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Résume

Résume

La thérapie anti-vasculaire anticancéreuse se décline en deux approches distinctes : la
thérapie anti-angiogénique, qui vise & empécher la formation de nouveaux vaisseaux sanguins, et
la perturbation vasculaire, dont 1’objectif est de détruire le réseau vasculaire déja établi au sein
des tumeurs. Cette étude examine, a la fois in ovo et ex ovo, I’effet anti-vasculaire du jus bruts de
I’ail (Allium sativum), du piment rouge (Capsicum annuum) et de 1’oignon (Allium cepa) sur la
vascularisation de la membrane chorioallantoidienne (CAM). Au cours du 3éme et 4eme jours
d’incubation (ED3 et ED4), des cultures in ovo et ex ovo ont été préparées puis réincubées. Au
jour E8, les jus de I’ail, de I’oignon et la décoction du piment rouge ont été obtenus
extemporanément ainsi que leurs dilutions correspondantes (10°, 102, 10 10° 1078, 107).
Toutes ces préparations ont été appliquées directement sur les CAMs des embryons. Une
solution d’eau physiologique a été employée comme témoin négatif alors que la Dexamethasone
constitue le témoin positif. Des images ont été prises et le temps d’apparition de toutes

modifications a été noté.

Les données recueillies suggerent que le piment rouge et 1’oignon ont une interaction
modérée et tardive avec les vaisseaux sanguins, exercant respectivement une action anti-
angiogénique et perturbatrice. Toutefois, les observations indiquent que 1’extrait brut de I’ail a
une action précoce, puissante, reproductible et dépendante de la dose et du temps. Par
conséquent, nous observons des événements hémorragiques, des coagulations (thromboses), une
hyperémie et une vasodilatation. De plus, nous avons constaté une interruption du flux sanguin et
I’apparition de vaisseaux fantomes. En outre, il semble que ces produits ne soient pas toxiques
pour les embryons. L’extrait brut d’ail produit un effet irritant significatif sur les vaisseaux
sanguins CAM. A la suite de cette investigation, des recherches plus approfondies sont
nécessaires avant de recommander [’utilisation de ces trois plantes dans une thérapie

anticancéreuse ciblant la vascularisation tumorale.

Mots-clés : Therapie Anti-Vasculaire (AVT), Angiogenese, Cancer, Thérapie de
perturbation vasculaire (VDT), Thérapie Anti-Angiogénique, Membrane Chorioallantoidienne
(CAM), ail (Allium sativum), piment rouge (Capsicum annuum),décoction, oignon (Allium cepa),

jus.
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Abstract

Abstract

Anti-vascular cancer therapy is divided into two distinct approaches: anti-angiogenic therapy,
which aims to prevent the formation of new blood vessels, and vascular disruption, which aims
to destroy the already established vascular network within tumors. This study examines, both in
ovo and ex ovo, the anti-vascular effect of garlic raw juice (Allium sativum), red pepper
decoction (Capsicum annuum), and onion raw juice (Allium cepa) on the vascularization of the
chorioallantoic membrane (CAM). During the 3rd and 4th days of incubation (ED3 and ED4), in
ovo and ex ovo cultures were prepared and then re-incubated. On day ES8, the juices of garlic,
onion, and the red pepper decoction were freshly prepared along with their corresponding
dilutions (10°, 102, 107, 10°, 10®, 107°). All these preparations were directly applied to the
CAMs of the embryos. A physiological water solution was used as a negative control, while
Dexamethasone served as the positive control. Images were taken, and the time of appearance of

any modifications was noted.

The collected data suggest that red pepper and onion have a moderate and late interaction with
blood vessels, exerting anti-angiogenic and disruptive actions, respectively. However,
observations indicate that garlic raw extract has an early, powerful, reproducible, dose- and time-
dependent action. Consequently, we observe hemorrhagic events, coagulations (thromboses),
hyperemia, and vasodilation. Additionally, we noted an interruption of blood flow and the
appearance of ghost vessels. Furthermore, these products do not appear to be toxic to the
embryos. Garlic raw extract produces a significant irritating effect on CAM blood vessels.
Following this investigation, further research is necessary before recommending the use of these

three plants in cancer therapy targeting tumor vascularization.

Keywords: Anti-Vascular Therapy (AVT), Angiogenesis, Cancer, Vascular Disruption Therapy
(VDT), Anti-Angiogenic Therapy, Chorioallantoic Membrane (CAM), garlic (Allium sativum),

red pepper (Capsicum annuum), decoction, onion (Allium cepa), juice.
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Introduction

Le cancer est reconnu comme la deuxiéme cause principale de morbidité et de mortalité a
I’échelle mondiale (Organisation Mondiale de la Sant¢[OMS], 2020). En 2020, cette maladie a
été diagnostiquée chez 19,3 millions d’individus, entrainant une mortalité¢ estimée a 10 millions
de cas (OMS, 2022). Les projections indiquent une augmentation de 47% du nombre de
nouveaux cas, atteignant 28,4 millions en 2040 (Centre international de recherche sur le cancer
[CIRC], 2020). En Algérie, avec une population estimée a 43 851 043 d’habitants, on a
enregistré 58 418 nouveaux cas de cancer. Pour I’année 2020 uniquement, le nombre de déces

attribuables a tous types de cancers a été évalué a 32 802 (CIRC, 2021).

En effet, diverses approches sont utilisées pour le traitement du cancer, y compris la
chirurgie, la radiothérapie, la chimiothérapie et I’immunothérapie (Institut National du Cancer,
2019). Chaque méthode possede ses propres inconvénients et ses limites, nécessitant une

amélioration des stratégies thérapeutiques.

En 1971, Judah Folkman a révolutionné la compréhension du cancer en liant la croissance
tumorale a I’angiogenése, le processus de formation de nouveaux vaisseaux Sanguins.
Contrairement a I’idée précédente que la prolifération cellulaire excessive était la seule cause des
tumeurs, Folkman a démontré que la croissance d’une tumeur solide nécessite un réseau
vasculaire adéquat pour soutenir les cellules cancéreuses (Folkman, 1971a). Ce réseau peut se
développer en détournant des vaisseaux existants ou en formant de nouveaux vaisseaux
tumoraux. Cette découverte a fait de 1’angiogenése une cible prometteuse pour le traitement du
cancer (Figg & Folkman, 2008). Folkman a proposé que la destruction des vaisseaux qui
alimentent la tumeur pourrait stabiliser la tumeur et potentiellement arréter la croissance des
cellules cancéreuses (Folkman, 1971b). Ainsi, I'inhibition de la néoangiogenese dans les
processus cancéreux et métastatiques est devenue un domaine de recherche clé en oncologie
(Bikfalvi, 2017 ; Ribatti, 2014).

Les thérapies anti-vasculaires sont des traitements anticancéreux qui ciblent I’arbre
vasculaire, privant ainsi les cellules tumorales d’oxygéne et de nutriments. Ces thérapies se
divisent en deux catégories principales : la thérapie anti-angiogénique, qui cible la
néovascularisation a partir de vaisseaux préexistants, et la thérapie de perturbation vasculaire qui

détruit le systeme circulatoire mature (Lopes-Coelho et al., 2021).



Introduction

La premiére approche repose sur deux principes distincts. D’une part, il est possible de
cibler les médiateurs moléculaires qui gouvernent le processus angiogénique, avec le facteur de
croissance endothélial vasculaire (VEGF) comme chef de file. Ceci a conduit a la mise sur le
marché du premier médicament antiangiogénique, I’ Avastin® et ses biosimilaires. D’autre part,
le Sorafenib et ses homologues bloquent 1’angiogenése tumorale par inhibition des récepteurs

tyrosine kinase du VEGFR1, VEGFR2 et VEGFR3 (Wilhelm et al., 2006).

La thérapie de perturbation vasculaire (Vascular Disrupting Therapy, VDT), qui représente
le deuxieme volet de la thérapie anti-vasculaire, fait appel soit a de petites molécules, soit a des
agents biologiques. Les VDT a petites molécules sont des medicaments qui perturbent le
cytosquelette ou les mitochondries des cellules endothéliales, provoquant leur détachement de la
membrane basale ou leur apoptose. lls incluent les médicaments qui déstabilisent les
microtubules, comme le phosphate de disodium de combretastatine A-4, ZD6126, AVE8062 et
Oxi 4503, ainsi que le flavonoide, DMXAA (Thorpe, 2004). Les VDT biologiques (ligand-
based) 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 systéme immunitaire ou 1’administration de toxines. Basés sur des ligands, qui utilisent un
ligand ciblé pour délivrer des toxines, des procoagulants ou des effecteurs pro-apoptotiques aux

vaisseaux sanguins liés aux tumeurs (Hasani & Leighl, 2011).

La thérapie anti-angiogénique qui a suscité de larges espoirs, fait face a des limitations
significatives qui impactent son utilité clinique. Le colt de ces thérapies est une préoccupation
majeure, car elles sont souvent prohibitivement cheres, limitant 1’acces pour de nombreux
patients (Oguntade et al., 2021). De plus, le profil de toxicité des agents anti-angiogéniques, qui
comprend des complications cardiovasculaires, peut étre un obstacle a leur utilisation a long
terme (Van Nguyen et al., 2024). La résistance des tumeurs pose également un défi significatif ;
malgré les réponses initiales, de nombreuses tumeurs développent finalement une résistance a
ces thérapies, nécessitant 1’exploration de traitements combinés ou de nouvelles stratégies

thérapeutiques (Fischer & Alsina-Sanchis, 2024).

Plusieurs alternatives ont été suggérées pour surmonter les limitations de la thérapie anti-
vasculaire. Parmi celles-ci, certains chercheurs se sont concentrés sur la réorientation des
médicaments, c’est-a-dire, explorer le potentiel anti-angiogénique des medicaments deja utilisés

en clinique pour d’autres indications (Zarei & Ghasemi, 2024). Cependant, il est toujours
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possible de se tourner vers la nature pour puiser dans la richesse de la flore nationale sous-

exploitée.

Effectivement, parmi les quelques 250 000 especes de plantes existantes, plus d’un millier
ont été identifiées pour leurs propriétés anticancéreuses notables, comme 1’oignon, 1’ail
(Mukherjee et al., 2001) et le piment rouge piquant (lvan et al., 2024). Ces plantes présentent un
potentiel considérable pour le développement de nouvelles thérapies anticancéreuses

antiangiogéniques.

En effet, ’oignon, I’ail et le piment rouge, qui ont été utilisés comme conservateurs
alimentaires, condiments et plantes médicinales pendant des siécles, sont reconnus pour leurs
propriétés biologiques. Ces propriétés sont attribuées aux composés actifs présents dans les
produits de leurs métabolites secondaires. Ces composés sont largement utilisés en thérapeutique
comme agents préventifs anti-inflammatoires, antimicrobiens, antiseptiques, diurétiques, et
surtout antioxydants (Bourgaud et al., 2001; Mondal et al., 2024). Ils ont été prescrits pour traiter
diverses maladies, y compris le cancer, les troubles digestifs (gastriques et intestinaux), les
problemes du systeme urinaire, les maladies cardiovasculaires et les affections des voies
respiratoires (Eddouks et al, 2007). Ces plantes continuent d’étre une source précieuse de
recherche pour le développement de nouvelles thérapies.

De nombreuses ¢tudes suggerent que 1’efficacité de certaines plantes dans la lutte contre le
cancer pourrait étre en partie due a leurs propriétés anti-angiogéniques (Arul & Kothai, 2020;
Majnooni et al., 2023; Nouroz et al., 2015). Cependant, il est important de souligner que parmi
ces ¢tudes, certaines n’ont pas utilis€ D’essai sur les vaisseaux de la membrane
chorioallantoidienne du poulet (CAM Assay) comme méthode d’expérimentation. De plus, ¢’est
la premiere fois que 1’on envisage d’utiliser ces plantes dans ce modéle expérimental en tant
qu’agents de perturbation vasculaire (VDA). Cette nouvelle approche pourrait ouvrir de

nouvelles voies dans la recherche sur le traitement du cancer.

Dans cette étude, nous proposons d’explorer le potentiel anti-vasculaire (anti-angiogénique
et perturbateur des vaisseaux) des plantes, a la fois in ovo et ex ovo, sur la membrane
chorioallantoidienne du poulet (CAM). Pour ce faire, nous avons sélectionné trois plantes : 1’ail

rouge (Allium sativum), le piment rouge piquant (Capsicum annuum) et I’oignon (Allium cepa).

Cette étude se décline en deux volets principaux :
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1. Une synthese bibliographique des connaissances actuelles dans le domaine de la biologie
de I’angiogenése, des thérapies antiangiogéniques, de la biologie de la membrane
chorioallantoidienne du poulet (CAM) et de ses applications, ainsi que de la

phytothérapie.

2. Une exploration, in ovo et ex ovo, du potentiel antivasculaire du jus d’ail (Allium
sativum), du suc d’oignon (Allium cepa) et de la décoction de piment rouge piquant

(Capsicum annuum).
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I.1. Généralités sur le systéeme vasculaire

Le systeme vasculaire se forme par vasculogenése (formation de vaisseaux de novo) et
angiogenése (formation de vaisseaux a partir de vaisseaux préexistants).En fait, le systeme
cardiovasculaire est le premier systéme d’organes fonctionnel a se développer dans 1I’embryon
des vertébrés et a fournir des nutriments et de 1’oxygeéne a tous les tissus. Le développement
vasculaire nécessite des processus tels que la formation de vaisseaux, le modelage, I’¢lagage, le

remodelage et la maturation (Chae et al, 2004).

