baryum et 

pourraient donc être dues à des dilatations focales de la paroi artérielle. Certaines de ces 

hyperdensités, notamment chez les femelles mutantes, étaient colocalisées avec des fuites 

vasculaires locales observées à la surface du cerveau (Figure 24D). Une analyse plus fine des 

bifurcations des artères du polygone de Willis par microscopie confocale a également permis 

d’observer une déformation de la paroi artérielle sur la partie adjacente de l’apex chez les 

souris mutantes, à l’endroit où les AIC se développent (Figure 24E). Ces résultats montrent 

donc que les artères cérébrales des souris mutantes ont un diamètre basal supérieur à celui 

des souris contrôles et que, contrairement aux souris sauvages, elles se dilatent davantage en 

condition d’HTA, suggérant un défaut dans leur capacité d’adaptation à la pression. 
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Figure 24 : Morphologies des artères cérébrales chez les souris Angptl6-KI 
A : Diamètre de l’artère basilaire de souris Angptl6WT/WT et Angptl6WT/Δ normotendues (âgées de 6 à 8 mois). 
B : Diamètre de l’artère basilaire de souris Angptl6WT/WT, Angptl6WT/Δ et Angptl6Δ/Δ rendues hypertendues par un 
traitement au L-NAME (3 g/l, pendant 3 semaines). A-B : Les diamètres ont été mesurés sur des images de microCT 
(One-way ANOVA – Bonferroni post-test ; *p < 0,05 ; ***p < 0,001, ****p < 0,0001 par rapport aux souris Angptl6WT/WT 
dans chaque conditions). C : Images de microCT du polygone de Willis des souris Angptl6WT/WT, Angptl6WT/Δ et Angptl6Δ/Δ 
après 3 semaines de traitement au L-NAME. Les flèches blanches indiquent les hyperdensités pouvant être le reflet 
d’ectasies. D : Photographies et image de microCT du cerveau d’une souris femelle Angptl6Δ/Δ après 3 semaines de 
traitement au L-NAME montrant la colocalisation des hyperdensités (flèches blanches) avec l’hémorragie sanguine 
(flèches rouges). E : Images confocales (marquage SM22α) de sections faites au vibratome de la bifurcation artère 
cérébrale antérieure/ artère cérébrale moyenne de souris Angptl6WT/WT et Angptl6WT/Δ normotendues (âgées de 10-12 
mois). Les images sous les bifurcations les représentent après linéarisation numérique. L’apex de la bifurcation est 
indiqué par la ligne rouge verticale. La ligne noire montre la ligne droite théorique (Lt) et la ligne pointillée rouge suit 
la véritable délimitation de la bifurcation (Lex). A droite, la quantification de la déformation locale est déterminé par 
le calcul d’un indice de courbure tel que (Lex-Lt)/Lt). 
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F. Les souris Angptl6-KI semblent avoir une susceptibilité aux déformations de la 

paroi au niveau des bifurcations des artères cérébrales 

Après avoir observé des déformations pariétales localisées en conditions basales et sous 

hypertension chez les souris Angptl6-KI, nous avons cherché à évaluer si la mutation, 

prédisposant aux AIC chez l’Homme, pouvait potentialiser la formation d’AIC chez la souris. 

Dans ce but, nous avons utilisé le modèle précédemment décrit (p.37) d’induction d’AIC par 

augmentation du stress hémodynamique aux sites de bifurcations des artères cérébrales chez 

la souris103. Comme attendu, l’examen du polygone de Willis 4 mois après la chirurgie montre 

un élargissement et une tortuosité des artères cérébrales chez les animaux contrôles, preuve 

de l’efficacité du protocole (Figure 25A). La quantification du diamètre de l’artère cérébrale 

antérieure montre une augmentation du diamètre de l’artère induite par la surcharge 

hémodynamique (Figure 25B). Cependant, cette différence est plus importante chez les souris 

Angptl6WT/Δ et Angptl6Δ/Δ par rapport aux souris Angptl6WT/WT (Figure 25B). Une évaluation 

détaillée des bifurcations artérielles par microscopie à feuille de lumière après marquage des 

cellules endothéliales et des CMLV a révélé, uniquement chez les souris mutantes, des 

modifications structurelles similaires à celles décrites au stade précoce de la formation de 

l’AIC chez l’homme. Nous avons observé sur certaines bifurcations cérébrale antérieure / 

cérébrale moyenne un élargissement et une déformation de la paroi près de l’apex de la 

bifurcation. Au niveau de la bifurcation olfactive, nous n’avons pas observé de déformation 

mais une hyperplasie intimale associée à une désorganisation de la média (Figure 25C). Cette 

technique a été réalisée sur un petit nombre d’animaux et ces observations seront 

complétées par de la microscopie électronique dans le but d’observé plus finement les 

modifications pariétales, notamment la structure de la LEI. Ces résultats préliminaires 

suggèrent donc que la mutation d’ANGPTL6 pourrait favoriser la formation d’AIC en 

prédisposant la paroi artérielle aux déformations au niveau des bifurcations du polygone de 

Willis en condition de surcharge hémodynamique. 
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Figure 25 : Modèle d’induction d’AIC chez les souris Angptl6-KI 

A : Photographies représentatives du polygone de Willis dans des conditions contrôles (souris Angptl6WT/WT) et 4 mois 
après la chirurgie d’induction d’AIC (souris Angptl6WT/WT et Angptl6Δ/Δ). B. Mesure du diamètre de l’artère cérébrale 
antérieure dans les conditions de contrôle (souris Angptl6WT/WT) et 4 mois après la chirurgie pour induire l’IA (souris 
Angptl6WT/WT, Angptl6WT/Δ et Angptl6Δ/Δ) (One-way ANOVA – Holm-Sidak post-test ; *p < 0,05 ; **p < 0,01 ; ***p < 
0,001). C : Images représentatives des bifurcations cérébrales des souris Angptl6WT/WT et Angptl6Δ/Δ 4 mois après la 
chirurgie d’induction d’AIC, après marquage par fluorescence des CMLV (SM22α, vert) et des cellules endothéliales 
(isolectine B4, magenta). 
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4. Discussion 

Ce travail a permis de montrer que la mutation d’ANGPTL6 prédisposant aux AIC chez 

l’Homme164 entraine, chez la souris, des modifications vasculaires caractérisées par un défaut 

de couverture en CMLV lors de l’angiogenèse, une dysfonction endothéliale, une dilatation et 

des déformations pariétales des artères cérébrales, à l’âge adulte. In vitro, nous avons montré 

qu’ANGPTL6 favorisait l’adhésion et la contractilité des CMLV et réduisait leur migration. 

ANGPTL6 est protéine circulante, normalement sécrétée par le foie. La protéine mutée n'est 

pas sécrétée. En conséquence, les sujets hétérozygotes pour la forme mutée ont une 

concentration plasmatique d'ANGPTL6 réduite de moitié comparée à celle d'un individu qui 

ne porte pas la mutation164. Afin d’étudier l’impact fonctionnel de la présence du variant sur 

la survenue des AIC, il apparaissait intéressant de construire un modèle murin.  

L’intérêt d’un modèle transgénique de souris est d’étudier l’effet du variant dans un système 

intégré. Aujourd’hui il n’existe pas de modèle in vitro permettant de reproduire les conditions 

de formation d’un AIC. De plus, dans notre modèle reproduisant la mutation humaine au 

niveau germinal, que la pathogénicité du variant soit liée à la réduction du taux circulant 

d’ANGPTL6, à une modification intrinsèque aux cellules de la paroi artérielle ou à un défaut 

au niveau développemental, nous serons en mesure d’apprécier sa contribution au 

développement de l’AIC. 

Afin de s’assurer que notre modèle récapitulait la physiopathologie chez le patient, nous 

avons cherché à savoir si la concentration plasmatique d’ANGPTL6 était différente entre nos 

trois groupes de souris. Malheureusement, pour des causes techniques, nous n’avons pas pu 

quantifier la concentration plasmatique d’ANGPTL6 chez nos souris, aussi bien sauvages que 

mutantes. Nous ne pouvons donc pas affirmer que, dans notre modèle, la concentration 

d’ANGPTL6 circulante est réduite en présence du variant. Cependant, nos souris mutantes 

présentent une atteinte vasculaire semblant favoriser la survenue d’AIC. 

Une étude in vivo et in vitro montre qu’ANGPTL6 favorise l’angiogenèse et participe au 

chimiotactisme des cellules endothéliales182. De plus, l’invalidation du gène d’ANGPTL6 chez 

la souris entraine une mortalité embryonnaire importante (>80%) due à des défauts de 

formation des vaisseaux vitellins203. Cependant, nous n’avons pas mis en évidence, dans notre 

modèle de souris transgéniques, de défaut d’angiogenèse développementale. La mutation 
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n’impacterait donc pas le rôle d’ANGPTL6 dans son rôle angiogénique, en tout cas pour ce qui 

est de la progression des cellules endothéliales. La seule modification visible au moment du 

développement vasculaire est un défaut de couverture en CMLV chez nos souris Angptl6-KI, 

ce qui suggère qu’ANGPTL6 favoriserait l’adhésion des CMLV, et qu’elle agirait comme un 

chémoattractant. Ce rôle a déjà été rapporté in vitro pour plusieurs autres types cellulaires 

(kératinocytes, fibroblastes, cellules endothéliales)253. 

ANGPTL6 est une protéine circulante. Les CMLV n’expriment pas ANGPTL6 de façon 

endogène. Donc, cette protéine, pour avoir un effet direct sur les CMLV, pourrait subir un 

phénomène de convection externe en provenant de la lumière du vaisseau jusqu’à être 

complexée à la MEC produite par le CMLV254. En étant présente dans la matrice, ANGPTL6, 

par son domaine RGD, pourrait ainsi interagir avec des intégrines notamment α5 ou αV. En 

effet, ces deux types d’intégrines interagissent avec des ligands contenant le motif RGD et 

leurs délétions entraînent des défauts dans le développement vasculaire255. Comme d’autres 

angiopoiétines-like qui se lient à des intégrines187,188, c’est par ce biais qu’ANGPTL6 pourrait 

être utile à la progression des CMLV au moment de la formation des artères. 

Les données in vitro de notre étude permettent d’analyser ce rôle direct que pourrait avoir 

ANGPTL6 sur les CMLV. Lorsqu’elle est présente dans la matrice, ANGPTL6 semble participer 

à des fonctions primordiales des CMLV telles que l’adhésion et la contractilité. Cette 

promotion de l’adhésion des CMLV par ANGPTL6 corrobore le défaut de couverture en CMLV 

dans les rétines des nouveaux-nés Angptl6-KI. En effet, si ANGPTL6 est moins présente dans 

les tissus chez les animaux mutants, puisque moins sécrétée dans le plasma, l’adhésion des 

CMLV va être altérée. Par conséquent, elles coloniseraient moins rapidement l’artère lors de 

sa maturation, ce qui correspond à notre observation in vivo. Ce rôle d’ANGPTL6 dans la 

promotion de l’adhésion pourrait être dû à une interaction avec des intégrines, comme c’est 

le cas pour d’autres angiopoiétines-like186. Ce type d’interaction permettrait d’expliquer une 

autre de nos observations in vitro, le fait qu’ANGPTL6 diminue la migration des CMLV. 

