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Abstract

Background : The burden of cancer is a significant public health issue, andits treatment
relies on surgery, radiotherapy, chemotherapy, hormone therapy and targeted therapies.
Recently, new therapeutic strategies have emerged that target tumor vascularization using two
different approaches. Anti-angiogenic therapy aims to inhibit the formation of new blood
vessels from pre-existing ones. On the other hand, vascular disrupting agents (VDASs) work to

collapse the established vascular network within tumors.

Aim :This study investigates the anti-vascular effects of crude garlic juice (Allium
sativum L.) on the blood vessels of the chorioallantoic membrane (CAM) in chicken embryos,

both in ovo and ex ovo.

Methods :On the third and fourth days of incubation (ED3 and ED4), in ovo and ex ovo
cultures were prepared and then reincubated. On the eighth day (EDS8), fresh garlic juice and
its serial dilutions were prepared and applied to the CAM. Images were captured and the time

it took for irritation to occur was recorded.

Findings: The results show hemorrhagic events, coagulations (thromboses), appearance
of hyperemia and dose- and time-dependent vasodilation. In addition, we recorded an
interruption of blood flow and the appearance of ghost vessels. It seems that the crude garlic

juice is not lethal to embryos.

Conclusion: The crude extract of garlic (Allium sativum) produces a pronounced
irritating effect on CAM blood vessels. This observation suggests that crude garlic juice may
be recommended for further testing as a potential anti-cancer therapy targeting tumor
vascularization through a VDT approach.

Keywords: vascular disrupting agents (VDASs), Chorioallantoic membrane Assay
(CAM Assay), Allium sativum L., coagulation (thrombosis), hemorrhage.



Résumé

Contexte : Le traitement des cancers constitue un probléme de santé publique et
repose entre autres sur la chirurgie, la radiothérapie, la chimiothérapie, I’hormonothérapie et
les thérapies ciblées. Parmi les nouvelles stratégies thérapeutiques, cibler la vascularisation
tumorale selon deux approches différentes : La thérapie anti-angiogénique cible la formation
(bourgeonnement) de nouveaux Vvaisseaux sanguins a partir des vaisseaux préexistants.
Cependant, les agents de perturbation vasculaire (VDA) visent a faire effondrer I’arbre

vasculaire établi dans les tumeurs

Objectif : Cette eétude examine les effets anti-vasculaires du jus d'ail brut (Allium
sativum L.) sur les vaisseaux sanguins de la membrane chorioallantoique (CAM) chez les

embryons de poulet, a la fois in ovo et ex ovo.

Meéthodes : Aux troisieme et quatrieme jours d'incubation (ED3 et ED4), des cultures
in OVO et ex ovo ont été préparées puis réincubées. Le huitieme jour (ED8), du jus d‘ail frais et
ses dilutions en série ont été préparés et appliqués au CAM. Les images ont été capturées et le

temps qu'il a fallu pour que l'irritation se produise a été enregistré.

Constatations : Les résultats montrent des événements hémorragiques, des coagulations
(thromboses), I'apparition d'une hyperémie et une vasodilatation dose- et temps-dépendante.
De plus, nous avons enregistré une interruption du flux sanguin et I'apparition de vaisseaux

fantdmes. 1l semble que le jus d'ail brut ne soit pas mortel pour les embryons.

Conclusion : L'extrait brut d'ail (Allium sativum) produit un effet irritant prononcé sur
les vaisseaux sanguins CAM. Cette observation suggere que le jus d'ail brut peut étre
recommandé pour d'autres tests en tant que thérapie anticancéreuse potentielle ciblant la
vascularisation tumorale grace a une approche VDT.

Mots clés: agents de perturbation vasculaire (VDA), test de la membrane

chorioallantoidienne (CAM), Allium sativum L., coagulation (thrombose), hémorragie.
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FGF : Fibroblast growth factor.

FLT-3 : Fms-related tyrosine kinase-3.
HGF : Hepatocyte growth factor.

HIF : Hypoxia-inducible factor.

HIF-1 : Hypoxia inducible factor-1.

HIF-a : Hypoxia inducible factor-a.

HIF-p : Hypoxia inducible factor-p.

Hpv: human papillomavirus,

HTA : L’hypertension artérielle.

HUVECs : Endothelial cells from human umbilical veins.
IGF-1 : Insulin-like growth factor-1.

1gG1 : Immunoglobuline G1.

KGF : Keratinocyte growth factor.

KIT : Stem cell growth factor receptor.

LIF : Leukemia inducible factor.

LNH: Lymphocyte-specific nuclear

MAT : Microangiopathie thrombotique.
MEC : Matrice extracellulaire.

MMP : Matrix metalloproteinase.



NK : Cellules natural killer.

NO : Nitric oxide.

PD-ECGEF : Platelet-derived endothelial cell growth factor.
PDGF : Platelet-derived growth factor.

PDGF-BB : Platelet-derived growth factor.
PDGFR-a : Platelet-derived growth factor receptor-a.
PDGFR-p :Platelet-derived growth factor receptor-p.
PH : Potentiel hydrogeéne.

PHD1 : Prolyl-hydroxylase domain 1.

PHD?2 : Prolyl-hydroxylase domain 2.

PIGF : Placental growth factor.

PLGF : Placental growth factor.

pVHL : Von Hippel-Lindau.

RAF : Rapidly Accelerated Fibrosarcoma.

RCMP : Réaction cutanée main-pied.

ROS : Espéces réactives de I'oxygeéne.

SAC : S-allyl cystéine.

SAMC : S-allyl mercaptocystéine.

TEM : Transition épithélio-mésenchymateuse.

TGF : Transforming growth factor.

TGF-p :Transforming growth factor-p.



TIMPs : Tissue inhibitors of metalloproteinases.

TNF : Tumor necrosis factor.

TNF-a : Tumor necrosis factor-a.

UV : Ultra-violet.

VDA : Vessel disruption activity.

VDT :Vascularisation et la thérapie de perturbation vasculaire.
VEGF : Vascular endothelial growth factor.

VEGF-A : Vascular endothelial growth factor-A.

VEGF-C : Vascular endothelial growth factor-C.

VEGF-D : Vascular endothelial growth factor-D.

VEGF-E : Vascular endothelial growth factor-E.

VEGFR : Récepteur de facteur de croissance de 1’endothélium vasculaire.
VEGFR-1 : Vascular endothelial growth factor receptor-1.
VEGFR-2 : Vascular endothelial growth factor receptor-2.

VEGFR-3 : Vascular endothelial growth factor receptor-3.



Introduction



Introduction

Introduction

Le cancer est une maladie grave qui affecte des millions de personnes dans le monde
et représente un défi majeur pour I'espérance de vie au 21eme siécle (Bray et al., 2018). Cette
maladie est causée par la transformation de cellules normales en cellules anormales qui se
multiplient et envahissent les tissus voisins ou d'autres organes (World Health Organization,
2020). De nombreux facteurs de risque du cancer sont liés au mode de vie, tels que le
tabagisme, la consommation d'alcool, une alimentation desequilibree et la sedentarité (World
Cancer Research Fund International, 2018). D'autres facteurs de risque sont d'origine
infectieuse, comme certains virus ou bactéries (World Health Organization, 2020). Le
cancer peut étre évité en adoptant un mode de vie sain et en se protégeant des agents
cancerigénes (World Cancer Research Fund International, 2018). Il peut également étre
détecté précocement grace a des tests simples qui augmentent les chances de guérison (World
Health Organization, 2020). Le cancer peut étre traité par différents moyens, tels que la
chirurgie, la radiothérapie, la chimiothérapie ou Il'immunothérapie (National Cancer
Institute, 2019). Ces traitements peuvent avoir des effets secondaires qui nécessitent une
prise en charge adaptée (National Cancer Institute, 2019). Les soins palliatifs visent a
améliorer la qualité de vie des patients en phase terminale et de leurs proches (World Health
Organization, 2020).

En 2018, selon le Centre International de Recherche sur le Cancer (CIRC), il a été
estimé qu’un homme sur cinq et une femme sur six dans le monde développeraient un cancer
au cours de leur vie, et qu’'un homme sur huit et une femme sur onze mourraient de cette
maladie (Organisation Mondiale de la Santé, 2018). De nouvelles données mondiales sur le
cancer indiquent que le nombre de personnes diagnostiquées atteignait 18,1 millions
(Lambrigts, 2021) et que 9,6 millions de personnes sont décédées des suites d’un cancer
(Organisation Mondiale de la Santé, 2018). En Algérie, le nombre estimé de nouveaux cas
de cancer est passé de 40 000 en 2012 a 55 000 en 2018 (JP, 2020).

La néovascularisation est la formation naturelle de nouveaux vaisseaux sanguins,
généralement sous la forme de réseaux microvasculaires fonctionnels, capables de perfusion
par les globules rouges, qui se forment pour servir de circulation collatérale en réponse a une
mauvaise perfusion ou une ischémie locale. Ce processus intervient physiologiquement dans
de nombreuses situations comme I’embryogenése, le cycle utérin, la réparation tissulaire.

Plusieurs pathologies non tumorales comme les maladies systémiques inflammatoires ou le
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psoriasis font également intervenir des phénoménes d’angiogenése au cours de leur processus
pathologique. De méme, la croissance tumorale a la phase invasive et de diffusion

métastatique, comme I’a évoqué Folkman dans ses premiers travaux en 1971.

Selon les données actuelles, il existe un lien fondamental entre I'agressivité des
tumeurs, leur capacité a former des métastases et la présence d'une néo-angiogenese tumorale
(Coulon et al., 2022). A quelques exceptions prés, les tumeurs bénignes ont tendance a
croitre trés lentement et sont peu vascularisées, sans se propager dans l'organisme. Il a été
établi une corrélation directe entre I'ampleur du réseau vasculaire présent dans les différentes

tumeurs malignes et leur potentiel métastatique (Weidner et al., 2022).

Le développement d’agents anti-angiogéniques spécifiques semble étre une approche
thérapeutique intéressante pour traiter le cancer et d’autres maladies dépendantes de
I’angiogenése (Quesada, 2006). Les thérapies ciblant 1’anti-angiogenése sont un type de
traitement contre le cancer qui vise a arréter la croissance de nouveaux vaisseaux sanguins qui
alimentent les cellules tumorales en oxygene et en nutriments. Il existe deux principaux types
de thérapies ciblant [I’anti-angiogenese : la thérapie anti-angiogénique contre la
vascularisation et la thérapie de perturbation vasculaire (VDT) (Lopes-Coelho et al., 2021).
La thérapie anti-angiogénique contre la vascularisation cible des molécules spécifiques qui
stimulent 1’angiogenése, telles que le facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF) et
ses récepteurs. Ces thérapies peuvent bloquer la liaison du VEGF a ses récepteurs, inhiber les
voies de signalisation en aval du VEGF ou empécher la production de VEGF par les cellules
tumorales ou d’autres cellules dans le microenvironnement tumoral (Institut National du
Cancer, s.d.). La VDT, en revanche, cible la vascularisation tumorale existante et provoque
son effondrement ou sa perturbation, entrainant une nécrose et une hémorragie tumorale. La
VDT peut étre classée en deux sous-types : la VDT a petites molécules et la VDT biologique.
Les VDT a petites molécules sont des médicaments qui interferent avec le cytosquelette ou les
mitochondries des cellules endothéliales, les amenant a se détacher de la membrane basale ou
a subir une apoptose. Les VDT biologiques sont des agents qui se lient sélectivement aux
marqueurs endothéliaux tumoraux et induisent des dommages vasculaires par divers
mécanismes, tels que la cytotoxicité médiée par le systtme immunitaire ou I’administration de

toxines (Lopes-Coelho et al., 2021).

Alors que I'utilisation a grand échelle de cette catégorie thérapeutique commence a

révéler les risques qu'ils entrainent (Abdel-Rahman & Fouad, 2016). Sans oublier le fardeau
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économique qu’exerce le recours a des médicaments de référence, princeps (Coon et al.,
2010), certains composes naturels d'origine végétale sont capables d'empécher la formation de
ces nouveaux vaisseaux sanguins dans la tumeur et inhibent également la prolifération et la
croissance des cellules cancéreuses ( Hoseinkhani, 2020). De plus, certains composés
peuvent jouer le role d’agents de rupture vasculaire. Ces agents, appelés VDAs (vascular
disrupting agents), induisent une régression rapide des tumeurs établies dans les études
précliniques en ciblant sélectivement le réseau vasculaire tumoral (Hooper et al., 2012)
Parmi les VDAs d'origine naturelle, on trouve les flavonoides, les colchicines et les vincas,
qui sont des inhibiteurs puissants de la polymérisation de la tubuline et qui ont des effets a la
fois anti-angiogéniques (stase vasculaire/prévention) et vasculaires perturbateurs (régression
vasculaire) (Hooper et al., 2012). Un exemple de VDA naturel est I'acide flavone-8-acétique
(FAA), qui a montré un potentiel antitumoral en induisant la production de cytokines et la
nécrose hémorragique rapide de la vascularisation tumorale chez la souris (Gobbi et al.,
2021). Cependant, le développement clinique des VDAs a souvent été limité par leur faible
indice thérapeutique, ce qui limite l'utilisation de ces composés en raison d'effets secondaires
dans le systéme vasculaire normal et/ou d'autres tissus normaux (Hooper et al., 2012). Par
consequent, il est nécessaire d'identifier et de développer de nouveaux VDAS a partir de

produits naturels qui présentent une meilleure efficacité et une meilleure sécurité.

L'ail (Allium sativum) est une plante utilisée depuis I'Antiquité a des fins culinaires et
médicinales. Il contient divers composés organosulfurés (COS) responsables de son odeur
caractéristique et de ses activités biologiques. L'un des principaux COS est l'allicine, qui est
formée a partir de la réaction enzymatique de I'alliine et de I'alliinase lorsque les gousses d'ail
sont écrasées ou hachées. L'allicine et ses dérivés ont montré des effets antimicrobiens,
antioxydants, anti-inflammatoires, immunomodulateurs et anticancéreux et une activité

antiangiogénique.

L'ail et ses COS ont été signalés pour inhiber I'angiogenese par divers mécanismes.
Par exemple, l'allicine peut supprimer l'expression du facteur de croissance endothélial
vasculaire (VEGF), un facteur proangiogénique clé, dans les cellules endothéliales de veines
ombilicales humaines (HUVECs) et dans les cellules tumorales (Arreola et al., 2015).
L'allicine peut également inhiber la migration et la formation de tubes des HUVECs en
réduisant l'activité des métalloprotéinases matricielles (MMP), qui sont des enzymes qui

dégradent la matrice extracellulaire et facilitent I'angiogenese (Kim et al., 2016). De plus,
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I'allicine peut induire lI'apoptose des cellules endothéliales en activant les caspases et en
augmentant la production d'especes réactives de lI'oxygene (ROS) (Kim et al., 2016).