La complexité de I’organisation des vaisseaux au sein du systéeme cardiovasculaire
commence par la reconnaissance qu’il existe essentiellement deux composants dans le systéme
circulatoire : le systeme cardiovasculaire et le systeme lymphatique (figure 01). Dans le sens le
plus large, le systéme cardiovasculaire peut étre considéré comme composé du cceur, des
vaisseaux et du sang (et de tous les composants cellulaires dans le sang), tandis que le systeme
circulatoire lymphatique est composé de microvaisseaux lymphatiques (capillaires) et de
vaisseaux lymphatiques plus grands (Pugsley & Tabrizchi, 2000). Voire(figure 01).
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Figure 01 :Organisation schématique du systéme vasculaire (Castan, 2014).
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1.1.1. Structure des vaisseaux sanguins

Le réseau vasculaire sanguin est composé de trois types de vaisseaux sanguins : les arteres,

les veines et les capillaires (voir figure 2 et tableau 1).
1.1.1.1. Les artéeres

Les gros vaisseaux sanguins partent du cceur et se divisent en artérioles pour distribuer le
sang aux organes et tissus. L'aorte et ses branches sont des artéres élastiques qui supportent les
variations de pression dues aux battements cardiaques. Les artéeres musculaires, moins
extensibles, régulent le flux sanguin vers les organes. Les artérioles, de trés petit diameétre,

ajustent I'irrigation sanguine aux besoins des capillaires (Kadi, 2008).
1.1.1.2. Les veines

Les veines ont une paroi fine et extensible et contrairement aux artéres, elles sont
recouvertes par peu de cellules de muscle lisses. Les veines comportent également des valves
constituées de tissu conjonctif et de cellules endothéliales qui orientent le flux sanguin et

permettent le retour veineux des organes vers le ceeur (Cleaver & Melton, 2003).
1.1.1.3. Les capillaires

Sont les plus petits vaisseaux sanguins et leurs parois, extrémement minces, ne sont
formées que de cellules endothéliales. Les capillaires n’ont donc qu’une tunique interne. Dans
certains cas, une seule cellule endothéliale constitue 1’entiere circonférence de la paroi. Les
capillaires mesurent en moyenne 1mm de longueur et leurs calibre moyen n’est que de 8 a 10 um
(Marieb, 1999).

Tableau 01 :Tableau récapitulatif des caractéristiques et réle du vaisseau sanguin (Khoukha &
Djouher, 2015).

Nature du Pression Sens de la A _
) ) ) ) Role du vaisseau
vaisseau sanguine circulation du sang
. Transport du sang enrichi en
Artere Forte Cceur vers organe ) . )
dioxygeéne et en nutriment
) o Transport du sang chargé en
Veine Plutot réduite Organe vers coeur )
dioxyde de carbone
Réseau de Tres faible Relient artérioles et | Zone d’échange entre le sang et




Chapitre I Systéme vasculaire et progression tumorale
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Figure 02 :Structure des vaisseaux sanguins. A (Cleaver & coll, 2003), B (Jain, 2003).

1.1.2. Systemelymphatique :

Le systéeme lymphatique est formé de vaisseaux qui drainent les liquides interstitiels dans
tout 1’organisme. La circulation de la lymphe dans les wvaisseaux lymphatiques est
unidirectionnelle : des tissus vers les ganglions lymphatiques puis les veines.est composé d’un
réseau de capillaires fins non-fenestrés qui drainent la lymphe, liquide riche en protéines (Ndiaye
& Pageés, 2019).

Le systéme lymphatique permet le retour du fluide extracellulaire et des protéines vers la
circulation sanguine ainsi que la coordination de la réponse immunitaire (Ouafik & Martin,
2010). 1l possede un mur vasculaire beaucoup plus perméable que celui du réseau sanguin, ce qui
en fait une voie privilégiée pour la dissémination métastatique (Morfoisse et al, 2014) voire
(figure 03)
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Figure 03 :vaisseau lymphatique mature (Jain, 2003).

1.2. La formation du systeme vasculaire

Le fonctionnement normal d’un tissu dépend de 1’apport en oxygene et en nutriments par
les vaisseaux sanguins. La compréhension des mécanismes impliqués dans la formation du
systeme vasculaire est donc devenue un objectif majeur au cours de ces derniéres années.
Pendant I’embryogenese, la formation des vaisseaux se produit en deux étapes, la vasculogenese
et I’angiogenese. La vasculogenéese correspond a I’apparition des vaisseaux primaires formant un
réseau vasculaire immature. Puis ce réseau se ramifie et se stabilise lors de 1’angiogenése. A
I’age adulte, de nouveaux vaisseaux se développent €galement par ce processus angiogénique

(Siliciano et al,2003).
1.2.1. Vasculogenese embryonnaire et adultes

Le développement du systéme circulatoire commence peu de temps apres la gastrulation
concomitante avec la formation des somites. Le processus de formation des vaisseaux a ce stade
précoce du développement est appelé vasculogenese, terme proposé par Risau et ses collegues en
1988 (Risau et al, 1988). La vasculogenese est alors décrite comme étant le processus par lequel
de nouveaux vaisseaux sanguins se forment par une différenciation a partir du mésoderme, de
cellules souches (hémangioblaste et angioblaste) en CE (cellules endothiliales) matures qui
conduit a la formation d’un réseau vasculaire primitif. Des études antérieures sur la
vasculogenése ont conclu que la formation de vaisseaux sanguins se produit a la fois en intra- et
extra-embryonnaire. Le mésoderme embryonnaire, les sites extra-embryonnaires du sac vitellin,
I'allantoide et le placenta ont été identifiéss comme les principales sources de cellules

progeénitrices qui participent a la vasculogenese (Caprioli et al., 2001).

Le terme hémangioblaste a ét¢ donné a 1’ensemble des cellules qui forment les ilots

sanguins qui donnent finalement naissance a la fois aux CE et aux cellules hématopoiétiques. La
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découverte des cellules progénitrices circulantes, les PECs, dans la moelle osseuse et le sang
périphérique adulte a remis en question la théorie selon laquelle la vasculogenése se limitait au
stade embryonnaire (Asahara et al ,1997). L’équipe d’Asahara a en effet, démontré que de
nouveaux vaisseaux sanguins pouvaient se former chez I'adulte, non seulement grace a la
germination des CE matures (angiogenése) mais aussi par la différenciation des PECs,

indépendamment du systéme vasculaire préexistant (vasculogenese adulte).

Un nombre croissant d’études rapporte €galement la participation du processus de
vasculogenése a la vascularisation des tumeurs. Le recrutement de PECs dérivés de la moelle
osseuse et leur intégration fonctionnelle dans les vaisseaux tumoraux ont été rapportés. La
mobilisation des PECs est déclenchée par l'augmentation des niveaux circulatoires de plusieurs
facteurs tels que le VEGF et le SDF-1 qui sont libérés par les tumeurs. Ces facteurs activent les
PECs qui passent d’un état quiescent a un état pro-angiogénique afin de participer a la formation

des vaisseaux tumoraux ( Janic & Arbab ,2010) voire (figure 4).
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Figure 04 :Progéniteurs vasculaires chez I'embryon et I'adulte (Carmeliet, 2004).
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1.2.2. L’angiogenése
1.2.2.1. La cellule endothéliale

Les cellules endothéliales (CE) sont des cellules hautement spécialisées formant la couche
interne des vaisseaux sanguins et tapissant tout le systeme circulatoire lymphatiques et sanguins
(Wang, 2018). Ces cellules constituent I’endothélium vasculaire, la paroi la plus interne des
vaisseaux sanguins en contact direct avec le flux sanguin. Dans les vaisseaux sanguins, les
cellules endothéliales sont aplaties, allongées dans le sens du flux sanguin, et constituent une
monocouche jointive : I’endothélium (Aird, 2007). Ellessont en interaction avec les péricytes et
la matrice basale, elles controlent finement I’infiltration des protéines plasmatiques et les
échanges entre le compartiment sanguin et les tissus environnants reposent sur I’ouverture et la

fermeture des jonctions cellule-cellule (Azzi & Gavard, 2014).
1.2.2.2. L’endothélium

L’endothélium vasculaire est une fine couche cellulaire recouvrant 1’intérieur de tous les
vaisseaux sanguins a l’interface entre le sang et les tissus. On peut le considérer comme un
organe ayant des propriétés autocrines, paracrines et endocrines(Lerman & Burnett ,1992). Il a
un réle dans I’équilibre de la pression, la rigidité et la perfusion artérielle. Il intervient également
dans le maintien de I’équilibre entre les forces thrombotiques et fibrinolytiques. L’endothélium
régule aussi localement les phénoménes inflammatoires et 1’agrégation plaquettaire au niveau
des vaisseaux (Esper et al,2007). Les principaux médiateurs vasodilatateurs libérés par
I’endothélium sont I’oxyde nitrique endothelial (eNO), la prostacycline 12 (PGI2) et le facteur
hyperpolarisant endothélial (EDHF). On peut distinguer trois types différents d’endothélium en
fonction du lit vasculaire, différant dans leur fenestration : continu, fenétré et discontinu (ou
sinusoidal) (Aird, 2007) voir (figure 05).

11



Chapitre I Systéme vasculaire et progression tumorale
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Figure 05 :Les trois types d’endothélium : continu, fenétré et discontinu. La largeur des fleches

vertes indique schématiquement le flux de solutés et de molécules (Aird, 2007).

1.2.2.3. Les mécanismes de I’angiogenése

L’angiogenése est un phénomene par lequel les organismes multicellulaires vont recruter
de nouveaux vaisseaux sanguins (néovaisseaux) a partir des vaisseaux préexistants pour leur
permettre un apport en nutriment et surtout en oxygéne et assurer leur croissance et/ou leur
survie. Ce processus est régulé par une balance entre des molécules favorisant 1’angiogenése
appelées pro-angiogéniques (VEGF, PDGF, FGF...) et des molécules la limitant appelées anti-
angiogéniques (angiostatine, thrombospondine) (Méjean & Lebret, 2008).

L’angiogenése n’est normalement observée que dans des conditions ou au sein de
mécanismes physiologiques strictement régulés comme la réparation tissulaire, le cycle
menstruel, la grossesse ou pour répondre a des besoins particuliers en oxygeéne et en nutriments
(Lemaire et al, 2020).

Trois mécanismes fondamentaux ont été identifiés pour 1’angiogenése : 1’angiogenése par
bourgeonnement, 1’intussusception et la co-optation. Les mécanismes moléculaires de ces
différentes modes d’angiogencése sont complexes, puisqu’ils mettent en jeu des signaux

autocrines et paracrines (Lavielle, 2009).
2.2.3.1. L angiogenése par bourgeonnement

71 Bourgeonnement des cellules endothéliales
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Chapitre I Systéme vasculaire et progression tumorale

La premicre étape de I’angiogenése correspond a 1’activation et a la sélection de la cellule
endothéliale de front (Treps & Gavard, 2015). Cette cellule est connectée aux autres CE qui vont
former le nouveau vaisseau. Le processus angiogénique est initié par la destruction locale de la
membrane basale du vaisseau et la dissociation des péricytes qui augmente ainsi la perméabilité
vasculaire. Cette étape est régulée par le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), le
monoxyde d’azote (NO), les MMP(métalloprotéine) et le systétme Ang/Tie voire (figure 06), et

favorise la migration de la cellule de front vers le stimulus angiogénique (Gerhardt et al, 2003).

DLL4 Notch
Diminution des VEGF-VEGFR

contacts EC-EC

4 Inhibition

latérale Dégradationdela
matrice
extracellulaire

] Facteurs de croissance f
0 _inhibiteurs ¥

Diminution du contact
des pericytes

/\ Signaux de quiescence
réprimeés

Figure 06 :Angiogeneése par bourgeonnement : sélection des cellules de front (Adams & Alitalo,
2007).

T1 Croissance et guidage des bourgeons

A la suite de D’activation et de sa sélection, la cellule de front bourgeonne & partir du
vaisseau et acquiert de nombreuses protrusions membranaires de type filopodes qui sont
hautement dynamiques (Treps & Gavard, 2015). La dégradation de la matrice extracellulaire par
les MMP permet aux CE de soutien de se détacher de la membrane basale, de migrer derriere la
cellule endothéliale de front et d’envahir 1’espace extravasculaire voire (figure07). Cette
dégradation permet également la libération de facteurs de croissance pro-angiogenes
emprisonnés dans la matrice, grace a quoi, les CE proliférent et migrent en tandem tout en
s’organisant en structures tubulaires tridimensionnelles dotés d’une lumiere (Gerhardt et al,

2003).
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Figure 07 :Croissance et guidage des cellules (Adams & Alitalo, 2007).

EC: cellule endothéliale; ECM: matrice extracellulaire.

Les cellules endothéliales de front proliféerent peu Les de soutien au contraire, proliférent

de maniére importante et permettent la croissance et 1’¢longation du bourgeon endothélial

(Gerhardt et al, 2003). Voire (figure08).

<—tipcell
stalk cell———> phalanx cell

Figure 08 :Organisation des cellules endothéliales au cours de I’angiogenése (Gerhardt et al,

2003).

» Fusion de bourgeons et formation d’une lumiére
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Une fois la phase d’élongation terminée, les cellules de soutien ont comme rdle important
la formation de la lumiére vasculaire. Contrairement aux cellules de front, les cellules de soutien
vont conserver leur polarisation baso-apicale et permettre la construction d’une lumicre continue
(Siekmann et al, 2008 ; Hellstrom et al ,2007). Lorsque deux cellules de front entrent en contact
au travers de leurs filopodes, les deux bourgeons vasculaires fusionnent par anastomose et

forment un vaisseau connecté ( Treps & Gavard, 2015 ),voir (figure09).