De manière surprenante, nous avons mis en évidence, in vitro, que la présence d’ANGPTL6 

augmente la capacité contractile des CMLV et le taux de phosphorylation de MYPT alors 

qu’elle ne modifie pas l’expression des marqueurs phénotypiques. Le site de phosphorylation 

étudié ici, la sérine 507, est spécifique des Rho-kinases256. Lorsque MYPT, sous-unité 

régulatrice de la myosine phosphatase, est phosphorylée, cela montre une activité accrue des 
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effecteurs de RhoA, les Rho-Kinases. Lorsque la voie RhoA/Rho-kinase est activée, cela 

entraine la polymérisation de l’actine permettant le relargage de nombreuses protéines 

séquestrées par l’actine globulaire. Parmi elles, se trouvent des facteurs de transcription 

permettant d’exprimer de nombreux marqueurs contractiles257. Dans un contexte 

métastatique, il a été montré que l’inhibition de certaines intégrines, notamment β1, peut 

empêcher la dissémination cellulaire par un mécanisme diminuant l’activité de RhoA258. Dans 

notre cas, ANGPTL6 pourrait être à l’origine d’une activation des intégrines ainsi potentialiser 

l’activité de RhoA. Pour confirmer ces hypothèses, nous devrons, par la suite, identifier les 

partenaires d’ANGPTL6 et vérifier si l’activité des RhoA est modifiée par la présence 

d’ANGPTL6. Ex vivo, nous n’avons pas mis en évidence de différences dans le tonus 

myogénique des artères cérébrales provenant de notre modèle de souris. Cependant, ces 

expérimentations nécessitent d’être réitérées afin de confirmer notre observation. 

Dans les cellules endothéliales, il avait été démontré in vitro qu’ANGPTL6 pouvait activer la 

voie ERK 1/2 et par ce biais stimuler la production de NO200. Dans notre modèle, son absence 

dans le plasma et donc son absence de contact avec l’endothélium pourrait affecter cette voie 

et concourir à la dysfonction endothéliale que nous observons ex vivo. En ce sens, cet effet 

d’ANGPTL6 serait dû à sa présence, cette fois-ci, dans la lumière du vaisseau. 

Dans un contexte de maladie coronarienne, une corrélation positive a été mise en évidence 

entre le taux d’ANGPTL3 circulant et la rigidité artérielle. Les auteurs émettent l’hypothèse 

que les mécanismes à l’origine de cette association proviennent de la capacité d’ANGPTL3 à 

activer l’intégrine αVβ3 ce qui favorise l’hyperplasie myointimale259. Ex vivo, nous avons 

retrouvé une augmentation de la compliance des artères cérébrales suggérant une 

distensibilité de la paroi plus importante chez les souris Angptl6-KI. Le potentiel manque 

d’ANGPTL6 dans le plasma de nos souris mutantes entrainerait un défaut de prolifération des 

CMLV et donc de production de MEC dans la couche médiale de la paroi artérielle, ce qui 

favoriserait la distensibilité. Cependant, cette hypothèse rentre en contradiction avec certains 

de nos résultats comme le tonus myogénique et le phénotype des CMLV in vitro, tous deux, 

inchangés. D’autres investigations restent donc à mener. 

L’HTA est un facteur de risque de l’AIC. Parmi les patients porteurs des variants rares du gène 

ANGPTL6, la prévalence de l’HTA était plus importante chez ceux atteints d’AIC (50 %) par 

rapport aux non atteints (9 %)164. De plus, concernant les membres de la famille porteurs du 
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variant rare p.Lys460Ter-ANGPTL6 et atteints d’AIC, nous pouvons remarquer que ce sont 

toutes des femmes et qu’elles affichent toutes une HTA. Les porteurs sains du variant 

p.Lys460Ter-ANGPTL6 ne présentent pas d’HTA primaire164. La présence de ce facteur de 

risque apparaît donc comme requise à la formation des AIC chez les patients porteurs du 

variant p.Lys460Ter-ANGPTL6. A l’état basal, les souris porteuses du variant n’affichent pas 

d’HTA. Afin de mimer les conditions d’apparition de la pathologie chez l’Homme, nous avons 

donc soumis notre modèle murin à un protocole d’HTA grâce au L-NAME. Le défaut 

d’adaptation du diamètre des artères cérébrales à l’augmentation de pression chez nos souris 

mutantes suggère des modifications biologiques et/ou structurales en présence du variant 

d’ANGPTL6.  

Comme cité précédemment, les membres de la famille porteurs du variant rare p.Lys460Ter-

ANGPTL6 et atteints d’AIC sont toutes des femmes164. Notre modèle semble reproduire cette 

spécificité de sexe car nous avons constaté que les animaux présentant ces hyperdensités 

étaient surtout des femelles. Les hyperdensités vues sur les images microCT n’ont tout de 

même pas été quantifiées puisque ces accumulations de sulfate de baryum, qui pourraient 

être dues à des dilatations focales de la paroi artérielle, pourraient également être des 

artéfacts expérimentaux. 

Le modèle chirurgical d’induction des AIC utilisé ici, basé principalement sur une modification 

hémodynamique, nous a permis de mettre en évidence que certaines souris mutantes 

développaient des dilatations pariétales et formaient une néo-intima. Cette observation était 

absente chez les souris contrôles qui ne présentaient qu’un élargissement et une 

augmentation de la tortuosité des artères, effet classiquement observé dans ce modèle 

d’induction d’AIC103. Dans l’article princeps du modèle utilisé, il est également retrouvé des 

déformations pariétales même chez des souris non-transgéniques103. Cependant, 

l’augmentation de pression artérielle chez ces animaux (+30mmHg) était supérieure à celle 

que nous avons obtenue sur nos animaux (+15mmHg) ce qui pourrait expliquer cette 

différence. 

Dans l’ensemble, ces résultats prometteurs fixent les bases de la compréhension des 

mécanismes sous-jacents à la prédisposition aux AIC due à la présence du variant 

p.Lys460Ter-ANGPTL6. D’autres expérimentations sont à venir afin d’affiner et compléter ces 

premiers résultats. 
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II. Projet CTSO 

1. Préambule 

En utilisant une approche similaire au projet précédent, notre laboratoire a identifié deux 

variants génétiques rares du gène CTSO dans deux familles différentes : p.Ala43Val-CTSO et 

p.Val316Ile-CTSO, prédits comme délétères pour la fonction de la protéine. L’objectif de mon 

projet de thèse principal était donc d’identifier le rôle de CTSO dans les cellules vasculaires et 

de comprendre pourquoi les deux variants génétiques rares identifiés prédisposent aux AIC. 

Pour cela, nous avons analysé l’expression de CTSO et sa modulation par les contraintes 

hémodynamiques in vivo et in vitro. Nous avons également étudié son rôle dans les cellules 

de la paroi artérielle, puis analysé l’effet des variants identifiés.  

Ce travail a fait l’objet d’un article publié au format preprint sur MedRxiv sous la DOI 

https://doi.org/10.1101/2023.01.31.23285168 dont je suis co-première auteure. Ma 

contribution a permis d’acquérir l’ensemble des données fonctionnelles. 

 

 

 

https://doi.org/10.1101/2023.01.31.23285168
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Abstract  

Background: Intracranial aneurysm (IA) is a common cerebrovascular abnormality 

characterized by localized dilation and wall thinning in intracranial arteries, that frequently 

leads to fatal vascular rupture. The mechanisms underlying IA formation, growth and rupture 

are mostly unknown, and while increasing evidence suggest a genetic component of IA, 

identification of specific genes or causal molecular pathways remains largely inconclusive 

and only a small fraction of the risk attributable to genetics for IA in the general population.  

Methods: Here, we combined whole exome sequencing and identity-by -descent analyses 

with functional investigations to identify rare IA predisposing variants in familial forms of IA 

and understand their contribution to the pathophysiology of IA. 

Results: We identified two rare missense variants in the CTSO gene shared by all the affected 

relatives in two large pedigrees with multiple IA-affected relative. CTSO encodes for the 

cysteine-type papain-like cathepsin CTSO. Functional analyses revealed that CTSO acts as an 

extracellular protease controlling vascular smooth muscle cell migration and adhesion to the 

extracellular matrix. CTSO depletion, as well as expression of the two CTSO variants, which 

were poorly secreted, led to increase the amount of fibronectin. This effect is associated with 

a marked increase in VSMC stiffness which was rescued by exogenous CTSO. 

Conclusions: This report identifies rare CTSO variants in familial IA patients and suggests 

that the increased susceptibility to IA induced by these variants is likely related to their 

primary effects on the vascular tissue, and more particularly on the media layer of the wall of 

cerebral arteries.  
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Introduction 

Intracranial aneurysm (IA) is a generally asymptomatic localized dilation associated with 

thinning and structural defects of intracranial arterial wall affecting 1-5% of the general 

population.1 The devastating complication of IA is its unpredictable rupture, responsible for 

~36,000 cases of subarachnoid hemorrhage in Europe and a major cause of sudden death in 

"young healthy" subjects, in particular in woman (peak of age: 50-60 years).2, 3 Although 

hypertension, ageing, female gender, smoking, excessive alcohol consumption and family 

history of IA have been identified as risk factors predisposing to IA, the mechanisms 

underlying IA formation, growth and rupture are mostly unknown, although the local 

hemodynamic constraints of shear stress and pressure are assumed to play a key role.4 The 

aggregation of patients in IA families suggests that genetic factors contribute to disease 

susceptibility, and identifying these factors might be beneficial for at-risk patients before IA 

rupture.5, 6 Genome-wide association studies have identified several common risk loci 

associated with IA.7-10 However, identification of specific genes or causal molecular pathways 

remains largely inconclusive and these common alleles together explain only a small fraction 

of the risk attributable to genetics for IA in the general population. On the other hand, whole-

exome sequencing (WES) has the potential to detect rare coding variants that have large effect 

and induce a high risk of developing IA. Identifying such variants also could provide valuable 

insights into the pathophysiology of IA and pave the way for new diagnostic or therapeutic 

strategies. Indeed, recent studies have demonstrated the usefulness of familial approaches 

based on WES to improve knowledge on the molecular mechanisms underlying IA formation 

and rupture from the discovery of rare predisposing variants such as RNF213,11 THSD1,12 

LOXL2,13 PCNT,14 ARHGEF17, 15 ANGPTL6,16 and PPIL4.17  

In the present study, by combining WES and identity-by-descent (IBD) analysis, we identified 

rare coding variants in the Cathepsin O gene (CTSO [MIM: 600550]) as causally related to 
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familial forms of IA. CTSO is one of the 11 cysteine-type papain-like cathepsins identified in 

human about almost nothing is known.18 Functional analysis revealed that CTSO controls 

vascular smooth muscle cell (VSMC) migration and adhesion to the extracellular matrix 

(ECM). Furthermore, CTSO depletion leads to increase VSMC stiffness. These finding 

suggest that the increased susceptibility to IA induced by CTSO variants is likely related to 

their primary effects on the vascular tissue, and more particularly on the media layer of the 

wall of cerebral arteries.  