D'autres COS dail, tels que le disulfure de diallyle (DADS), le trisulfure de diallyle
(DATS), la S-allyl cystéine (SAC) et la S-allyl mercaptocystéine (SAMC), ont également
démontré des effets antiangiogéniques in vitro et in vivo. Le DADS peut inhiber I'angiogenése
induite par le VEGF en régulant a la baisse la phosphorylation du récepteur 2 du VEGF
(VEGFR2) et ses molécules de signalisation en aval, telles que Akt et la kinase régulée par les
signaux extracellulaires (ERK) (Chen et al., 2012). Le DATS peut inhiber I'angiogenése en
modulant Il'expression du facteur-l1o inductible par I'hypoxie (HIF-la), un facteur de
transcription qui régule I'expression du VEGF et d'autres genes proangiogéniques dans des
conditions hypoxiques (Zhang et al., 2014). La SAC peut inhiber I'angiogenese en réduisant
I'expression de la cyclooxygénase-2 (COX-2), une enzyme qui catalyse la synthese des
prostaglandines, qui sont des médiateurs inflammatoires qui stimulent I'angiogenese
(Melguizo-Rodriguez et al., 2022). La SAMC peut inhiber l'angiogenése en induisant un
arrét du cycle cellulaire en G2/M et une apoptose des cellules endothéliales par I'activation de
p53 et p21 (Wang et al., 2012).

Bien que de nombreuses études montrent clairement que l'ail et ses COS possédent
une activité antiangiogénique puissante, il n'existe actuellement aucune étude publiée
explorant I'effet irritant de I'ail ou de I'une de ses différentes molécules bioactives. De méme,
il n'y a pas d'études sur I'exploitation de cet effet dans le traitement antitumoral sous forme de

perturbateur vasculaire (VDA).

Dans cette recherche, nous avons étudié, in ovo et ex ovo, l'effet irritant de 1’ail, Allium

sativum,sur le modele expérimental : le test CAM.
Ainsi, cette étude se divise en :

- Une synthése bibliographique des connaissances actuelles dans le domaine de
la biologie du cancer, de I'angiogenese, des thérapies antiangiogéniques, notamment la
vascular dispupting therapy (VDT).

- Une exploration, in ovo et ex ovo du potentiel perturbateur de la vascularisation

du CAM par le jus de 1I’ail, Allium sativum.
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1. La biologie du cancer
1.1. Définition du cancer

Le cancer est un groupe de maladies dont les cellules se caractérisent par une
infiltration et une prolifération, ce qui signifie que la croissance et la division sont illimitées.
Ces cellules ont la capacité d'envahir les tissus proches et méme distants (anisimov et al.,
2009), ou l'on peut dire que le cancer est une maladie génétique, due a la survenue de
mutations au niveau du génome, qui donne aux cellules un phénotype malin (Thomson et al.,
2006). Ces mutations peuvent étre d'origine naturelle lors de la division ou de facteurs
environnementaux ou le cancer se développe a partir d'une seule cellule saine en plusieurs
cellules cancéreuses (Marell & Laury 2003). Les tumeurs ne sont pas nécessairement toutes
malignes, car il existe des tumeurs bénignes qui n'affectent pas les tissus environnants (belk
& borden 2004).

1.2. Caractéristiques des cellules cancéreuses

La cellule cancéreuse considérée comme responsable a elle seule de la maladie
cancéreuse (Teillaud, 2015). Il existe plus de 100 types distincts de cancer, et des sous-types
de tumeurs peuvent étre trouves dans des organes spécifiques. le vaste catalogue de génotypes
de cellules cancéreuses est une manifestation de six altérations essentielles de la physiologie
cellulaire qui dictent collectivement la croissance maligne : l'autosuffisance en signaux de
croissance, l'insensibilité aux signaux inhibiteurs de croissance (anti-croissance), I'évasion de
la mort cellulaire programmée (apoptose), l'illimitation potentiel réplicatif, angiogenese
soutenue, invasion tissulaire et métastases (Hanahan & Weinberg 2000). Ces propriétés,
chacune plus ou moins développées selon les cancers, résultent de l'altération de I'expression
ou de la séquence d'oncogenes et de génes suppresseurs de tumeurs (Doumit, 2011). (Figure
1).
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Résistance a l'apoptose

Angiogeneése soutenue

Figure 1: Les six altérations du cancer (Doumit, 2011).

1.3. Causes du cancer

Les mécanismes biologiques actuels du cancer suggerent que tous les cancers
proviennent a la fois de 1’environnement et de la génétique, ce qui signifie qu’il existe de
multiples facteurs externes appelés cancérogénes (Tableau 1), combinés a des modifications
génétiques internes qui conduiront a des cancers humains (Parsa, 2012). Ces facteurs
comprennent des agents physiques tels que les rayons UV/( et les radionucléides, qui agissent
directement sur la transformation maligne en modifiant I’ADN (1’acide désoxyribonucléique)
des cellules cibles par cassure, des agents biologiques tels que les virus, les bactéries et les
parasites (Fridman & Sautes-Fridman, 2014), ainsi que des produits chimiques d’origine
endogéne ou exogeéne, tels que le goudron des cigarettes, les nitrites et de nombreux autres
produits chimiques (Stéhelin, 1985). Ces agents sont considérés comme mutagénes, c’est-a-
dire qu’ils provoquent des changements appelés mutations au niveau d’ADN, ce qui peut
conduire a la production de différentes protéines codantes et mener a un mauvais
fonctionnement des cellules (GLORY, 2016).



Chapitre I biologie du cancer

Tableau 1:Agents favorisant le développement d’un cancer (Fridman & Sautes-Fridman,

2014).
Type de cancérigéne | Exemples Cancers associes
Agents physiques Rayons X Leucémies, lymphomes
uv Mélanomes
Radionucléides Cancer de la thyroide
Agents chimiques Tabac Cancer du poumon Cancer
ORL Cancer de la vessie
Amiante Mésothéliome  Cancer  du
poumon
Goudron Cancer des testicules
Sciure de bois Cancer des fosses nasales
Agents biologiques Virus
Virus de papillome humain Cancer du col de I’ utérus
Cancer ORL
Cancer du rectum, cancer du
vagin
Virus des hépatites B et C Cancer du foie
Virus d° Epstein-Barr Lymphomes _
Virus Herpés humain de type8 Sarcome de Kaposi
Virus lymphotropique T Lymphomes T
humain de type 1
Bactéries ,
: . Cancer de |’ estomac
Helicobacter pylori o o
Salmonella typhi gancer ge la vésicule biliaire
Chlamydia pneumoniae ancer du poumaon
Parasites C del :
Schistosoma haematobium Cﬁnclzer '€ la Vessie hépati
Opisthorchis viverrini olanglocarcinome hepatique

1.4. Genes du cancer et Les genes suppresseurs de tumeur
1.4.1. Genetique du cancer :
Le cancer est une maladie génétique causée par des changements dans les génes qui
contrélent la croissance et la multiplication des cellules. Ces changements peuvent étre hérités

ou survenir au cours de la vie (ACS, 2021). L’¢étude de la génétique et du cancer vise a
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identifier les génes impliqués dans le développement du cancer et a développer de nouvelles
fagons de prévenir, diagnostiquer et traiter le cancer (NCI, 2021). Des tests génétiques
peuvent aider les personnes ayant des antécédents familiaux de cancer a évaluer leur risque et
a prendre des décisions éeclairées (MNT, 2021). Des exemples de génes impliqués dans le
cancer sont BRCAL et BRCAZ2, ainsi que TP53 (CRUK, 2021). La génétique du cancer est un
domaine complexe et dynamique qui nécessite une recherche multidisciplinaire et une

collaboration.

Il existe trois principaux types de genes qui jouent un rble dans le cancer: les
oncogenes, les génes suppresseurs de tumeurs et les génes de réparation de I’ADN. Ces genes
peuvent étre altérés par des mutations, des changements épigénétiques ou des réarrangements
chromosomiques, ce qui peut entrainer un comportement cellulaire anormal et le

développement du cancer (Hassanpour & Dehghani, 2017).

1.4.1.1. Oncogeénes :

Les oncogenes sont des genes qui aident normalement les cellules a croitre et a se diviser pour
fabriquer de nouvelles cellules ou pour aider les cellules a rester en vie. Ils codent pour des
protéines qui stimulent la croissance et la division cellulaire, telles que des facteurs de
croissance, des récepteurs ou des enzymes. Ils agissent comme des pédales d’accélérateur qui
accélérent la croissance et la division cellulaire. Lorsqu’un oncogéne est muté ou surexprimé,
il peut étre activé lorsqu’il ne devrait pas I’étre, ce qui provoque une division cellulaire
incontrolée. Quelques exemples d’oncogénes sont RAS (De Luca, 2013), MYC (Coleman,
2015), HER2 (Cardoso, 2020) et BRAF (Tateishi, 2019).

1.4.1.2. Genes suppresseurs de tumeurs :

Les génes suppresseurs de tumeurs sont des génes qui limitent normalement la
croissance et la division cellulaire ou provoquent la mort des cellules lorsqu’elles sont
endommagées ou vieilles. Ils codent pour des protéines qui inhibent la croissance et la
division cellulaire, telles que des régulateurs du cycle cellulaire, de I’apoptose ou de la
sénescence. lls agissent comme des freins qui ralentissent ou arrétent la croissance et la
division cellulaire. Lorsqu’un géne suppresseur de tumeur est muté ou supprimé, il peut
perdre sa fonction et permettre aux cellules de croitre et de se diviser sans contr6le. Quelques
exemples de genes suppresseurs de tumeurs sont TP53, RB1, BRCA1 et BRCA2 (El-Deiry,
2003 ; Yee, 2019 ; Ford, 2020 ; Pang, 2020).
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1.4.1.3. Génes de réparation de I’ADN :

Les génes de réparation de I’ADN sont des génes qui aident normalement les cellules a
corriger les erreurs dans leur ADN qui surviennent lors de la division cellulaire ou en raison
de facteurs environnementaux. lls codent pour des protéines qui reconnaissent et corrigent les
dommages a I’ADN, tels que la réparation des mésappariements, la réparation par excision de
base, la réparation par excision de nucléotide ou la recombinaison homologue. Ils agissent
comme des mécaniciens qui réparent les dommages dans ’ADN. Lorsqu’un géne de
réparation de ’ADN est muté ou silencieux, il peut altérer la capacité de la cellule a corriger
ses erreurs d’ADN, ce qui peut s’accumuler au fil du temps et conduire au cancer. Quelques
exemples de génes de réparation de I’ADN sont MLH1 (Kolodner, 2012), MSH2 (Jaspers,
2016), ATM (Bartek, 2013) et NBN (Smeets, 2017).

1.4.1.4. Genes associes a difféerents types de cancer
Il existe de nombreux genes associés a différents types de cancer, tels que APC,
CDH1, STK11, EPCAM, MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, BRCA1l, BRCA2 (American
Cancer Society, 2021; National Cancer Institute, 2021). Comprendre le réle de ces genes
dans le cancer peut aider au diagnostic, au pronostic, au traitement et a la prévention de la

maladie.

1.4.2. Durée du processus cancérogenese :

La carcinogenése est le processus de transformation maligne des cellules normales en
cellules cancéreuses. Elle peut étre divisée conceptuellement en au moins trois étapes:
I’initiation, la promotion et la progression (Berenblum & Shubik, 1947; Scott et al., 1984).
Certains cancers peuvent également avoir des étapes intermédiaires, telles que la conversion

maligne ou la conversion (Siddiqui et al., 2015).

L’initiation implique des altérations génétiques irréversibles ou des mutations dans
I’ADN, qui peuvent étre spontanées ou induites par des carcinogenes. Les carcinogenes sont
des agents qui peuvent causer le cancer en endommageant I’ADN des cellules. Les altérations
génétiques peuvent entrainer une dysrégulation des voies de signalisation biochimique
associées a la prolifération cellulaire, a la survie et a la différenciation, qui peuvent étre
influencées par un certain nombre de facteurs, y compris le taux et le type de métabolisme
carcinogene et la réponse de la fonction de réparation de I’ADN (Siddiqui et al., 2015;
Birkett et al., 2019). Les voies de signalisation biochimique sont des interactions

moléculaires qui régulent I’activité et le comportement des cellules. La prolifération cellulaire
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est le processus de division et de croissance cellulaire. La survie cellulaire est la capacité des
cellules a éviter la mort par apoptose ou nécrose. La différenciation cellulaire est le processus
par lequel les cellules deviennent spécialisées pour des fonctions spécifiques. La fonction de
réparation de ’ADN est le mécanisme des cellules pour corriger les erreurs ou les dommages

dans leur ADN.

La promotion est une étape réversible et longue dans laquelle les cellules pré-
néoplasiques proliférent et s’accumulent, et peut étre influencée par des agents chimio-
préventifs. La promotion est considérée comme un processus relativement long et réversible
dans lequel les cellules pré-néoplasiques en prolifération active s’accumulent. Au cours de
cette période, le processus peut étre modifié par des agents chimio-préventifs et affecter les
taux de croissance (Siddiqui et al., 2015; Birkett et al., 2019). Les cellules pré-néoplasiques
sont des cellules qui ont subi certains changements qui les rendent plus susceptibles de
devenir cancéreuses, mais ne sont pas encore malignes. Les agents chimio-préventifs sont des

substances qui peuvent prévenir ou retarder le développement du cancer.

La progression est 1’étape finale irréversible dans laquelle les cellules malignes
acquiérent une instabilité karyotypique, une croissance invasive et un potentiel métastatique,
et est associée a d’autres changements génétiques et épigénétiques. La progression est la
phase entre une lésion pré-maligne et le développement d’un cancer invasif. Cela implique
une augmentation rapide de la taille de la tumeur, ou les cellules peuvent subir d’autres
mutations avec un potentiel invasif et métastatique. Les agents chimio-préventifs devraient
pouvoir agir préférentiellement dans les processus d’initiation et de promotion de la
carcinogenese (Siddiqui et al., 2015; Birkett et al., 2019). Les cellules malignes sont des
cellules cancéreuses qui peuvent envahir les tissus environnants et se propager a d’autres
parties du corps. L’instabilité karyotypique est une condition ot le nombre ou la structure des
chromosomes dans une cellule est anormal. La croissance invasive est la capacité des cellules
malignes a pénétrer a travers les limites normales des tissus. Le potentiel métastatique est la
capacité des cellules malignes a se détacher de la tumeur primaire et a former des tumeurs
secondaires dans des organes eloignés. Les changements épigénétiques sont des modifications
dans I’expression ou I’activité des génes qui n’impliquent pas de changements dans la
séquence de I’ADN (Siddiqui et al., 2015; Birkett et al., 2019).

La metastase implique la propagation des cellules cancéreuses du site primaire a

d’autres parties du corps par le sang ou le systéme lymphatique. Les agents chimio-préventifs
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sont connus pour inhiber 1’angiogenése et I’invasion des tumeurs primaires, et pourraient
donc étre utilisés pour inhiber la métastase du cancer (Siddiqui et al., 2015; Birkett et al.,
2019). L’angiogeneése est la formation de nouveaux vaisseaux Sanguins qui fournissent des

nutriments et de I’oxygeéne aux tumeurs.

Le processus de carcinogenese peut varier considérablement en durée et peut prendre
des semaines, des mois ou des années pour se développer. La carcinogenese peut étre divisée
conceptuellement en au moins trois étapes: I’initiation, la promotion et la progression
(Berenblum et Shubik, 1947; Scott et al., 1984). L’initiation implique des altérations
génétiques irréversibles ou des mutations dans I’ADN, qui peuvent étre spontanées ou
induites par des carcinogénes. La cellule initiée semble normale et la capacité de croissance
autonome peut rester latente pendant des semaines, des mois ou des années (Science Direct
Topics). La promotion est une étape réversible et longue dans laquelle les cellules pré-
néoplasiques proliferent et s’accumulent. La progression est 1’étape finale irréversible dans
laquelle les cellules malignes acquierent une instabilité karyotypique, une croissance in

vasiveet un potentiel métastatique (Siddiqui et al., 2015).