Integrins ]
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A

Flux
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Figure 09 :Fusion de bourgeons et formation d’une lumiére(Adams & Alitalo, 2007) .

> La maturation

Cette étape est essentielle pour le bon fonctionnement du vaisseau. La stabilisation de la
paroi vasculaire, par la synthése d’'une membrane basale et par le recrutement de péricytes, Au
cours de ce processus, les cellules endothéliales stoppent leur migration et leur prolifération et
commencent a synthétiser de la membrane basale (Almagro et al, 2010). est ’é¢tape finale de
I’angiogenése qui conduit a la formation d'un nouveau réseau vasculaire fonctionne (Carmeliet,
2000). En effet, un défaut de stabilisation peut conduire a 1’apoptose des cellules endothéliales

et a la régression du néovaisseau voir (figure 10).
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Figure 10 :Perfusion et maturation (Adams & Alitalo, 2007).

2.2.3.2. Angiogeneése par intussusception

A la différence de 1’angiogenése bourgeonnante, 1’angiogenése par intussusception ne
nécessite pas une prolifération importante des cellules endothéliales mais plutét un
réarrangement des structures préformées. L’intussusception est un processus angiogénique au
cours duquel un vaisseau existant peut se scinder en deux vaisseaux par compartimentation. Ce
processus est initié par une invagination de la paroi du capillaire a I'intérieur de la lumiére et
aboutit a la création d’une zone de contact entre les deux parois opposées du capillaire. Ce
contact entraine une réorganisation des jonctions entre les cellules endothéliales et la formation
d’une séparation interstitielle qui est rapidement envahie par des péricytes ou des
myofibroblastes. Ces cellules péri-capillaires vont alors synthétiser une matrice extracellulaire
permettant d’augmenter la séparation entre les deux vaisseaux fils (Djonov et al, 2003), Voir

(figurell).

Recrutement de péricytes et
synthése de matrice extracellulaire

Cellule murale

Cellule endothéliale Contact entre deux cellules Séparation du vaisseau en deux

Paroi du vaisseau endothéliales de bords opposés NOUVEAUX VAIsSeaux,
Invagination du vaisseau
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Figure 11 :Angiogenese par intussusception coupe transversale d’un vaisseau (Carmeliet &
Jain, 2011) .

2.2.3.3. L’ Angiogenése par cooptation

La cooptation vasculaire est un processus ou les cellules cancéreuses utilisent les vaisseaux
sanguins existants pour infiltrer et coloniser des régions cibles sans créer de nouveaux vaisseaux.
Ce phénomeéne, observé dans diverses tumeurs, facilite la résistance aux thérapies anti-
angiogeniques traditionnelles en permettant aux cellules cancéreuses de satisfaire leurs besoins
métaboliques. Il joue un rbéle crucial dans la métastase, particulierement dans les tissus
hautement vascularisés comme le cerveau, les poumons et le foie (Delgado-Bellido et al., 2023;
Donnem et al., 2013).

1.2.3. Les principaux acteurs impliqués dans la formation de nouveaux vaisseaux
1.2.3.1. L hypoxie et le systeme HIF

L’homéostasie de 1’oxygene chez les mammiféres est rigoureusement régulée pour garantir
un apport suffisant a tous les tissus de 1’organisme. Parfois, I’apport en oxygeéne ne répond pas a
la demande, entrainant un stress hypoxique (Bracken et al., 2003). La réponse cellulaire a ce

stress implique principalement le facteur de transcription HIF (Semenza, 2003).

HIF est un facteur de transcription hétérodimérique composé de deux sous-unités : une
sous-unité constitutivement active appelée HIF-1B et une sous-unité sensible a I’oxygéne appelée
HIF-1a. En conditions normoxiques, HIF-1o est rapidement dégradé apres sa synthése. En
revanche, 1’hypoxie induit son accumulation et sa dimérisation avec HIF-1P, permettant la
liaison a ’ADN et I’activation de nombreux genes impliqués dans la régulation de I’angiogencse
(Kelly et al., 2003). Ce phénomeéne peut se produire dans des conditions physiologiques, comme
lors d’une blessure ou en haute altitude, ainsi que dans des conditions pathologiques, telles que le

développement d’une tumeur (Bracken et al., 2003), voir figure 12.
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Figure 12 :La régulation de HIF-1a dans les conditions d’hypoxie et de normoxie (Zhou et
al,2019).

1.2.3.2. Activateur de I’angiogenése
» Lesysteme VEGF/VEGFR

Le VEGF (ou VEGF-A) a été identifié comme le premier facteur pro-angiogénique (Shaw
et al., 2024).

Activé par le systeme HIF, le VEGF joue un roéle central dans 1’angiogenese et la
vasculogeneése, agissant généralement par voie paracrine sur les cellules endothéliales voisines.
La famille des VEGF comprend plusieurs glycoprotéines solubles : VEGF-A, VEGF-B, VEGF-
C, VEGF-D et PIGF (Carmeliet et al., 2001). Les cellules endothéliales possédent deux
récepteurs spécifiques pour le VEGF, VEGFR-1 (ou Flt-1) et VEGFR-2 (ou FIk-1), qui sont des
récepteurs a tyrosine kinase modulant des réponses différentes. VEGFR-2 est le principal
médiateur de la survie et de la mitose des cellules endothéliales, de I’angiogenéese et de la
perméabilité vasculaire, tandis que le r6le de VEGFR-1 La modulation de la signalisation de
VEGFR2 : VEGFRL1 peut moduler la signalisation de VEGFR2. En tant que récepteur leurre,
VEGFRL1 séquestre le VEGF et empéche sa liaison a VEGFR2, un rdle crucial pendant le
développement embryonnaire. VEGFR1 stimule également l'angiogenese et augmente la
perméabilité vasculaire. De plus, VEGFR1, exprimé dans divers types de cellules, régule la
chimiotaxie de ces cellules, y compris les cellules endothéliales (Munikumar et al,2024). Un
troisieme récepteur, VEGFR-3 (ou FLT-3), est principalement associé au systéeme lymphatique

(Ferrara et al., 2003), voir figure 13.

18



Chapitre I

Systéme vasculaire et progression tumorale

VEGF-E
@ N g,/ NV N
& g ﬁ% : 2
sVEGFR-1 h((: g \9:’_

NRP-1

VEGFR-1 VEGFR-2 VEGFR-3

Vasculogenése
Angiogenese

NRP-1

Figure 13 :Récepteurs des VEGFs et fonctions biologiques associées ( Jussila & Alitalo, 2002).

» Le systeme FGF/FGFR

Les FGFs (Fibroblast Growth Factors) forment une famille de plus de vingt facteurs de

croissance fixant I’héparine, agissant sur divers types cellulaires (Staiger et al., 2017). Ils jouent

un réle crucial dans de nombreuses réponses cellulaires, tant durant le développement

embryonnaire qu’a I’age adulte, en favorisant la prolifération et la différenciation cellulaire, ainsi

que I’angiogenése (Beenken & Mohammadi, 2009). Le b-FGF (basic Fibroblast Growth Factor,

PM : 18 kDa) est particuliérement actif dans 1’angiogenése, étant principalement synthétisé par

les fibroblastes, les macrophages, les cellules endothéliales et les cellules musculaires lisses
(Staiger et al., 2017). Les FGF1-FGF10 et FGF16-FGF23 se lient a cing récepteurs (FGFR1-5) a

activité tyrosine kinase, composés d’un domaine extracellulaire, transmembranaire et

cytoplasmique (Beenken & Mohammadi, 2009), voire(figure 14).
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Figure 14 :Implication du FGF-2 dans les différentes phases de I’angiogenése(Presta et al ,
2005)

» Le systeme PDGF/PDGFR

Le facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF) joue un réle crucial dans la
maturation des parois vasculaires. Initialement purifié a partir des plaquettes, le PDGF est
également présent dans de nombreux autres types cellulaires, y compris les cellules
endothéliales. La famille des PDGF comprend quatre isoformes (PDGF-A, B, C et D) qui
peuvent former des homodimeéres ou des hétérodimeres. Les récepteurs du PDGF se présentent
également sous forme de dimeéres composés de sous-unités o et/ou B (Papetti & Herman, 2002).
Les cellules endothéliales quiescentes produisent et sécrétent le PDGF-BB en réponse a I’action
de I’angiopoiétine-1 sur Tie-2, afin de recruter les péricytes pour maintenir la structure des
capillaires. Cette sécrétion se poursuit également apres la formation des néovaisseaux (Roswall
etal., 2018).

» Le systeme HGF (Hepatocyte Growth Factor)

Le HGF (figure 15) est produit par les cellules stromales et stimule la prolifération des
cellules épitheéliales, la motilité, la morphogenese et I'angiogenese dans divers organes via la
phosphorylation de la tyrosine de son récepteur HGF a été découvert a I'origine comme mitogene
d’hépatocytes de rat adulte alors que HGF a un effet cytotoxique sur certaines cellules tumorales,

telles qu’hématome (Nakamura & Mizumo, 2010), voire (figure 15)
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Figure 15 :Structure et fonction biologique de HGF((Nakamura & Mizumo, 2010).

1.2.3.3. Les inhibiteurs
» Thrombospondine-1

La thrombospondine-1 est une glycoprotéine

produite par de nombreuses cellules, sans

clivage préalable. Principalement stockée dans les plaquettes en complexe avec le TGF-p, elle se

trouve également dans la matrice extracellulaire. Elle inhibe directement le VEGF-A165, le b-

FGF et les MMP-9 en se liant a eux (Ren, 2006). La thrombospondine-1 stabilise les vaisseaux

néoformés en bloguant leur migration et en facilitant la réorganisation de la lame basale (lruela-

Arispe et al., 2004), voire (figure 16).
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Figure 16 :Représentation schématique des effets de la thrombospondine sur les cellules
endotheliales (Ren, 2006).
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e [’angiostatine

L’angiostatine, ou angiostatin, est une protéine de 56 kDa issue du clivage du
plasminogéne par diverses métalloprotéases matricielles. Elle agit principalement sur les cellules
endothéliales en se liant a plusieurs cibles membranaires. L’angiostatine inhibe la prolifération
des cellules endothéliales induite par le b-FGF via les kinases cycline-dépendantes (cdk 5) et
blogue la migration cellulaire en se fixant aux intégrines avp3. Elle induit également 1’apoptose
des cellules par diverses voies intracellulaires (ATP, caspases, etc.) et empéche le
développement des métastases. De plus, I’angiostatine stimule 1’expression des molécules

d’adhésion ICAM-1 et E-sélectine ( Bikfalvi, 1997).
e L’'endostatine

L’endostatine est un inhibiteur de 20 kDa correspondant au fragment C-terminal du
collagene de type XVIII. Elle peut étre libérée de la matrice extracellulaire par protéolyse ou
exposée a la cellule endothéliale par un agencement adéquat de la membrane basale (Nyberg,
2008). L’endostatine est un inhibiteur naturel de 1’angiogenése et de la croissance tumorale,

identifié dans les cellules endothéliales (Bikfalvi, 2006).
e Facteur plaquettaire-4

Le facteur plaquettaire-4 (PF-4) est un polypeptide de 7 kDa qui se présente sous forme de
tétrameres. Il inhibe la prolifération et la migration des cellules endothéliales, réduisant ainsi
I’angiogenése par son activité anti-héparine, par interaction directe avec le b-FGF ou le VEGF-
A, et par activation des récepteurs inhibiteurs membranaires endothéliaux (Fontaine, 2017). De
plus, il empéche 1’activation des récepteurs aux FGF en inhibant leur liaison et leur dimérisation
(Perollet et al., 1998)

1.2.4. Angiognése tumoral

L’angiogenése tumorale est un processus essentiel pour la croissance des tumeurs,
permettant la formation de nouveaux vaisseaux sanguins pour répondre a leurs besoins
métaboliques. Elle se caractérise par une organisation vasculaire désordonnée et une
perméabilité élevée.

Le “switch angiogénique” est un aspect clé de I’angiogenese tumorale, représentant un
équilibre délicat entre 1’activation et I’inhibition de I’angiogenése. Lorsque cet équilibre est
perturbé, cela entraine la prolifération, la migration et 1’organisation des cellules vasculaires en

vaisseaux fonctionnels (Ravaud, 2007). La croissance tumorale aboutit a la formation d’un
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réseau vasculaire innovant, essentiel pour fournir a la tumeur oxygene, nutriments, facteurs de
croissance et enzymes protéolytiques, tout en facilitant la propagation des cellules tumorales

dans I’organisme hote (Nashimoto et al., 2020), voir (figure 17).

Inhibitors:
Thrombospondin-1
The statins:
Angiostatin
Endostatin
Canstatin
Tumstatin

- — >

Figure 17 :Switch angiogénique(Bergers et al. 2003).

Il est important de noter que plusieurs types de cellules sont impliqués dans ce processus, y
compris les cellules endothéliales, les péricytes et les cellules musculaires. De plus, de nombreux

facteurs moléculaires favorisant ou inhibant I’angiogenese ont été identifiés." (Ravaud, 2007).

Les vaisseaux tumoraux se forment par divers mécanismes, dont le bourgeonnement (ou
sprouting), I’intussusception, ou I’intégration de précurseurs endothéliaux provenant de la moelle
osseuse. De multiples molécules sont impliquées dans ces processus (Farnsworth, 2014), voire
(figure 18)
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Figure 18 :L’angiogené¢se tumorale et le role des différents facteurs au cours du processus.

(Folkman, 2007).

1.2.5. Le role de ’angiogenése dans la progression tumoral et le métastase

L’angiogenése joue un role crucial dans la dissémination et I’établissement des métastases

tumorales. Elle est indispensable pour permettre aux cellules tumorales de s’échapper dans la

circulation sanguine et de former des colonies métastatiques dans des sites secondaires

(Bielenberg & Zetter , 2015).