 

Results 

Identification of one rare coding variant affecting CTSO in a familial case of IA 

We first recruited a large family (Figure 1A) with 6 definite carriers of IA in two generations, 

among whom two had a history of IA rupture. In this family, there were also 4 relatives with 

suspected IA (3 because of unexplained sudden death and 1 with a doubtful ectasia on MRI 

(III-14)), 4 individuals with unknown phenotypes that have not been screened by MRI and 19 

subjects without IA detected on MRI. Among the definite carriers of IA, all were females and 

3 were carriers of multiples IA. The median maximal diameter of IA was 4 mm (min 3 mm, 

max 8 mm). Of the twelve IAs detected in the family, 6 were located in the MCA territory 

(50%), 3 in the ACA (25%), 2 in the PCA (16%), and 1 in the ICA territory (9%). We applied 

whole-exome sequencing to 3 affected members of the family (II9, III2, III4; Figure 1A). Out 

of the 153 to 179 rare non-synonymous or splicing variants detected in each 3 whole exomes, 

we found that only 16 were shared between the 3 affected relatives (Table 1). We then 

performed IBD analysis of the complete pedigree to test whether each variant resides within 

one haplotype shared by the 6 affected relatives. We found that only one of the 16 variants is 

located in one shared haplotype at 4q32, then confirmed by capillary sequencing its presence 

for all affected relatives. This missense variant in the CTSO gene - CTSO c.946G>A 
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(p.Val316Ile) - is reported with a Genomic Evolutionary Rate Profiling (GERP) score of 5.68 

and predicted as damaging in silico by both PolyPhen-2 and SIFT (Table 2). 

 

A second familial case of IA associated with rare coding variant in CTSO  

To further investigate the putative involvement of CTSO in IA susceptibility, we then 

screened for rare coding variants within this gene among 93 additional index cases with 

familial forms of IA (with at least two affected first-degree relatives), for which WES data 

were available in-house. We found one rare missense variant, CTSO c.128C>T (p.Ala43Val) 

(Table 2). The corresponding family (Figure 1B) comprises 5 IA carriers (3 females and 2 

males), among whom one carries multiple IAs. The median maximal diameter of IA was 5 

mm (min 4 mm, max 9 mm). Three IAs are located in the MCA territory, one in the ACA and 

one in the ICA territory, while one is of unknown located. By capillary sequencing, we tested 

the CTSO c.128C>T variant among family members and detected it in the 3 tested IA carriers 

but in none of their 5 unaffected relatives (with available DNA). This variant, reported with a 

GERP score of 3.67, is predicted as damaging in silico by PolyPhen-2 but not by SIFT (Table 

2). 

 

Clinical characteristics and exposition to risk factors according to CTSO status 

When comparing subgroups of individuals without or with CTSO variant and carrying or not 

IA among the members of the two families, we observed a higher proportion of subjects with 

history of high blood pressure among the IA carriers (p<0.01) while we found no significant 

differences regarding age, proportion of women, smoking habits, history of ischaemic stroke, 

level of alcohol consumption, history of diabetes or dyslipidaemia, treatment with statin, 

antiplatelet, oral anticoagulant and anti-inflammatory medication (Table 3).  
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CTSO is expressed in cerebral arteries 

To explore the putative implication of CTSO in IA pathophysiology, we first sought to 

investigate the expression of CTSO in cerebral arteries. Ctso mRNA was indeed found in 

cerebral arteries of WKY rats, and at a similar level, in artery from spontaneously 

hypertensive rat (SHR) and stroke prone SHR (SPSHR), suggesting that Ctso mRNA 

expression was not modulated by high blood pressure (Figure 2A). At cell level, Ctso mRNA 

was expressed in VSMC and, at weaker levels, in endothelial cells, where it was not 

modulated by shear stress (SS) (Figure 2B, Figure S1). In smooth muscle cell cultures, CTSO 

was found in cell lysates but also in the culture medium, indicating the secretion of the protein 

(Figure 2C). Moreover, CTSO secretion was potentiated by stretch, without any change in 

mRNA level (Figure 2B and C). 

 

Ctso silencing does not affect VSMC proliferation and apoptosis 

We next aimed to elucidate the role of CTSO in the arterial wall by focusing on VSMC in 

which it is predominantly expressed and modulated by stretch. To this end, we evaluated the 

consequences of siRNA-mediated depletion of endogenous CTSO in vascular smooth muscle 

cells (KD-SMC) in comparison with a control siRNA pool. Silencing of Ctso did not affect 

VSMC proliferation (Figure 2D), nor apoptosis as measured by TUNEL and caspase 3 

cleavage in basal condition (no apoptosis, data not shown) and after induction of apoptosis by 

staurosporine (Figure 2E and F). These results indicate that CTSO did not affect VSMC 

proliferation and viability.  

 

Ctso silencing modifies VSMC migration and adhesion 

We next tested whether CTSO regulates the migratory and adhesive properties of VSMC by 

using Boyden chambers and adhesion assays, respectively. CTSO depletion in VSMC (KD-
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SMC) led to a significant decrease in transmigration (Figure 3A) but accelerated the adhesion 

speed of VSMC on fibronectin (FN) matrix (Figure 3B). This effect was associated with an 

increased phosphorylation of focal adhesion kinase (FAK) in KD-SMC compared to control 

SMC (Cont-SMC), both at 2 h and 24 h after seeding on FN matrix (Figure 3C). When 

VSMC were plated on plastic, without FN coating, a significant increase in FAK 

phosphorylation was also observed at 24 h but not at 2 h post-seeding (Figure 3D). It is 

known that SMC produced and released FN which, in turn, can modulate VSMC phenotype 

and functions.19 The observed differences in FAK phosphorylation induced by CTSO 

depletion may results from an effect on the endogenous FN. To test this hypothesis, we thus 

analyzed the effect of Ctso silencing on FN expression in Cont- and KD-SMC culture. An 

increased level of FN was observed in KD-SMC compared to Cont-SMC, while there was no 

difference in the Collagen I (COL-I) expression (Figure 3E). This rise in FN expression was 

not associated with a change in mRNA-Fn1 level which, like mRNA-Col1a expression, 

remains the same in Cont- and KD-SMC (Figure 4A). All together, these data show that 

CTSO controls VSMC migration and adhesion, and suggest that it could result from an effect 

on the amount of FN released by VSMC.  

 

Ctso silencing affects contractile phenotype marker gene expression 

We next assessed the potential role of CTSO on VSMC phenotype by measuring the 

expression of contractile marker gene expression (Figure 4B). The expression of all tested 

VSMC marker genes, namely Acta2, Myh11, Tagln and Cnn1 were significantly up-regulated 

by Ctso silencing, which was also checked (Figure 4C). By contrast, the expression of Bmp4, 

a known marker of osteogenic differentiation of VSMC20 differentiation was reduced in KD-

SMC compared to Cont-SMC (Figure 4C). These results suggest that Ctso silencing 

positively modulated VSMC differentiation. However, measurement of contractility showed 
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that KD-SMC contracted collagen gel less strongly than Cont-SMC in response to the 

thromboxane A2 analog U46619 (Figure 4D).  

 

Ctso silencing induces stiffening of VSMC 

We then used atomic force microscopy (AFM) to assess the effect of CTSO depletion on the 

stiffness of VSMC and VSMC-derived extracellular matrix (ECM) as arterial stiffening is 

known to be a risk factor for IA.21 Elastic modulus determined by AFM nanoindentation 

showed that KD-SMC were significantly stiffer than Cont-SMC, while the corresponding 

ECM produced by KD- and Cont-SMC displayed a similar stiffness (Figure 4E and S2).  

 

CTSO variants 

To assess the impact of c.128C>T CTSO and c.946G>A CTSO variants on CTSO protein we 

established stable cell lines expressing the wild-type (WT-CSTO), and the two mutated 

proteins, p.Val316Ile-CTSO and p.Ala43Val-CTSO. Western blot analysis shows that 

expression level in cell lysates was similar for WT-CTSO and the two mutated proteins 

(Figure 5A). In contrast, the amount of p.Val316Ile-CTSO and p.Ala43Val-CTSO in the 

culture medium was strongly reduced compared to WT-CTSO (Figure 5A). Since we 

observed an increase in the amount of FN after CTSO depletion in VSMC (Figure 3E), we 

investigated the effect of p.Val316Ile-CTSO and p.Ala43Val-CTSO expression on FN level. 

Western-blot results show that CTSO mutants mimicked the effect of CTSO depletion on the 

increase of FN level, without effect on COL-I expression (Figure 5B). 

 

Discussion 

We have identified two rare missense variants in the CTSO gene shared by all the affected 

relatives in two large pedigrees with multiple IA-affected relative. Of note, we observed a few 
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individuals (n=6) carrying possibly deleterious CTSO variations but without IA at the time of 

the study. In addition, we found a significant increase in the proportion of subjects with 

history of high blood pressure among IA careers compared to unaffected individuals. High 

blood pressure history is a well-established environmental factor associated with the 

development of IA.22 Our results suggest, as described previously in familial cases with rare 

coding variants in ANGPTL6,16 that rare coding variants in CTSO could thus promote IA 

formation in combination with other deleterious genetic or environmental factors such as high 

blood pressure, which would act either directly by mechanical effects on the vessel walls or 

indirectly by triggering inflammation.23 

CTSO is one of the 11 cathepsins encoded in the human genome which constitute an 

important group of proteases that regulate numerous processes.18 They are highly expressed in 

intracellular acidic compartments such as endosomes and lysosomes, and loss of function 

mutations in cathepsin genes cause very different syndromes in terms of clinical symptoms 

and disease progression, corresponding to either typical lysosomal storage diseases, or 

resulting from defective cleavage of specific protein substrates.24 Cathepsins are also found in 

the cytoplasm, cell nucleus, cell membrane and the extracellular space.25, 26 Extracellular 

cathepsins mediate extracellular matrix (ECM) protein degradation (collagen, elastin, 

fibronectin, laminin) and release of ECM-bound factors, but also shed various membrane 

proteins including receptors, growth factors, cytokines, and adhesion proteins thereby 

influencing important cellular processes such as proliferation and differentiation, motility, 

cell-cell interaction, adhesion, inflammatory and immune responses. Indeed, extracellular 

cathepsins are majorly upregulated in pathological states and are implicated in a wide range of 

disorders including vascular remodeling and atherosclerotic diseases.27, 28 Cathepsin B, K and 

S have been found to be upregulated in the wall of IA.29 CTSO is defined as a ubiquitous 

protein but neither its peptidase behavior nor its functions have been characterized. We 
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observed CTSO expression in cerebral artery wall, endothelial cells, and more strongly in 

VSMC. In these cells, CTSO was found both in intra- and extracellular compartments, and its 

extracellular release, probably through lysosomal exocytosis, is stimulated by cell stretching, 

suggesting that its role as an extracellular protease in the arterial wall could be potentiated by 

high blood pressure and participated to the arterial remodeling induced by hypertension.  