1.5. Processus de cancérogenése
La carcinogeneése est un processus plus complexe qu'il n'y parait .par lequel des cellules saines
se transforment en cellules cancéreuses, ces derniéres se divisant en plusieurs étapes
(Tubiana, 2008).

1.5.1. Initiation

L’initiation est une étape ponctuelle correspondant a 1’altération du génome d’une
cellule lui conférant la propriété d’échapper aux régulations cellulaires. Dans les cellules
somatiques, des altérations de I’ADN d’origine endogene (erreurs au cours de la réplication
de I’ADN ou de la mitose, effet des radicaux libres produits par le métabolisme cellulaire sur
1I’ADN, hypo-ou hyper-méthylation de I’ADN) ou induites par des facteurs environnementaux
cancérogeénes apparaissent fréquemment au cours de la vie. Une altération de I’ADN n’est
transmise aux cellules dérivant de la cellule « initiée » que si elle n’est pas 1étale et n’est pas

réparée (Pierre-Henri et al., 2011).
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1.5.2. Promotion

La promotion correspond a une exposition continue a une substance qui entretient et
stabilise la carcinogenése. Cette étape consiste en la prolifération de cellules tumorales par
I’intervention de capsules tumorales, se traduisant par une série d’interactions entre les
cytokines et leurs récepteurs, et finissant par la perte de 1’équilibre tissulaire et la reproduction
des cellules transformées (King, 1996). L’action du promoteur se fait uniquement sur les
cellules impliquées dans la formation tumorale (Segala Gregory, 2012). Les stimuli
tumoraux sont divers, comme les habitudes alimentaires et 1’alcool, ainsi que des substances
produites par ’organisme telles que les hormones sexuelles qui stimulent la prolifération

cellulaire dans les organes reproducteurs (Segala Gregory , 2012).

1.5.3. Progression

La progression tumorale est une phase complexe qui consiste en 1’accumulation de
nouvelles anomalies du génome, la vascularisation de la tumeur (angiogenése) et en
I’acquisition de la capacité d’invasion conférant ainsi a la tumeur une plus grande malignité
(Pierre-Henri et al., 2011). La prolifération continue et les génes suppresseurs de tumeurs
perdent leur activité normale. Il y a une sur-activation de métalloproteases permettant le
remodelage de la matrice extracellulaire. De nouveaux vaisseaux se forment afin d’alimenter
la tumeur. L’invasion vers des sites secondaires est initiée pour en arriver a la formation de

métastases (Vezina, 2012).
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Figure 2: Différentes étapes du cancer (Béliveau & Gingras, 2007).
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1.6. Traitement du cancer
La décision des modalités du traitement est une décision collégiale qui implique
plusieurs spécialistes. Il s’agit d’un traitement pluridisciplinaire, accordant plusieurs
traitements tels que la chirurgie, la radiothérapie, la chimiothérapie et ’hormonothérapie. Le
traitement est lié a plusieurs facteurs dont les plus importants sont: le stade de la maladie,

I’age, le type de tumeur et 1’état général de la santé (Isautier, 2012).

1.6.1. Les traitements conventionnels:
1.6.1.1. La chirurgie

La chirurgie est le principal traitement du cancer et doit étre effectuée par un
chirurgien expérimenté (Schlumberger, 2007). Son but est d’éliminer la tumeur solide
localisée et les éventuelles cellules cancéreuses présentes dans son voisinage. Lorsque la
tumeur est petite, les chances de succes sont élevées (Dahan et al., 2003). Ce traitement est le

seul moyen de traiter les zones peu vascularisées ou la chimiothérapie n’accéde pas (Pasquet,
2011).

1.6.1.2. La radiothérapie
L’alternative a la chirurgie, lorsque 1’organe atteint doit étre préservé, est la
radiothérapie (Pasquet, 2011). La radiothérapie utilise une source radioactive basée sur
I’ionisation sur une tumeur bien localisée. Elle peut étre utilisée seule ou combinée a d’autres
traitements curatifs ou palliatifs. Le but de ce traitement est de détruire la tumeur tout en
irradiant un minimum de tissu sain autour. Les complications peuvent inclure la nécrose du
cerveau avoisinant, I’atteinte des structures extracraniennes comme les yeux ou encore des

bralures de la peau (Rajaut, 2001).

1.6.1.3. La chimiothérapie
La chimiothérapie est 1’un des traitements anticancéreux les plus fréquemment utilisés
de nos jours. Ce mode de traitement utilise des substances chimiques qualifiées de
cytotoxiques pour tuer les cellules cancéreuses ou bloquer leur multiplication (Descoteaux,
2013). La chimiothérapie peut servir a réduire la taille d’une tumeur avant une opération
chirurgicale (Chabner & Roberts, 2005).

1.6.1.4. L’hormonothérapie

L’hormonothérapie consiste en 1’utilisation d’hormones dans le traitement des cancers.

Ces hormones contrélent le fonctionnement et le développement de certains organes grace a
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des récepteurs cellulaires spécifiques. Si la sensibilit¢é d’un organe a ces hormones est
modifiée, une tumeur peut apparaitre par prolifération anormale de cellules néoplasiques. Les
principaux cancers hormono-dépendants sont ceux du sein, de I’endomeétre et de la prostate.

Le but de I’hormonothérapie sera alors de supprimer 1’activité hormonale (Poirot, 2014).

1.6.2. Traitements ciblées :

1.6.2.1. L’immunothérapie

L’immunothérapie du cancer est un type de traitement du cancer qui utilise le systeme
immunitaire pour combattre les cellules cancéreuses. Le systeme immunitaire est composé de
différents types de cellules et de molécules qui peuvent reconnaitre et éliminer les
envahisseurs étrangers, tels que les bactéries et les virus, ainsi que les cellules anormales,
telles que les cellules cancéreuses. Cependant, les cellules cancéreuses peuvent échapper au
systeme immunitaire par divers mécanismes, tels que la dissimulation de leurs antigénes,
I’expression de molécules de point de contréle immunitaire ou la création d’un
microenvironnement immunosuppresseur. Par conséquent, I’immunothérapie du cancer vise a

améliorer la capacité du systéme immunitaire a détecter et détruire les cellules cancéreuses.

Il existe différents types d’immunothérapie du cancer, chacun ayant des mécanismes

d’action et des cibles différents. Certains des types les plus courants sont:

e Les inhibiteurs de point de contréle immunitaire: Ce sont des médicaments qui
bloguent les molécules qui agissent normalement comme des freins sur le systeme
immunitaire, tels que CTLA-4, PD-1 et PD-L1. En bloquant ces molécules, les
médicaments liberent tout le potentiel des cellules immunitaires, en particulier des
lymphocytes T, pour attaquer les cellules cancéreuses. Les inhibiteurs de point de
contréle immunitaire ont montré une efficacité remarquable dans divers types de
cancers, tels que le mélanome, le cancer du poumon, le cancer du rein, le cancer de la
vessie et le cancer de la téte et du cou (Zhang & Zhang, 2020; NCI, n.d.; Waldman
et al., 2020).

o La thérapie par transfert de lymphocytes T: Il s’agit d’un traitement qui implique la
collecte de lymphocytes T a partir de la tumeur ou du sang du patient, leur
modification en laboratoire pour améliorer leur spécificité et leur activité contre les
cellules cancéreuses, puis leur réinfusion dans le patient. Un exemple de cette thérapie

est la thérapie par lymphocytes T a récepteur antigénique chimérique CAR (chimeric
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antigen receptor ), qui utilise des lymphocytes T génétiquement modifiés qui
expriment un récepteur synthétique pouvant se lier a un antigéne spécifique sur les
cellules cancéreuses. La thérapie par lymphocytes T CAR a obtenu des résultats
remarquables dans certains types de cancers du sang, tels que la leucémie aigué
lymphoblastique LAL ( lysosomal acid lipase), la leucémie lymphoide chronique
(LLC) et le lymphome non hodgkinien LNH (lymphocyte-specific nuclear ) (Zhang
& Zhang, 2020; NCI, n.d.; Waldman et al., 2020).

e Les anticorps monoclonaux: Ce sont des proteines fabriquées en laboratoire qui
peuvent se lier a des cibles spécifiques sur les cellules cancéreuses ou d’autres
molécules impliquées dans la croissance et la survie des tumeurs. Certains anticorps
monoclonaux fonctionnent en marquant les cellules cancéreuses pour leur destruction
par le systéme immunitaire, tandis que d’autres fonctionnent en bloquant les signaux
qui favorisent la croissance tumorale ou [’angiogenc¢se. Quelques exemples
d’anticorps monoclonaux sont le rituximab (Rituxan), qui cible CD20 sur les
lymphomes B; le trastuzumab (Herceptin), qui cible HER2 sur les cancers du sein et
gastriques; et le bévacizumab (Avastin), qui cible le facteur de croissance endothélial
vasculaire (VEGF) sur diverses tumeurs solides (Zhang & Zhang, 2020; NCI, n.d.;
Waldman et al., 2020).

e Les vaccins contre le cancer: Ce sont des substances qui stimulent le systeme
immunitaire pour monter une réponse spécifique contre les cellules cancéreuses. Il
existe deux principaux types de vaccins contre le cancer: les vaccins préventifs et les
vaccins thérapeutiques. Les vaccins préventifs sont congus pour prévenir les cancers
causés par certains virus, tels que le papillomavirus humain HPV(human
papillomavirus) et le virus de I’hépatite B (VHB). Les vaccins thérapeutiques sont
congus pour traiter les cancers existants en induisant une réponse immunitaire contre
les antigenes tumoraux. Un exemple de vaccin thérapeutique est le sipuleucel-T
(Provenge), qui est approuvé pour le cancer de la prostate (Zhang & Zhang, 2020;
NCI, n.d.; Waldman et al., 2020).

e Les cytokines: Ce sont des molécules qui régulent 1’activité et la communication des
cellules immunitaires. Certaines cytokines peuvent améliorer la réponse immunitaire
contre les cellules cancéreuses en stimulant la croissance et la différenciation des

cellules immunitaires ou en activant leurs fonctions. Deux exemples de cytokines

15



Chapitre I biologie du cancer

utilisées en immunothérapie du cancer sont IL-2 (I’interleukine-2) et I’interféron-alpha
(IFN-alpha), qui ont été utilisés pour le cancer du rein et le mélanome (Zhang &
Zhang, 2020; NCI, n.d.; Waldman et al., 2020).

L’immunothérapie du cancer est apparue comme une modalité prometteuse de
traitement du cancer qui peut offrir des réponses durables et une survie améliorée pour
certains patients (Waldman et al., 2020). Cependant, tous les patients ne répondent pas a
I’immunothérapie et certains peuvent subir des effets secondaires graves en raison d’une
activation immunitaire excessive ou inappropriée (Esfahani et al., 2020). Par conséquent, des
recherches supplémentaires sont nécessaires pour identifier les biomarqueurs qui peuvent
prédire la réponse et la toxicité, pour développer de nouvelles stratégies qui peuvent
surmonter la résistance et améliorer 1’efficacité, et pour optimiser les thérapies combinées qui

peuvent synergiser avec I’immunothérapie (Esfahani et al., 2020).

1.6.2.2. L’antiangiogénique

Un traitement anti-angiogénique n’a pas pour but la destruction des cellules tumorales,
il vise essentiellement les cellules endothéliales en empéchant leur division dont le résultat est
un état de quiescence vasculaire avec une involution des vaisseaux néoformés. Les composes
anti-angiogéniques peuvent agir a plusieurs niveaux : inhibition de la synthese de facteurs
angiogeéniques par les cellules tumorales (mode d’action des interférons), inhibition de la
liaison des facteurs angiogéniques aux récepteurs présents a la surface des cellules
endothéliales, inhibition du signal angiogénique intracellulaire, altération des interactions
entre cellules endothéliales et MEC (matrice extracellulaire) comme I’inhibition de la
dégradation de la MEC (Chabannes et al., 2001).
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1. La genése vasculaire : Vasculogenése, Angiogenese et Lymphangiogenése

Au tout début, I’oxygeéne et les nutriments nécessaires a la croissance diffusent
librement dans les tissus sains ou bien dans les tissus néoplasiques (Pezzella et al., 2015).
Puis, au cours des premiers stades du développement embryonnaire, et a mesure que les
besoins de I’embryon augmentent, la prolifération n’est plus suffisante (Swift et al., 2009). Le
plexus capillaire primitif est alors construit a partir de cellules endothéliales progeénitrices
(EPC) ou cellules angiogéniques génerées par la différenciation des hémangioblastes derivés

du mésoderme (Yassin, 2014). Ce processus est appelé vasculogenese (Yassin, 2014).

1.1. Vasculogenése

Le systeme cardiovasculaire est le premier systéme organique fonctionnel qui se
développe dans I’embryon de vertébré (Risau & Flamme 1995). La vasculogenése est un
processus essentiellement développemental au cours duquel un vaisseau s’établit de novo a
partir de précurseurs cellulaires (Azzi & Gavard, 2014), par la différenciation des cellules
endothéliales vasculaires dérivées du mésoderme. Ces cellules recouvrent ensuite toute la
surface interne de tous les vaisseaux sanguins (Risau & Flamme 1995). Chronologiquement,
la vasculogenése est suivie par 1’angiogenése, c’est-a-dire la croissance, le remodelage et
I’extension de ce réseau primitif pour former un réseau vasculaire mature (Detrait &
Etchevers 2005). Ce phénomene est reproduit chez les adultes (Monge et al., 2011), tels que

la formation de capillaires a la suite d’une lésion ischémique (Patel-Hett & D’Amore, 2011).

Le développement de la vascularisation a partir d’ilots cellulaires précurseurs peut étre
observé durant I’embryogenése, mais il ne 1’est jamais dans les tissus différenciés adultes. Ce
phénomene est sous la totale dépendance du VEGF (vascular endothelial growth factor)
(Martin & Ouafi, 2012), qui est un facteur de croissance angiogénique des mécanismes

moléculaires de 1’angiogenése (Stephan et al., 2000).

1.2. Lymphangiogenese
Le systeme lymphatique est formé de vaisseaux qui drainent les liquides interstitiels de
I’organisme vers des organes lymphoides comme les ganglions lymphatiques, la rate et les
amygdales ainsi que vers des organes plus evolués tels que le thymus et la moelle osseuse. Au
cours de I’embryogenese, la formation du systeme lymphatique s’effectue apres celle du
systeme cardiovasculaire, mais lui est étroitement associé. Le systéme lymphatique se

constitue en partie par la différenciation de cellules lymphangioblastiques du mésenchyme
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primaire et par la formation de six sacs lymphatiques feetaux induits par bourgeonnement a

partir de la vascularisation initiale (Rigaud et al., 2005).

La lymphangiogenése, processus dirigeant la croissance de nouveaux vaisseaux
lymphatiques, apparait au cours du développement embryonnaire (Garmy-Susini et al.,
2017). La prolifération de nouveaux vaisseaux lymphatiques (lymphangiogenese) est
controlée, en partie, par des membres de la famille du facteur de croissance endothélial
vasculaire (VEGF) - a savoir, VEGFC et VEGFD (vascular endothelial growth factor-C/-D) -
et leur récepteur apparenté sur 1’endothélium lymphatique, VEGFR3 (vascular endothelial
growth factor receptor-3). Ces facteurs de croissance secrétés sont synthétisés sous forme de
propeptides qui sont activés par protéolyse pour former des ligands de haute affinité qui
activent le VEGFR3 et stimulent la lymphangiogenése (Stacker et al., 2002).