Le développement des métastases a distance de la tumeur primitive est un processus

complexe et structuré, appelé cascade métastatique. 1l comprend plusieurs étapes : la

délamination (détachement des cellules cancéreuses de la tumeur primitive), 1’intravasation

(entrée dans la circulation sanguine ou lymphatique), le voyage (déplacement a travers le corps),

I’extravasation (sortie des vaisseaux), la colonisation (installation dans un nouvel organe) et la

prolifération (multiplication en tumeurs secondaires). Chaque étape nécessite des caractéristiques
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specifiques, telles que la dégradation de la matrice extracellulaire, la motilité, la résistance aux
forces de cisaillement, 1’échappement au systéme immunitaire et la survie dans un nouvel

environnement (Hubert & Abastado, 2014), voire (figure 19).
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Figure 19 :Les étapes du processus métastatique. (Hubert & Abastado ,2014) .

1.2.6. Les caractéristiques des vaisseaux tumoraux

Les vaisseaux qui alimentent les tumeurs présentent des caractéristiques structurales et
fonctionnelles distinctes de celles des vaisseaux normaux (voir Figure 8). Leur architecture est
souvent désorganisée et leurs ramifications irrégulieres. Les parois de ces vaisseaux sont bordées
de cellules endothéliales parfois fenétrées, reposant sur une membrane basale souvent
incompléte ou dissociée. Les péricytes, essentiels a la régulation du flux sanguin, sont rares voire

absents. Cela entraine une augmentation de la perméabilité vasculaire et 1’extravasation des
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hématies. De plus, les réseaux capillaires tumoraux manquent constamment de sphincters

précapillaires (Scoazec, 2000), voir (Figure 20).
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Figure 20 :Comparaison de 1’aspect de vaisseaux sanguins normaux et tumoraux(McDonald &

Choyke, 2003).

1.2.7. Interaction tumeurs microenvironnement

Les propriétés métastatiques, notamment la capacité migratoire, ne sont pas uniquement
des caractéristiques intrinséques des cellules tumorales, mais peuvent également étre induites par
le microenvironnement. Les macrophages, granulocytes et cellules myéloides suppressives (G-
MDSC) sécrétent des facteurs tels que le TGF-B, ’'HGF et I’EGF, capables d’induire la transition
épithélio-mésenchymateuse (TEM) des cellules cancéreuses in vitro (Hubert & Abastado, 2014).

Le microenvironnement tumoral, trés hétérogene et variable selon I’organe, évolue avec le
cancer et I’invasion tumorale. Il est désormais établi que le cancer résulte non seulement
d’événements oncogénétiques, mais aussi de I’influence significative du microenvironnement sur
I’évolution de la maladie. La progression et I’impact clinique d’une tumeur dépendent des
interactions dynamiques entre les cellules malignes et leur microenvironnement (Fridman &
Sautés-Fridman, 2014).

Dans la circulation sanguine, les plaquettes recouvrent les cellules tumorales circulantes,
augmentant leur resistance aux forces de cisaillement et facilitant leur survie. Les macrophages
périvasculaires favorisent I’extravasation et l’intravasation des cellules tumorales. Certains
monocytes et macrophages créent une niche protectrice dans I’organe métastatique, favorisant la
survie des cellules tumorales dans un environnement hostile. La tumeur primaire sécréte des
facteurs pro-inflammatoires (protéine S100-A8/9, TNFa) qui contribuent au développement de
niches métastatiques dans I’organe cible. L’inflammation de 1’organe cible, comme le poumon,
la gencive ou les os, peut accélérer 1’apparition de métastases (Hubert & Abastado, 2014), voir
(figure 21).
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Figure 21 :Interactions entre la tumeur et son environnement (Fridman & Sautes-Fridman,
2014).

1.2.8. Thérapie anti angiogénique

L’angiogenése tumorale, introduite par le Dr Folkman dans les années 1970, a conduit a
des avancées majeures en médecine, notamment le développement de thérapies anti-
angiogéniques. En 2004, 1’approbation du bevacizumab (Avastin®), un anticorps monoclonal
ciblant le VEGF, a marqué une étape importante (Garcia, 2020). Le VEGF et ses récepteurs
restent des cibles clés pour de nouvelles thérapies. Cependant, ces traitements ont rapidement
montré des cas de résistance, limitant les bénéfices en termes de survie globale a moins de six

mois et présentant des risques d’effets secondaires (Jain et al., 2014).
1.2.8.1. Inhibiteurs de la signalisation VEGF/VEGFR (Bevacizumab)

Le Bevacizumab, ou Avastin®, est un anticorps monoclonal humanisé qui se lie au facteur
de croissance endothélial vasculaire (VEGF), empéchant ainsi le VEGF de se fixer a son
récepteur et bloquant la cascade de signalisation responsable de I’angiogenese. Premier
inhibiteur de D’angiogenese approuvé comme traitement anticancéreux (Garcia, 2020), le
bevacizumab réduit la croissance des microvaisseaux tumoraux, limite 1’approvisionnement en
sang des tissus tumoraux, diminue la pression interstitielle, augmente la perméabilité vasculaire,
améliore la diffusion des agents de chimiothérapie et favorise 1’apoptose des cellules

endothéliales tumorales (Yadav et al., 2015).
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1.2.8.2. Inhibiteurs de Tyrosine Kinase (Sorafenib)
» Sorafénib

Le Sorafenib, ou Nexavar®, est une petite molécule qui inhibe plusieurs kinases
impliquées dans la prolifération et 1’angiogenése tumorales, notamment Raf, MEK/ERK, qui

controlent la division et la prolifération des cellules (Rini, 2006).

Sorafénib bloque les voies de signalisation intracellulaire activées par les récepteurs
transmembranaires, ciblant principalement la voie de signalisation induite par les récepteurs du
facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGFRs). Depuis son introduction en 2005,
Sorafénib a été utilisé pour cibler principalement les récepteurs VEGFR2 et PDGFR, mais il a
également montré une efficacité contre d’autres récepteurs tels que c-KIT, FLT3 et RET. Ces
récepteurs, présents sur les cellules souches hématopoiétiques et les leucocytes, peuvent

favoriser la progression tumorale lorsqu’ils sont activés (Pottier et al., 2020).
» Sunitinib

Le Sunitinib, ou Sutent® (SU-11248), est un inhibiteur de tyrosine kinase a cibles
multiples administré par voie orale, doté d’activités antitumorales et antiangiogéniques. Il a été
approuvé comme traitement de premiere ligne pour les patients atteints de carcinome rénal
avancé (RCC) et pour le traitement des tumeurs stromales gastro-intestinales (GIST) (Tourneau,
2007). Le Sunitinib inhibe au moins huit récepteurs protéines-tyrosine kinases, notamment les
récepteurs 1-3 du facteur de croissance de 1’endothélium vasculaire (VEGFR1-VEGFR3), les
récepteurs du facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGFRa et PDGFRp), le récepteur du
facteur des cellules souches (Kit), FIt-3 et le récepteur du facteur 1 de stimulation des colonies
(CSF-1R) (Roskoski, 2007).

» Le pazopanib

Le Pazopanib (Votrient®) est un inhibiteur de multi-kinases administré par voie orale,
ciblant principalement les récepteurs du facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGFR-1,
-2 et -3), les récepteurs du facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGFR-a et -B), et le
récepteur du facteur de cellules souches c-kit. Il inhibe 1’angiogenése induite par la combinaison
du VEGF et du facteur de croissance des fibroblastes basique. Bien que développé pour traiter
diverses tumeurs, le pazopanib est actuellement approuvé dans de nombreux pays pour le
traitement du sarcome des tissus mous avancé et du carcinome a cellules rénales (Miyamoto,
2018), voire (figure22)
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Figure 22 :Les inhibiteurs du VEGF ou de ces récepteurs (Poupard, 2017).
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Chapitre 1T L'expérimentation sur la membrane chorioallantoidienne (CAM Assay)

11.1. Historique de I’expérimentation sur la membrane chorioallantoidienne (CAM)

L’expérimentation sur les vaisseaux sanguins de la CAM (CAM Assay), a été largement
utilisée dans divers domaines tels que la toxicologie (Acharya et al., 2024 ; Kue et al., 2015) et la
pharmacologie (Wang et al., 2024), et pour étudier la croissance tumorale (Pawlikowska et al.,
2020), car le systeme L’immunocompétent du poussin n'est pas complétement développé et les
conditions de rejet n'ont pas encore €té établie (Mast & Goddeeris, 1999). En 1911, Rous et
Murphy ont démontré que la croissance du sarcome de poulet de Rous transplanté sur la CAM de
I'embryon du poulet était neoplasique (Rous & Murphy, 1911). En 1913, Murphy a observé que
les tumeurs de souris et de rats implantées sur la membrane chorioallantoique (CAM) du poussin
pouvaient étre entretenues par des passages successifs d’un ceuf a ’autre. 11 a décrit les effets de
ces transplantations sur la CAM et I’embryon de poussin. De plus, Murphy a constaté que, bien
que les tissus de rat ne se développent pas chez les poulets adultes, ils prosperent sur la CAM
jusqu’au 18e jour de développement embryonnaire. Cette découverte a souligné 1’utilité¢ de la
CAM comme modele pour 1’étude de la croissance tumorale et de I’angiogenése (Murphy,
1913).

Le test de la membrane chorioallantoique (CAM) a été perfectionné par I’ablation d’un
carré de la coquille pour exposer la surface de la CAM. Willier, en 1924, a introduit 1’utilisation
d’embryons de 9 jours pour la greffe de tissu et a sélectionné le point de jonction de deux ou
plusieurs gros vaisseaux sanguins comme site de greffe optimal (Willier, 1924). Burnet, en 1933,
a innové en créant un espace d’air artificiel au-dessus de la CAM pour faciliter la greffe de
tissus. Karnofsky a étudié le comportement des cellules et tissus tumoraux de poulet, de souris et
d’homme sur la CAM, évaluant la croissance tumorale, les caractéristiques histologiques, et les
effets du passage continu dans des ceufs sur la croissance tumorale, ainsi que la viabilité apres
retransplantation dans I’hdte d’origine et les impacts sur I’embryon de poulet (Karnofsky et al.,
1952). Harris a implanté différents échantillons de tumeurs humaines sur la CAM, évaluant la
présence de métastases dans I’embryon apres 10 jours et testant D’effet inhibiteur des
chimiothérapies sur leur croissance (Harris, 1958). Kaufman a observé les changements dans la
CAM adjacente au site d’implantation de la tumeur, notant une prolifération de fibroblastes, une

kératinisation et une stratification de I’épithélium chorioallantoique (Kaufman, 1956).
11.2. Structure et composition de I’ceuf
Apres I’oviposition, 1’ceuf est composé de plusieurs éléments distincts :

« Une enveloppe externe, communément appelée coquille.
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« Juste en dessous de la coquille, il y a deux membranes coquillaires.
e Enfin, a 'intérieur de 1’ceuf, on trouve le blanc et le jaune d’ceuf.

Ces ¢léments constituent ensemble la structure complexe et fonctionnelle de I’ceuf. Chaque

composant joue un role crucial dans la protection et le développement de I’embryon

(Sauveur, 1988), voire (figure 23).

COQUILLE
CHAMBRE A AIR
MEMBRANE DE COQUILLE
JAUNE
DISQUE GERMINATIF
: BLANC (ALBUMEN)
MEMBRANE DE JAUNE
(MEMBRANE VITELLINE)
CHALAZES

Figure 23 :Schéma de la structure de 1’ceuf (Sauveur, 1988).

> La cuticule

C’est la derniére couche extérieure de la coquille, elle est constituée de matiere organique.
A la surface de la cuticule, il existe des pores qui permettent ’échange de gaz (oxygéne 4
I’intérieur de 1’ceuf, CO2 a I’extérieur) et la perte en eau depuis I'intérieur de I’ceuf et empéche

ainsi la pénétration des bactéries a I’intérieur de I’ceuf (Nau & Lavoisier, 2010).
» Lacoquille

La coquille agit comme un emballage naturel, composer de 1.6 % d’eau, 95.1% de
minéraux et 3.3 / de matiére organique (Nau & Lavoisier, 2010). Facilitant le transport de son

contenu fluide nutritif et le protégeant d’une pénétration de bactéries pathogenes (Mertens et al.,

2011), voire (figure 24).
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Structure de la coquille de I'ceuf Pores
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Figure 24 :Structure de la coquille de I’ceuf (Hy-Lin international, 2017).

» Les membranes coquillieres

Les membranes coquilliéres, composantes cruciales de la structure de 1’ceuf de poule, sont
au nombre de deux et exclusivement composées de substances organiques. La membrane
coquilliére interne, d’une épaisseur approximative de 20 pum, est en contact immédiat avec le
blanc d’ceuf. Elle assure non seulement la protection de 1’ceuf mais contribue également de
maniére significative a la minéralisation de la coquille. La membrane coquilliere externe,
nettement plus épaisse, affiche une épaisseur d’environ 50 um. Constituant la premiére barriere
face au milieu extérieur, elle joue un role déterminant dans le processus de minéralisation de la

coquille, qui s’initie a partir de cette couche (Nau & Lavoisier, 2010).
» L’albumen ou blanc de I’ceuf

L’albumen, ou le blanc d’ceuf, est principalement constitué d’eau (88%), avec une teneur
significative en protéines (10,6%) et une petite quantité de glucides (0,9%). Il contient aussi des
minéraux (0,5%) et une quantité limitée de vitamines hydrosolubles, spécifiquement du groupe B
(Guerin-Dubiard, 2010). En ce qui concerne les protéines spécifiques présentes dans 1’albumen,
I’ovalbumine est la plus abondante, représentant 54% des protéines. D’autres protéines notables

comprennent 1’ovotransferrine (13%), I’ovomucoide (11%), le lysozyme (3,5%) et I’ovomucine
(1,5 a 3,5%) ( Li-Chan&Nakai, 1989).
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> La membrane vitelline

La membrane vitelline (MV) de I’ceuf de poule est une structure protéique sans cellules,
positionnée entre le blanc et le jaune de I’ceuf. Elle est formée de deux strates de protéines : une
couche interne, produite dans 1’ovaire pendant la folliculogenése et en contact avec le jaune, et
une couche externe, libérée dans 1’oviducte aprés 1’ovulation du follicule mature et en contact
avec le blanc. La MV joue un role crucial dans la fécondation et I’embryogenése (Brégeon,
2018).