Although we did not analyze the enzymatic activity of CTSO in vitro to directly demonstrate 

its ability to degrade FN, there is a strong body of experimental evidence to support this 

hypothesis. Adhesion and FAK activation are potentiated by depletion of CTSO, both rapidly 

and late after VSMC seeding on exogenous FN coating, while only delayed stimulation of 

FAK activation was observed in CTSO-depleted VSMC seeded on plastic. These observations 

are consistent with a degradation of pericellular FN by CTSO, which instantaneously 

impaired cell-FN coating interaction in VSMC producing extracelullar CTSO. When VSMC 

are seeded on plastic, the effect of CTSO depletion is only visible late, after the time 

necessary for the cells to self-produce surrounding FN with which they establish adhesions. 

This hypothesis is supported by the increase in the amount of FN induced by the depletion of 

CTSO in VSMC and suggests that extracellular CTSO secreted by VSMC degrades FN.  

This was corroborated by the results obtained by the expression of the two mutated proteins 

p.Val316Ile-CTSO and p.Ala43Val-CTSO which, being weakly secreted, induce an increase 

in the amount of FN as does the depletion of CTSO. 

It is well established that adhesive properties to ECM drives VSMC stiffness,30 and the level 

of activation of FAK signaling is related to VSMC stiffness.31 In particular, VSMC focal 

adhesion to FN correlated with VSMC stiffness.32 The strong stiffening of VSMCs that we 

observed after CTSO depletion is therefore consistent with an increase in the ability of 

VSMCs to form adhesions to FN due to the reduced degradation of FN in CTSO-depleted 

VSMCs. 
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ECM composition and organization impact the physical interactions with VSMC, which play 

a major role in regulating their functions including, migration and differentiation. We 

observed that knocking-down CTSO reduced VSMC migration on FN. This result further 

supports a role of CTSO in promoting FN degradation, although additional mechanisms such 

as degradation of other extracellular proteins or lysosomal degradation of FN-bound integrins 

known to be required for migration,33 could also been involved. Regarding VSMC 

differentiation, CSTO depletion led to increase the expression of contractile phenotype 

marker genes such as Acta2. Interestingly, deletion or inhibition of cathepsin B, characterized 

as a FN-degrading protease34 which was also up-regulated by cell stretching, also increases 

ACTA2 expression through mechanisms that have not been identified.35 Increased ACTA2 

expression has been shown to contribute to VSMC stiffening,36 suggesting that up-regulation 

of Acta2 and possibly of the other contractile markers, could participate to the increase in 

VSMC stiffness induced by CTSO depletion. Although contractile markers were upregulated, 

collagen gel contraction induced by KD-VSMC was reduced compared to Cont-VSMC. 

Whether this effect was related to the stiffness of VSMCs induced by the CTSO deletion 

cannot be determined, however, VSMCs from old animals show a similar association of 

increased stiffness30 and reduced collagen gel contraction.32, 37  

Besides their contractile activity, VSMCs normally produce ECM that allows adaptations to 

mechanical forces that act on the vessel wall while maintaining adequate wall pressures. Thus, 

the composition, the organization and the resulting interactions of ECM with VSMC is 

adjusted to the mechanical demands of the vessel wall thanks to multiple and coordinated 

mechanisms. Among them, the fine-tuning of the expression and activity of extracellular 

proteases plays a major role in reshaping the ECM matrix. In this study, we identified CTSO 

as a potential new actor of arterial remodeling that regulates FN deposition and VSMC 

functions. This role of CTSO is consistent with an increased susceptibility to IA associated 
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with c.128C>T CTSO and c.946G>A CTSO variants. We suggest that by promoting increase 

in FN deposition, VSMC-FN adhesion and VSMC stiffening, p.Val316Ile-CTSO and 

p.Ala43Val-CTSO mutants affect the mechanical properties of the vessel wall that 

compromise proper adaptation of the arterial wall to local hemodynamics thereby favoring IA 

formation. It is noteworthy that similar features, namely faster adhesion to FN,38 up-regulation 

of contractile marker expression and increased stiffness have been described in Marfan 

syndrome VSMC,39 a well-known genetic condition that predisposes to IA.40  
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Methods 

Clinical recruitment 

Familial cases of IA are defined as at least two first-degree relatives both diagnosed with 

typical IA (defined as a saccular arterial dilatation of any size occurring at a bifurcation of the 

intracranial vasculature), without any age limitation. Index case subjects and their relatives 

were recruited following the French ethical guidelines for genetic research and under approval 

from the French Ministry of Research (no. DC-2011-1399) and the local ethical committee. 

Informed written consent was obtained from each individual agreeing to participate in the 

genetic study, to whom MRI screening and blood sampling were proposed. The full recruiting 

process has been described previously.41 Briefly, neuroradiological phenotyping was 

performed in each recruiting center by interventional neuroradiologists, neurologists, and 

neurosurgeons in order to recruit only case subjects with typical saccular bifurcation IA. 

Mycotic, fusiform-shaped, or dissecting IAs were systematically excluded, as well as IA in 

relation with an arteriovenous malformation and IA resulting from syndromic disorders such 

as Marfan disease or vascular forms of Elhers Danlos. For all included patients we recorded 

the date of birth, if IA, the cases of rupture, the number of IA, the IA larger diameter in mm, 

the IA locations according to the four following groups internal carotid artery (ICA), posterior 

cerebral circulation (PCA), Middle cerebral artery (MCA) or anterior cerebral artery (ACA), 

the smoking habits, the history of high blood pressure and ischemic stroke, the level of 

alcohol intake per week, the history of diabetes or dyslipidemia, obesity (BMI >30), treatment 

by statin, antiplatelet, oral anticoagulant and anti-inflammatory drugs. 

 

Whole Exome Sequencing (WES) 

Genomic DNA was extracted from peripheral blood lymphocytes using the NucleoSpin Blood 

kit XL (Macherey Nagel). Whole-exome fragments were captured with to the SureSelect 
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Human All Exon V4 kit (Agilent technology), according to manufacturer protocol. Alignment 

on reference genome (Broad Institute human_g1k_v37) was performed using Burrow-

Wheeler aligner (Bwa mem v0.7.10).42 Picard v1.119 was used to flag duplicates and 

recalibration was achieved through GATK v3.2.2 (broadinstitute, 2023).43 Variants were 

called with GATK HaplotypeCaller on all exons hg9 exons (NCBI RefSeq), annotated with 

SnpEff and vcfGnomad (jvarkit) using gnomad v2.1.44 Quality filters detailed in the Table S1 

were applied. Only variants annotated as non-synonymous or affecting splicing, and reported 

with a minor allelic frequency (MAF) below 0.1% in the non-Finnish European (NFE) 

gnomAD population, were subsequently considered. 

 

IBD analysis 

Haplotype sharing between affected relatives were identified through IBD analysis basedon 

SNP genotyping data. Fluorescence intensities were obtained from Precision Medicine 

Research Array (PMRA - Affymetrix) and quantified by Affymetrix GeneTitan Multi-

Channel Instrument. Genotypes were merged with PREGO control population45 and SNPs 

with MAF<10%, call rate < 95% or p<1.10-5 when testing for Hardy-Weinberg equilibrium 

were excluded. IBD regions were then identified using IBDLD v3.34 with noLD method.46 

Familial segregation analysis by capillary sequencing was performed on an Applied 

Biosystems 3730 DNA Analyzer, using standard procedures. Sequence analyses were 

performed with SeqScape v.2.5.  

 

Animal model 

All animal care and use procedures of the present study were performed in accordance with 

the European Community Standards on the Care and Use of Laboratory Animals and were 
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approved by our institutional ethics committee (authorization D44278). Cerebral arteries from 

3 months-old Wistar-Kyoto (WKY), spontaneously hypertensive (SHR) and stroke-prone 

SHR (SPSHR) rats (300 g) were collected and snap-frozen in liquid nitrogen for RNA 

extraction. 

 

Cell culture  

Primary VSMC were isolated from the aorta of 4-week-old WYK rats. Rats were sacrificed 

according to institutional animal handling ethics. The aorta was harvested, cleaned, 

endothelium-denuded, cut into small pieces and digested by collagenase II (1 mg/mL; 2 h at 

37°C under agitation; Worthington Bio-chemical). After inactivation of collagenase with 

serum, the tissue was spun down and plated in a 6-well plate in Dulbecco modified Eagle 

medium (DMEM, Gibco; Invitrogen) containing 10% foetal bovine serum (FBS), 4.5 g/L 

glucose, 100 units/mL penicillin and 100 µg/mL streptomycin at 37°C-5% CO2. All 

experiments were performed at passages 2 and 3. For cell stretching, cyclic uniaxial strain 

was applied at 1 Hz and 10% or 20% strain for 24 hours (MechanoCulture FX, CellScale). 

HUVEC (passage 2 to 6; PromoCell) were routinely cultured in EBM media supplemented 

with the provided growth factors kit (Promocell). For flow experiments HUVEC were 

cultured on 0.2% gelatin-coated 0.4 ibidi slides (IBIDI) and unidirectional laminar shear 

stress was applied using the pumping system and control unit form IBIDI. Local shear stress 

was calculated using Poiseuille’s law and averaged to 3 dyn/cm2 (pathological low shear 

stress: LSS) 16 dyn/cm2 (physiological shear stress: PSS) or 36 dyn/cm2 (pathological high 

shear stress: HSS). NIH3T3 cells were cultured in DMEM containing 1 g/L glucose, 10% 

FBS, 100 units/mL penicillin and 100 µg/mL streptomycin at 37°C-5% CO2.  
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RT-PCR 

Total RNA was purified from cells using RNA plus kit (Macherey Nagel) or tissue using 

TRIzol reagent (MAN0001271, Ambion, Thermo Fisher Scientific) and RNA XS Plus kit 

(Macherey Nagel) according to the manufacturer instructions. RNA (500 ng) was reverse-

transcribed with M-MLV enzyme (28025021, Thermo Fisher Scientific). Real-time qPCR 

was performed on a 7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems) using SYBR 

Green Master Mix (4367659, Applied Biosystems) and primers listed in Table S2. Each 

sample was analyzed in triplicate. GAPDH was used as the reference gene and results are 

expressed according to the 2-ΔΔCt method.  

 

Immunoblotting 

Supernatant from VSMC or NIH3T3 were taken off and concentrated with Amicon Ultra-0.5 

Centrifugal Filter Unit (UFC5010, Millipore). Cells were lysed on ice in buffer supplemented 

with protease and phosphatase inhibitor cocktails (Sigma Aldrich) and sodium orthovanadate. 

Equal amount of proteins of each sample was separated by SDS-PAGE, transferred to 

nitrocellulose membranes, and incubated with specific antibodies: CTSO (for rat form: 

ab200735, Abcam, for human form: HPA002041, Sigma-Aldrich), cleaved caspase 3 (9664, 

Cell Signalling Technology), P-FAK (8556, Cell Signalling Technology), FAK (3285, Cell 

Signalling Technology), Fibronectin (15613-1-AP, Proteintech), type I collagen (14695-1-AP, 

Proteintech). Equal loading was checked by reprobing of the membrane with an anti-tubulin 

antibody (T9026, Sigma). Immune complexes were detected with appropriate secondary 

antibodies and enhanced chemiluminescence reagent (Clarity ECL BioRad). Protein band 

intensities were quantified using ImageJ Software (NIH software, Bethesda, Md) 

 

 



RESULTATS – Projet CTSO 

113 
 
 

Ctso silencing 

VSMC were transfected using Lipofectamine RNAiMAX reagent (Invitrogen) according to 

the manufacturer instructions with a pool of siRNAs targeting rat Ctso (ON-TARGETplus 

siRNA-SMARTpool (Cat# L-110260-00-0005; Horizon Discovery,) and a non-targeting 

control pool (Pool #1, D-001810-10-05, Horizon Discovery) to generate KD-SMC and Cont-

SMC, respectively. The efficiency of Ctso mRNA depletion was assessed 72 h post-

transfection by RT-qPCR. 