Chez I’adulte, la lymphangiogenése est réactivée dans 1’inflammation, la cicatrisation,
la tumorigenese, la dissémination métastatique et dans les ovaires au cours du cycle
menstruel. Bien que la lymphangiogenése chez 1’adulte fonctionne selon les mémes principes
que chez I’embryon, elle est moins bien coordonnée par les signaux appropriés dans les
processus pathologiques, et donc les vaisseaux lymphatiques deviennent souvent malformés
(Vaahtomeri et al., 2017).

1.3. Angiogenése

Physiologiquement, 1’angiogenése correspond au développement de nouveaux
vaisseaux a partir de la vascularisation préexistante (Edelberg & Reed, 2003). L’angiogenése
existe chez ’homme pour répondre a des besoins physiologiques tels que lors des phases de
croissance, création du corps jaune, réparation tissulaire, vascularisation de 1’utérus gravide et
cicatrisation (Méjean & Lebret 2010), mais il existe également des vascularisations
anarchiques non souhaitées comme dans les cancers et dans la rétinopathie proliférative
(Lacroix & Desormais 2015).

Ce processus implique le mouvement et la différenciation des cellules endothéliales et
non endothéliales (péricytes, cellules musculaires lisses), dont le résultat final est la
morphogenése d’un arbre vasculaire complexe et multifonctionnel (Pepper, 2000).
L’angiogenése est indispensable a la croissance tumorale et a la diffusion métastatique. Etape
clé et fondamentale, on la retrouve au début du processus de tumorogenése et a celui de

I’implantation métastatique (Méjean & Lebret 2010).
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La régulation de I’angiogenése en condition physiologique s’établit par un équilibre
entre les facteurs stimulant I’angiogenése appelés pro-angiogéniques (VEGF, PDGF, FGF...)
et ceux qui D’inhibent appelés anti-angiogéniques (angiostatine, thrombospondine...)

(Lataillade et al., 2010).

1.3.1. Cellules endothéliales

Les cellules endothéliales jouent un rdle déterminant dans I’angiogenése (Coultas et
al ., 2005). Ces cellules, qui forment la paroi cellulaire interne des vaisseaux sanguins et
lymphatiques, présentent une remarquable hétérogénéité de structure et de fonction (Aird,
2007). Elles sont étroitement reliées entre elles par des jonctions cellulaires spécialisées (Azzi
& Gavard 2014). En effet, le corps humain contient approximativement 103 cellules
endothéliales représentant un poids estimé a 1 kg et couvrant une surface de 4000 a 7000 m2
(Huet & Duranteau 2008). Chez I’adulte, la majorité des cellules endothéliales demeurent
dans un état de quiescence (Treps & Gavard 2015). Le temps de renouvellement de ces
cellules est de 1 000 jours.

Les cellules endothéliales sont les cellules dont la demi-vie est la plus longue apres les
cellules nerveuses, et peuvent proliférer aussi rapidement que les cellules de la moelle
osseuse, qui ont un temps de renouvellement de 5 jours. Sous ’effet de stimulations par des
facteurs angiogéniques, les cellules endothéliales peuvent entrer dans le cycle cellulaire et
dégrader la membrane basale. Elles peuvent s’organiser en capillaires dans le stroma
périvasculaire, induire la différenciation de cellules mésenchymateuses en péricytes pour
former de nouveaux vaisseaux fonctionnels adaptés a leur microenvironnement tissulaire
(André et al., 1998). La cellule endothéliale est une cellule a part entiere de la réaction
inflammatoire, ayant une fonction de cellule présentatrice d’antigéne, participant a la
diapédese des cellules inflammatoires et produisant des médiateurs pro-inflammatoires
(Weber & De Bandt 2000).

2. Mécanisme cellulaire et moléculaire de ’angiogenése physiologique
L’angiogenése ou néovascularisation est un terme qui resume les étapes par lesquelles
des nouveaux vaisseaux sanguins vont se développer a partir d’une structure endothéliale
préexistant. Le fonctionnement normal d’un tissu dépend de ses capacités a se fournir en
oxygene a partir des vaisseaux sanguins. Comprendre la formation des vaisseaux sanguins est

un objectif important dans cette derniere décade. Une bonne connaissance de ces mécanismes
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offrirait des options thérapeutiques permettant d’améliorer, voire de guérir certaines maladies

qui sont les causes majeures de mortalité (Couffinhal et al., 2001).

Trois mécanismes sont a 1’origine de la formation de nouveaux vaisseaux sanguins : le
bourgeonnement des vaisseaux préexistants vers des stimuli angiogéniques (sprouting), la
division en vaisseaux secondaires par invagination des parois ou I’intussusception (splitting),
et la division des vaisseaux préexistants par insertion de colonnes interstitielles dans leur
lumiére (bridging). L’angiogenése par bourgeonnement est le mécanisme le mieux défini
(Thai , 2013), il consiste en 4 étapes successives (Treps & Gavard, 2015).

2.1. La sélection

Le processus est initié par une étape de sélection et d’activation de cellules
endothéliales (Yassine, 2014), déclenchée par la stimulation exogéne de facteurs pro
angiogéniques, tels que le VEGF ou le FGF (fibroblast growth factor), sécrétés par exemple
par des cellules tumorales et/ou des cellules immunitaires infiltrant une tumeur (Garrido-
Urbani, Jaquet et al. 2014), se lient a leurs récepteurs et induisent une dilatation et une
augmentation de la perméabilité vasculaire (Yassine, 2014). Une cellule endothéliale du front
(tip cell) est sélectionnée pour guider la formation du nouveau vaisseau. Et des cellules de
soutien (stalk cells) qui proliférent en arriére. En conséquence, la matrice extracellulaire et la
membrane basale entourant les cellules endothéliales sont dégradées par L’Ang-2
(Angiopoiétine-2) et des protéases activées localement, comme les MMP (matrix
metalloproteinase) et permettre la migration des cellules endothéliales sous-jacentes (Azzi &
Gavard 2014).
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Figure 3 :Les mécanismes moléculaires de sélection de la cellule de front (Treps & Gavard,
2015).

2.2. la migration

A la suite de son activation et de sa sélection, la cellule de front bourgeonne a partir du
vaisseau et acquiert de nombreuses protrusions membranaires de type filopodes qui sont
hautement dynamiques. L’acquisition de cette capacité de migration repose sur un
affaiblissement des interactions entre cellules endothéliales et une dégradation de la matrice
extracellulaire, tout en maintenant une certaine intégrité du vaisseau (Treps & Gavard,
2015). Cela va permettre aux cellules endothéliales, aux péricytes et aux cellules musculaires
lisses vasculaires de se détacher et de migrer vers les stimuli angiogéniques (Figure 4)
(Carmeliet & Jain 2000).

2.3. La fusion et la formation de la lumiére

La formation de lumiére dans ces bourgeons meéne a la formation de « boucles
capillaires » suivie de la synthese d’une nouvelle membrane basale (Szekanecz et al., 2010),
et recrutent des cellules périvasculaires, telles que les cellules musculaires lisses (CML) et
péricytes, résultant ainsi en de nouveaux Vaisseaux (Mandriota & Pepper 1998). Ces
événements sont la conséquence d’une diminution locale de 1’expression/activité de VEGF et
d’Ang2, probablement due a une augmentation de ’activité de TGF-p (Transforming growth
factor- 8). Ou a la réduction de I’hypoxie, ce qui rétablit le signal d’Angl (Angiopoiétine-1)

(Pepper, 2000). Lorsque deux cellules de front entrent en contact au travers de leurs
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filopodes, les deux bourgeons vasculaires fusionnent par anastomose et forment un vaisseau
connecte (Wacker & Gerhardt, 2011).

2.4. la maturation et le flux sanguin

Cette phase a pour but de reconstituer une membrane basale autour des nouveaux
capillaires et de leur assurer une couverture péricytaire qui permettra aux cellules
endothéliales de survivre plusieurs mois dans un état de quiescence. Le PDGFB, le TGFp,
I’Ang- 1 sont considéres comme acteurs majeurs de cette phase de maturation
(YYassine,2014), permettent de stabiliser le nouveau vaisseau par inhibition de la prolifération
(Garrido-Urbani et al., 2014), et induit le renforcement des jonctions entre les cellules
endothéliales ainsi que leur quiescence (Treps & Gavard, 2015). Un gradient de PDGF-BB
(platelet-derived growth factor) et de TGF-Bl (transforming growth factor 8 1) induit
parallelement le recrutement des péricytes et des cellules musculaires lisses, ainsi que le dép6t
d’une nouvelle matrice extracellulaire a la surface des vaisseaux, assurant ainsi la maturation

finale d’un vaisseau sanguin fonctionnel (Treps & Gavard, 2015) (Figure 4).

A Sélection de la cellule de front B Migration et guidage cellulaire

DLL4/Notch
VEGF/VEGF-R

> Facteurs
de croissance

~ Prolifération
endothéliale

Flux
sanguin

Vacuolisation

Figure 4 : Les étapes de I'angiogenése normale (Treps et Gavard, 2015).
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3. Médiateurs de I’angiogenése

3.1. Les activateurs de I’angiogenése
» Facteur de croissance de ’endothélium vasculaire (VEGF)

La superfamille des VEGF, qui signifie facteurs de croissance de I'endothélium
vasculaire, comprend cing molécules (VEGF-A a VEGF-E) qui sont homologues et
apparentées sur le plan structurel au facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF) et au
facteur de croissance placentaire (PIGF). Ces facteurs sont impliqués dans la formation de
nouveaux vaisseaux sanguins, un processus appelé angiogenése. Les VEGF stimulent la
prolifération et la migration des cellules endothéliales, qui tapissent I'intérieur des vaisseaux
sanguins, ainsi que la formation de tubes capillaires in vitro. Ils jouent un réle essentiel dans
le développement vasculaire durant I’embryogenése, c'est-a-dire la formation de I'embryon a
partir de l'ceuf fécondé (Couffinhal et al., 2001) et dans la néoangiogenése associée aux
tumeurs, c'est-a-dire la formation de nouveaux vaisseaux sanguins qui alimentent les cellules

cancéreuses (Halimi et al., 2008).
» bFGF (Facteur de croissance basique des fibroblastes)

Selon Pepper et al. (2001), le bFGF est un facteur angiogénique puissant. L'action du
bFGF sur les cellules endothéliales implique I'activation des voies Src et Ras, qui régulent la
différenciation et la survie cellulaires. Le bFGF augmente également I'expression du VEGF
dans les cellules musculaires lisses vasculaires. Le VEGF renforce les effets du bFGF sur les
cellules endothéliales en augmentant leur prolifération, leur migration et leur perméabilité.
Dans les situations physiologiques, le bFGF est produit par plusieurs types de cellules,

notamment:

- Les fibroblastes, qui sont des cellules du tissu conjonctif qui sécretent la matrice
extracellulaire et le collagéne (Ornitz & Itoh, 2015). Le bFGF est impliqué dans la
cicatrisation des plaies cutanées et la formation de cicatrices en activant les fibroblastes
(Werner & Grose, 2003).

- Les cellules endotheliales, qui sont les cellules qui tapissent la surface interne des

vaisseaux sanguins et lymphatiques (Ornitz & Itoh, 2015). Le bFGF favorise lI'angiogenése
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et la vasculogenese en stimulant la migration et la prolifération des cellules endothéliales
(Presta et al., 2005).

- Les cellules souches neurales, qui sont les cellules capables de générer des neurones et des
cellules gliales dans le systeme nerveux central (Reuss et al., 2003). Le bFGF régule la
neurogenese et la neuroprotection en modulant la survie et la différenciation des cellules

souches neurales (Lim et al., 2000).

- Les chondrocytes, qui sont les cellules qui produisent et maintiennent le cartilage
(Kawaguchi et al., 2005). Le bFGF améliore la réparation et la régénération du cartilage en
induisant la prolifération des chondrocytes et la synthese de la matrice (Kawaguchi et al.,
2005).

- Dans les situations pathologiques, le bFGF est produit par des cellules anormales telles que:

- Les cellules tumorales, ou le bFGF contribue a la croissance et a I'invasion tumorale en

stimulant I'angiogenese tumorale et la motilité cellulaire (Ornitz & Itoh, 2015).

- Les cellules de cicatrisation des plaies, qui sont les cellules qui migrent et proliferent pour
réparer les tissus endommagés (Ornitz &Itoh, 2015). Par exemple, le bFGF accélere la
cicatrisation des plaies chez les patients diabétiques en améliorant la formation de tissu de
granulation et la ré-épithélialisation (Ueno et al., 1998).

- Les cellules inflammatoires, qui sont les cellules qui répondent a l'infection ou a une
blessure en libérant des cytokines et des chimiokines (Ornitz &Itoh, 2015). Par exemple, le
bFGF médie l'inflammation et la fibrose dans les maladies chroniques du foie en activant les

cellules étoilées hépatiques et les macrophages (Pinzani et al., 1996).
» PD-ECGF

Le facteur de croissance des cellules endothéliales dérivé des plaquettes (PDECGF),
également connu sous le nom de thymidine phosphorylase, est un facteur angiogénique
tumoral implique dans plusieurs types de cancer, tels que le cancer du sein, de 1’estomac, du

colon et de la téte et du cou (Takeda et al., 2002).
» HGF
Le facteur de croissance des hépatocytes (HGF) est le mitogene le plus puissant pour

les hépatocytes matures (Okano et al., 1999), mais il agit aussi sur d’autres types de cellules,
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notamment les cellules endothéliales (Hilberg et al., 2008). C’est une cytokine
multifonctionnelle qui stimule puissamment 1’angiogenése, y compris la néovascularisation

tumorale (Iwasaki et al., 2002).

» Autres facteurs de croissance

D’autres facteurs de croissance sont impliqués dans 1’angiogenése, parmi lesquels le
facteur de croissance acide des fibroblastes (aFGF), ainsi que le facteur de croissance dérivé
des plaquettes (PDGF) non lié¢ a I’héparine, le facteur de croissance épidermique (EGF), le
facteur de croissance de type insuline-1 (IGF-1), le facteur de croissance des keratinocytes
(KGF) et le facteur transformant-B (TGF-p) (Szekanecz et al., 2010).

3.2. Les inhibiteurs de ’angiogenése

Les inhibiteurs endogeénes de I’angiogenése sont définis comme des protéines ou des
fragments de protéines formés dans le corps et qui limitent la formation de vaisseaux
sanguins. Ils peuvent étre détectés dans la circulation sanguine, suggérant qu’ils fonctionnent
dans la balance angiogénique en tant que régulateurs angiostatiques endogénes méme dans
des conditions physiologiques (Ribatti, 2009). Les cytokines angiostatiques inhibent la
sécrétion de médiateurs angiogéniques et bloquent ainsi indirectement la néovascularisation
(Szekanecz et al., 2010). En plus de cela, elles suppriment la prolifération et la migration des
cellules endothéliales. Parmi ces molécules, on retrouve [’angiostatine, [’endostatine,
I’antithrombine III, D’interféron-B, le leukemia inhibitory factor (LIF) et le facteur
plaquettaire 4 (PF-4) (Couffinhal et al., 2001).