» Vitellus ou jaune de I’ceuf

Le jaune est composé de 51% d’eau, de 30% de lipides, de 16% de protéines et de 0,6% de
glucides. Il est également riche en phosphore, contient la plupart du fer de I’ceuf et renferme des
vitamines (la totalit¢ des vitamines liposolubles et un certain nombre de vitamines
hydrosolubles) (Guerin-Dubiard et al., 2010). La teinte du jaune est directement influencée par le

régime alimentaire de la poule (Nau & Lavoisier, 2010).
» Chambre a air de I’ceuf

La chambre a air de I’ceuf de poule n’existe pas au moment de la ponte, mais elle apparait
immédiatement aprés le refroidissement de 1’ceuf, entrainant une légere contraction de son
contenu. Au fil du temps et en fonction des conditions de conservation, le volume de la chambre
a air augmente. Cette chambre a air est délimitée par les membranes coquilliéres et se trouve a

I’intérieur de la coquille de I’ceuf (Musabimana KagajuF, 2005).
11.3. Structure et développement de la CAM

La CAM est une membrane bicouche résultant de la fusion du chorion et de I’allantoide.
Elle est caractérisée par son immunodéficience naturelle et sa haute vascularisation, ce qui en fait
un modéle idéal pour I’implantation tumorale (Li et al., 2015). et 1’étude de 1’angiogenése
(Ribatti, 2022). Le réseau vasculaire de la CAM est intégré a la circulation embryonnaire via le

pédoncule allantoidien, permettant ainsi une interaction directe avec 1’embryon (Maibier et al.,

2016).

Elle se compose d’un épithélium multicouche avec 1’ectoderme a I’interface avec 1’air, le
mésoderme (ou stroma) au centre, et I’endoderme en contact avec le sac allantoidien (Rutllant &
Khamas, 2024). La CAM est également riche en protéines de la matrice extracellulaire (ECM),
telles que la fibronectine, la laminine, le collagéne de type I et I’intégrine avp3. Ces protéines

sont cruciales pour reproduire 1’environnement physiologique des cellules cancéreuses et
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facilitent donc I’étude des interactions entre les tumeurs et leur microenvironnement (Lokman,

2012) voire (figure 25).
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Figure 25 :L'embryon de poulet et sa membrane chorioallantoidienne.(A) Schéma de la structure
générale d'un embryon de poulet 4gé de 5 jours dans I'ceuf avec les trois couches tissulaires de la
CAM (Ribatti, 2014). (B) Coupe semi-fine de la CAM d'un embryon de poulet de 12 jours
montrant I'épithélium chorionique (ch), le mésoderme vascularisé (m) et I'épithélium allantoidien

(al).(C) Embryon de poulet de 5 jours photographié in ovo(Ribatti, 2016).

11.4. Développement

Grace a I'élargissement continu de la vésicule allantoidienne, a environ 100 heures
d'incubation, I'allantoide commence a fusionner avec le chorion (Chen et al., 2021). A ce stade la
CAM se compose de trois couches : l'ectoderme (provenant du chorion), le mésoderme et
I'endoderme (provenant de l'allant). Chacune de ces couches remplit une fonction spécifique
(Patifio-Morales et al., 2023).

La membrane allantoidienne, issue du mésoderme, constitue le site primordial ou s’initient
les vaisseaux sanguins primitifs et la vascularisation. Des le troisieme jour d’incubation, ce
processus débute, marqué par la fusion synergique de 1’épithélium chorionique et de 1’épithélium

allantoidien, aboutissant a la formation de la CAM double couche (Ribatti et al., 2021).
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Au fur et a mesure que I’embryon de poussin se développe, la CAM s’épanouit
parallelement durant les 15 a 16 jours suivants, cette expansion continue jusqu’au 21e jour, point

culminant ou I’embryon rompt la coquille, signalant 1’éclosion.voire(figure 26)

AEDS .. N B ED8 _—

Allantois Allantois

Albumen Albumen Yolk

C ED12 D ED18
CAM CAM

Allantois Allantois

Figure 26 :Développement de la membrane chorioallantoique (CAM) (lignes rouges) a
différents stades : (A) couverture initiale ED 5, (B) couverture partielle ED 8(C), ED 12, (D)ED
18 couverture complet de I'embryon de poulet (Che et al , 2021) .

Il est important de souligner que la période jusqu’au 12e jour représente une phase
d’accélération marquée dans la croissance de I’embryon et la vascularisation de la CAM, cette
phase est caractérisée par une augmentation exponentielle de la densité vasculaire et une
maturation accélérée des réseaux capillaires, essentiels pour répondre aux besoins croissants en

oxygene et en nutriments de I’embryon en développement rapide (Kennedy et al., 2021).
11.5. Les fonctions biologiques

Cette membrane extra-embryonnaire hautement vascularisée joue un réle crucial dans
I’échange de gaz et le transport des nutriments et des déchets pour I’embryon en développement
chez les amniotes ovipares, tels que les oiseaux et les reptiles (Ribatti, 2017). Au cours de sa

croissance, la CAM est sous-jacente & la membrane de la coquille interne, a ED 5, cette
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membrane hautement vascularisée sert de systéme respiratoire a l'embryon et est seule

responsable des échanges gazeux jusqu'a I'dge de 19 ED (Nowak-Sliwinska et al., 2014).

En outre, la CAM participe au transport du sodium et du chlorure depuis la cavité
allantoidienne, ou les déchets urinaires sont déversés. Elle est également impliquée dans la
mobilisation du calcium de la coquille pour initier la minéralisation osseuse, a un taux
remarquable de 100 nmol de calcium par heure pour chague cm2 de surface de la CAM (Ribatti,
2016).

La couche mésodermique, riche en vaisseaux sanguins, permet la régulation de
I’homéostasie acido-basique de I’embryon (Ribatti, 2017). L’épithélium allantoique agit comme
une barriére sélective, régulant 1’absorption d’eau et d’électrolytes tout en protégeant 1’embryon

des substances nocives (Gabrielli & Accili, 2010).
11.6. Les applications du test CAM

Le CAM est principalement utilisé dans la recherche pour évaluer les réponses
angiogeéniques, anti-angiogéniques ou toxiques aux medicaments, cellules, veésicules
extracellulaires ou matériaux. Il permet également d’évaluer la biocompatibilité des matériaux, la

croissance ou le traitement du cancer et 1’application de xénogreffes pour la croissance des tissus

(Deshmukh et al., 2023; Joniova & Wagniéres, 2022; Chauhan et al., 2022).

Bien que le test CAM soit peu décrit dans la recherche en médecine vétérinaire, il a été
utilisé dans la recherche sur 1’oncologie féline et canine. Cela pourrait s’avérer essentiel pour

tester des traitements contre I’ostéosarcome canin, comme I’ont démontré (Marshall et al., 2020).

Le membrane chorioallantoique de poulet (CAM) s'est avéré particuliérement utile pour la
transplantation de divers types de lignées cellulaires cancéreuses ou de tissus tumoraux afin
d'étudier la formation des tumeurs, lI'angiogenese et les métastases. le modele CAM peut étre

utilisé pour le criblage de médicaments pour lathérapie anticancéreuse (Komatsu, 2019).

En outre, ce modéle peut également étre utilisé pour étudier des processus pathologiques
par simple exposition a des cytokines, des hormones ou des médicaments, ou par transplantation

de tissus, de cellules isolées, d'organes ou de matériaux (Li, 2015).
11.7. Les avantages et les inconvénients de I'expérimentation sur la CAM

Le modéle CAM présente de nombreux avantages par rapport a d'autres modéles in vivo
utilisés pour étudier I'angiogenese et la biologie vasculaire. L'avantage le plus important de ce

modele est son accessibilité et sa croissance rapide. Le CAM se développe en peu de temps d'une
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petite membrane avasculaire en une structure qui couvre toute la surface interne de la de la
coquille, avec un réseau vasculaire densément organise. Ce processus se déroule sur une période
de seulement 7 jours (jour 3-10). Permet un acces facile pour des manipulations chirurgicales
dans I’ceuf, telles que des transplantations tissulaires, 1’implantation de cellules isolées ou de
substrats chimiques autorisant la libération de facteurs humoraux spécifiques(Bernex & Barbara,
2012).

La facilit¢ d’acces et la simplicité de manipulation du CAM pour les interventions et
I’imagerie de la vascularisation ont suscité 1I’intérét de nombreux chercheurs. Plus précisément,
sa capacité a s’adapter a diverses modalités d’imagerie, allant de 1’imagerie microscopique a
I’imagerie par résonance magnétique et a la tomographie par émission de positrons (IRM et

PET), est particuliérement appréciée (Li, 2015)

En raison de son immunodéficience naturelle, I’embryon de poussin est capable d’accepter
des greffes de divers tissus et especes sans provoquer de réaction immunitaire. Cela offre une
opportunité unique d’observer et d’analyser en temps réel les modifications morphologiques des
cellules cancéreuses au sein de sa microcirculation. De plus, la simplicité d’utilisation et le faible

colt de ce test renforcent son attractivité en tant qu’outil de recherche (Ribatti, 2014).

Un défi majeur dans I’étude des cellules tumorales réside dans leur incapacité a former des
colonies macroscopiques discernables, principalement en raison de la période restreinte de 8 a 10
jours entre le développement tumoral et I’éclosion de ’embryon de poulet. Par ailleurs, bien que
le systtme immunitaire de 1’embryon soit immature, il est susceptible de déclencher des
réactions inflammatoires non spécifiques (Ribatti, 2014). Cette limitation entrave également

I’examen approfondi des interactions entre la tumeur et le systéme immunitaire (Ribatti, 2010).
» Difficulté a distinguer la néovascularisation de la vasodilatation :

Le CAM contient déja un réseau vasculaire bien développé. Par conséquent, il peut étre
difficile de distinguer les nouveaux vaisseaux sanguins qui se développent dans le mésenchyme

du CAM d’une densité vasculaire accrue due au réarrangement des vaisseaux existants

(Schneider-Stock & Ribatti, 2021).
» Risque de contamination :

L’essai CAM présente de grandes chances de contamination, ce qui peut affecter la

fiabilité des résultats (Bitesize Bio, n.d,2024).
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Malgré les inconvénients, ce modele constitue une alternative de choix qui permet aux
chercheurs de mener leurs investigations tout en respectant les recommandations des trois R :

réduction, raffinement, remplacement (Inserm, 2017).
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Chapitre 111 Phytothérapie et activité anti-vasculaire des produits dérivés de plantes

I11.1. Historique

Il'y a 60 000 ans, les étres humains ont commencé a exploiter les vertus des plantes, et les
chamans ont joué un role prépondérant dans la cueillette, I’apprentissage de leur utilisation et la
transmission du savoir botanique a travers I’histoire. Les plantes servaient non seulement de base
alimentaire, mais aussi dans le traitement de diverses pathologies et dans la quéte d’une

expérience spirituelle plus profonde (Létard et al, 2015).

Ensuite, les Grecs, notamment Hippocrate, Aristote, Théophraste, Galien et Dioscoride,
ainsi que les Romains, ont transmis I’art de la phytothérapie en compilant un savoir-faire sur plus

de 500 espéces de plantes médicinales (Hardy, n.d.).

En 529, le pape Grégoire le Grand interdit I’enseignement en France de la médecine par les
plantes et ce n’est qu’aux alentours du début du IX°®siécle que le Moyen-Orient, I’Afrique du
nord et I’Espagne avec I’université de Cordoue ont repris I’enseignement de ces connaissances,

puis Avicenne (980-1037) distilla les premiéres huiles essentielles (Létard et al., 2015).

Au début du dix-neuviéeme siécle, des composés tels que la morphine a été isolés de

I’opium, la strychnine de la noix vomique et la quinine de I’écorce du quinquina (Guibert,

2023).

Aujourd’hui, plusieurs civilisations, dont les chinoises, ayurvédiques, arabes, tibétaines et
indiennes, continuent de s’appuyer sur ces systemes thérapeutiques traditionnels qui sont souvent

moins colteux (Leung, 2017).
111.2. Définition

La phytothérapie, également appelée phytopharmacologie ou herboristerie, est une pratique
médicale qui utilise des plantes et leurs extraits pour prévenir et soigner diverses affections.
Cette méthode thérapeutique emploie différentes parties des plantes, telles que les feuilles, les
fleurs et les racines, et se concentre sur I’étude des propriétés des plantes, les mécanismes
d’action des remedes a base de plantes, ainsi que leurs interactions avec les médicaments
conventionnels. Les composes actifs tels que les glycosides cardiaques et les huiles essentielles
jouent un role crucial dans I’efficacité de ces traitements (Makarska-Biatokoz, 2020 ; Létard et

al., 2015).
111.3. Les plantes et leurs dérivés pour prévenir et traiter les cancers

Parmi les 250 000 espéces de plantes existantes, plus d’un millier ont été identifiées pour

leurs propriétés anticancéreuses notables. Des composés tels que les polyphénols du thé, la
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curcumine, les flavonoides et les terpénoides sont parmi les agents actifs reconnus pour leur

potentiel thérapeutique dans la lutte contre le cancer (Mukherjee et al., 2001; Wang et al., 2015).