 

Viability/Proliferation assay 

VSMC viability/proliferation was quantified by MTT (3-[4,5 Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-

diphenyltetrazodium) colorimetric assay according to the manufacturer instructions (M5655; 

Sigma aldrich). Briefly, VSMC were seeded onto 96-well plates in triplicate for each 

condition, cultured for 24 h, after which they were serum-starved for 24 h. VSMC were then 

incubated in DMEM without or with 10% FBS for 24h. The number of viable cells was then 

determined by incubation in 1 mg/mL MTT for 4 h à 37 °C. The medium was then removed 

and acidified isopropanol was added to solubilize the MTT reduction product formazan. MTT 

reduction by viable cells was then quantified by measurement of the absorbance at 590 nm. 

 

Apoptosis assay 

VSMC apoptosis was determined after incubation in 1 µmol/L staurosporine (S5921, Sigma 

Aldrich) in serum-free medium for 8 h. Apoptosis was quantified by the measurement of 

cleaved caspase 3 by western blot and by TUNEL assay. VSMC were fixed with 4% 

paraformaldehyde and permeabilized. Fragmented DNA was stained with TUNEL Assay Kit 

- BrdU-Red (ab66110, Abcam) according to manufacturer instructions, and DAPI was used to 

label all nuclei. Coverslips were mounted on slides with Prolong gold antifade reagent and 
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observed with a fluorescent microscope. Apopotic cell number was quantified as the 

percentage of TUNEL-positive cells. 

 

Transwell migration assay 

Boyden chamber assay was performed as previously described.47 VSMC, transfected with 

siRNA 48 h before, were trypsinized and washed in serum-free DMEM before plating into 

transwells (0.47cm2 of culture area, 8 µm pore size; Nunc™). DMEM containing 10% FCS 

was placed in the lower chamber and VSMC were allowed to migrate for 10 h at 37 °C. After 

incubation, the filter was removed and VSMC on the upper side of the filter were scraped off. 

VSMC that had migrated to the lower side of the filter were fixed with 4% paraformaldehyde 

and stained with Coomassie blue 0.1% for observation under a microscope in brightfield 

mode. Migration to the lower chamber of the transwell was quantified by the area covered by 

cells measured using ImageJ Software and expressed expressed relative to Cont-SMC set as 1. 

 

Cell adhesion assay using impedance technology 

VSMC (10000/well) were seeded in a 96 well plate microtiter xCELLigence assay plate 

coated with 2 µg/ml fibronectin (E-Plate, ACEA Biosciences Inc.) and placed on the Real-

time xCELLigence Cell Analyzer (Roche Applied Science) platform at 37°C. The cell index 

value, which are proportionate to the area covered by the cells was measured every 5 min for 

a period of 8 h. Adhesion speed was defined as the slope of the cell index change over time. 

 

Collagen gel contraction assay 

VSMC were mixed with collagen gel working solution (CBA-201, Cell Biolabs). The cell-

collagen mixture was added into a 24-well plate and incubated at 37°C for 1 h to allow 

collagen polymerization. Serum-free DMEM was added to the top of the collagen gel lattice. 
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After 24 h, cells were treated or not with U46619 (10-6 mol/L) and the myosin inhibitor BDM 

(from CBA-201 kit), and the collagen gels were released by a sterile spatula. Changes in the 

collagen gel area were measured at 48 h. The percentage of contraction corresponded to [(area 

in BDM condition-area in the control or U46619 condition)/ area in BDM condition × 100],  

 

Atomic force microscopy (AFM) experiments 

AFM experiments have been performed in Cont- and KD-SMC grown on plastic and allowed 

to produce their own ECM for 5 days. ECM analysis has been performed after 

decellularization as previously described. All experiments were then performed in 

Physiological Saline Solutions (PSS) buffered with 20 mM HEPES at 37°C using a 

NanoWizard® atomic force microscope (JPK Instruments, Germany) equipped with a 

temperature controller and inverted optical microscope. Indentation experiments were carried 

out with cantilevers (SQube) having a colloidal glass sphere of 5 µm in diameter. Their spring 

constant was calibrated using the thermal noise method implemented in the AFM setting (JPK 

software), with values comprised between 0.12 and 0.15 N.m-1. Prior to indentation 

measurements, the cantilever sensitivity was systematically measured from the slope of force-

distance curves performed on glass. The optical microscope was first used to position the 

AFM tip on ECM or on the cytoplasmic region of the selected cell and several approach-

retract force-distance curves were performed to determine the force to be applied 

corresponding to an indentation depth of ~500 nm (a good compromise avoiding the long-

range interactions and in the validity domain of the Hertz contact mechanics model). Then, 

force-distance curves were recorded on cells at a low constant speed of 1 µm/s to neglect the 

hydrodynamic drag forces exerted on the cantilever by the liquid medium.48 These curves 

were then converted into force-indentation curves, and the approach part was fitted by the 

Hertz model to determine the apparent elastic modulus of cells.49 
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Mutagenesis 

CTSO-TurboGFPpPlasmid was purchased from Origene (RG208268). c.128C>T CTSO and 

c.946G>A CTSO mutagenesis was performed using Q5® Site-Directed Mutagenesis Kit 

Protocol (E0554, NEB) and designed primers: A43V-Fw: 5’-GAA 

GCCGCCGTCTTCCGGGAAAGTC-3’; A43V-Rv: 5’-ACG CTCGCGGCTCCGCGG-3’; 

V316I-Fw: 5’-GTTTGTGGTATTGCAGATTCCATTTCTTCTATATTTGTGACGC-3’; 

V316I-Rv: 5’-GCGTCACAAATATAGAAGAAATGGAATCTGCAATACCACAAAC-3’. 

Mutations were confirmed by standard sequencing methods using T7 standard primer and 

designed primer (5’-AAGCCCCTGGAAGACCTAAG-3’) .  

 

Generation of lentiviral constructs  

From LT3GEPIR plasmid (#111177, Addgene), was modified to remove miR30 backbone by 

amplifying and cloning eGFP between XhoI and EcoRI restriction sites using the following 

primers: Fw 5’-CGGCCGCTCGAGATGGTGAGCAAGGGCGAGGAG-3’and Rv 5’ 

GATCTGAATTCTTACTTGTACAGCTCGTCCATGC-3’. The resulting plasmid was used 

to clone WT and mutant CTSO in BamHI and XhoI, 

 

Lentivirus production, transduction and induction of WT-CTSO and CTSO variants 

Lentiviral vector for expressing WT-CTSO, p.Ala43Val-CTSO and p.Val316Ile-CTSO was 

transfected into HEK293T cells along with packaging vectors psPAX2 and pVSVG2 

(provided by Prof. Dr.Utz Fischer’s lab) using polyethylenimine (#764965, Sigma-Aldrich) 

transfection agent. After overnight incubation, the medium was replaced with fresh medium 

(DMEM+10% serum). Forty-eight hours and 72 h after transfection, viral supernatant was 

collected, filtered through 0.22 µm filter and used to infect NIH3T3 in the presence of 

polybrene (8 µg/mL, H9268; Sigma Aldrich). After 48 to 72 h of infection, transduced 
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NIH3T3 cells were selected with puromycin (2 µg/mL, P8833, Sigma Aldrich) for 48 h and 

maintained in the presence of puromycin (2 µg/mL). The induction of WT- or mutated CTSO 

was performed at least 2 days before the experiment by supplementing the medium with 

doxycycline (1 µg/mL, #D9891, Sigma Aldrich), which was maintained until the completion 

of the experimental procedure.  

 

Statistical analysis 

Statistical analysis was performed using GraphPad Prism software. Details of the statistical 

test used for each experiment is indicated in the figure legends. 
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Figures Legends 

 

Figure 1 Pedigree of large family with IA used for genetic investigations 

A Pedigree of family A showing phenotypic and genetic segregation patterns. WE sequenced 

and genotyped individuals are respectively indicated with a red circle and a green discontinuous 

trait. Bold arrow indicates index case. Presence or absence of CTSO c.946G>A variant was 

assessed through capillary sequencing. B Pedigree for family B showing phenotypic and genetic 

segregation patterns. WE sequenced individual is indicated with a red circle. Bold arrow 

indicates index case. Presence or absence of CTSO c.128C>T variant was assessed through 

capillary sequencing. 

 

Figure 2 Expression of CTSO and consequence of CTSO depletion on VSMC proliferation 

and apoptosis 

A Ctso mRNA expression analyzed by quantitative RT-PCR in cerebral arteries of 

normotensive (WKY), and hypertensive rats (SHR and SHRSP). B Ctso mRNA expression 

analyzed by quantitative RT-PCR in VSMC cultured in static condition and subjected to 10% 

and 20% cyclic stretch. C Representative western blots and quantification of CTSO protein 

expression assessed in cell lysate and culture medium of VSMC cultured in static condition and 

subjected to 10% and 20% cyclic stretch. D Proliferation assessed by the measurement of MTT 

absorbance in the absence and presence of 10 % serum in VSMC transfected with siRNA 

targeting Ctso (KD-SMC) and control siRNA (Cont-SMC). E Number of apoptic cells in KD-

SMC and Cont-SMC culture after stimulation with staurospaurine (1 µmol/L, 8 h). Values 

represent the percentage of TUNEL-positive cells relative to total cell population in each group. 

F Typical Western blot of cleaved-caspase 3 in Cont- and KD-SMC and corresponding 

quantification. CTSO and tubulin have been also blotted to check CTSO silencing and equal 
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loading. Results are expressed relative to Cont-SMC set as 1. (Data are expressed as mean ± 

SEM; *p<0.05; **p<0.01 and ***p<0.01; one-way ANOVA) 

 

Figure 3 CTSO depletion in VSMC decreases migration, stimulates adhesion, FAK 

phosphorylation and FN expression 

A Representative images of Cont- and KD-SMC which migrated to the underside surface of 

Transwell membranes and the corresponding quantification. B Representative curve showing 

the cell index representing the adhesion of Cont- and KD-SMC over time and quantification of 

the adhesion speed. C and D Representative Western blots showing the phosphorylation of 

FAK in Cont- and KD-SMC 2 h and 24 h after seeding on FN matrix (C) or directly on plastic 

(D). Graphs show densitometric analysis of phospho-FAK in blots, relative to FAK expression. 

E Representative western blots showing the amount of FN and Col-I in Cont- and KD-SMC 

and corresponding quantification. (Results were expressed relative to Cont-SMC and presented 

as mean ± SEM; *p < 0.05, *p < 0.01; Mann-Whitney test).  