4, L’angiogenese pathologique

Dans des conditions pathologiques, 1’équilibre entre facteurs stimulateurs et
inhibiteurs de 1’angiogenése peut étre rompu, entralnant une croissance anormale des
vaisseaux, ou au contraire une insuffisance vasculaire (Lataillade et al., 2010). Ceci
correspond a des situations pathologiques variées telles que la rétinopathie diabétique
(Adamis et al., 1994), le psoriasis (Folkman, 1972), les hémangiomes infantiles (Weber &
De Bandt, 2000), la dégénérescence maculaire liée a 1’age, 1’arthrite rhumatoide (Lataillade

& Uzan, 2010), et particuliérement les pathologies néoplasiques (Folkman, 1985).
5. Angiogenese tumorale

L’angiogenése tumorale est le processus de formation de nouveaux vaisseaux sanguins

qui fournissent de 1’oxygéne et des nutriments aux cellules tumorales, permettant leur
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croissance et leur survie (Folkman, 1971). L’angiogenése tumorale est essentielle pour la
progression, 1’invasion et la métastase des tumeurs. L’angiogenése tumorale est régulée par
une interaction complexe de facteurs pro-angiogéniques et anti-angiogéniques sécrétés par les
cellules tumorales et les cellules du microenvironnement tumoral, telles que les cellules
endothéliales, les fibroblastes, les cellules immunitaires et les cellules souches cancereuses
(Folkman & Klagsbrun, 1987). Parmi ces facteurs, le facteur de croissance endothélial
vasculaire (VEGF) est le facteur angiogénique le plus puissant et le plus étudié qui se lie a des
récepteurs spécifiques sur les cellules endothéliales et active des voies de signalisation qui

favorisent leur prolifération, leur migration et leur survie (Lugano et al., 2020).

L’angiogenése tumorale peut se produire par différents mécanismes, en fonction du
type de tumeur, de son emplacement et de son stade. Ces mécanismes comprennent
I’angiogenése par bourgeonnement, [’angiogen¢se intussusceptive, la mimique
vasculogénique, la cooptation des vaisseaux et la transdifférenciation (Lugano et al., 2020).
L’angiogenése par bourgeonnement est le mécanisme le plus courant, dans lequel de
nouveaux capillaires bourgeonnent a partir de vaisseaux existants en réponse a un gradient de
facteurs pro-angiogéniques. L’angiogenése intussusceptive est la formation de nouveaux
vaisseaux en divisant les vaisseaux existants par I’insertion de colonnes de tissu interstitiel. La
mimique vasculogénique est la capacité de certaines cellules tumorales a former des structures
ressemblant a des vaisseaux qui imitent les cellules endothéliales et fournissent une voie
alternative pour I’écoulement sanguin. La cooptation des vaisseaux est 1’incorporation de
vaisseaux préexistants du tissu environnant dans la masse tumorale. La transdifférenciation
est la conversion de cellules non endothéliales, telles que des progéniteurs ou des cellules
souches cancéreuses, en cellules ressemblant a des endothéliales qui contribuent a

I’angiogenese tumorale. REFRNC

L’angiogenese tumorale est une cible prometteuse pour la thérapie contre le cancer,
car elle peut potentiellement inhiber la croissance tumorale et sensibiliser les tumeurs a
d’autres traitements (Hurwitz et al., 2004). Plusieurs agents anti-angiogéniques ont été
développés et approuves pour un usage clinique, ciblant principalement la voie VEGF. Ces
agents comprennent des anticorps monoclonaux qui bloquent le VEGF ou ses recepteurs, des
inhibiteurs de petites molécules qui interférent avec 1’activité kinase des récepteurs VEGF et
des protéines de fusion qui piégent le VEGF ou d’autres facteurs pro-angiogéniques.
Cependant, ’efficacité clinique de la thérapie anti-angiogenique a été limitée par plusieurs

défis, tels que I’hétérogénéité tumorale, la résistance adaptative, la toxicité et le manque de
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biomarqueurs. Par conséquent, davantage de recherches sont nécessaires pour comprendre les
mécanismes moléculaires et la dynamique de 1’angiogenése tumorale et pour identifier de

nouvelles cibles et stratégies pour un ciblage vasculaire efficace (Lugano et al., 2020).

5.1. Structure et caractéristiques des vaisseaux tumoraux

Les vaisseaux tumoraux different des vaisseaux normaux a plusieurs niveaux.
Morphologiquement, les vaisseaux tumoraux sont hétérogenes, dilatés et irréguliers,
perméables et désorganisés (Azzi & Gavard, 2014). Le VEGF est un effecteur central de la
perméabilité vasculaire (Gavard & Gutkind, 2007). L’exposition des lymphocytes B a ce
dernier déclenche un signal qui se traduit par I’internalisation de la VE-cadhérine, le
désassemblage des jonctions cellulaires, entrainant une augmentation de la perméabilité
(Gavard & Gutkind, 2006).

A. Les cellules endothéliales tapissent la paroi des vaisseaux et sont étroitement reliées
entre elles par des jonctions cellule-cellule. Elles forment, en interaction avec les péricytes et
la matrice basale, une barriere qui régule finement le passage des fluides et des
macromolécules. B. Dans un contexte tumoral, la perte de I’intégrité des jonctions cellulaires
contribue au dysfonctionnement de la barriére endothéliale et & une perméabilité accrue. Les
vaisseaux sanguins sont dépourvus de péricytes, dilatés, irréguliers et désorganisés (Siemann,
2011). C. La morphologie globale de I’arbre vasculaire, qui suit une organisation stéréotypée

dans les vaisseaux normaux, se caractérise par un profil aberrant des vaisseaux tumoraux.

Vascularisation Vascularisation

normale tumorale Membrane basale
discontinue

Perméabilite
vasculaire éleveée

Figure 5 : L’organisation générale d’un réseau vasculaire normal et tumoraux (Treps &

Gavard, 2015).
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5.2. Evénements moléculaires a I’origine de I’angiogenése tumorale
5.2.1. Role de I’hypoxie

L’hypoxie est un manque d’apport d’oxygéne aux tissus du corps, cela peut arriver en
raison des maladies respiratoires chroniques, insuffisances cardiaque, anémie sévére
hémorragie, un séjour en altitude (Nicard, 2017). L hypoxie tumorale est considérée comme
une caracteristigue majeure du microenvironnement des tumeurs solides (Hasmim et al.,
2014). Elle se traduit par une baisse de la pression en oxygene au-dessous de 5 a 10 mm Hg.
L’hypoxie est un facteur adaptogene des cellules tumorales, permettant la stabilisation des
facteurs de transcription induits par I’hypoxie, essentiellement HIF-1 (hypoxia-inducible
factor)-1 et HIF-2. Les HIF sont des protéines hétérodimériques, composées d’une sous-unité
constitutivement exprimée, HIF-B, et d’une sous-unité régulée par 1’oxygeéne, HIF-a
(Hasmim et al., 2014).

En présence d’oxygene, HIF-a est hydroxylée sur ses résidus proline 402 et/ou 564 par
la prolyl-hydroxylase domain 2 (PHD2), ce qui entraine son interaction avec la protéine
suppressive de tumeur von Hippel-Lindau (pVHL). pVHL recrute I’enzyme E3 ubiquitine
ligase responsable de la poly-ubiquitination de HIF-a et de sa dégradation via le protéasome
(Hasmim et al., 2014). Le Von Hippel-Lindau (pVHL) joue le réle de la transmission et du
traitement des protéines qui couple & HIF-1a est donc ubiquitinylé en normoxie puis dégradé

par le protéasome (Gothié & Pouysségur, 2002).

En conditions hypoxiques, I’hydroxylation par les PHD est inhibée, HIF-a s’accumule
et forme un dimere avec la sous-unité HIF-B. HIF-1 et HIF-2 activent plusieurs génes
impliqués dans I’angiogenése tumorale, ’inhibition de 1’apoptose, les métastases, la transition
épithélio-mésenchymateuse (TEM) et la résistance aux traitements conventionnels, ce qui fait

de I’hypoxie tumorale un facteur de mauvais pronostic (Hasmim et al., 2014).
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Figure 6 : Régulation de I’activité de la protéine HIF-1a par la concentration intracellulaire

en oxygene (Pillet & Le Guyader 2005).
5.2.2. Le microenvironnement tumoral

Le microenvironnement tumoral est I’ensemble des facteurs moléculaires, cellulaires
et tissulaires capables d’influencer ou d’étre influencés par les cellules tumorales (Provot,
2014). On le trouve dans tous les types de cancers solides, en particulier dans leurs
métastases, et c’est le véritable tissu nourricier qui soutient les cellules cancéreuses pour étre
dans un cadre conjonctif vasculaire. Il comprend divers types cellulaires; Ces différents types
cellulaires secretent différents facteurs comme VEGF, FGF, facteur de nécrose tumoral
(TNFa), facteur de croissance placentaire (PLGF),... qui jouent un role primordial dans le

processus angiogénique (Fridman & Sautés-Fridman, 2014).

Le stroma est schématiquement composé: de fibroblastes, d’adipocytes, de sang, de
vaisseaux lymphatiques, d’une matrice extracellulaire (MEC), de néovaisseaux formés lors de
I’angiogenese tumorale, des cellules inflammatoires et immunocompétentes: lymphocytes,
cellules NK, plasmocytes, histiocytes, polynucléaires neutrophiles, polynucléaires

éosinophiles et macrophages (Méjean & Lebret, 2010).

Grace aux interactions qui se produisent entre les cellules cancéreuses et le tissu
environnant au cours de la progression tumorale, les cellules cancéreuses peuvent modifier

leur microenvironnement pour bénéficier et faciliter la croissance, la migration de ces cellules
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et I’invasion tumorale (Albrengues et al., 2014). Les cellules immunitaires infiltrées
(notamment les cellules myeéloides et lymphoides inflammatoires) influencent aussi fortement
la prolifération en sécrétant une panoplie de facteurs EGF(epidermal growth factor), TGF
(transforming growth factor), TNF-a (tumor necrosis factor), FGF (fibroblast growth factors),
interleukines, etc...(Provot, 2014).

Les fibroblastes constituent la population cellulaire la plus abondante du stroma. Dans
le contexte des tumeurs épithéliales, nombre d’entre eux sont dans un état activé avec une
caractéristique de « fibroblastes associés aux carcinomes » (FAC). Ills dérivent
majoritairement de fibroblastes résidents adjacents a la tumeur ou encore de cellules
mésenchymateuses. En effet, il est maintenant établi qu’apres leur activation par les cellules
tumorales, les FAC émettent des signaux oncogéniques qu’il s’agisse de la sécrétion de
cytokines, de chimiokines et de facteurs de croissance ou de la constitution d’'une MEC pro
tumorale. Ces signaux provoquent le développement de tumeurs en ciblant les cellules

cancéreuses (Albrengues et al., 2014).

Les adipocytes sécrétent des molécules pro-inflammatoires qui favorisent le
remodelage de la matrice extracellulaire et sécrétent des acides gras qui facilitent la croissance
tumorale. Ces interactions contribuent de maniere significative a 1’augmentation de I’activité

cancéreuse en particulier chez les personnes obéeses (Fridman & Sautes-Fridman, 2014).

La MEC est la composante non cellulaire du stroma. Elle est constituée principalement
d’un grand nombre de protéines de grandes tailles telles que les collagenes les laminines les
fibronectines et les protéoglycanes qui forment un réseau dense. C’est aussi un substrat qui
facilite les mouvements cellulaires et forme des canaux de communication entre les cellules.
Ces fibres apportent élasticité et résistance au tissu (Kalluri, 2003). 1l contrdle la plupart des
comportements cellulaires et est donc impliqué dans la plupart des processus physiologiques
et des états pathologiques (Mongiat et al., 2016).

5.3. Role de I'angiogenése dans la progression tumorale et la métastase

Les métastases sont une caractéristique majeure des cancers et la principale cause de
leur mortalité. Les tumeurs bénignes ne mettent pas en danger la vie du patient, méme si elles
atteignent un volume parfois impressionnant, alors que les métastases entrainent souvent la
mort du patient (Robert, 2014). La survie et la prolifération des cellules tumorales

métastatiques sont associées a une augmentation des réseaux vasculaires et a des échanges
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biologiques de nutriments et d'oxygéne assurés par le sang et la lymphe (Leclers et al., 2005).
La production par les cellules cancéreuses de facteurs de croissance stimulant la formation de
nouveaux Vvaisseaux lymphatiques constitue une des adaptations responsables de la
dissémination métastatique (Rigaud & Sturtz, 2005). Au cours du développement tumoral, le
systeme lymphatique est considéré dans de nombreux cas de cancers comme la voie
principale de propagation des métastases (Vitte & Feige, 2007). Les tumeurs bénignes sont
localisées et incapables de se propager car la couche épithéliale n'est pas vascularisée. Elles
recoivent leur oxygene et leurs nutriments par diffusion a partir de capillaires situés sous la
membrane basale de la couche épithéliale. In vivo, les tumeurs ne peuvent pas se développer
au-dela de la limite de diffusion des nutriments du capillaire le plus proche, sauf si de

nouveaux vaisseaux sanguins se forment vers la tumeur (Bielenberg & Zetter, 2015).

Distant
metastasis

Figure 7 : Angiogenese et métastase (Bielenberg & Zetter, 2015).

5.4. La thérapie antiangiogénique
La Food and Drug Administration (FDA) a approuvé la mise sur le marché d’un
médicament nommé Avastin, qui est le premier médicament anti-angiogénique (Drugs.com,
2023). Ce médicament est basé sur I’hypothése formulée par Judah Folkman en 1971, qui
proposait d’utiliser des anti-angiogeniques pour bloguer la croissance des vaisseaux sanguins
qui alimentent les tumeurs cancéreuses (Folkman, 1971). Avastin est un anticorps
monoclonal qui se lie a un facteur de croissance appelé VEGF (vascular endothelial growth

factor) et qui empéche la formation de nouveaux vaisseaux sanguins autour des tumeurs
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(Cancer Research UK, n.d.; Clinical Trials Arena, 2014). Actuellement, grace a une
meilleure identification des facteurs impliqués, un grand nombre d’inhibiteurs de

I’angiogenese ont été identifiés.
5.4.1. Inhibiteurs des VEGF et récepteurs des VEGF

5.4.1.1. Le bevacizumab (Avastin®) :

Le bevacizumab est un anticorps monoclonal recombinant de type IgGl
(Immunoglobuline G1) qui se lie au facteur de croissance endothélial vasculaire A (VEGF-A),
une protéine qui stimule 1’angiogenése dans diverses maladies, notamment le cancer
(Wikipedia, n.d.). En bloguant le VEGF-A, le bevacizumab inhibe la formation de nouveaux
vaisseaux sanguins autour des tumeurs et ralentit leur croissance et leur dissémination
(StatPearls, 2022; Nature, 2022). Ce meédicament est approuvé par la Food and Drug
Administration (FDA) pour le traitement de plusieurs types de cancers (colorectal, rein, sein,
poumon, cerveau, col de 1’utérus, ovaire, tube de Fallope, péritoine et foie) en association
avec d’autres agents chimiothérapeutiques (Drugs.com, 2023). Il s’inspire de 1’hypothése
formulée par Judah Folkman en 1971, qui suggérait d’utiliser des anti-angiogeniques pour
empécher le développement d’un réseau vasculaire nécessaire a la survie et a ’expansion des
tumeurs (Folkman, 1971). Actuellement, grace a une meilleure identification des facteurs

impliqués, un grand nombre d’inhibiteurs de 1’angiogenése ont été identifiés.