La chimiothérapie moderne emploie divers composés végétaux aux propriétés cytotoxiques
et anti-vasculaires. Ces substances agissent par de multiples mécanismes, notamment 1’inhibition

de la croissance des cellules cancéreuses, I’induction de 1’apoptose et les dommages a I’ADN

(Lichota & Gwozdzinski, 2018).
I11.4. Activités anti-vasculaire des composes d’origine végétale

Les médicaments anti-vasculaires dérivés de plantes ciblent le réseau vasculaire anormal
des tumeurs. Des composés tels que le phosphate de combretastatine A-4 (CA-4-P) et I’OXi4503
perturbent les vaisseaux sanguins établis des tumeurs, entrainant une mort cellulaire tumorale
nécrotique étendue (Kretzschmann & Fiirst, 2014). En plus, Les flavonoides, par exemple, sont
connus pour leurs propriétés anti-angiogéniques, inhibant diverses étapes du processus de
I’angiogenese, essentielles a la croissance et a la métastase des tumeurs (Wei & Zhang, 2024).
Plusieurs composés d’origine végétale ont démontré une activité anti-angiogénique significative.
Ces composés naturels offrent une voie prometteuse pour le développement de traitements contre

le cancer moins toxiques et plus accessibles (Li et al, 2021). (Voir Annexe).
I11.5. Description des plantes eétudiées

L’oignon, I’ail et le piment rouge piquant utilisés depuis des siecles comme conservateurs
alimentaires et plantes médicinales, sont reconnus pour leurs activités biologiques. Ces activités
sont souvent attribuées aux principes actifs présents dans les produits de leurs métabolites
secondaires. Ces derniers sont largement employés en thérapeutique en tant qu’agents préventifs
anti-inflammatoires, antimicrobiens, antiseptiques, diurétiques, mais surtout antioxydants
(Bourgaud et al., 2001).

En outre, ils sont également utilisés dans le traitement de diverses maladies. Parmi celles-
ci, on compte les troubles digestifs (gastriques et intestinaux), les problémes du systéeme urinaire,
les maladies cardio-vasculaires et les affections des voies respiratoires, entre autres (Ivan et al.,
2024; Eddouks et al., 2007).

11.5.1. Ail
111.5.1.1. Description

C’est une herbe robuste, dressée et pérenne, atteignant une hauteur de 60 cm, caracterisée

par un bulbe central. Ce dernier est couvert d’écailles situées a I’aisselle. Le bulbe est composé
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d’un certain nombre de caieux ou de gousses, enveloppés dans une peau qui ressemble a du
papier. Les feuilles, longues, plates et lisses, présentent une lame de forme cylindrique, creuse,
linéaire, plate et solide, se terminant en sommet aigu (apex acuminé). L’inflorescence est
sphérique, ornée de fleurs aux couleurs vives, blanches ou rose-violacees, portées par des

pédoncules gréles (Gambogou et al ,2019),voire(figure 27)
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Figure 27 :Présentation de I'Ail (Gambogou et al ,2019).

111.5.1.2. Compositions chimiques

L’ail est une plante exceptionnellement saine et nutritive, reconnue pour ses nombreuses
propriétés médicinales. 1l est couramment utilisé non seulement pour prévenir diverses maladies,
mais aussi pour les traiter. Sa composition est assez unique : il contient en moyenne 65% d’eau,
ce qui est nettement moins que la plupart des légumes frais qui en contiennent plus de 85%. De
plus, I’ail est riche en glucides (27,5%), en protéines (2%) et en fibres (4,7%). Il est également
doté de principes actifs importants, comme les composants soufrés (Gambogou et al, 2018).

En outre, 1’ail est une excellente source de vitamines A, B et C. Il est également riche en
oligo-éléments essentiels tels que le sélénium, le cuivre, le fer et le magnésium. Enfin, il contient

des acides aminés, des composants clés de notre alimentation (Gambogou et al,2018).
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111.5.1.3. Classification

Tableau 02 :Classification de I’ail commun (Lambinon et al., 2004).Voire tableau

Regne Plante
Embranchement Spermatophytes
Sous-embranchement Angiospermes
Classe Liliopsides
Sous- classe Liliidae
Ordre Liliales
Famille Alliaceae
Genre Allium
Espece Allium Sativum L

111.5.1.4. Activités biologiques et pharmacologiques

L’ail (A.sativum) est reconnu pour ses multiples propriétés thérapeutiques. 1l a des effets
antihyperlipidémiants, antihypertensifs et anticoagulants. L’allicine, un composé de 1’ail, et ses
métabolites ont la capacité d’inhiber la prolifération de certaines cellules humaines en
laboratoire. L’ajoéne, un autre composé de I’ail, a des propriétés anti-thrombotiques et

antimicrobiennes (Gambogou et al., 2019).

L’ail a été identifié comme un agent potentiel de prévention du cancer grace a diverses
études épidémiologiques, cliniques et de laboratoire. Les composants chimiques de 1’ail, présents
dans sa poudre et son huile, ont un effet antibactérien significatif sur Helicobacter pylori, ce qui
pourrait justifier son réle protecteur présumé contre le cancer de 1’estomac. Les composé€s
organosulfures de 1’ail, responsables de ses propriétés chimio-préventives, modulent I’activité de
plusieurs enzymes métaboliques, activant ou détoxifiant les agents cancérigénes et inhibant la
formation de divers adduits d’ADN dans les tissus cibles. Le disulfure de diallyle, en particulier,
a démontreé une forte activité chimio-préventive contre les cancers du c6lon, du poumon et de la
peau (Farhat et al., 2021).
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Les propriétés anti-angiogéniques de 1’huile d’ail (Allium sativum) ont été explorées en
étudiant leur effet sur les membranes chorioallantoiques (CAM) des embryons aviaires. Les
résultats ont démontré que I’huile de P’ail réduit de maniére significative le nombre de
microvaisseaux dans les CAM des embryons de poulet, et ce de maniere dose-dépendante
(Obaid, 2024).

111.5.2. Oignon
111.5.2.1. Description

L’oignon (Allium cepa) se caractérise par une tige trés courte et aplatie, d’ou émergent
alternativement les feuilles de I’extérieur vers I’intérieur. Cela forme deux rangées superposées,
avec des limbes possédant une cavité interne. En fonction du cultivar et de la date de semis,
I’oignon produit entre 12 et 20 feuilles presque cylindriques. L’épi court de 1’oignon sur le
plateau présente des feuilles dans la partie supérieure et des racines dans la partie inférieure. Ces

racines sont nombreuses, de couleur blanche et présentent peu de ramifications (DABIRE, 2016).
111.5.2.2. Composition chimique

L’oignon est riche en divers nutriments et composés, y compris I’eau, les glucides, les
protéines, la lectine, les graisses, les vitamines, les minéraux, les flavonoides, les composés
organosulfurés et phénoliques. La qualité de ces constituants est influencée par le génotype de
I’oignon, I’environnement et les pratiques agronomiques. De plus, 1’oignon est une source

d’acides aminés libres qui contribuent a son contenu en azote (Marefati et al., 2021).
111.5.2.3. Classification

Tableau 03 :Classification de L’oignon (Hanelt, 1990).

Classe Monocotylédones
Superorder Liliiflorae
Order Asparagales
Famille Alliaceae
Genre Allium
Sous genre Rhizirideum, Allium et Melanocrommum
L'espéce Allium cepa
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111.5.2.4. Les propriétés pharmacologiques

L’Allium cepa possede un large éventail de propriétés pharmacologiques, notamment ; les
effets antibactériens et antifongiques (Shrestha et al., 2016).Effetsantioxydants, effets anti —
inflammatoires (Marefati et al., 2021). Ces composants jouent un role crucial dans la lutte contre

diverses infections bactériennes et fongiques (Shrestha et al., 2016).

Des recherches récentes ont montré que les nanovesicules dérivées de I'oignon peuvent
avoir des effets anti-prolifératifs sur des lignées cellulaires cancéreuses telles que HelLa et PC-
3(Sharma, Sinha & Singh, 2024). Le jus d’oignon violet a inhibé la prolifération cellulaire in

vitro pour les cellules cancéreuses du poumon (A549) et du cblon (Yikmus et al., 2024).

L’effet anti-angiogénique du contenu en flavonoides de la peau d’oignon (Allium cepa L.
var. ascalonicum) a été examiné en utilisant le test de la membrane chorioallantoique (CAM)
chez le poussin. Le contenu en flavonoides a démontré une inhibition de la prolifération des

vaisseaux sanguins dans la CAM (Castor et al., 2014).
111.5.3. Piment rouge piquant (Capsicum annuum)
111.5.3.1. Description

Le Capsicum annuum, communément appelé piment ou poivron, originaire d’ Amérique
du Nord méridionale et d’Amérique du Sud septentrionale. Cette espéce est trés diversifiée, avec
une large gamme de tailles, de formes et de couleurs de fruits, et elle est cultivee dans le monde
entier a la fois pour sa valeur culinaire et ornementale (MacBryde, 2006). La plante est un
arbuste annuel ou vivace, atteignant généralement de 0,5 a 1,5 metre de hauteur, avec des feuilles
ovales a lancéolées et a bord lisse. Les fleurs sont solitaires et apparaissent dans les aisselles des
feuilles, avec une corolle blanche sans taches. Le fruit du C. annuum est une baie qui peut varier
considérablement en couleur, passant du vert lorsqu’il est immature au rouge, au jaune ou a
I’orange a maturité, selon le cultivar. L’espéce est connue pour sa teneur en capsaicine,

responsable de la saveur piquante de ses fruits (Hill et al., 2013).
111.5.3.2. Composition chimique

Le fruit du Capsicum annuum est connu pour contenir une variété d'alkaloides, les plus
importants étant les capsaicinoides, avec la capsaicine comme composant principal (Kurkin et
al., 2011). Ces capsaicinoides sont responsables du caractéere piquant des fruits du poivron et ont
été utilisés dans diverses applications thérapeutiques. De plus, les propriétes thérapeutiques du

poivron sont attribuées a une gamme d'autres phytochimiques, y compris des flavonoides comme
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la cosmosiine (Kurkin et al.,, 2011). En outre, une analyse complete d'un extrait hydro-
éthanolique sec de Capsicum annuum a révélé la présence de 79 constituants phénoliques
bioactifs, soulignant le profil phénolique riche du poivron qui contribue a son activité

antioxydante (lvan et al., 2024).
111.5.3.3. Classification

Tableau 04 :Classification du piment(MacBryde, 2006).

Placement Taxonomique Nom Scientifique

Regne Plantae

Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Solanales
Famille Solanaceae
Genre Capsicum
Espéce annuum

111.5.3.4. Les propriétés pharmacologiques

Le Capsicum annuum possede un profil pharmacologique riche attribué a sa composition
chimique complexe. Il est connu pour ses effets cardio-protecteurs, protégeant potentiellement le
systeme cardiovasculaire en influencant des facteurs tels que la pression artérielle et les niveaux
de cholestérol. De plus, il peut avoir des propriétés antilithogénes qui pourraient prévenir la
formation de calculs biliaires, un avantage qui compléte son influence hypocholestérolémiante,
qui aide egalement a maintenir I'intégrité des érythrocytes. Les propriétes anti-inflammatoires et
analgesiques de cette plante la rendent pertinente pour des conditions telles que I'arthrite et la
neuropathie diabétique, offrant un soulagement de la douleur et une réduction de I'inflammation.
Son influence thermogénique est une autre caractéristique notable, contribuant a la dépense
énergétique et aidant potentiellement dans la gestion du poids. En outre, la capsaicine favorise la
sante gastro-intestinale en stimulant la santé de la muqueuse gastrique, en ameliorant la sécrétion

de mucus et en prevenant les ulcéres gastriques. Le potentiel chimio-préventif de ses composés a
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également été suggéré dans des études sur des lignées cellulaires, indiquant une possibilité de

prévenir certains types de cancer (Srinivasan, 2015).

Les capsaicinoides, en particulier la capsaicine, ont montré qu'ils inhibent l'angiogenése,
entravant ainsi la prolifération et l'invasion des cellules endothéliales. Elle peut supprimer
I'angiogenese induite par le facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF) dans divers
modeles expérimentaux. De plus, les capsinoides non piquants tels que le capsiate et le
dihydrocapsiate présentent également des effets inhibiteurs sur l'angiogenése induite par le

VEGF et les fonctions des cellules endothéliales (Friedman et al., 2019).
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Cette recherche a été menée au sein de I’animalerie de 1’Institut des Sciences de la Nature

et de la Vie, qui est affilié au Centre Universitaire Abd El Hafidh BOUSSOUF a Mila.

Notre étude s’est concentrée sur I’évaluation de ’effet anti-vasculaire des jus bruts de I’ail
(Allium sativum) et de 1’oignon (Allium cepa), ainsi que de la décoction du piment rouge piquant
(Capsicum annuum). Nous avons choisi d’utiliser un test in 0vo et ex ovo, qui consiste a évaluer
la croissance des vaisseaux sanguins dans la membrane chorioallantoique (CAM) de I’embryon

de poulet, également connu sous le nom de test CAM (CAM Assay).
IV.1. Matériel et Méthodes

IV.1.1. Test in ovo

1V.1.1.1. Collecte des ceufs et incubation

Fraichement fertilisés, Le plus grand nombre possible d'ceufs d’une taille hétérogene
sauvages ont été collectés dans une production locale (domestique) des fermes familiales au

niveau de la wilaya de Mila.