 

Figure 4 CTSO depletion in VSMC modulates contractile phenotype marker expression, 

contraction and cell stifnesss 

A-C RT-qPCR analysis of mRNA levels of Col1A, Fn1 (A); of the SMC marker gene Acta2, 

Myh11, Talgn, Cnn1 (B); and Bmp4 and Ctso (C) in Cont- and KD-SMC. Results were 

expressed relative to Cont-SMC. D Representative images of Cont-SMC- and KD-SMC-seeded 

collagen gels 48 h after release with and without U46619 and quantification of U46619-induced 

gel contraction in Cont- and KD-SMC. E Atomic force microscopy determination of the elastic 

modulus of Cont- and KD-SMC (left) and their respective extracellular matrix (right). (Data 

are expressed as mean ± SEM; *p < 0.05, *p < 0.01; Mann-Whitney test). 
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Figure 5 CTSO variants weakly secreted and induced increase in FN 

A Representative western blots and quantification of CTSO protein expression measured in cell 

lysate and culture medium of NIH3T3 expressing WT-CTSO, p.Ala43Val-CTSO and 

p.Val316Ile-CTSO. B Representative western blots and quantification of FN and Col-1 

expression measured in WT-CTSO, p.Ala43Val-CTSO and p.Val316Ile-CTSO. (Data are 

expressed as mean ± SEM; *p<0.05 and ***p<0.01; one-way ANOVA) 
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Tables 

Table 1 Genetic finding by whole-exome sequencing in family A 

 
II:9 III:4 III:2 

Total variants 19583 20220 20081 

Functional variants 6378 6566 6417 

MAF <0.1% (GnomAD 
NFE) 

177 179 153 

Shared by the 3 relatives 16 

Shared by all affected 
(IBD) 

1 (CTSO) 

 

Table 2 Rare coding variants found across families A and B in CTSO. 

Family 
Genomic 
position 

(GRCh37/hg19) 
Gene 

Nucleotide 
consequence 

Protein 
consequence 

MAF (NFE in 
gnomAD) 

Predicted Functional 
Impact 

Cases / Total 

SIFT Polyphen 2 Affected Unaffected 

A 4:156847208 CTSO c.946G>A p.Val316Ile 1.7.10-5 Deleterious 
Probably 
damaging 

6/6 6/17 

B 4:156874872 CTSO c.128C>T p.Ala43Val 3.0.10-4 Tolerated 
Probably 
damaging 

3/3 0/5 

Mutation names are based on Ensembl CTSO transcript ENST00000433477.3. MAF: Minor Allele Frequency; NFE: Exome Aggregation 

Consortium (Non-Finnish Europeans); gnomAD: Genome Aggregation Database; GERP: Genomic Evolutionary Rate Profiling; SIFT: Sorting 

Intolerant From Tolerant. 
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Table 3 Clinical characteristics, treatments and exposition to risk factors for IA cases and 

unaffected relatives according to CTSO status. 

Data are expressed as median, (minimum, and maximum) for age and as count (and 

percentage) for all other categorical variables. Usual bivariate parametric (χ2 test or Fisher 

exact test) statistical tests were used for comparison between groups. 

 

  

  
CTSO variants 
IA  

CTSO variants 
no IA  

No CTSO variant 
no IA 

P-value 

n 11 6 18 - 

Female 8 (72.73%) 2 (33.33%) 10 (55.56%) 0.32 

Age 
63.00 (56.00 - 
75.50) 

63.50 (60.25 - 
81.00) 

46.50 (38.50 - 
53.75) 

0.53 

Smoker or 
former Smoker 

6 (54.55%) 4 (66.67%) 9 (50.00%) 0.90 

Alcohol intake 
per week > 
150g 

5 (45.45%) 1 (16.67%) 3 (16.67%) 0.23 

High Blood 
Pressure 

5 (45.45%) 2 (33.33%) 1 (5.56%) 0.023 

Dyslipemia or 
diabetes 

2 (18.18%) 1 (16.67%) 1 (5.56%) 0.47 

Antiplatelet 
treatment 

3 (27.27%) 1 (16.67%) 1 (5.56%) 0.22 

Anti-
inflammatory 
Drugs 

0 (0.00%) 0 (0.00%) 1 (5.56%) 1.0 

Statin treatment 2 (18.18%) 1 (16.67%) 1 (5.56%) 0.47 

Oral 
anticoagulant 
treatment 

1 (9.09%) 2 (33.33%) 4 (22.22%) 0.55 
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Appendices 

Consortia 

The ICAN Study Group includes the following investigators: Hubert Desal, Romain Bourcier, 

Benjamin Daumas-Duport, Bertrand Isidor, Jérôme Connault, Pierre Lebranchu, Thierry Le 

Tourneau, Marie Pierre Viarouge, Chrisanthi Papagiannaki, Michel Piotin, Hocine Redjem, 

Mikael Mazighi, Jean Philippe Desilles, Olivier Naggara, Christine Rodriguez, Waghi Ben 

Hassen, Suzanna Saleme, Charbel Mounayer, Olivier Levrier, Pierre Aguettaz, Xavier 

Combaz, Anne Pasco, Emeline Berthier, Marc Bintner, Marc Molho, Pascale Gauthier, Cyril 

Chivot, Vincent Costalat, Cyril Darganzil, Alain Bonafé, Anne Christine Januel, Caterina 

Michelozzi, Christophe Cognard, Fabrice Bonneville, Philippe Tall, Jean Darcourt, Alessandra 

Biondi, Cristina Iosif, Elisa Pomero, Jean Chistophe Ferre, Jean Yves Gauvrit, François 

Eugene, Hélène Raoult, Jean Christophe Gentric, Julien Ognard, René Anxionnat, Serge 

Bracard, Anne Laure Derelle, Romain Tonnelet, Laurent Spelle, Léon Ikka, Aymeric 

Rouchaud, Augustin Ozanne, Gildaz Caroff, Nidal Ben Achour, Jacques Moret, Emmanuel 

Chabert, Jérôme Berge, Guillaume Marnat, Xavier Barreau, Florent Gariel, Frédéric 

Clarencon, Mohammed Aggour, Frédéric Ricolfi, Adrien Chavent, Pierre Thoant, Brivael 

Lemogne, Denis Herbreteau, Richard Bibi, Anna Paula Narata, Pedro Lebedenski, Laurent 

Pierot, Sébastien Soize, Marc Antoine Labeyrie, Christophe Vandendries, Emmanuel Houdart, 

Appoline Kazemi, Xavier Leclerc, Jean Pierre Pruvo, Sophie Gallas, Stéphane Velasco. 

 

 

 

 

 

 



RESULTATS – Projet CTSO 

133 
 
 

Supplemental Materials 

Figure S1 and S2 

Table S1 and S2 
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Supplemental tables 

 

Filtering Step Flagged Variants Threshold 

Individuals II:9 III:4 III:2  

Raw data 38939 45611 44131 

 

Depth 6744 12803 11380 >20X 

MQRS 10432 13988 13363 ∈[-2.5,2.5] 

MQ 5270 6563 6224 >59 

Mappability 4819 6340 6135 =1 

SOR 2938 3519 3389 <3 

GQ 902 1156 1273 >90 

LCR 787 1214 1216  

QD 366 460 444 >2 

FS 113 146 168 <60 

GR 7 10 5 >0.95 

Table S1 Quality filtering of variants found across WES data in individuals II:9, III:2 

and III:4. Abbreviations: MQRS – mapping quality rank sum; MQ – mapping quality; SOR – 

strand odd ratio; GQ – genotyping quality; LCR – low complexity regions; QD – quality by 

depth; FS – Fisher strand; GR – Genotyping Rate  

 

Target 
gene 

Forward primer (5’-3’ sequence) Reverse primer (5’-3’ sequence) 

Gapdh AACCCATCACCATCTTCCAG CCAGTAGACTCCACGACATAC 

Ctso  CCAGATACCCAGCAAAAGGA’ ATCGCACCGCTGACTCTACT 

Acta2 ACGCGAAGCTCGTTATAGAAG GACCCTGAAGTATCCGATAGAAC 

Cnn1 GATCCACTCTCTCAGCTCCT CTTCCGCACACTTTAACCGA 

Myh11 CTTTCCAGCTCCAGACTCAC CGCCTCACATCTATGCCATT 

Tagln GCTCCTCATCATACTTCTTCTCA AACGCTACTCTCCTTCCAG 

Bmp4 ATAAAACGACCATCAGCATTCG GCCTTTCCAGCAAGTTTGTTC 

Fn1 CGAGGTGACAGAGACCACAA CTGGAGTCAAGCCAGACACA 

Col1a TACAGCACGCTTGTGGATGG CAGATTGGGATGGAGGGAGTT 

Table S2 Sequence of qRT-PCR primers 
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I. Conclusion 

L’AIC, pathologie silencieuse, est présent chez 3% de la population et reste un problème de 

santé publique majeur6. La rupture d’AIC entraîne des effets, le plus souvent, dévastateurs 

chez les survivants avec des séquelles nécessitant une prise en charge lourde. Le système de 

santé bénéficierait donc fortement d’une réduction de l’incidence de l’AIC et d’une 

amélioration de sa prise en charge. 

Aujourd’hui, il est impossible d’anticiper, ni la formation d’un AIC, ni sa rupture. La recherche 

clinique actuelle s’oriente donc vers le développement de nouveaux outils permettant de 

déterminer quel patient développera, un jour, un AIC afin de potentiellement enrayer son 

développement. Une fois l’AIC formé, il serait également intéressant d’obtenir des outils qui 

permettraient, sans risque pour le patient et facile d’usage, de faire régresser l’AIC ou bien de 

le stabiliser pour en empêcher l’évolution vers la rupture. 

Pour développer ces outils, la compréhension des mécanismes physiopathologiques à 

l’origine de l’AIC doit être améliorée. En effet, cela permettra d’identifier des voies impliquées 

dans la genèse des AIC et ainsi cibler des protéines ou des molécules pouvant être modulées 

pharmacologiquement ou être utilisées comme biomarqueurs. Une des stratégies possibles 

pour mieux comprendre ces mécanismes est la recherche de variants génétiques associés à 

la pathologie132. Les approches populationnelles permettent d’identifier des variants 

fréquents, mais qui ont des effets faibles sur la pathologie (Figure 14). Les approches 

familiales permettent, quant à elles, d’identifier des variants génétiques rares ayant un effet 

sur la pathologie et éclairant des voies de signalisation cellulaire possiblement en action dans 

la formation de l’AIC ou dans sa rupture. Pour être pertinente et utile, cette identification de 

variants rares doit être associée à des études fonctionnelles afin de déterminer la manière 

dont ces variants contribuent ou non à la pathologie. Cela pourrait permettre de mettre en 

lumière des mécanismes sur lesquels reposeront les outils diagnostiques et les traitements 

pharmacologiques de demain. 

C’est ce que j’ai cherché à faire durant mon doctorat au travers des deux projets que j’ai 

menés. Le premier concernant ANGPTL6, avait pour but de caractériser les artères cérébrales 

des souris Angptl6-KI et d’identifier le rôle d’ANGPTL6 dans les cellules de la paroi artérielle. 
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J’ai réalisé ce travail, que j’avais démarré en master, conjointement avec plusieurs membres 

de mon équipe. 