5.4.2. Inhibiteurs des récepteurs tyrosine kinase (VEFGRS)
Pour bloquer ’angiogenese tumorale et cibler directement le domaine kinase des
récepteurs impliqués dans la régulation de 1’angiogenese, plusieurs méthodes et inhibiteurs

peuvent étre envisagés, notamment :

5.4.2.1. Le sunitinib (SutentR ) :

Le sunitinib est un inhibiteur des kinases a tyrosine qui cible spécifiqguement les
récepteurs du VEGF-A, du PDGFR-alpha (Platelet-derived growth factor receptor-a), du
PDGFR-beta (Platelet-derived growth factor receptor-p)et du KIT (Stem cell growth factor
receptor) (Papaetis & Syrigos, 2009). Il agit en bloquant la phosphorylation de ces récepteurs
et en inhibant ainsi les processus intracellulaires impliqués dans la croissance cellulaire, la
progression tumorale et I’angiogenése (El Mesbahia et al., 2011; Belmondo et al., 2012). Le
sunitinib est une thérapie anti-angiogénique qui empéche le développement d’un réseau

vasculaire nécessaire a la survie et a I’expansion des tumeurs (Faivre et al., 2007).
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5.4.2.2. Le sorafenib (Nexavar®) :

Le sorafenib est un inhibiteur des kinases a tyrosine qui cible plusieurs récepteurs
impliqués dans 1’angiogenése et la tumorigenése, tels que le VEGFR-2, le VEGFR-3, le c-
KIT, le FLT-3 et le PDGFR-béta (El Mesbahia et al., 2011; Papaetis & Syrigos, 2009). Il
agit en bloquant ’activation de ces récepteurs et en inhibant ainsi les voies de signalisation
intracellulaires qui régulent la croissance cellulaire, la progression tumorale et I’angiogenése
(Nature, 2022; Hasskarl, 2007). Le sorafenib est également un inhibiteur des enzymes Raf
(Rapidly Accelerated Fibrosarcoma), qui sont impliquées dans la prolifération cellulaire de
certaines tumeurs (Bennis et al., 2010).

5.4.2.3. Le pazopanib :

Le pazopanib est un inhibiteur des kinases a tyrosine qui cible le VEGFR-1, le
VEGFR-2, le VEGFR-3, le PDGFR-alpha, le PDGFR-béta et d’autres récepteurs impliqués
dans I’angiogenése et la tumorigenése (Lattafi et al., 2016; Nature, 2019). Il agit en bloquant
I’activation de ces récepteurs et en inhibant ainsi la formation de nouveaux vaisseaux
sanguins autour des tumeurs et leur croissance (Nature, 2019; Hasskarl, 2007). Il est utilisé
comme traitement de premiére ligne dans le cancer du rein avancé (Bretagne et al., 2016).

5.4.3. Inhibiteurs de proteases

La matrice extracellulaire (MEC) fournit une structure de soutien aux parois des
vaisseaux sanguins et a leurs fonctions. Les parois des vaisseaux sanguins sont exposées a
diverses protéases qui peuvent dégrader la MEC (Jacob et al., 2001). Pour prévenir la
détérioration de la MEC et la migration des cellules endothéliales, qui favorisent
I’angiogenese, il faut I’intervention d’inhibiteurs de protéases. Parmi ces inhibiteurs, les plus
importants sont les inhibiteurs tissulaires des métalloprotéinases matricielles (TIMP), qui
empéchent I’activité des métalloprotéinases matricielles (MMP) (André et al., 1998).
Plusieurs de ces inhibiteurs sont en cours de développement pour le traitement de

I’angiogenese pathologique.
5.5. Les avantages de la thérapie antiangiogénique

Au cours des derniéres années, des progres remarquables ont été réalisés dans le
traitement des maladies néoplasiques. Parmi les stratégies thérapeutiques modernes les plus
importantes, la prévention de I’angiogenése a fait 1’objet de nombreux essais (Bidart et al.,
2013), ou des agents anti-angiogéniques ont été utilisés pour normaliser les vaisseaux

sanguins tumoraux et faciliter ainsi ’accés des agents thérapeutiques aux tumeurs (Bidart et
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al., 2013). Ces agents anti-angiogéniques visent a réduire I’apport en oxygéne et en
nutriments aux cellules tumorales en inhibant la formation de nouveaux vaisseaux sanguins
(NCI, n.d.). lls peuvent agir en se liant a des facteurs de croissance comme le VEGF ou en
bloquant les récepteurs tyrosine kinases impliqués dans 1’angiogenése (Cancer Research
UK, n.d.). Ces agents anti-angiogéniques peuvent améliorer I’efficacité de la chimiothérapie
en augmentant la pénétration des médicaments cytotoxiques dans les tissus (Bennis et al.,
2010).

5.6. Toxicité des antiangiogéniques

La thérapie anti-angiogénique est I’un des développements les plus importants qui a
révolutionné le domaine de 1’oncologie au cours des derniéres années (EIMasbahi et al.,
2011). Cette stratégie thérapeutique vise a priver les cellules tumorales de 1’apport en oxygéne
et en nutriments dont elles ont besoin pour se développer et se disséminer, en inhibant la
formation de nouveaux vaisseaux sanguins autour des tumeurs (Bidart et al., 2013). Ces
thérapies anti-angiogéniques ont amélioré le pronostic des patients atteints de différents types
de cancers, notamment le cancer du sein, du c6lon, du rein et du poumon (NCI, n.d.).
Cependant, ces thérapies présentent également des défis et des limites, tels que la toxicité, la
résistance tumorale et les effets sur le systeme immunitaire (Bennis et al., 2010; Nature,
2021). De plus, ces thérapies ne sont pas efficaces pour tous les patients ni pour tous les types
de cancers. Par conséquent, il est nécessaire de développer de nouveaux agents anti-
angiogéniques plus spécifiques et plus sdrs, ainsi que de définir des biomarqueurs prédictifs
de la réponse au traitement (Frontiers, 2020).

5.6.1. Atteintes cardio-vasculaires :

L’HTA (L’hypertension artérielle) est une toxicité commune a tous les
antiangiogéniques quelle que soit leur classe (Brosseau et al., 2015), il a été I’effet
indésirable le plus fréquemment observé chez les patients traités par antiangiogéniques
(Bennis et al., 2010). L’hypertension artérielle est un facteur de risque de Iésion rénale
(Jesus-Gonzalez et al., 2012). Ca pourrait étre causée par un déséquilibre entre les agents
vasodilatateurs et vasoconstricteurs, tels que 1’oxyde nitrique (NO) et I’endothéline-1 (ET-1),
respectivement (Des Guetz et al., 2011). Les medicaments anti-angiogéniques peuvent
réduire I’expression et 1’activité de la NO synthase endothéliale (eNOS), ce qui entraine une
diminution de la production de NO et contribue aux toxicités vasculaires (Jesus-Gonzalez et

al., 2011). De plus, les médicaments anti-angiogéniques peuvent augmenter 1’expression et la
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sécrétion de I’ET-1, qui est un puissant vasoconstricteur et un médiateur pro-inflammatoire
(Des Guetz et al., 2011).

Ces medicaments peuvent aussi avoir une microangiopathie thrombotique (MAT), qui est une
condition rare mais grave caractérisee par une thrombose microvasculaire, une anémie
hémolytique et une thrombocytopénie (Neves et al., 2020). La MAT peut causer des
dommages aux organes terminaux, tels que I’insuffisance rénale et 1’accident vasculaire

cérébral (Neves et al., 2020).

5.6.2. Atteintes rénales

La thérapie anti-angiogénique peut provoquer une néphrotoxicité, c’est-a-dire une
atteinte aux reins. La néphrotoxicité peut se manifester par une hypertension arterielle, une
protéinurie, une dysfonction rénale ou une microangiopathie thrombotique (MAT) (Eremina
et al., 2007). Les mécanismes de la néphrotoxicité ne sont pas entierement élucidés, mais ils
pourraient impliquer la perturbation de 1’équilibre entre les facteurs pro-angiogéniques et anti-
angiogeniques dans le microenvironnement rénal (Kamba & McDonald, 2007). Certains
facteurs de risque de développer une néphrotoxicité sont I’altération rénale préexistante, le
diabéte sucré, I’hypertension artérielle et [’utilisation concomitante d’autres agents
néphrotoxiques (Rini et al., 2009). La néphrotoxicité peut étre prévenue ou prise en charge
par une surveillance attentive de la pression artérielle, de la protéinurie et de la fonction
rénale, ainsi que par un ajustement ou un arrét de la thérapie anti-angiogénique si nécessaire
(Escudier et al., 2007).

5.6.3. Toxicité cutanéo-muqueuse :

- La thérapie anti-angiogénique peut entrainer des effets secondaires cutanés et muqueux, qui
peuvent affecter la qualité de vie des patients et limiter 1’adhésion au traitement (Ishak et al.,
2014; Bodnar, 2014).

- Parmi les manifestations cutanées les plus fréquentes, on trouve la réaction cutanée main-
pied (RCMP), qui se caractérise par des érythémes, des vésicules, des fissures et des douleurs

au niveau des paumes et des plantes (Ishak et al., 2014; Healthline, 2021).

- D’autres manifestations cutanées possibles sont 1’acnéiforme éruption, le prurit, le xérosis,

les onychopathies et les ulcérations (Ishak et al., 2014; Healthline, 2021).

- Les manifestations muqueuses comprennent la stomatite, la glossite, la dysphagie et la
diarrhée (Ishak et al., 2014; Healthline, 2021).

35



Chapitre IT Angiogenése

- Les mécanismes impliqués dans la toxicité cutanéo-muqueuse de la thérapie anti-
angiogénique ne sont pas entierement élucidés, mais ils pourraient étre liés a I’inhibition du
VEGF et de ses récepteurs dans les cellules endothéliales cutanées et muqueuses, ce qui
entrainerait une altération de la fonction barriére, une diminution de la perfusion tissulaire et

une augmentation de 1’inflammation (Ishak et al., 2014; Bodnar, 2014).

- La prise en charge de ces effets secondaires repose sur une évaluation réguliere de la peau et
des muqueuses des patients, ainsi que sur l’utilisation de mesures préventives et

thérapeutiques adaptées a chaque cas (Ishak et al., 2014; NCI, 2021).

5.6.4. Autres effets secondaire :

Des risques d’hémorragies, des toxicités digestives (stomatite, nausées et
vomissements, diarrhées), et de fatigue sont associés a la thérapie anti-angiogénique (Neves et
al., 2020). Ces effets secondaires peuvent étre dus a I’inhibition du facteur de croissance
endothélial vasculaire (VEGF) ou de ses récepteurs, qui sont impliqués dans I’angiogenese
tumorale et la régulation de la perméabilité vasculaire (Ishak et al., 2014; Armstrong et al.,
2012). Les hémorragies peuvent survenir chez les patients atteints de tumeurs cérébrales, mais
le risque est faible en 1’absence d’hémorragie intratumorale préexistante (Armstrong et al.,
2012). Les toxicités digestives peuvent étre gérées par une hydratation adéquate, des
antidiarrhéiques, des antiémétiques et des ajustements de dose si nécessaire (Armstrong et
al., 2012; Ishak et al., 2014). La fatigue peut étre due a une anémie, une déshydratation ou
une perte de poids, et peut étre traitée par des transfusions sanguines, des suppléments

nutritionnels ou des stimulants (Ishak et al., 2014; Autier-Jolyon & Lacouture, 2019).
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1. Action des produits naturels sur ’arbre vasculaire : effet

antiangiogénique et activité perturbatrice des vaisseaux sanguins

1.1. Effet antiangiogénique

Cette stratégie a pour but de bloquer la formation de nouveaux vaisseaux sanguins a
partir de ceux préexistants (Folkman, 1971). Selon Folkman, en empéchant I’angiogenése, il
est possible de priver les tumeurs de 1’apport en nutriments et en oxygene dont elles ont
besoin pour se développer.

Les plantes renferment de nombreux composés chimiques biologiquement actifs tels
que l’ail, le curcuma, le gingembre et le thé vert, qui exercent différentes activités
thérapeutiques: antioxydante, anti-inflammatoire, anticancéreuse et analgésique (Koffi et al.,
2022). Ces molécules bioactives exercent leurs effets en agissant sur plusieurs voies de
signalisation moléculaires qui inhibent la prolifération cellulaire, inhibent également la
production des métalloprotéases induisant 1’apoptose, exercent un effet cytotoxique ou
agissent directement ou indirectement sur la régulation de certains génes oncogenes. En
entravant I’angiogenése et donc les métastases (Choukran & Debchi, 2022). Ces plantes et
leurs principaux dérivés inhibent soit le VEGF (tableau 03), soit la fonction de I’enzyme
cyclo-oxygénase (COX) (I’'une des enzymes actives les plus importantes dans la voie du

processus d’angiogenése) (tableau 04) (Hoseinkhani et al., 2020).

Tableau 2: Plantes et leurs dérivés ayant des effets spécifiquement inhibiteurs du VEGF
(Hoseinkhani et al., 2020).

Plants Dérivé végétal
Cones de graines de magnolia Contient 90% d'honokiol T
Taxus brevifolia (if du Pacifique) Contient du taxol

Polygonum cuspidatum (renouée du Japon) | Contient 20% de resveératrol

Vsicum album (gui européen) Contient de la lectine de gui Il (ML3A)

Artemisia annua (bois de ver chinois) Contient 95% d'artémisinine et d'autres

terpénes et flavonoides apparentés Contient

Curcuma longa (curcuma) 95% de curcumine

Camellia sinensis (thé vert) Contient 95% de ohénols: 50%

Vitis vinifera (extrait de pépins de raisin) épigallocatéchine
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Scutellaria baicalensis (scutellaire chinoise) | Contient 95% de proanthocyanidines Contient

Silybum marianum (chardon-Marie) 95% de baicaline et de flavonoides

Angelica sinensis (dong quai) Contient 80% de silymarine (silybine)

Contient de la 4-hydroxyderricine

Tableau 3:Les plantes et leurs principaux composés dérivés avec anti-COX effets
(Hoseinkhani et al., 2020).

Plants

Gingembre

Aloé vera Epigallocatéchine-3
gallate/thé vert

Resvératrol

Réglisse

Chardon-Marie

Antioxydants présents dans les plantes (vitamines A, C, E, Se, Zn : caroténoides, flavonoides)

Boswellie

bromélaine

Ail

calotte chinoise

Myrtille

Extrait de pépins de raisin proanthocyanidines
Panax ginseng

Curcumine

1.2. L’activité de perturbation des vaisseaux (VDA)

L’activité de perturbation des vaisseaux (VDA) est une approche thérapeutique qui

cible la vascularisation tumorale et provoque la nécrose tumorale en altérant le flux sanguin
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(Spear et al.,, 2011). Les agents VDA différent des inhibiteurs de 1’angiogenése, qui
empéchent la formation de nouveaux vaisseaux sanguins, en ce qu’ils attaquent les vaisseaux

tumoraux existants qui sont souvent malformés et fragiles (Spear et al., 2011).
1.2.1. Types d’agents VDA

Les agents VDA peuvent étre divisés en deux groupes: les petites molécules et les
nanomédicaments. Les VDA a petites molécules, tels que le phosphate de combretastatine A4
(CA4P) et l’acide 5,6-diméthylxanthénone-4-acétique (DMXAA), interféerent avec le
cytosquelette des cellules endothéliales et induisent un effondrement vasculaire et une
hémorragie (Siemann et al., 2011). Les VDA nanomédicaux, tels que les liposomes, les
micelles, les nanoparticules et les nanobulles, délivrent des médicaments ou des stimuli
physiques aux vaisseaux tumoraux et les endommagent par divers mécanismes, tels que le

stress oxydatif, I’inflammation, la thrombose ou la cavitation (Wang et al., 2021).
1.2.2. Les bases scientifiques justifiant la thérapie VDA

Le raisonnement pour la thérapie VDA est basé sur les caractéristiques distinctives de
la vascularisation tumorale qui la rendent différente de la vascularisation normale. Les
vaisseaux tumoraux sont souvent tordus, irréguliers, fuyants et mal perfusés en raison du
désequilibre entre les facteurs pro- et anti-angiogéniques dans le microenvironnement
tumoral. Ces caractéristiques rendent les vaisseaux tumoraux plus vulnérables a la
perturbation induite par les VDA que les vaisseaux normaux, qui sont plus stables et matures.
De plus, les vaisseaux tumoraux sont inégalement répartis dans la masse tumorale, créant des
régions d’hypoxie et de privation de nutriments qui renforcent encore la sensibilit¢ des
cellules tumorales a la thérapie VDA. De plus, les vaisseaux tumoraux sont cruciaux pour la
croissance, l’invasion et la métastase tumorales, car ils fournissent de 1’oxygene, des
nutriments et des voies de dissémination. Par conséquent, cibler la vascularisation tumorale
avec des VDA peut potentiellement affecter plusieurs aspects de la progression tumorale
(Magnussen & Mills, 2021).