Pour réduire la contamination provenant de la surface, les ceufs ont été soigneusement
désinfectés a ’aide d’éthanol a 70%. Ils ont ensuite été séchés a ’air libre. Par la suite, chaque

ceuf a été marqué avec un numéro distinct, ainsi que la date et I’heure précises de I’incubation.

Figure 28 :Désinfection des ceufs Figure 29 :Marquage des ccufs

Nous avons placé les ceufs dans un incubateur (WQOI1) préalablement réglé a une
température de 37,5 °C et une humidité relative de 65%. Il est crucial de maintenir ces conditions
constantes pendant une durée de 72 heures. Il est également recommandé d’éviter de manipuler
ou de tourner les ceufs pendant les premieres 48 heures. Pour assurer le maintien de ces
conditions optimales, une surveillance réguliére et rigoureuse de la quantité d’eau présente dans

I’incubateur ainsi que de la température ambiante est impérative
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Figure 30 :Incubation des ceufs

IV.1.1.2. Préparation des membranes chorioallantoidiennes

Au troisieéme jour d’incubation (E3), nous avons procéd¢ a un mirage des ceufs. Le mirage
est une technique avicole qui permet a la fois de localiser la chambre a air et d’identifier les ceufs
non viables afin de les éliminer. Cette méthode consiste a examiner un ceuf de quelques jours
placé devant une source lumineuse intense. Cela permet de distinguer les signes distinctifs du
développement embryonnaire, tels que les filaments, communément appelés ‘araignées’, qui
constituent le futur réseau veineux. Si ces filaments ne sont pas visibles, cela indique que I’ceuf

n’est pas viable et doit étre retiré de 1’incubateur.

Figure 31 :Mirage pour vérifier la fécondité des ceufs

Par la suite, nous localisons précisément 1I’emplacement de la chambre a air et du feetus.
Ensuite, nous percons délicatement les coquilles des ceufs au point le plus pointu a 1’aide d’une
aiguille de calibre 22Gx1 1/4” (0,70x30mm). Nous prélevons ensuite avec soin 7 ml d’albumen,

en veillant a ne pas toucher le jaune d’ceuf.
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Figure 32 :Détermination de la chambre a Figure 33 :Prélévement de I’ Albumen
air

Le prélévement de 1’albumen entraine la création d’un sac d’air artificiel. Ce phénoméne
provoque la séparation de la membrane chorioallantoidienne (CAM) de la coquille de I’ceuf. Par
la suite, une portion d’environ 3 cm de la surface de la coquille est soigneusement découpée,
puis recouverte avec du ruban adhésif transparent pour prévenir toute contamination et la
deshydratation. L’embryon sous-jacent, la CAM et les vaisseaux sont alors révélés. Les ceufs
sont ensuite remis dans 1’incubateur jusqu’au jour choisi pour I’application des traitements ou du

témoain.

Figure 34 :réincubation des oufes in ovo Figure 35 :recouvrir les ceufs

1V.1.2. Test ex ovo

Au début, nous suivons les mémes étapes de collecte et d’incubation des ceufs, en
respectant exactement les mémes recommandations que pour le test in ovo. Apres 4 jours
d’incubation (E4), nous retirons les ceufs de I’incubateur et stérilisons la surface avec de
I’éthanol a 70 %. Ensuite, nous positionnons les ceufs horizontalement pendant 1 a 2 minutes

pour assurer un bon positionnement de ’embryon (vers le haut de 1’ceuf). Nous remplissons
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ensuite ¥4 de gobelets ou de boites en plastique (stérilisés) avec de 1’eau stérile, puis nous
coupons environ 20 cm de film alimentaire. Nous fixons ce film sur le dessus de la tasse en
placant un élastique autour, puis nous coupons I’excédent de film. A 1’aide d’un bord tranchant
(comme le bord d’un seau en métal ou d’un bécher en verre), nous tapotons doucement 1’ ceuf
jusqu’a ce qu’il y ait une petite fracture sur la face inférieure de 1’ceuf, en gardant a 1’esprit que
I’embryon est positionné sur le dessus. Nous plagons ensuite nos pouces sur les cotés opposés et
séparons les coques horizontalement, laissant glisser doucement le jaune avec 1’embryon ainsi
que I’albumen sur le film alimentaire, en essayant de ne pas percer le sac vitellin. Si le transfert
est effectué correctement, I’embryon doit déja étre positionné sur le dessus. Si ce n’est pas le cas,
nous utilisons un objet stérile non tranchant (par exemple, la pointe émoussée de ciseaux courbés
fermés) et caressons le jaune de maniere a ce que 1I’embryon se tourne vers le haut. Nous plagons
une boite de Pétri stérile sur la coupelle pour sceller I’embryon et plagons la culture dans
I’incubateur réglé a 37,5°C et a une humidité d’environ 60%. Au 7éme jour embryonnaire, nous
dispersons les morceaux de coquille d’ceuf écrasés a la périphérie de I’embryon comme source

de calcium pour le développement et la maturation des os.

Figure 36 :Préparation d'un systeme de culture d'embryon de poulet ex ovo
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IV.1.3. Préparation des substances testees
1V.1.3.1. Préparation de la Dexasone® 4mg/mi

L’anti-inflammatoire corticostéroide Dexaméthasone (Dexaméthasone Phosphate Sodique)
présenté sous le nom de marque Dexasone® 4mg/ml ; solution injectable par voie
intramusculaire intraveineuse ou locale ; Produit par le groupe pharmaceutique SAIDAL spa
Algérie, a été acheté aupres d’une officine locale 8 Ahmed Rachedi. Le numéro du lot était 180
affichant une date de fabrication de 02/2020 et de péremption de 02/2022.

Figure 37 :dexaméthasone

Dans un Eppendorf, un volume 10ul de Dexasone 4mg/ml diluée dans 90ul de 1’eau

physiologique, a été agité manuellement pour 1’obtention d’une solution homogeéne.

Figure 38 :préparation de Dexasone 4mg/ml

55



Chapitre 111 Matériel et méthodes

IVV.1.4. Origine du Matériel biologique (Végetal)

L’ail (Allium sativum) et I’oignon (Allium cepa) ont été achetés auprés du marché des fruits

et des légumes a 1’¢état frais. Le piment rouge piquant a été fourni par un herboriste a 1’état sec.
IV.1.4.1. Préparation du jus brut de I’ail (Allium sativum)

Juste avant I’application sur la CAM, le jus de I’ail (Allium sativum) a été obtenu par
broyage d’une quantité suffisante d'ail. Ensuite, on procéde a la filtration du broyat a travers le
papier filtre pour obtenir un suc homogeéne. Ce dernier qui représente le jus brut (solution mére).
Une série de dilution a été préparée selon les facteurs de dilution suivants : (préparation mére), %2
; Ya; 1/6; 1/8; 1/10.

Figure 39 :Préparation du jus de 1’ail (Allium sativum)

IV.1.4.2. Préparation du jus brut de I’oignon (Allium cepa)

Le jus brut de I’oignon (Allium cepa) a été obtenu en broyant une quantité suffisante

d’oignon. Ensuite, le broyat a étéfiltré a travers un papier filtre pour obtenir un liquidehomogéne.

Figure 40 :préparation du jus de 1’oignon (Allium cepa)
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1V.1.4.3. Préparation de I’extrait brut du piment rouge (Capsicum annuum)

Apres avoir soigneusement lavé le piment rouge, nous 1’avons séché sous le soleil, puis
nous I’avons moulu et tamisé pour obtenir une poudre trés fine. Dans 1’étape suivante, nous
avons dissous 5 g de cette poudre fine dans 50 ml d’eau distillée, laissant le mélange pendant 20
minutes a 1’eau bouillante. Par la suite, nous avons filtré le liquide a 1’aide d’un papier filtre. La
décoction obtenue constitue la solution mére. A partir de cette derniére, nous avons préparé une
série de dilutions : la solution mére, %2 ;1/4 ; 1/6 ; 1/8 ; 1/10.

Figure 41 :préparation de la décoction du piment rouge piquant (Capsicum annuum)

IV.1.5. Déroulement du test CAM (in ovo)

Figure 42 :Application de 5ul des solutions préparées sur la CAM.
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Au huitiéme jour d’incubation (E8), les ceufs préparés au préalable ont été répartis en six
groupes distincts. Le premier groupe est un groupe témoin qui n’a regu aucun traitement. Le
deuxiéme groupe, un autre témoin négatif, a recu 5ul d’eau physiologique et le troisiéme groupe
témoin positif recevant 2ug de Dexamethasone. Les trois groupes expérimentaux ont recu, a
I’aide d’une micropipette, Sul de différentes solutions d’ail (solution meére et ses dilutions), de
solutions d’oignon (solution mere et ses dilutions), et de solutions de piment rouge (solution

meére et ses dilutions).

Il est important de noter qu’un lot supplémentaire a été incubé des le premier jour (JO),
mais a été laissé intact, ¢’est-a-dire sans ouvrir la coquille. Ce lot nous permet de vérifier le bon

fonctionnement de 1’incubateur, comme en témoigne 1’éclosion des ceufs supplémentaires.

Dans toutes les expérimentations, le produit a tester est déposé directement sur la
membrane chorioallantoidienne (CAM). Les réactions possibles sont ensuite observées
immédiatement. Toute apparition d’hémorragie, coagulation, déformation des vaisseaux
sanguins, mort de I’embryon, etc., est soigneusement notée. De plus, il est crucial d’enregistrer le

temps écoulé avant I’apparition de toute réaction.
1V.1.6. Déroulement du test CAM (ex ovo)

Au huitiéme jour de I’incubation (ES), les gobelets/boites sont retirés. Nous répétons la
méme procedure que celle adoptée lors du test CAM in ovo. Cependant, dans ce cas, étant donné
qu’une grande surface du CAM est exposée, nous avons appliqué 5ul de chaque produit végétal
et toutes ses dilutions préparées sur le méme CAM a I’aide d’une micropipette. Par la suite, nous
observons immédiatement les réactions possibles. Nous notons 1’apparition de toute hémorragie,
coagulation, déformation des vaisseauxsanguins, mort de I’embryon, etc.De plus, il est important

de chronométrer le temps écoulé avant I’observation d’une réaction quelconque.

Figure 43 : Application du jus brut de 1’ail (Allium sativum).
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Figure 45 : Application de la décoction du piment rouge (Capsicum annuum).
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Chapitre IV Résultats et discussion

V.1. Résultats et discussions

Cette étude préliminaire vise principalement a evaluer le potentiel irritant des jus bruts de
I’ail (Allium sativum), 1’oignon (Allium cepa) et la décoction du piment rouge (Capsicum
annuum). Elle s’inscrit dans une logique de recherche de nouvelles biomolécules d’origine

biologique pouvant posséder des propriétés anti-vasculaires.

Le modele expérimental choisi pour mener ce travail consiste en 1’utilisation des vaisseaux
sanguins de la membrane chorioallantoidienne (CAM) de I’embryon de poulet. Ce modéle est
couramment utilisé dans 1’étude in vivo de I’angiogenése et de I’anti-angiogenése en raison de sa
simplicité, de son colit modeste, de la reproductibilité des résultats, de 1’absence de contraintes

éthiques et de I’immaturité immunitaire (Ribatti et al., 2001).

Nous avons étudié le développement embryonnaire du poulet, tant in ovo qu’ex ovo, en
utilisant des méthodes d’observation macroscopiques (a I’ceil nu et avec la caméra du

smartphone Realme C21Y) et microscopiques (avec un stéréomicroscope OPTIKA 20X et 40X).
Ces observations ont abouti aux constatations suivantes :

1- Le systéme circulatoire de I’embryon et de ses structures annexes commence a fonctionner
dés le troisiéme jour d’incubation. Les premiers vaisseaux a se manifester sont ceux du sac
vitellin, suivis de prés par ceux de la membrane chorioallantoique (CAM), qui deviennent

discernables a partir du quatrieme jour d’incubation.

Vaisseaux du sac

- CAM
vitellin

Figure 46 :Vaisseaux du sac vitellin sous Figure 47 :Vaisseaux sanguins de la CAM
stéreomicroscope a 20X sous stéréomicroscope 40X
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2- La membrane chorioallantoique (CAM) constitue une structure extra-embryonnaire
remarquablement vascularisée, caractérisée par une croissance accélérée. Effectivement, des
le huitiemejour d’incubation, elle s’étend pour couvrir intégralement la surface interne
observable a travers la fenétre réalisée sur la coquille. Au cours de cette phase, I’expansion
vasculaire de la CAM s’intensifie de maniére exponentielle, comme illustré dans la figure . A
I’approche du quatorziéme jour, la CAM se déploie pour envelopper complétement 1’embryon

ainsi que ses structures annexes, telles que I’amnios et la vésicule vitelline.

Figure 49 :CAM Témoin a J14, in ovo
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3- La vascularisation de la membrane chorioallantoique (CAM) se manifeste de maniere
impressionnante au sein du tissu mésenchymateux, situé juste en dessous de 1’épithélium
ectodermique. Cette organisation suit un schéma hiérarchique distinct, ou I’on peut observer des
vaisseaux primaires formant des configurations en ‘Y’. Ces derniers constituent le point de
départ pour la divergence des vaisseaux sanguins secondaires et tertiaires, permettant ainsi une

¢tude détaillée de I’angiogenese et du développement vasculaire (figure).