Grâce à notre modèle murin, nous avons pu mettre en évidence, à l’état basal, une 

dysfonction endothéliale, une compliance pariétale accrue et des déformations au niveau des 

bifurcations des artères cérébrales chez les souris mutantes. En challengeant les souris à des 

protocoles d’HTA ou d’induction d’AIC, nous avons exacerbé ces modifications de la paroi. La 

présence de la mutation, à elle seule, entraine bien des changements de la paroi des artères 

cérébrales. Cependant, la présence de facteurs environnementaux, tels que l’HTA, semble 

être requise pour développer des anomalies menant à la formation d’AIC. 

Nous avons également mis en évidence un défaut de couverture en CMLV au cours de 

l’angiogenèse développementale. Aujourd’hui, nous n’avons pas identifié clairement l’effet 

de ce défaut sur la fonction vasculaire ou sur le développement des AIC dans notre modèle. 

Cependant, il est possible que ce défaut développemental puisse, même s’il est minime, avoir 

des répercussions seulement lors du vieillissement. En effet, un défaut d’angiogenèse peut 

entrainer une faiblesse de la paroi artérielle et un défaut d’intégrité de celle-ci à l’âge adulte, 

créant, en y ajoutant des facteurs de risque environnementaux, tels que l’HTA ou le 

vieillissement vasculaire, un terrain propice pour la formation d’AIC260. Ainsi, par des 

phénomènes d’adaptation, le tissu jeune va pouvoir dans un premier temps compenser un 

défaut dans la structuration de l’arbre vasculaire mais perdre cette capacité d’adaptation en 

cas d’agression répétée (comme une HTA ou un tabagisme) ou lors du vieillissement261,262.  

Fort de ces observations in vivo sur la rétine, nous avons exploré in vitro les rôles possibles 

d’ANGPTL6 sur les CMLV. Nous avons mis en évidence qu’ANGPTL6 favorisait l’adhésion des 

CMLV, suggérant que cette protéine agit sur des récepteurs membranaires tels que des 

intégrines comme cela a précédemment été montré concernant des cellules cancéreuses210. 

Il serait important d’aller identifier quels partenaires ANGPTL6 pourraient avoir au niveau des 

CMLV. De par la présence du motif RGD dans sa séquence, nous pouvons émettre l’hypothèse 

d’une interaction avec les intégrines α5 ou αv263. D’après nos résultats, ANGPTL6 aurait 

également un rôle dans la capacité contractile des CMLV. Notre hypothèse se dirigerait donc, 

là aussi, vers la liaison à un récepteur membranaire qui favoriserait cette contraction. 
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Pour mon deuxième projet, qui était le sujet principal de mon doctorat, je me suis concentrée 

sur l’étude du rôle de CTS  et de ses variants. 

Nous avons dans un premier temps quantifié son expression dans deux modèles de rat, 

spontanément hypertendus et spontanément hypertendus avec hémorragies intracrâniennes 

en comparaison à des rats normotendus264.Pour cela nous avons tiré profit d'expériences 

réalisées pour un autre projet de l’équipe265. En utilisant ces données, nous n’avons pas pu 

mettre en évidence de modification de l’expression de CTSO. Ces modèles de rat ont 

l’avantage de présenter des modifications des contraintes hémodynamiques sur la paroi 

vasculaire sans traitement pharmacologique ou chirurgical. Pour autant, ils ne récapitulent 

pas l’AIC. Premièrement, les hémorragies observées sont des hémorragies des petits 

vaisseaux, pathologie très différente de l’AIC. Deuxièmement, lorsque nous avons regardé 

l’ensemble de nos données de séquençage, nous avons constaté que l’expression des 

transcrits des cathepsines K et S n’était pas augmentée dans le tissu vasculaire cérébral alors 

qu’elle l’est dans un modèle chirurgical d’AIC244. Nous pouvons donc conclure grâce à ces 

modèles que l’expression du transcrit de CTSO dans les artères cérébrales n’est pas 

dépendante des variations hémodynamiques mais nous ne pouvons pas exclure une 

modulation de son expression au sein de la paroi anévrismale. Ces observations recoupent 

d’ailleurs nos résultats in vitro, où l’expression de CTSO n’était ni influencée par le niveau des 

contraintes de cisaillement ni par le degré d’étirement cyclique. Bien que les niveaux 

d’expression ne soient pas modulés, nous avons pu mettre en évidence que l’étirement 

modifiait la sécrétion de CTSO par les CMLV, la protéine étant sécrétée de façon plus 

importante sous étirement qu’en condition statique. Cet effet de l’étirement sur CTSO n’est 

pas surprenant. En effet, la sécrétion de nombreuses protéines est dépendante de l’étirement 

comme par exemple MMP2 ou TGF-β266. Nous avons alors fait l’hypothèse que CTS  

possédait une activité extracellulaire, comme c’est le cas pour d’autres cathepsines233. 

Nos résultats in vitro ont, de plus, montré que CTS  régule négativement l’adhésion des CMLV 

sur une matrice de fibronectine et favorise leur migration, sans modifier leur prolifération et 

leur apoptose. Associée à cela, la quantité protéique de fibronectine est plus importante dans 

les cultures de cellules déficientes en CTS  alors que l’expression de son transcrit reste 

inchangée. CTSO étant une protéase, ces données suggèrent que CTSO pourrait participer à 

la dégradation de la fibronectine, rôle qu’elle pourrait exercer lorsqu’elle est sécrétée 
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notamment suite à un étirement pathologique qui est la condition où nous avons vu une 

augmentation de sécrétion.  

Par microscopie à force atomique, nous avons également montré une rigidité plus importante 

des CMLV Ctso-KD par rapport aux CMLV contrôles, allant là aussi dans le sens d’une présence 

de fibronectine plus importante dans la matrice267. En effet, une présence en plus grande 

quantité de fibronectine au sein de la MEC entraine une augmentation de la polymérisation 

de l’actine par sa liaison aux intégrines268. Cette modification du cytosquelette, bien que non 

visible par simple marquage fluorescent, pourrait entrainer l’augmentation de la rigidité 

cellulaire observée par force atomique lorsque CTSO est réprimé. Nous pourrions donc 

émettre l’hypothèse que, l’absence de CTS  entraînerait un défaut d’homéostasie de la MEC 

qui, par diminution de sa dégradation, contiendrait une quantité trop importante de 

fibronectine par rapport à une situation physiologique. Cette surexpression activerait alors 

des voies intracellulaires, notamment via une liaison avec les intégrines, qui, in fine, 

augmenteraient le nombre de fibres de stress d’actine. Le rôle de CTSO serait donc de 

contribuer au maintien de la balance production / dégradation de la fibronectine. 

Nous pouvons également supposer que CTSO puisse cliver les intégrines, comme le font 

d’autres cathepsines, telles que la cathepsine X par exemple234. Par contre, contrairement à 

la cathepsine X qui clive l’intégrine β2 afin de l’activer, nous pourrions envisager que CTS  

hydrolyserait des intégrines afin de les dégrader, ce qui pourrait expliquer la vitesse 

d’adhésion plus rapide des CMLV en l’absence de CTS 269. Nous n’avons, a l’heure actuelle 

aucun élément permettant de valider ou d’invalider de manière définitive ces hypothèses et 

mon équipe travaille à y répondre. La fibronectine est plutôt décrite dans la littérature pour 

moduler le phénotype des CMLV vers un phénotype sécrétant270. Cependant, nous avons 

constaté que les CMLV Ctso-KD affichent un phénotype pro-contractile alors que nous 

supposons qu’elles sont exposées à plus de fibronectine extracellulaire. Dans le même temps, 

nos analyses fonctionnelles de la contraction nous montrent que, in vitro, les CMLV Ctso-KD 

présentent une capacité contractile réduite par rapport aux cellules contrôles. L’expression 

augmentée des marqueurs contractiles dans les CMLV Ctso-KD pourrait résulter d’un 

rétrocontrôle négatif où la CMLV, en réexprimant ces gènes pro-contractiles, tenterait de 

prévenir son défaut de capacité contractile257. 
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In silico les variants rares identifiés chez les patients, p.Ala43Val-CTSO et pVal316Ile-CTSO, 

sont tous deux décrits comme probablement dommageables. Ainsi nous avons fait 

l’hypothèse que l’expression de ces variants pourrait conduire à un phénotype similaire à la 

délétion de CTSO. Nos données in vitro obtenues, grâce à la surexpression de ces variants, 

semblent confirmer cette hypothèse et les prédictions in silico. En effet, lors de la 

surexpression des mutants de CTSO , nous avons retrouvé une quantité plus importante de 

fibronectine dans les cultures cellulaires en comparaison au cultures exprimant la forme 

sauvage. 

Dans ce même modèle, nous avons pu mettre en évidence que les mutants de CTSO étaient 

moins sécrétés que la forme sauvage. L’effet retrouvé sur la fibronectine dans les cellules 

surexprimant les formes mutées de CTSO pourrait donc également être dû à une diminution 

de la présence péricellulaire de la protéase. Actuellement nous ne savons pas si les formes 

mutées de CTSO sont toujours fonctionnelles en intracellulaire, si tel était le cas, cela 

confirmerait que l’effet sur la fibronectine est bien dû à la forme sécrétée de CTS .  

Toutefois, il est fort probable que ces mutants aient aussi un effet intracellulaire. En effet, ils 

touchent pour l’un un acide aminé du propeptide et pour l’autre de la chaine active peuvent 

également directement altérer la fonction de la protéase. La mutation p.Ala43Val étant située 

sur la partie qui doit être clivée afin de rendre l’enzyme active, un encombrement stérique 

peut affecter ce clivage. Concernant p.Val316Ile-CTSO, la mutation est située après les trois 

acides aminés composant le site actif et pourrait également entrainer une mauvaise 

conformation de la protéine et ainsi affecter son activité protéasique247.  
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II. Discussion générale 

Les patients porteurs du variant p.Val316Ile-CTS  et d’AIC sont très majoritairement des 

femmes (85%). Ces femmes présentent également des facteurs de risque environnementaux, 

en particulier une HTA et/ou du tabagisme actif, ce qui rappelle les caractéristiques cliniques 

de la famille porteuse du variant rare d’ANGPTL6. Les patients porteurs du variant p.Ala43Val-

CTS  et d’AIC sont, par contre, soit des femmes sans autre facteur de risque  en tout cas pour 

ceux rapportés), soit des hommes fumeurs. Ces données cliniques permettent de mettre en 

lumière que suivant le type de variant génétique prédisposant, les facteurs de risque associés 

conduisant à la formation de l’AIC diffèrent. Plus l’effet du variant seul sera fort, moins le 

patient ne présentera de facteurs de risques associés. Par exemple, concernant le variant 

p.Ala43Val-CTSO, seulement un facteur de risque (soit le sexe féminin, soit la consommation 

de tabac  est présent chez les patients porteurs du variant et d’AIC. De plus, dans cette famille 

nous n’avons pas détecté de membre porteur sain, ce qui suggère un effet fort du variant. Par 

contre, les patients porteurs du variant p.Val316Ile-CTS  atteints d’AIC présentent deux 

facteurs de risques supplémentaires : le sexe féminin, combiné soit à une HTA, soit au 

tabagisme. De surcroît, les porteurs sains de ce variant sont surtout des hommes fumeurs 

mais sans HTA. En permanence, nous devons garder ces données cliniques en tête, comme 

lorsque des GWAS répertorient les caractéristiques associées aux polymorphismes identifiés 

comme par exemple la présence de maladie coronarienne, d’anévrisme de l’aorte 

abdominale, etc…144. En effet, ces données peuvent nous donner des pistes sur les analyses 

fonctionnelles à réaliser lors de la caractérisation des variants. 