1.2.3. Défis et limites de la thérapie VDA

Plusieurs agents VDA ont été évalués dans des modeles précliniques et certains ont
entame des essais cliniques. Cependant, la therapie VDA fait face a certains défis et limites.
Les VDA peuvent avoir des effets cardiotoxiques et peuvent induire des événements

coronariens aigus et d’autres événements thrombotiques (Cooney et al., 2006). Les VDA
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peuvent également provoquer des altérations de la pression artérielle, du rythme cardiaque, de
la conduction ventriculaire, des bouffées de chaleur transitoires, des bouffées de chaleur, de la
neuropathie et de la douleur tumorale (Cooney et al., 2006). De plus, les VDA peuvent laisser
des cellules résiduelles viables a la périphérie de la tumeur qui peuvent repousser et
provoquer une résistance (Tozer et al., 2005). Il est donc important d’optimiser la dose et le
calendrier des VDA et de les combiner avec d’autres agents anti-cancer, tels que la
chimiothérapie cytotoxique, la radiothérapie ou les agents antiangiogéniques (Tozer et al.,
2005; Siemann et al., 2011).

2. Exploitation de I'effet irritable en tant que VDT (vascular disrupting
therapy) des substances naturelles sur la membrane
chorioallantoidienne (CAM)

2.1. Définition de ’effet irritable

L'action irritante des substances sur les vaisseaux sanguins de la membrane
chorioallantoidienne (CAM) est un phénomene qui se produit lorsque certains produits
chimiques ou médicaments provoquent une inflammation, une dilatation, une constriction ou
des changements de perméabilité dans les capillaires et les veines de la membrane
chorioallantoique (CAM) des embryons aviaires (Hohenstein). La CAM est une membrane
extra-embryonnaire vascularisée qui sert de modeéle pour étudier I'angiogenése et les réponses
vasculaires (Nowak-Sliwinska et al., 2014). L'action irritante des substances sur les
vaisseaux sanguins de la CAM peut étre mesurée par diverses méthodes, telles que la
microscopie, I'analyse d'image, la spectrophotométrie ou I'histologie (Hohenstein). Différentes
substances peuvent avoir des effets différents sur les vaisseaux sanguins de la CAM, en
fonction de leur concentration, de la durée d'exposition et du mécanisme d'action (Nowak-
Sliwinska et al., 2014).

2.2. L’induction de D’effet irritable par les produits naturels

Les produits naturels sont largement utilisés a diverses fins, telles que les cosmétiques,
les additifs alimentaires et les produits pharmaceutiques. Cependant, certains produits naturels
peuvent avoir des effets irritants sur les vaisseaux sanguins de la membrane
chorioallantoidienne (CAM) de I’embryon de poulet, qui est un modele couramment utilisé
pour étudier I’angiogenese et les réponses vasculaires. L’action irritante des produits naturels
sur les vaisseaux sanguins de la CAM peut étre évaluée en mesurant 1’apparition et la gravité

de trois manifestations: hémorragie, lyse et coagulation (Wilson & Steck, 2000). Ces
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manifestations reflétent les dommages causés aux cellules endothéliales et a la matrice
extracellulaire des vaisseaux sanguins par les produits naturels. L’action irritante des produits
naturels sur les vaisseaux sanguins de la CAM peut étre influencée par plusieurs facteurs, tels
que la concentration, le pH, la solubilité et la composition chimique des produits naturels,

ainsi que 1’age et I’espece des embryons de poulet (Chen et al., 2021).

Certains produits naturels peuvent avoir des propriétés anti-irritantes qui peuvent
protéger ou réduire les dommages aux vaisseaux sanguins de la CAM induits par des irritants.
Par exemple, certains extraits de plantes ont été montrés pour retarder ou prévenir 1’apparition
d’hémorragie, de lyse et de coagulation dans les vaisseaux sanguins de la CAM exposés a
15% d’acide lactique, un irritant couramment utilisé dans les tests cutanés humains (Wilson
& Steck, 2000). Ces extraits de plantes peuvent avoir des effets anti-inflammatoires,
antioxydants ou anticoagulants qui peuvent contrer ’action irritante de 1’acide lactique.
Cependant, tous les extraits de plantes n’ont pas de propriétés anti-irritantes et certains
peuvent méme avoir des effets irritants eux-mémes. Par consequent, il est important de cribler
et d’évaluer les effets anti-irritants ou irritants potentiels des produits naturels sur les

vaisseaux sanguins de la CAM avant de les appliquer sur la peau humaine ou d’autres tissus.

2.3. Le test CAM pour caractériser les substances naturelles vis-a-vis I’effet irritable

des vaisseaux sanguins

Le test CAM est une méthode utile et pratique pour cribler et évaluer 1’action irritante
des produits naturels sur les vaisseaux sanguins de la CAM. Il est relativement peu colteux,
facile a réaliser et ne souleve pas de problémes éthiques liés au bien-étre animal. Le test CAM
peut également fournir des informations physiologiques et morphologiques sur les réponses
vasculaires aux produits naturels, qui peuvent étre observées et quantifiées par diverses
techniques d’imagerie (Zhang et al., 2021). Le test CAM peut étre modifié et adapté a
différents types de produits naturels et d’irritants, ainsi qu’a différentes questions et objectifs
de recherche. Cependant, le test CAM présente également certaines limites et défis, tels que la
variabilité entre les embryons de poulet, le manque de standardisation et de validation des
protocoles d’essai et la difficulté d’extrapoler les résultats a la peau humaine ou a d’autres
tissus. Par conséquent, il est nécessaire d’optimiser et de standardiser les conditions et les
parameétres du test CAM, ainsi que de comparer et corréler les résultats du test CAM avec

d’autres modéles in vitro ou in vivo d’irritation vasculaire.

41



Chapitre 11T Action des produits naturels sur Carbre vasculaire

3. La nature et ’origine de la CAM et ses fonctions physiologiques

La membrane chorioallantoique (CAM) est une membrane extra-embryonnaire
hautement vascularisée qui est formée par la fusion de deux autres membranes: le chorion et
I’allantoide. La CAM se trouve dans les ceufs de certains amniotes, tels que les oiseaux et les
reptiles, et c’est 1’équivalent aviaire du placenta des mammiféres. La CAM a plusieurs
fonctions importantes pour I’embryon en développement, telles que les échanges gazeux, le
transport du calcium, 1’équilibre acido-basique et le stockage des déchets (DeFouw et al.,
1989). Elle est également impliquée dans la production d’anticorps et d’autres facteurs
immunitaires (Sheng, 2010).

L’origine de la CAM peut étre retracée aux premiers stades du développement
embryonnaire. Le chorion est ’'une des quatre membranes extra-embryonnaires qui entourent
I’embryon. Il se compose d’une couche externe d’ectoderme et d’une couche interne de
mésoderme. L’allantoide est une autre membrane extra-embryonnaire qui provient de
I’intestin postérieur de I’embryon. Elle se compose également d’une couche ectodermique et
d’une couche mésodermique. L’allantoide se développe sous la forme d’une structure en
forme de sac qui s’étend dans le ccelome extra-embryonnaire. Autour du 3éme jour
d’incubation, 1’allantoide entre en contact avec le chorion et commence a fusionner avec lui.
Vers le 5éme ou 6eéme jour, une fusion partielle du chorion et de 1’allantoide se produit,
formant la CAM. Au 10éme jour, la CAM recouvre la plupart de la surface interne de la
coquille d’ceuf et développe un vaste réseau de vaisseaux sanguins. La différenciation

compléte de la CAM est atteinte au 13eme jour (DeFouw et al., 1989).

La nature de la CAM est celle d’un tissu complexe et dynamique qui soutient la vie de
I’embryon. La CAM est composée de trois couches: 1’épithélium chorial, le mésoderme
intermédiaire et I’épithélium allantoique. L’épithélium chorial est la couche la plus externe
qui se trouve immédiatement sous la membrane coquilliére. Il contient des cellules
spécialisées responsables du transport des ions calcium de la coquille d’ceuf a ’embryon pour
la formation des os. Le mésoderme intermédiaire est la couche intermédiaire qui contient de
nombreux capillaires sanguins et sinus qui permettent les échanges gazeux entre I’embryon et
I’environnement. Les vaisseaux sanguins dans cette couche sont également impliqués dans le
maintien de 1’homéostasie acido-basique chez I’embryon. L’épithélium allantoique est la
couche la plus interne qui forme une partie de la paroi du sac allantoique. Il agit comme une
barriere pour empécher les toxines et les déchets d’entrer dans I’embryon. Il régule également

’absorption de I’eau et des électrolytes a partir du liquide allantoique (Sheng, 2010).
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Figure 8: Structure générale de la membrane chorioallantoique (CAM) de I’embryon de
poulet. (A) Vue d’ensemble schématique de 1’anatomie générale de 1’ceuf de poulet fécondé
avec I’embryon et ses structures extra-embryonnaires. (B) Coloration histologique a
I’hématoxyline-éosine d’un CAM de 14 jours, montrant la structure tri-couches composée de
I’ectoderme chorial (CE), de la couche mésenchymateuse centrale (M) riche en vaisseaux

sanguins (BV) et de I’endoderme allantoique (AE) (Merckx,G et al. 2020).

3.1. Les applications du test CAM : ses avantages et ses limites

Les caracteristiques de la CAM sont diverses et adaptables a différents parametres
expérimentaux. La CAM a été largement utilisée comme systéeme modéle pour étudier divers
aspects de la biologie, tels que I’angiogenese, la croissance tumorale, la cicatrisation des
plaies, I’infection, 1’inflammation et 1’administration de médicaments. Les avantages de
I’utilisation de la CAM comme systéme mod¢le incluent sa facilité d’acces, son faible colt, sa
haute vascularisation, son immunodéficience et son acceptabilité éthique. La CAM peut étre
manipulée a I’intérieur (in-0vo) ou a I’extérieur (ex-ovo) de la coquille d’ceuf, en fonction de
la question de recherche et du plan expérimental. La CAM peut également recevoir des
greffes ou des transplantations provenant de différentes sources, telles que des cellules ou des
tissus tumoraux, des biomatériaux, des nanoparticules ou des micro-organismes. La CAM
peut alors étre observée pour divers objectifs, tels que la taille ou la métastase tumorale, la
densité ou la morphologie vasculaire, la fermeture ou la formation de cicatrices des plaies, les

marqueurs d’infection ou d’inflammation ou la distribution ou I’efficacité des médicaments
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(Zhou et al., 2019; Zhang et al., 2018). En plus de ses applications en recherche, la CAM a
également été utilisée dans divers contextes cliniques. Par exemple, elle est utilisée pour faire
pousser des cellules et des tissus pour la transplantation. Elle est également utilisée pour faire
pousser des greffes de peau pour les patients atteints de brilures ou d’autres 1ésions cutanées

(Zhang et al., 2018).

En résumé, la CAM est une membrane extra-embryonnaire remarquable qui joue des
réles vitaux pour I’embryon en développement et sert de systéme modele polyvalent pour la
recherche biomédicale. La CAM provient de la fusion de deux autres membranes: le chorion
et I’allantoide. La CAM a une structure tri-couches qui remplit diverses fonctions telles que
les échanges gazeux, le transport du calcium, 1’équilibre acido-basique et le stockage des
déchets. La CAM a également diverses caractéristiques qui la rendent adaptée a différentes

manipulations et applications expérimentales (Zhou et al., 2019; Zhang et al., 2018).
4. PAllium sativum (Ail) comme candidat au VDT

4.1. historique de I’ Allium sativum

L’ail est une plante millénaire connue depuis I’ Antiquité comme condiment. Il est
originaire des steppes d’Asie centrale et fut probablement import¢ dans le bassin
méditerranéen par des marchands et des tribus nomades. Tous les peuples, chinois, grecs,
égyptiens et romains, ont vanté les propriétés de I’ail. Dans sa médecine des tempéraments,
Hippocrate le considérait comme diurétique et le préconisait pour réchauffer les humeurs
froides. Dioscoride faisait de 1’ail un vermifuge puissant alors que la médecine arabe le
recommandait pour traiter les abces et les morsures de vipéres. Paracelse et Ambroise Paré le

recommandaient comme traitement de la peste noire (Chiapolino, 2018).
4.1.1. Description de la plante

L’ail est une plante glabre, vivace et herbacée qui peut atteindre jusqu’a une
cinquantaine de centimeétres. Il possede une tige cylindrique feuillée jusqu’a son milieu. Les
feuilles sont linéaires, engainantes et lisses. Les fleurs blanches, pouvant virer au rougeétre,
sont regroupées en ombelle entourée par une spathe caduque qui se termine en pointe
dépassant ’ombelle. Le bulbe est formé de plusieurs caieux, que I’on appelle communément

les gousses, enveloppés dans une tunique blanchatre (Chiapolino, 2018).
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Figure 9: illustration botanique Allium sativum (Chiapolino, T. 2018).
4.1.2. Les activités pharmacologiques de I’Allium sativum (Ail)

Allium sativum (As), communément appelé ail, a été largement étudié pour ses
propriétés médicinales. En effet, plus d’un millier d’articles scientifiques au cours de la
derniere décennie ont progressivement confirmé les bienfaits traditionnellement reconnus de
la consommation d’ail pour la santé. Il a été largement reconnu pour ses propriétés
préventives et curatives des troubles cardiovasculaires en abaissant le cholestérol sérique et
les triglycérides, en inhibant la coagulation sanguine et I’agrégation plaquettaire et en

abaissant la tension artérielle (Warshafsky et al., 1993 ; Silagy et Neil, 1994 ; Sendl, 1995).

De nombreuses autres études ont suggéré d’éventuels effets préventifs du cancer des
préparations a base d’ail (Caragay, 1992). En effet, il a été rapporté expérimentalement que
I’ail et ses composants associes suppriment le risque de cancer et modifient le comportement
biologique des tumeurs dans les cancers du sein, du colon, de la peau, de I’utérus, de
I’cesophage et du poumon ( Sumiyoshi et Wargovich, 1990 ). L’ail a été décrit pour plusieurs
autres propriétés meédicinales, notamment des effets antimicrobiens, antiarthritiques,

hypoglycémiques et antitumoraux (Rivlin, 2006 ; Matsuura et al., 2006 ).