Vaisseaux tertiaires

aisseaux secondaires

aisseaux primaire

Figure 50 :Observation des vaisseaux primaires, secondaires et tertiaires sous stéréomicroscope

4- 11 est possible de distinguer différents niveaux d’action des traitements appliqués sur la

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

» Effet Anti-angiogenique de la Dexamethasone (témoin positif)

Résorption
des vaisseaux
sanguins

Vaisseaux
fantbmes

Figure 51 :Vascularisation normale de la CAM Figure 52 :Dexamethasone aJ12f(effet antiangiogénique)
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Selon nos données non publiées, I’administration de la Dexaméthasone a une dose de 2 ug
réduit de 99 % la vascularisation de la membrane chorioallantoidienne de 1I’embryon de poulet
par rapport au témoin négatif (recevant uniquement de l’eau physiologique). L’effet de la
Dexaméthasone est clair, puissant et statistiguement trés significatif (p < 0,0001). La
Dexaméthasone est un corticostéroide surrénalien synthétique aux propriétés anti-inflammatoires
puissantes. En plus de se lier a des recepteurs stéroidiens nucléaires spécifiques, la
Dexaméthasone interfére également avec I’activation du NF-KB et les voies apoptotiques
apoptotiques (NCI04, 2024).

En clinique, la Dexaméthasone a été étudiée pour son utilisation comme traitement
antiangiogénique en combinaison avec d’autres agents chimiothérapeutiques (Zhao et al., 2024).
En ophtalmologie, ce corticostéroide reste une référence dans le traitement des affections

oculaires liées a I’angiogenése (Yin et al., 2024).

Nos résultats, bien que préliminaires, confirment en partie les observations déja établies.
En effet, nous nous sommes basés sur les travaux de I’équipe de Folkman (1987) pour
déterminer la dose testée. Selon ces auteurs, la Dexaméthasone exerce son effet angiostatique a
des doses tres faibles (1/25éme) comparées a celles de I’hydrocortisone. Ils démontrent ainsi que

I’effet antiangiogénique est indépendant de 1’effet anti-inflammatoire.

On pense que I’inhibition de la néovascularisation par la dexaméthasone est due a la
répression de 1’expression du VEGF (Fischer, 2001). Des études suggerent que I’augmentation
de la voie de la gluconéogeneése dans un modele cellulaire murin pourrait expliquer I’action

antiangiogénique de la dexaméthasone (Shang et al., 2016).
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» L’extrait brut de I’ail, Allium sativum,in ovo et ex ovo

_ Vaisseaux
Vaisseaux dg la vitellins
CAM Témoin
Sac vitellin
CAM
Embryon
Amnios

| Y\‘\ )\\\

Figure 53 :Aspect d’un embryon témoin, ex 0vo, & J8, et ses annexes extra-embryonnaires :

CAM, amnios et sac vitellin

. Jus brut X 1072
Jus brut X 10

Jus brut (sans
dillution)
Jus brut X 107

Jus brut X 107

Jus brut X 1071°

Figure 55 :Effets du jus brut de 1’ail sur la CAM appliqué, in ovo, & J8.
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émorragies massives

Figure 56 : Effet de I’extrait brut de 1’ail sur la CAM appliqué, in ovo, a J8, observation sous
stéreomicroscope 20X (a gauche) et 40X (a droite)

Bien que de nombreuses études montrent clairement que l'ail et ses Composes
organosulfurés (COS) possedent une activité antiangiogénique puissante (Block et al., 2017).il
n'‘existe actuellement aucune étude publiée explorant I'effet irritant de l'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). Ceci constitue une

originalité de notre travail.

L’ail montre une action puissante et assez particulicre. Contrairement a de nombreux
produits qui bloguent la formation de nouveaux vaisseaux a partir de ceux préexistants
(antiangiogénique), le suc brut d’Allium sativum présente un autre mode d’action sur les
vaisseaux sanguins, a savoir I’effet destructeur des vaisseaux sanguins, connu sous le nom de

vascular disrupting agents (VDAS) (Lippert, 2007).

L’application de I’extrait brut d’ail se traduit par une irritation des CAM, des saignements
et des thromboses. Cet effet est évident, puissant, reproductible et confirmé, selon 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 diminue radicalement (a I’ordre de secondes pour I’extrait
non dilué). Une équipe tunisienne a obtenu les mémes résultats que les notres, ce qui confirme
I’idée que ’extrait d’ail possede un effet perturbateur des vaisseaux sanguins (Hadriche-Jarraya

etal., 2021).

66



Chapitre IV Résultats et discussion

> Le jus brut de I’oignon, Allium cepa,ex ovo

Site d’application

7 ‘. . ( of —
IR ¥ 7 k -

Observation microscopique 20X,

Observation macroscopique
couleur

Observation microscopique 20X

échelle gris

Figure 57 :TémoinaJ 8

On remarque clairement que la disposition des réseaux vasculaires suit un schéma
hiérarchique normal, ou 1’on peut observer des vaisseaux primaires formant des configurations
en « Y ». Ces derniers constituent le point de départ pour la divergence des vaisseaux sanguins
secondaires et tertiaires (voir figure). Sous stéréomicroscope, il est facile de noter un flux

sanguin ordinaire et fluide.
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Vasoconstrction

Hémorragie modérée

Coagulation

Obturation

o ! Arrét de la
) - circulation

Résorption des
vaisseaux

Avant traitement, Observation Effet du jus brut de I’oignon,
microscopique 20X, couleur Observation microscopique 40X, couleur

Figure 58 : Action anti-vasculaire, perturbatrice des vaisseaux par le jus brut de 1’oignon

D’aprés les images recueillies, il semble que le jus brut de 1’oignon exerce une action
perturbatrice sur les vaisseaux sanguins de la CAM. Dans ces circonstances, on observe des
plages d’hémorragie modérée, des sites de coagulation, une lyse vasculaire (essentiellement des
vaisseaux de petit diameétre), une vasoconstriction, voire méme 1’obstruction et 1’arrét du flux
sanguin au niveau de la zone traitée. Il est opportun de signaler que pas plus de 90 minutes se
sont écoulées avant 1’apparition des manifestations susmentionnées. A ’évidence, vue la courte
dureée et la forte concentration (jus brut sans dilution), on considere que le produit en question est
doté de capacités destructrices a 1’égard des vaisseaux sanguins. Nous n’avons pas réussi a
veérifier une quelconque activité anti-angiogénique. Cette situation s’explique par le fait que nous

avons perdu les embryons réservés pour I’application des différentes dilutions du jus de 1’oignon.

Cependant, alors que des études précédentes prétendent démontrer 1’existence d’une action
anti-angiogénique du jus de I’oignon (Castor et al., 2014), il semble, d’aprés la littérature
scientifique consultée, que nous sommes la premiére équipe a apporter des prémices de preuve

sur 1’existence d’une action irritante vis-a-vis de la vascularisation.

Il est admis que différentes familles chimiques sont impliquées dans D’activité anti-
angiogénique de 1’oignon. Selon (Majnooni et al, 2023), les saponines présentent des effets anti-
angiogeneses significatifs. Cette propriété semble résulter, d’une part, de 1’inhibition de

I’expression des geénes : les saponines inhibent I’expression des génes liés au facteur de
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croissance endothélial vasculaire (VEGF) et au facteur induit par ’hypoxie 1-a (HIF-1a), et
d’autre part, de [I’inhibition des voies de signalisation inflammatoires qui stimulent
I’angiogeneése, telles que les cytokines pro-inflammatoires, les kinases activees par les mitogenes
(MAPKS) et les phosphoinositide 3-kinases/protéine kinase B (PI3K/Akt). Les flavonoides de la
peau d’oignon ont montré une inhibition significative de la prolifération des vaisseaux sanguins

dans le test CAM (Castor et al., 2014).

Concernant nos propres constatations, il se peut que le jus de I’oignon exerce une
répression des molécules d’adhésion cellulaire, comme LICAM, ce qui explique les
seignements. De plus ce produit provoque la mort des cellules endothéliale de la veine
ombilicale humaine, HUVEC (Uttarawichien et al., 2021). Ce qui pourrait expliquer la

résorption (lyse) des vaisseaux sanguins de la CAM.

» Action de la décoction du piment rouge piquant sur les vaisseaux de la CAM,

in ovo et ex ovo

Sites d’application in ovo et ex ovo

Figure 59 :Sites d’application in ovo et ex ovo

Le modele expérimental choisi pour mener ce travail consiste en les vaisseaux sanguins de
la membrane chorioallantoidienne (CAM) de I’embryon du poulet. La variante in ovo offre des
conditions comparables a la situation physiologique. Cependant, vue I’étroite fenétre
d’observation, il devient difficile de répliquer I’intervention sur le méme CAM. De plus ceci

affaiblie la résolution des photos. Alors que le modéle ex ovo permet une surface d’application
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assez large et une meilleure visibilité. Toutefois, la culture hors de la coquille crée des conditions

artificielles ce qui augmente le taux de mortalité.

CAM traité par le piment a

Action de la décoction du piment rouge
J12 stéréomicroscope 20X

(C. annuum) sur le réseau vasculaire et
le chorion e la CAM aJ12

Zone intacte

Traces du
. piment rouge

Epithéium
chorionique
creusé

CAM traité par piment rouge a J12 Stéréomicroscope 160X

CAM Témoin a J8 sétréomicroscope 20X

Figure 60 :(A)Action de la décoction du piment rouge (C. annuum) sur le réseau vasculaire et le chorion
e la CAM a J12, (B)Action de la décoction du piment rouge (C. annuum) sur le réseau vasculaire et le
chorion e la CAM a J12, CAM traité par le piment a J12 stéréomicroscope 20X, (C)CAM témoin a J8
sétréomicroscope 20X, (D)CAM traité par le piment rouge & J12 sétréomicroscope 160X
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Contrairement a 1’ail et a I’oignon, cette décoction n’a pas provoqué d’hémorragie, de

coagulation ou de résorption des vaisseaux sanguins dans les 48 heures suivant I’application.

Cependant, aprés 72 heures, une disparition totale des vaisseaux sanguins au site
d’application a été constatée, ainsi qu’une atteinte de I’épithélium chorionique. Le délai de 72
heures avant 1’apparition des effets suggere que la décoction pourrait agir comme un agent anti-
angiogénique. L’effet sur 1’épithélium chorionique pourrait étre di a la forte dose appliquée. Des
études récentes confirment notre oint de vue stipulant que le piment rouge exerce une action anti-
angiogenique sur les vaisseaux de la CAM (Patil et al., 2023). Les capsaicinoides présentent une
activité anti-angiogénique robuste, inhibant la formation de nouveaux vaisseaux sanguins
(Friedman et al., 2019). Les capsaicinoides influencent diverses voies moléculaires, y compris
celles liées a I’adhésion cellulaire, au remodelage de la matrice extracellulaire et aux voies de

signalisation comme TRPV1(Lujan-Méndez, 2023).

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 controler.

Figure 62 :Embryon mort in ovo
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Figure 63 : Embryon (CAM) infecté

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.

72



Conclusion



Conclusion

Conclusion

Dans le cadre de cette étude, nous avons mené des expérimentations sur les vaisseaux
sanguins de la membrane chorioallantoique, a la fois in ovo et ex ovo. Ces investigations ont
porté sur des préparations de 1’ail rouge (Allium sativum), du piment rouge piquant (Capsicum

annuum) et de 1’oignon rouge (Allium cepa).

Les observations préliminaires suggerent que le jus brut de I’ail posséde un effet irritant
puissant, confirmé et reproductible. Cette préparation (Allium sativum) provoque un
effondrement total de la circulation sur toute la zone exposée. Cet effet se traduit par une
hémorragie intense, une coagulation généralisée (thrombose), 1’observation d’une hyperémie et
d’une vasodilatation, une interruption du flux sanguin et 1’émergence de vaisseaux sanguins
fantdmes. L’intensité de ces phénoménes semble suivre une cinétique dépendante de la dose
alors que le temps de leur émergence varie inversement a la dose. En revanche, le jus brut
d’oignon semble présenter une action modérée de perturbation des vaisseaux sanguins. Il bloque
la circulation, provoque des thromboses éparses et de 1égeres hémorragies au niveau des plexus

capillaires.

A T’opposé, la décoction brute de piment rouge semble agir par un mécanisme anti-
angiogénique sur le réseau vasculaire et pourrait irriter I’épithélium chorionique. Ce produit agit

tardivement et provoque une lyse des vaisseaux sanguins.

De plus, dans les conditions expérimentales définies, les trois plantes n’entrainent aucune
mortalité des embryons. Il est important de signaler que I’ail agit immédiatement, tandis que les
deux autres plantes tardent a agir, en particulier le piment, dont les effets ne se manifestent

qu’apres 72 heures.

Dans une perspective thérapeutique, ces observations suggérent que les produits étudiés
pourraient étre recommandé pour des explorations approfondies. Ils représenteraient des
candidats de choix dans la recherche de traitements anticancéreux ciblant la vascularisation

tumorale par une approche de thérapie anti-vasculaire Ciblée.

Enfin, il est nécessaire de continuer a approfondir cette recherche pour les raisons suivantes :
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Revérifier les données recueillies en utilisant un échantillon plus large pour une meilleure
représentativité ;
Enrichir I’investigation en effectuant des analyses histologiques pour obtenir des

informations plus détaillées ;

Utiliser des modeles expérimentaux plus sophistiqués, tels que les cultures cellulaires, le
Matrigel, et le modele murin, permettrait d’aborder les mécanismes a 1’origine des

observations enregistrées.

Fractionner les préparations végétales étudiées pour identifier la nature chimique des

molécules responsables des effets ;

Tester des mixtures contrélées dans le but de rechercher une synergie entre les différents

composants.
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