Mis en évidence également grâce à des variants rares identifiés par séquençage d’exome dans 

des formes familiales d’AIC, les gènes THSD1, ADAMTS15, EDIL3169 codent pour des protéines 

qui jouent un rôle au niveau des points focaux d’adhésion. Dans nos travaux, nous émettons 

aussi l’hypothèse d’une interaction entre ANGPTL6 et certaines intégrines. De la même façon 

nous supposons que CTSO, soit en dégradant les intégrines, soit par une action indirecte via 

la MEC, pourrait réguler indirectement leur activation. Il est à noter que les données 

fonctionnelles concernant THSD1 et ADAMTS15 ont été recueillies à partir 

d’expérimentations sur les cellules endothéliales158,161. Plus que le rôle d’un type cellulaire en 

particulier, on pourrait ici mettre en avant que la notion d’adhésion des cellules vasculaires 

en général, et donc indirectement de cohérence du tissu vasculaire, semble un élément clé 
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dans la survenue de l’AIC. Les intégrines sont utiles à la structure de la paroi artérielle en 

permettant aux CMLV d’interagir de manière forte avec la MEC. En effet, les intégrines sont 

des protéines transmembranaires essentielles pour de nombreux processus nécessitant la 

migration et l’adhésion cellulaire comme par exemple, l’angiogenèse271.  

Concernant mes travaux de thèse, les observations mettent en évidence des modifications 

dans l’adhésion et la migration des CMLV. L’adhésion des CMLV est favorisée d’une part, par 

la présence d’ANGPTL6 et d’autre part, par l’absence de CTS . Ce phénomène pourrait 

éventuellement être dû à une action soit directe soit indirecte des deux protéines étudiées 

sur les intégrines. Par sa présence, ANGPTL6 pourrait se lier aux intégrines et l’activer et ainsi 

promouvoir l’adhésion cellulaire, comme c’est le cas pour d’autres angiopoiétines-like186,187. 

Dans le cas de CTSO, son absence pourrait entrainer deux phénomènes. Un défaut de 

dégradation d’un ligand des intégrines, potentiellement un composant de la MEC, qui se 

retrouverait alors en plus grande quantité et qui, in fine, favoriserait l’adhésion cellulaire. Une 

autre possibilité serait un défaut de dégradation d’un type d’intégrine, ce qui pourrait 

entrainer sa surexpression à la membrane et contribuerait à favoriser l’adhésion cellulaire de 

cette manière. Le mécanisme impliqué pourrait se rapprocher de celui étudié par l’équipe 

ayant identifié le variant génétique d’ADAMTS15158. En effet, les auteurs ont montré que la 

perte de fonction d’ADAMTS15, ayant un rôle de régulation négative de l’expression des 

intégrines172, pourrait conduire à une migration endothéliale trop importante, ce qui 

mènerait à la formation des AIC158. Cet effet pourrait également être retrouvé dans les CMLV 

et être tout aussi délétère, puisque lors de la formation de l’AIC, la migration des CMLV 

contribue à l’hyperplasie myointimale41. Les intégrines étant importantes pour la 

mécanosensibilité des cellules de la paroi vasculaire, un défaut de leur activation pourrait 

engendrer une réponse anormale de la paroi à un changement des contraintes 

hémodynamiques et ainsi provoquer la formation d’un AIC272.  

La présence des variants étudiés dans nos travaux pourrait entraîner un défaut d’ancrage des 

CMLV à la MEC. En effet, si ANGPTL6 est absent de la matrice, du fait de sa non-sécrétion, la 

liaison des CMLV à la MEC serait, d’après nos résultats, plus faible. De même, la présence des 

variants de CTSO entraînerait une modification de la composition de la MEC ce qui modulerait 

l’attachement de CMLV à celle-ci mais également leur phénotype. 
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Ces hypothèses ne sont pas exclusives et tous ces phénomènes pourraient se surimposer. 

Ainsi, ce défaut d’ancrage cellulaire pouvant entrainer une faiblesse pariétale et/ou la 

modulation du phénotype des CMLV pourraient mener à une mauvaise adaptation de la paroi 

à des modifications des contraintes hémodynamiques. 

De manière générale, ces travaux ont permis de mettre en évidence que le rôle des CMLV et 

celui de la MEC sont cruciaux dans la formation des AIC. CTSO pourrait modifier la 

composition de la MEC et donc induire des changements sur différents types cellulaires de la 

paroi artérielle, notamment les CMLV. ANGPTL6 pourrait induire directement des 

changements sur ce type cellulaire en agissant sur des récepteurs membranaires, comme 

exposé dans nos hypothèses.  

Ces travaux mettent également en lumière un rôle potentiel d’une protéine de la MEC, la 

fibronectine dans la formation des AIC. Cette glycoprotéine extracellulaire n’est pas très 

étudiée dans l’AIC. En effet, lorsque le lien est fait entre MEC et AIC, les études portent plutôt 

sur le rôle du collagène273. Il reste donc encore des mécanismes à investiguer afin d’établir le 

lien entre la fibronectine et les AIC. Une fois ce rôle établi, il pourrait être intéressant d’utiliser 

la fibronectine comme élément de radio-traçage, afin de potentiellement anticiper les zones 

à risque de formation et/ou les AIC déjà en place à risque de rupture. En effet, en oncologie, 

la fibronectine est déjà utilisée comme un biomarqueur de métastases par imagerie par 

résonance magnétique274,275. De la même façon que l’évolution des AIC pourrait être prédite 

en évaluant la prise de contraste de la paroi après injection de gadolinium28, un changement 

dans la composition de la MEC des cellules de la paroi artérielle pourrait éventuellement être 

observé grâce à un agent de contraste ciblant la fibronectine.  

Le défi actuel reste d’identifier des outils diagnostiques et préventifs contre la rupture d’AIC. 

D’après nos travaux, des molécules pharmacologiques mimant le rôle de CTS  ou d’ANGPTL6 

pourraient éventuellement être bénéfiques pour des patients dont le risque de développer 

un AIC est élevé, c’est-à-dire qui présentent plusieurs facteurs de risque, notamment le sexe 

féminin, les antécédents familiaux et l’HTA.  
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Titre : Rôle de variants génétiques rares d’ANGPTL6 et de CTSO dans la formation des  
           anévrismes intracrâniens 

 
Mots clés :  anévrisme intracrânien, cellule musculaire lisse, ANGPTL6, CTSO 

Résumé :  L’anévrisme intracrânien (AIC) est une 

dilatation locale des artères cérébrales. Sa rupture 
provoque une hémorragie méningée mortelle dans 40% des 
cas et mène à des handicaps sévères chez la moitié des 
survivants. L’AIC touche 3% de la population générale et les 
formes familiales représentent 10% des cas. Par une 
approche de séquençage d’exome dans des formes 
familiales d’AIC, notre laboratoire a identifié deux gènes 
dans lesquels des variants rares étaient présents chez les 
membres atteints : ANGPTL6 et CTSO, variants prédits 
comme dommageables pour leur fonction. Ces gènes 
codent respectivement pour l’angiopoiétine-like 6 
(ANGPTL6) et la cathepsine O (CTSO). ANGPTL6 est une 
glycoprotéine circulante sécrétée par le foie et a un rôle 
dans l’angiogenèse développementale, le variant identifié 
Δ-ANGPTL6 empêche sa sécrétion. CTSO est une 
protéase à cystéine dont le substrat est inconnu, mais 
d’autres cathepsines sont connues pour être impliquées 
dans le remodelage vasculaire et surexprimées dans l’AIC. 
L’objectif de cette étude est d’identifier le rôle de ces deux 
protéines dans les artères et dans la formation des AIC. 

La génération d’un modèle de souris exprimant le variant 
Δ-ANGPTL6 ainsi que des analyses in vitro dans les 
cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV) ont permis 
de montrer que les souris mutées présentent une 
dysfonction endothéliale, des dilatations focales des 
artères cérébrales ainsi qu’une angiogenèse altérée par 
un retard de recrutement des CMLV. In vitro, ANGPTL6 
contribue à l’adhésion et réduit la migration des CMLV. 
L’analyse de CTSO montre que dans la paroi artérielle, la 
protéine est majoritairement exprimée dans les CMLV et 
sa sécrétion est stimulée par l’étirement. La déplétion de 
CTSO dans les CMLV accélère leur adhésion sur une 
matrice de fibronectine, favorise leur phénotype contractile 
et augmente l’expression de la fibronectine. La 
surexpression des variants de CTSO, comparées à la 
forme sauvage, induit également une augmentation de 
l’expression de la fibronectine. Ces données suggèrent 
que CTSO pourrait dégrader la fibronectine et que les 
variants identifiés perdent cette capacité. Ce travail 
apporte les bases à la compréhension des mécanismes 
par lesquels les variants d’ANGPTL6 et de CTSO 
prédisposent à l’AIC. 
 

 

 

 Title : Role of rare genetic variants of ANGPTL6 and CTSO in intracranial aneurysm formation 
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Abstract :  An intracranial aneurysm (IA) is a local 

dilatation of the cerebral arteries. Its rupture causes a 
subarachnoid haemorrhage which is fatal in 40% of cases 
and leads to severe disabilities in half of the survivors. IA 
affects 3% of the general population and familial forms 
represent 10% of cases. Using whole exome sequencing 
approach in familial forms of IA, our laboratory identified two 
genes in which rare variants were present in affected 
members: ANGPTL6 and CTSO, variants predicted to be 
damaging for their function. These genes encode for 
angiopoietin-like 6 (ANGPTL6) and cathepsin O (CTSO) 
respectively. ANGPTL6 is a circulating glycoprotein 
secreted by the liver and has a role in developmental 
angiogenesis, the identified Δ-ANGPTL6 variant impairs its 
secretion. CTSO is a cysteine protease with an unknown 
substrate, but other cathepsins are known to be involved in 
vascular remodelling and overexpressed in IA. The aim of 
this study is to identify the role of these two proteins in 
cerebral arteries and IA formation. 

Generation of a mouse model expressing the Δ-ANGPTL6 
variant and in vitro analyses in vascular smooth muscle 
cells (VSMC) showed that mutant mice exhibit endothelial 
dysfunction, focal dilatations of cerebral arteries and 
impaired angiogenesis due to delayed recruitment of 
VSMC. In vitro, ANGPTL6 contributes to adhesion and 
reduces VSMC migration. 
Analysis of CTSO shows that in the arterial wall, the protein 
is predominantly expressed in VSMC and its secretion is 
stimulated by stretch. Depletion of CTSO in VSMC 
accelerates their adhesion to a fibronectin matrix, 
promotes their contractile phenotype and increases 
fibronectin expression. Overexpression of CTSO variants, 
compared to the wild type, also induces an increase in 
fibronectin expression. These data suggest that CTSO 
may degrade fibronectin and that the identified variants 
lose this ability. This work provides the basis for 
understanding the mechanisms by which ANGPTL6 and 
CTSO variants predispose to IA. 

 