L’ail se caractérise par sa grande variét¢ de composants, y compris les sulfurones comme
I’allicine et les composés non soufrés comme les saponines et les flavonoides. Tous ces

composés ont été décrits pour fournir divers avantages pour la santé (Amagase, 2001).
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4.1.3. La classification systématique de I’Ail

Tableau 4: classification systématique de I’ Ail (Classification de Cronquist 1981)

Regne Plantae

Sous- regne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Liliopsida
Sous-classe Liliidae

Ordre Liliales
Famille Liliaceae
Genre Allium

Espéece Allium sativum
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Chapitre IV Matériels et méthodes

1. Matériels et méthodes

Pour explorer I’effet irritant du jus de 1’ail (Allium sativum) sur les vaisseaux sanguin,
en vue de future utilisation comme VDA, nous avons opté pour un test, in ovoet ex ovo,qui
consistent & évaluer le dommage causé sur les vaisseaux sanguins dans la membrane

chorioallantoidienne de I’embryon de poulet, le «Test de CAM ».

La totalité des expérimentations ont été réalisées au niveau de 1’animalerie du centre
universitaire A.BOUSSOUF a Mila

1.1. Testin ovo
1.1.1. Collecte des ceufs et incubation

Fraichement fertilisés, un grand nombre d'ceufs (plus de 200) de taille shétérogenes et
appartenant a deux lignées différentes (Leghorn blanche et sauvage) ont été collectés dans le

poulailler domestique de notre encadrant a Ahmed Rachedi, la wilaya de Mila.

Pour diminuer la contamination a partir de la surface, les ceufs ont été désinfectées
avec de I'éthanol a 70%, puis ont été séchés dans l'air ambiant, Ensuite, nous avons noté

dessus le numéro de I'ceuf, le jour et 'heure de l'incubation.

incuber & 37.5 ° C et 65% d'humidité dans un incubateur d'ceufs (WQO1) pendant 72 h.
tout en les balangant (retournant) de 60° chaque 2 heures pendant 3 jours, Afin de maintenir
ces conditions idéales, il est impératif de surveiller 1'eau de 1’incubateur et la température de

I'environnement.

Figure 10: Désinfection des ceufs avec Figure 11: Incubation des ceufs a

I’éthanol a 70%. P’incubateur(WQO1).

47



Chapitre IV Matériels et méthodes

1.1.2. Préparation des membranes chorioallantoidienne

Au 3¢me jour d’incubation, Une vérification minutieuse des ceufs pour trier ceux qui
sont effectivement fécondés de ceux qui ne le sont pas, a I’aide d’une torche appliquée sur

I’ccuf dans I'obscurité, pour une vision claire (figure 12).

Figure 12: Vérification de la fécondité des ceufs

En modifiant le protocole (Ribatti et al, 2013), on a localisé I'embryon et la chambre
a air pour éviter de les endommager, les coquilles des ceufs ont été percées au pole le plus
pointus a ’aide d’une seringue stérile a aiguille (22Gx1 1/4" ; 0,70x30mm) et 7ml d’albumen

ont été prélevés délicatement pour ne pas toucher le jaune (voir les figures 13, 14).

Figure 13: localisation de I'embryon et La

chambre 3 air. Figure 14: Prélévement de 1’ Albumen.

Le prélévement provoque la formation d’un sac d’air artificiel qui en résulte le
décrochage de la CAM de la coquille de I’ceuf. Une fenétre de diametre moyen a été ensuite
découpée dans la coquille, tout en évitant de faire tomber les petites pieces de la coquille a
l'intérieur de l'ceuf, et puis on recouvre étroitement tous les cotés de la fenétre de ruban
adhésif transparent. L'embryon sous-jacent le CAM et les vaisseaux sont révélés, et ensuite

les ceufs ont été retournés a l'incubateur (Figure 15).
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Figure 15: Aspect d’un ceuf leghorn aj 3. Figure 16: Révélation de la membrane

chorioallantoidienne aj 8.

1.2. Test ex ovo

A

Au début réalisée les mémes étapes de collection des ceufs et d’incubation suivant ce

qui a été déja décrit dans la partie de teste in ovo.

. Retirer les ceufs de l'incubateur aprés 4 jours d'incubation, stérilisez les ceufs en

essuyant la surface avec I'éthanol a 70 %.

. Posez les ceufs horizontalement pendant 1-2 minutes pour un bon positionnement de

I'embryon (vers le haut de I’ceuf).

. Remplissez ¥ de gobelets en plastique (stérilisé) avec de l'eau stérile puis coupez

environ 20 cm de film alimentaire. Fixez circonférentiellement sur le dessus de la

tasse en placant un élastique autour, aprés coupez I'exces du papier film.

. A l'aide d'un bord tranchant (comme le bord d'un seau en métal ou d'un bécher en

verre), tapotez doucement 1'ceuf jusqu'a ce qu'il y ait une petite fracture sur la face
inférieure de 1’ceuf, n'oubliez pas que I'embryon est positionné sur le dessus.

Placez les pouces dans les cOtés opposés et séparez les coques horizontalement laisse
glisser doucement le jaune avec l'embryon ainsi que l'albumine sur le film

alimentaire, en essayant de ne pas percer le sac vitellin.

. L'embryon doit déja étre positionné sur le dessus si le transfert est effectué

correctement. Si ce n'est pas le cas, utilisez un objet stérile non tranchant (c'est-a-dire
la pointe émoussée de ciseaux courbés fermés) et caressez le jaune de telle sorte que
I'embryon tourne vers le haut. Placer une boite de Pétri stérile sur la coupelle pour
sceller I'embryon. Et Placer la culture dans I'incubateur réglé a 37,5°C et I'humidité a ~
60%

. Au 7eme jour embryonnaire, les morceaux de coquille d'ceuf écrasés doivent étre

dispersés a la périphérie de I'embryon comme source de calcium pour le

développement et la maturation des os.
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Figure 17: préparation d’un systéme de culture d'embryons de poulet ex-ovo.
1.3. Préparation des substances testées :
1.3.1. Origine du Matériel biologique (Végétal) et préparation jus de l'ail
(Allium sativum).
Le jus de I’ail, Allium sativum, a été obtenue par broyage, juste avant 1’application sur
la CAM, d’une quantité suffisante dail, Puis la filtration par le papier filtre pour obtenirun suc

homogéne. Une série de dilution a été préparéeselon les facteurs suivant : (préparation mere),
Yo, Y ; 1165 1/8 ; 1/10

Figure 18: préparation du jus de I’ail (Allium sativum)
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1.4. Déroulement du test CAM (in ovo)

A

Figure 19: Application 5ul de solutions préparées sur la CAM.

Au 8éme jour de l'incubation, les fenétres ont été rouvertes, les ceufs préalablement
préparés ont été répartis en 3 groupes de nombres d’ceufs différents : un groupe témoin sur
lequel on n’applique rien, un autre groupe témoin négatif qui regoit Sul de 1’eau
physiologique, un dernier lot expérimental ou sont appliquées par micropipette 5ul des
solutions de I’ail (solution meére et ses dilutions). On note que nous avons incubé un lot
supplémentaire a JO, mais nous l’avons gardé intact (incubation normale sans ouvrir la
coquille). Ce dernier nous permet de vérifier I’état de l’incubateur, I’éclosion des ceufs
supplémentaires témoigne du bon fonctionnement de [1’appareil. Dans toutes les
expérimentations, on dépose le produit a tester directement sur la CAM. Ensuite, on observe
immédiatement les réactions possibles. On prend note de 1’apparition de toute hémorragie,
coagulation, déformation des vaisseaux sanguins, mort de I’embryon, ..., de méme il est

important d’enregistrer le temps €écoulé avant d’obtenir une réaction quelconque.

1.5. Déroulement du test CAM (ex ovo)

Au 8eme jour de I'incubation, on retire les gobelets. On reconduit la méme démarche
adopté lors du test CAM in ovo. Sauf que dans ce cas, puisque une large surface du CAM soit
exposée, on a appliquée par une micropipette 5ul du suc d’Allium sativum et toutesles
dilutions préparées sur le méme CAM. Ensuite, on observe immédiatement les réactions
possibles. On prend note de 1’apparition de toute hémorragie, coagulation, déformation des
vaisseaux sanguins, mort de ’embryon, ..., de méme il est important d’enregistrer le temps

écoulé avant d’obtenir une réaction quelconque.
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Figure 20: application de I’extrait brut de 1’ail (Allium sativum).

1.6. Analyse statistique
Toutes les données de cette étude sont exprimées en moyenne + Ecart type de la
moyenne. La signification statistique a été analysée en utilisant le test-t de Student par la
comparaison entre les groupes traités et le témoin. Durant 1’analyse statistique on a eu
recours au logiciel statistique GraphPad prism 9.2.0(332) version essai gratuit. On note

que pour P valeurs inférieures a 0.05, ont été considérées comme significatives.
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1. Résultats et discussions

1.1. Evaluation qualitative

Nous avons observé le développement des embryons de poulet, in ovo et ex ovo, a
I'échelle macroscopique et au stéréomicroscope. Nos observations nous ont conduits aux

résultats suivants :

1- Le systéme circulatoire de I’embryon et de ses annexes devient fonctionnel dés le
troisieme jour d’incubation. Les vaisseaux du sac vitellin apparaissent en premier, suivis par
ceux de la membrane chorioallantoidienne (CAM) qui commencent a étre visibles a partir du

quatriéme jour d’incubation (Figure 22).

La CAM

Figure 21: Vaisseaux du sac vitellin. Figure 22: Vaisseaux de la CAM.

2- La CAM présente une croissance trés rapide, a tel point que, au huitieme jour, elle
recouvre toute la surface visible sous la fenétre ouverte sur la coquille. Durant cette période,
la croissance des vaisseaux sanguins de la CAM prend une allure exponentielle (Figure 23).

Auldeme jour, la CAM enveloppe entierement I'embryon et ses annexes (amnios, vesicule

vitelline).

Figure 23: CAM a J8. Figure 24: CAM a J14.
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3- La vascularisation de la CAM, se projette dans le tissu mésenchymateux sous-jacent
I’épithélium ectodermique suivant un modele hiérarchisé. Ceci permet d’observer des aspects

en "Y" dites primaires a partir de la quelle diverge des branches secondaires et tertiaires

(Figure 25).

Figure 25: Observation des vaisseaux primaire, secondaire et tertiaire sous stéreomicroscope.

4- 11 est possible de distinguer différents niveaux d’action du traitement appliqué sur la

vascularisation allantoidienne qu’on classe d’une maniére sommaire en :

- g

Figure 27: Résorption des vaisseaux

Figure 26: Vascularisation normal de la
sanguins dexa a J12.

CAM.
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- Le traitement des CAM par I’extrait brut de ’ail Allium sativumin ovo et ex

ovo

Figure 30: Effet de I’extrait brut de 1’ail sur la CAM appliqué, in ovo, a J8.
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Figure 31:Effet de ’extrait brut de 1’ail sur la CAM appliqué, in 0vo, a J8, observation sous
stéréo microscope.

5-un taux de mortalité considérable dans tous les groupes. Ceci peut étre du a des
facteurs externe a I’expérimentation (infections, conditions climatiques,...), donc difficile a

contréler.

Figure 32:Embryon mort ex ovo
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Figure 33: Embryon mort in ovo

Figure 34: Embryon (CAM) infecté.

6- I’observation nous menent a croire que les traitements appliqués ( 1’extrait brut de
’ail)ne présentent aucune toxicité sur I’embryon, en fait, tous les embryons survivent suite au

traitement.

Cette étude préliminaire vise, principalement, I’évaluation du potentiel irritant de
I’extrait brut de I’ail (Allium sativum) . Elle s’inscrit dans une logique de recherche de
nouvelles biomolécules d’origine biologique qui peuvent étre douées de propriétés

antivasculaires.

Le modele expérimental choisi pour mener ce travail consiste en les vaisseaux
sanguins de la membrane chorioallantoidienne (CAM) de I’embryon du poulet. Ceci est
utilisé couramment dans I’étude in vivo de I’angiogenése et de 1’anti-angiogenese vue la

simplicité, le cout modeste et la reproductibilité des résultats (Ribatti et al., 2001) .

57



Chapitre V Résultats et discussion

L’ail montre une action puissante et assez particuliere, a [’opposé de beaucoup de
produits qui bloquent la formation de nouveaux vaisseaux a partir de ceux pré-existant, le suc
brut d’Allium sativum présente un autre mode d’action sur les vaisseaux sanguins en
I’occurrence ’effet destructeur des vaisseaux sanguins de 1’anglais, vascular disrupting agents
(VDAS). (Lippert 111, J.W., 2007.) Donc, I’application de I’extrait brute de 1’ail se traduit par
une irritation des CAM, des saignements, des thromboses. Cet effet évident, puissant,
reproductible et confirmé, présente une cinétique dose-dépendante . En outre, il est clair qu’au
fur et a mesure que la dose augmente le temps nécessaire pour observer les séquelles
diminuent radicalement (a I’ordre de secondes pour 1’extrait non dilué¢). Une équipe tunisienne
obtint les mémes résultats que les notres ce qui confirme 1’idée que I’extrait de 1’ail possede

un effet perturbateur des vaisseaux sanguins. (Hadriche-Jarraya, et al.,2021)

Enfin, ce travail reste incomplet et des remarques sur des incohérences du dispositif
expérimental méritent d’étre soulignées. Entre autres, la taille des groupes reste
excessivement réduite ce qui influence sur la qualité des analyses statistiques et par la suite
sur les conclusions en tirées. En fait, dans des travaux précédents les chercheurs ont eu

recours a plus de 600 ceufs pour arriver a des résultats convaincants (Knighton et al., 1977) .

En plus le recours a des ceufs d’origines hétérogeénes influence sur pertinence des

observations et crée une variabilité entre les observations du méme groupe.

58



Conclusion



Chapitre V Résultats et discussion

Conclusion

Afin d’explorer I’effet irritant de ’extrait brut de I’ail(Allium sativum) en vue de
I’exploiter comme agent perturbateur de 1’arbre vasculaire tumoral (VDA), nous avons opté
pour un test, in ovo et ex ovo, qui recoursaux Vvaisseaux sanguins de la membrane
chorioallantoidienne (CAM) de I’embryon de poulet. Bien que préliminaire, les résultats

obtenus suggérent différents effets :

L’extrait brut de 1’ail (Allium sativum) produit uneffet irritant prononcé des vaisseaux
sanguins. Ceci se manifeste par une hémorragie intense, coagulation (thrombose) généralisée,
I’observation d'hyperémie et de vasodilatation, une interruption du flux sanguin et 1'apparition
de vaisseaux fantdmes. De plus ces événements semblent obéir a une cinétique dépendant de
la dose et du temps. D’autre part, le jus de la plante en question ne cause aucune mortalité
pour les embryons dans ces conditions expérimentales. Toutes ces constatations suggerent que
le suc brut de I’ail peut étre recommandé pour des tests plus approfondis dans une perspective
thérapeutique en tant que thérapie anticancéreuse ciblant la vascularisation tumorale par une

approche VDT.

Donc en perspective, il est nécessaire de poursuivre et approfondir ce travail de recherche

pour :

» Revérifier les données recueillies sur des échantillons plus larges ;

» Compléter I’investigation par la réalisation d’analyses histologiques ;

» Recourir a des modeles expérimentaux plus performants, cultures cellulaires, Matrigel,
modéle murin,... ;

» Fractionner le suc brut de I’ail afin d’identifier la nature chimique de/des molécules
responsables des observations recueillies.

» Tester des molécules et des mélanges contr6lés dans le but de mettre en évidence

I’existence d’une synergie entre les différents composants.
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